UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS
DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

ESTUDIO DE INDUCCION A CALLO EMBRIOGENICO EN
VARIEDADES COMERCIALES DE CAFE (Coffea arabica) DE EL
SALVADOR

POR:
VILMA LIZET LANDAVERDE PARADA
ALBA SUGEY LOPEZ ORTIZ
TERESA DEL CARMEN VASQUEZ FLORES

REQUISITO PARA OPTAR AL TiTULO DE:
INGENIERO AGRONOMO

SAN SALVADOR, FEBRERO DE 2002.



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR.

RECTORA:

Dra. MARIA ISABEL RODRIGUEZ.

SECRETARIO GENERAL.

Lic. LIDIA MARGARITA MUNOZ.

FACULTAD DE CIENCIAS AGRONOMICAS.

DECANO

Ing. Agr. M Sc. FRANCISCO LARA ASCENCIO.

SECRETARIO.

Ing. Agr. JORGE ALBERTO ULLOA ERROA.



JEFE DEL DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA

Ing. Agr. JOSE RICARDO VILANOVA ARCE.

ASESOR.

Ing. Agr. M Sc. MARIO ANTONIO ORELLANA NUNEZ

JURADO.

Ing. Agr. BALMORE MARTINEZ SIERRA.

Lic. M Sc. YANIRA ELIZABETH LOPEZ VENTURA.

Ing. Agr. ROBERTO CALDERON GRANADOS.

il



RESUMEN

La investigacion se realizd en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Departamento de Fitotecnia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de La Universidad
de El Salvador, de Febrero de 2001 a Septiembre de 2001. La cual consistié en evaluar
métodos de desinfeccion del material vegetativo y medios de cultivo para la induccion a

embriogénesis somatica.

Las hojas de cafeto (Coffea sp) de las variedades Catuai Rojo, Pacamara, Tekisic,
Catisic y Pacas procedentes del jardin de variedades de PROCAFE, ubicado en la ciudad
de Santa Tecla en el Departamento de La Libertad; se desinfectaron, con dos soluciones
de Hipoclorito de Calcio al 10 % y 8 %, variando los tiempos de inmersion en cada una
de ellas: 20 y 10 minutos (D1), 15 y 8 minutos (D2), 10 y 5 minutos (D3)
respectivamente. Los niveles mas bajos de contaminacion se obtuvieron con el método
D1. Este método de desinfeccion se utilizo para iniciar la etapa de induccion, donde se
evaluaron 3 medios de cultivo, modificando la concentracién de la hormona 2Isopentyl
adenina (21IP) en el medio de induccion (T1B) para conocer el efecto sobre los explantes
foliares de las variedades antes mencionadas. Al transferir este material al medio de
expresion de callo embriogénico (T2B) los explantes provenientes del medio de
induccion con 4 mg de 2IP presentaron mayor respuesta embriogénica en las variables

evaluadas.
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1. INTRODUCCION

El cultivo del café ha sido uno de los rubros econdmicos mas importantes del
pais, por su contribucion al Producto Interno Bruto, generacion de empleo y
conservacion de la biodiversidad; segin PROCAFE (2000) Debido a la influencia
negativa de factores ambientales (fendmenos naturales), incidencia de plagas,
economicos (fluctuaciones del precio en el mercado internacional; politicas econdmicas
nacionales), sociales (alto crecimiento poblacional y demanda de vivienda y
consiguiente reduccion de areas de cultivo, robo de grano), técnicos (mal manejo de
plantaciones, edad de plantaciones), fisiologicos (estrechez genética de las variedades
comerciales cultivadas y que han sido reproducidas sexualmente). En los ultimos 18
afos, su contribucién al PIB, produccion, productividad, volumen de exportacion, area

cultivada y generacion de empleo; han experimentado disminuciones considerables.

Por esta razon se estd utilizando la propagacion de plantas in vitro, que es una
técnica de reproduccion asexual muy util para el apoyo al mejoramiento genético de un
cultivo. En el cultivo del café esta técnica permite la rapida propagacion vegetativa del
material genéticamente estable y escaso para la produccion masiva de plantas con
caracteristicas iguales. También es ventajosa por la disminucion del area necesaria para
el establecimiento de vivero y en la reduccion de costos de produccion al tratarse de
plantas resistentes y tolerantes a factores ambientales y bioldgicos (Van der Vossen,
citado por Girén 1998)

En la mayoria de paises centroamericanos se ha trabajado con variedades locales

y algunos de ellos ya cuentan con un protocolo completo y adecuado para la produccion



de plantas via embriogénesis somatica. En El Salvador se ha propagado in vitro material
vegetal costarricense; surgiendo entonces la inquietud de iniciar el proceso

embriogénico con material genético nacional.

Es por ello en esta investigacion se buscé un método de desinfeccion para el
material vegetal procedente del campo (hojas de cafeto) de 5 variedades comerciales y
posteriormente se evaluaron medios de cultivo para inducir a callo embriogénico

segmentos de hojas de los cultivares de café.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL CAFE.

2.1.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION.

El cafeto tuvo su origen en Africa, la especie mas extendida en el mundo es la
arabica, existiendo en estado natural, en las alta mesetas etiopes, en la region del
Lago de Tana. Otras especies se observaron en estado silvestre en diferentes lugares
de Africa Tropical; la especie excelsa en Costa del Marfil, Cameran y Guinea
Francesa. El Coffea liberica en Sierra Leona, Liberica y Costa de Marfil (Coste

1954).

Leoén (1987) menciona que este cultivo se propag6 en la Edad Media de Etiopia a
Arabia, los arabes del Yemen utilizaban las cubiertas secas de los frutos de cafeto
desde el siglo XV, para preparar una infusiéon denominada “ Kisher” (Coste 1954). El
Cafeto se introduce a la India en el siglo XVII en ese mismo siglo fue llevado desde

Java del Yemen hasta el Jardin Botanico de Amsterdam (Ledn 1987).

De Amsterdam se envié un plantén joven de café a Francia; mientras que los
holandeses propagaban el cafeto en sus posesiones asidticas. El Jardin de Plantas de
Paris envio ejemplares hasta sus posesiones francesas en las Antillas (Dijkman y

Welhburg 1986).



Anthony citado por Albarran (1999) menciona que el cafeto fue introducido en
Brasil en el afio 1727; cafetos procedentes de Arabia fueron llevados a Jamaica en
1730; entre 1770 a 1790 el cultivo se extendid a Cuba, Puerto Rico, Santo Domingo,
Meéxico y Colombia. En Centro América, se estima que el periodo de introduccion
fue entre 1779 a 1796. Posiblemente el café fue llevado de Cuba a Costa Rica por
Francisco Javier Navarro en 1796. Aunque los mexicanos sostienen que fueron los
primeros en sembrarlo en fincas de las cercanias de Cordoba, en época anterior a la
sefalada. En Guatemala se dice que el cultivo del café se inicidé en 1835, traido de
Moka, por padres de la compaiiia de Jesus; cultivandolos en la casa de estudios de

Antigua Guatemala y en Belice se inici6 su cultivo en 1837, procedente de Jamaica.

En El Salvador algunas fuentes sostienen que el posible periodo de introduccion
fue en 1800 a 1815, un siglo después de haber ingresado su cultivo a América; se
argumenta que los primeros en haber conocido las plantas de café fueron los sefores
Cirilo Guerra y Francisco Martinez en 1837 6 1838 en Santa Ana, producto de
semillas de plantas de café que habitaban en los huertos de dos indios de Ahuachapéan
que estos ultimos habian obtenido en la Hacienda Soyote, propiedad de los sefiores
Alvarez de Asturias en el Departamento de Jutiapa en Guatemala. Posteriormente de
Ahuachapan lo trasladaron a Santa Ana; extendiéndose al resto de la Republica
(Chacon, citado por Asociacion Cafetalera de El Salvador 2000).

En 1820 en un pliego de instrucciones entregado al doctor José Maria Alvarez
(Diputado de la Corte de Espafia por la Provincia de Cuscatlan, antiguo nombre de El
Salvador) por parte del Ayuntamiento de San Salvador, en el cual se hace constar que

4



la Provincia produce entre otros granos y rubros, café. En el periddico La Gaceta del
4 de Enero de 1850, atribuye que el primero que cultivo y enseid a cultivar café en El
Salvador, fue el brasileio Antonio Coehlo, en 1840; con el tiempo el café desplazo
gradualmente el afiil y se convirtio en el pilar de la economia nacional (Choussy

1934; Asociacion Cafetalera en El Salvador 2000).

2.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA
El cafeto se clasifica taxonomicamente de la siguiente manera
Reino: Vegetal
Division: Antofita
Clase: Dicotiledoneal
Subclase: Simpétala
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae
Genero: Coffea
Seccion: Eucoffea
Sub-seccion: Eritrocoffea
Especies: arabica, canephora, liberica, excelsa (Asociacion Cafetalera de El

Salvador 2000).



2.1.3. DESCRIPCION BOTANICA

Raiz: El sistema radical de los cafetos estd constituido por una raiz conica y
pivotante, que alcanza de 50 cm a 60 cm de profundidad. De la raiz principal se
derivan dos tipos de raices de segundo orden: Las raices de sostén o axiales, las
cuales son profundas, y las raices laterales, en donde crecen las raicillas encargadas
del intercambio de nutrientes con el suelo; comprendiendo estas Ultimas el 80 %
del sistema radical a una profundidad de 0.30 m y un radio de 2.5 m alrededor del

tronco de la planta (Ledn 1987, PROCAFE 1997).

Tallo y porte: Las plantas del género Coffea, poseen una caracteristica poco
comun, el dimorfismo, y se refiere a los dos tipos de crecimiento de sus ejes o
ramas. El crecimiento vertical u ortotropico y el lateral o plagiotropico que deriva
del primero. En El Salvador, a las ramas laterales secundarias se les llama

“bandolas” y a las terciarias “criolinas” o “palmillas” (PROCAFE 1997).

En las ramas plagiotropicas se forman las inflorescencias, por lo general, s6lo
una vez. Las ramas floriferas de los arbustos de Coffea canephora, no suelen
ramificarse y en su mayoria producen tallos basales; caso contrario a los Coffea
arabica. El porte de las variedades de arabica fluctua entre los 1.0 m y los 5.0 m; en

cambio, las de C. canephora alcanzan hasta los 12 m (Leon 1987).



Hojas: Crecen en las ramas plagiotropicas en un mismo plano y en posicion
opuesta, rodeadas por un par de estipulas agudas; el peciolo es plano por arriba y
convexo por debajo. La lamina es fuerte y delgada, la cara superior es verde oscuro

brillante y la inferior verde clara y opaca (Ledn 1987).

Las hojas de la especie arabica son de forma oval, acuminadas, cortas y agudas
en su base; en ocasiones onduladas; su tamafo varia de 12 cm a 15 cm de largo con
6 cm de ancho. En cambio las hojas de los cafetos canephora son de apariencia
corrugada u ondulante, de forma oblonga-eliptica, cortas, acuminadas, redondeadas
y acufiadas en su base; poseen de 15 cm a 30 cm de largo y de 5 cm a 15 cm de
ancho; la nervadura central es plana por arriba y prominente por debajo; las
nervaduras laterales son de 8 a 13 pares; el peciolo es fuerte con 0.8 cm a 2 cm de

largo (Dijkman y Welhburg 1986).

Flores: Las flores emergen de las axilas superiores cerca de las hojas, en las
ramas plagiotropicas. En cada axila se forman de 1 a 5 inflorescencias, colocadas en
linea recta entre las ramas y las hojas, las inflorescencias son ramillas comprimidas
con nudos y entrenudos. La flor tiene de base un receptaculo carnoso ancho en el
apice, que termina en su parte externa con el caliz e internamente en un disco. El
caliz esta compuesto por 5 dientes finos e irregulares, simulando un reborde verde y
continuo; el disco, es una estructura, en forma de anillo, situado entre la corola y el
pistilo, el cual funciona como un nectario y aparece luego en el apice del fruto

maduro, observandose como un reborde circular como una depresion al centro la



que corresponde al estilo. La corola es tubular en su base y se abre en 5 pétalos que
se despliegan hacia afuera, quedando al final en posicion alterna con los pétalos. Las
anteras se abren en dos suturas longitudinales. El ovario anterior posee dos 6vulos
anatropos. El pistilo es blanco, delgado y cilindrico, que sale del centro del disco; se
abren en dos ramas estigmatizadas, al final de la antesis y luego se doblan al

marchitarse (Ledén 1987, PROCAFE 1997).

En los ejes laterales de la especie arabica, se desarrolla en flor normal, por lo
general un primordio apical en eje central de 1 a 3 flores; formandose de 3 a 7 cimas
por axila y de 4 a 18 flores por cima y en la especie canephora de 3 a 5 cimas por
axila y de 8 a 48 flores por cima, siendo las flores ligeramente mas grandes que las
de Coffea arabica y poseen frecuentemente 6 pétalos en lugar de 5, que es el
numero normal para el género Coffea. Las flores de C. arabica son fragantes de
color blanco o beige, subsésiles; la corola tiene 5 lobulos ovales y obtusos, las
anteras son mas cortas que los lobulos-corola. Los de C. canephora son de color
blanco algunas veces con tonos rosa; sésiles con o sin bracteas, la corola posee de 5

a 7 lobulos, con estambres y estilos largos (Dijkman y Welhburg 1986, Ledn 1987).

BIOLOGIA FLORAL

El desarrollo floral se divide en tres fases fisiologicas:
A) Iniciacion floral: Consiste en la formacion de una rama o una inflorescencia
y puede determinarse hasta que la yema ha alcanzado cierto grado de desarrollo, si
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se forma una flor ocurren una serie de divisiones celulares que produciran 3 o 4
inflorescencias con 3 o 4 yemas florales. Esta fase esta determinada por el
fotoperiodo, la temperatura, la disponibilidad de agua, y el balance nutricional

(CENICAFE 1988).

CENICAFE (1988) e ISIC (1987) argumentan que el cafeto se comporta como
una planta de dia corto, manifestdndose la iniciacion floral en dias con 13 6 14 horas
luz. Las condiciones de temperatura que la estimulan son de 23 °C a 26 °C por el
dia y de 20 °C a 23 °C por la noche, mayores o menores temperaturas la inhiben.
Una relacion Carbono / Nitrogeno alta favorece a la iniciacion floral. Esta fase tiene

una duracion aproximada de 1 mes.

B) Periodo de latencia: Las flores diferenciadas crecen durante 2 meses, y dejan
de crecer por 1 o 4 meses por condiciones intrinsecas de la planta; una lluvia
después de un periodo de deficiencia de agua en el suelo o una caida repentina de

temperatura, puede romper esta latencia (CENICAFE 1988).

C) Antesis: Posterior a la ruptura de la latencia, la yema floral se expande
rapidamente y abre en un termino de 10 a 15 dias. El tiempo que transcurre desde la
diferenciacion floral hasta la antesis o floracion es de 4 a 5 meses (CENICAFE

1988).



Las flores del cafeto se abren generalmente por la mafiana y permanecen asi todo
el dia, en el segundo dia se inicia el marchitamiento y después del tercero se
desprende la corola y los estambres, conservando el estilo. Al abrirse las flores, las
anteras han liberado el polen y alcanzado al 6vulo, posteriormente se completara la

fertilizacion en 4 o 6 dias (PROCAFE 1997).

Fruto: Por un mes aproximadamente, los 6vulos fecundados permanecen en
latencia e inician un répido crecimiento, completandose este proceso de 80 a 100
dias después de la fertilizacion y 4 meses mas tarde inicia la maduracion que tarda

entre 40 a 60 dias (Ledn 1987).

Los frutos o “cerezos” del cafeto provienen de las flores que emergen de las
axilas de las hojas en las ramas laterales. Después de la fecundacion se desprende la
corola del ovario y el fruto queda adherido al pedunculo. En su primera fase, las
drupas tienen forma globular; pero el apice es aplanado. El grano tiene un desarrollo
lento, tiene una duracion de 5 a 6 meses; tornandose entonces el pericarpio de color
amarillo o anaranjado y luego rojo, indicando que el fruto alcanza su maximo

desarrollo y que debe cosecharse (Molina 1967).

El fruto esta formado por el pericarpio y este a su vez esta integrado por 3
capas, la mas externa es el epicarpio constituido por una sola capa de células finas y
numerosos estomas; le sigue el mesocarpio compuesto de parénquima rico en

azucares, taninos, y sustancias colorantes. La tercera capa es el endocarpio y esta
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formado por varios estratos de células de paredes gruesas, muy alargadas y

amarillas que le dan un aspecto coraceo al “pergamino” (Leon 1987).

Dijkman y Welhburg (1986) manifiestan que los frutos de C. arabica son de
forma oblonga — eliptica de 1.5 cm de largo y los de C. canephora son mas

elipsoidales de 0.8 cm a 1.6 cm de largo.

Semilla: La semilla es un cuerpo plano convexo (en su cara interna es plano y
en la externa convexo) esta formado por endospermo cordceo color amarillo
verdoso; tiene un capa externa mas oscura y densa llamada endospermo duro y otra
central mas clara que es el endospermo suave. Las células del endospermo
contienen aceite, almidon, azucares y alcaloides; al tostar la semilla se forman
cuerpos aromaticos y al molerlas se liberan dandole el color y sabor caracteristico al
café. El embrion se encuentra en la parte basal de la semilla y es muy reducido, esta
integrado por el hipocotilo y dos cotiledones superpuesto, mide 2 mm a 5 mm de
largo. El contenido de cafeina de las semillas de los cultivares de C. arabica varia
de 0.5 a 2 % de materia seca, proporcionandole una bebida 4cida. Las semillas de
los C. canephora, son semejantes a las de la anterior, de menor calidad y tamaio,
miden de 7 a 13 mm de largo, su contenido de cafeina es de 2 a 3 % de materia seca,
proporcionandole una bebida fuerte sin aroma y frecuentemente amarga (Ledn

1987, Merino 1998).
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2.2.VARIEDADES DE CAFE CULTIVADAS COMERCIALMENTE EN EL

SALVADOR.

Con la llegada de la roya en El Salvador, se hizo més imperativo y urgente
introducir y disponer de nuevos materiales genéticos que ampliaran la base genética
de las wvariedades existentes; ademds que presentaran mejor produccion,
adaptabilidad y resistencia a enfermedades como la roya (PROCAFE 1995). Como

respuestas a estas necesidades se crearon las siguientes variedades:

TEKISIC

Esta variedad se obtuvo en el pais como producto de selecciones genéticas en
plantas Bourbon “tradicional” lograndose obtener al final, plantas con buenas
cualidades de produccion, adaptabilidad, conformacion de la planta y calidad del
producto (PROCAFE 1997) Ademés es de porte alto, laterales con entrenudos
largos, buen crecimiento de ramas y formacion de laterales secundarios. La altura
recomendada para el cultivo de esta variedad es entre 800 a 1500 msnm porque en
estas condiciones se obtiene mejor producto en calidad y cantidad. Los valores de
produccion oscilan entre 16 a 60 quintales oro por manzana, como ventaja presenta
una reducida bienalidad. Sin embargo las principales desventajas son: Menos
tolerancia al viento, sol y sequia, ademés mayor susceptibilidad a la roya del cafeto

(PROCAFE 1997).
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Las caracteristicas del grano oro son: buen peso, tamafio grande y color ligero;
calidad de la taza, moderadas cualidades de aroma y acidez (Asociacion Cafetalera

de El Salvador 2000).

PACAS
Es una variedad considerada como local porque se origind en plantaciones de
Bourbon tradicional, en el departamento de Santa Ana, considerandose adaptada a

nuestras condiciones de suelo como ambientales (PROCAFE 1997).

Entre las caracteristicas de la variedad estan: Porte pequeio, laterales
aceptablemente largos, entrenudos cortos y hojas de color verde oscuro,
favoreciendo su cultivo a distanciamientos cortos, siendo la densidad de plantas por
manzana mayor. La altitud recomendada para la siembra de esta variedad es entre
500 a 1000 msnm (bajio o media altura). Los promedios de produccion varian de 24
a mas de 70 quintales oro por manzana, estas producciones estdn relacionadas a

distanciamientos, altitudes, fertilizacion, y otros (PROCAFE 1997).

El sistema radicular fuerte; tolerancia al viento, sol y sequia, son ventajas de esta
variedad y entre sus desventajas estan: Susceptibilidad a la roya, y otros problemas

fitosanitarios (Asociacion Cafetalera de El Salvador 2000).

Respecto a valores de catacion, la acidez y cuerpo oscilan de reducido a bueno
con un buen sabor. El tamafio del grano es pequefio o normal, con porcentajes de

13



granos normales del 79% (PROCAFE 1997). Las caracteristicas del grano oro son:
Buen peso, tamafio grande, y color ligero (Asociacion Cafetalera de El Salvador

2000).

CATISIC
Es una variedad hibrida introducida al pais, evaluada y liberada por el ISIC,
siguiendo PROCAFE con su produccion para cultivarla en el pais. Esta variedad
resultd del cruzamiento entre las variedades Caturra Rojo y el Hibrido de Timor.
Realmente es un Catimor, y por los trabajos realizados en el pais, se considerd

denominarla como variedad Catisic (Cat de Catimor mas las siglas de ISIC)

(PROCAFE 1997).

Es una planta de tamafio promedio bajo y coloracion del brote terminal verde,
forma coénica, laterales y entrenudos similares al Pacas. La altitud apropiada para la
siembra de Catisic es de 600 a 1000 msnm. La principal ventaja de esta es la
tolerancia a ataques por roya, la cual favorece la disminucién en costos de
produccion, al no ser necesaria la aplicacion de agroquimicos (fungicidas) para
combuatirlas; proporciona una productividad promedio que oscila en 18 y 50
quintales oro por manzana (PROCAFE 1997). Los resultados de catacion lo ubican
como aceptable en cuanto acidez, cuerpo y sabor. El tamafio de grano es también

favorable con mas del 70% sobre zaranda # 17 (PROCAFE 1997).
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Las caracteristicas del grano oro son: Grande, buen peso con un color ligero; la
calidad de la taza con moderadas cualidades de aroma y acidez (Asociacion

Cafetalera de El Salvador 2000).

CATUAI ROJO

Es un Hibrido obtenido en Brasil al hacer un cruzamiento entre las variedades
Caturra Amarillo y Mundo Novo. Fue introducido al pais por el ISIC. La planta es
de tamafio intermedio, un poco mas alta que la variedad Pacas. Sus laterales son
largos con entrenudos cortos y tendencia a formar “crinolinas”. En general es una
variedad con vigorosa conformacidon agrondémica. Con relacion a la altitud se

recomienda las altitudes de siembra de 600 a 1000 msnm (PROCAFE 1997).

Tanto en El Salvador como en otros paises caficultores, Catuai Rojo muestra
muy buenos promedios de produccién, lo cual estd muy relacionado a la
fertilizacion, distanciamientos de siembra, tipo de suelo, sombreamiento del cafetal.
Sobre catacion lo catalogan con acidez, cuerpo y sabor aceptable. Igualmente el

tamafio del grano es de 70 % sobre zaranda # 17 (PROCAFE 1997).

Las caracteristicas del grano oro son: Tamafio grande, buen peso y color ligero;
la calidad de la taza con aroma y acidez moderada (Asociacion Cafetalera de El

Salvador 2000).

15



PACAMARA

Es un hibrido obtenido en El Salvador, el cual resulté del cruzamiento entre las
variedades Pacas y Maragogipe Rojo, con el objetivo de produccion, tamafio de
grano y calidad de bebida. La planta se considera de porte alto, entrenudos de
longitud intermedia, hojas encarrugadas, color verde oscuro y de mayor tamafio que
la variedad Pacas. El fruto presenta un notable tamaiio, siendo en la actualidad la
variedad comercial cultivada en el pais que produce granos de mayor dimension.
También destaca por su apropiada calidad en la taza, se cataloga con cuerpo y
acidez apropiada, ain cultivada en condiciones de media altura. Las cosechas

promedias oscilan de 18 hasta 85 quintales oro por manzana (PROCAFE 1997).

La variedad se desarrolla mejor en condiciones de media a estricta altura, con
rangos en altitud de siembra de 900 a 1,500 msnm, estimdndose que sus cualidades
mejoran al cultivarse arriba de los 1,000 msnm. En observaciones de campo se ha

notado que Pacamara tolera favorablemente problemas de sequia y viento.

Las principales desventajas de esta variedad son: Susceptibilidad a la roya del
café; necesidad de fertilizaciones apropiadas; tendencia a maduracion tardia, y
variaciones con respecto al tamafio y conformacion de la planta, produccion, tamafio

de frutos y calidad de bebida.
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Las caracteristicas del grano oro son: Textura muy compacta, pesado, buen
color, ranura cerrada; calidad de la taza excelentes cualidades y aroma persistente

(Asociacion Cafetalera de El Salvador 2000).

2.3. REPRODUCCCION DEL CAFE

En las especies vegetales, la reproduccion es la separacion de una célula o
grupos de células del progenitor y su desarrollo en un nuevo individuo. Existen dos
tipos de reproduccion o propagacion en plantas, la sexual (generativa o por semillas)

y la asexual (vegetativa o clonado) (Greulach y Edison 1970; Pierick 1990).

Ceron (1987) menciona que en Africa y América, el mejoramiento de los
cafetos ha estado orientado a la creacion de variabilidad, por medio de la sintesis de
hibridos inter especificos de C. arabica con C. canephora o C. arabica con C.
liberica; la estabilizacion de sus descendencias a través de la reproduccion por

semillas tarda cerca de treinta afios.

Segiin Cerén (1987) y Merino (1998) la multiplicacion vegetativa es un

elemento clave en las estrategias de seleccion del cafeto. Al igual que numerosas

especies lefosas, es utilizada en la conservacion de plantas o clones de interés.
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2.3.1.REPRODUCCION POR VIA SEXUAL

Las variedades de C. arabica son propagadas por semillas, después de haber

realizado un proceso de seleccion genealodgica (Menas, citado por Girdén 1998).

La semilla es util para mantener la especie, proceso que inicia con la germinacion
por medio del embridn; brotando primero lo que serd la raiz, para continuar lo que

formari el tallo y el follaje (Cerén 1987).

Merino (1998) menciona que la viabilidad de las semillas de café¢ es muy corta y

su poder germinativo dura de 4 a 30 meses.

La reproduccion sexual se practica con €xito en la mayoria de las variedades
comerciales de Coffea arabica, la propagacion vegetativa es poco utilizada (Van der

Vossen y Valyaro, citados por Girén 1998).

2.3.2. REPRODUCCION POR ViA ASEXUAL

La propagacion vegetativa de las plantas envolverd su reproduccion a partir de
una porcion de ellas, ya sea raiz, tallo u hoja (Ceron 1987). Realizdndose con el
propdsito de conservar y/o mantener ciertas caracteristicas deseables a los
individuos resultantes (ISIC 1972).
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Las practicas mas comunes de propagacion vegetativa son el injerto y la estaca.
La reproduccion de la estaca horticola es una practica muy desarrollada para la
multiplicacién masiva de plantas por su mayor productividad (Capot, citado por

Giron 1998).

Los métodos de reproduccion asexual toman importancia en la seleccion de
individuos heterocigotos con caracteristicas deseables, permitiendo reproducirlos en
forma rapida y conservando su identidad genética (Van der Vossen, citado por

Gir6n 1998).

MEJORAMIENTO GENETICO Y SELECCION

La mayoria de géneros de la familia Rubiaceae, posee un genoma basico de 11
cromosomas; en el caso del género Coffea, todas sus especies son diploides (2n = 22
cromosomas) y de polinizacion cruzada, excepto la especie arabica que es
tetraploide (2n = 4x = 44) y autopolinizada, lo cual constituye una barrera para el
mejoramiento debido a la posibilidad de utilizar toda la variacion morfologica y

metabolica que este posee (Charrier y Berthaud, citados por Albarran 1999).

Berthouly (1997) manifiesta que la metodologia de mejoramiento de C. arabica
es generalmente aplicada a especies autdgamas y tiene por base la obtencion de
descendencias puras por seleccion genealdgica, después de la recombinacion de
caracteres aportados por los padres.
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Segtin Coste, citado por Berthouly (1997) las plantaciones de C. arabica en
América Central, sur y sureste de Asia; se originaron a partir de nimero reducido de
plantas y debido a su caricter autdbgamo tiene una base genética limitada. La
aparicion de mas de 40 mutantes en plantaciones de Brasil, contribuy6 a la creacion
de nuevas variedades de interés practico para el mejoramiento de la especie

(Carvalho, citado por Berthouly 1997).

Tradicionalmente la metodologia, para seleccionar C. arabica, fue la
hibridacion, luego la seleccion genealogica y la seleccion por retrocruzas

(Bettancourt y Rodriguez 1988, citados por Berthouly 1997).

Van der Vossen, citado por Berthouly (1997) manifestd que las variedades
obtenidas con el procedimiento mencionado, son suficientemente homogéneas para

permitir una multiplicacion por semilla, instaldndose asi todas las plantaciones.

Berthouly (1997) menciona que en 1978 Vishueshwara descubri6 junto con Srin
vason, la heterosis en cafetos arabica y que Charrier en 1985 explotd esta
caracteristica para crear variedades hibridas FI, en la misma especie, logrando
modificar radicalmente la seleccion clasica.

La hibridacion interespecifica, fue utilizada en cafeto, para transferir ciertos
caracteres a variedades regionales. En 1927, se iniciaron trabajos de mejoramiento y
seleccion con el hibrido de Timor, (que resulté del cruce de C. arabica con C.
canephora) y posee variabilidad de individuos diploides desarrollando cultivares
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triploides con el objetivo de incrementar la probabilidad de recombinacion en la
meiosis, ya que resultan generalmente en hibridos estériles; la solucion para ello es
la induccion a los individuos triploides a una duplicacién cromosdémica para obtener

hibridos hexaploides fértiles (Anthony, citado por Albarran 1999).

PROPAGACION POR INJERTO

La técnica de injerto consiste en implantar una especie o variedad sobre otro
individuo de distintos caracteres, el cual, actuando de soporte o sostén,
proporcionard los elementos nutritivos necesarios, y de una manera asociada

formaran un solo individuo (Juscafresa 1974).

La siembra de la variedad de Coffea canephora o Coffea liberica que servira
como patrén debe sembrarse de 10 a 15 dias antes de la variedad comercial que se
utilizard como injerto, se le debe colocar una ramada de 15 a 20 cm (PROCAFE

1995).

La etapa ideal para realizar la practica de injertacion, es aproximadamente de 55
a 60 dias después de la fecha de siembra de la semilla de la variedad que servira
como injerto, llamada cominmente "patacén o soldadito". La semilla de la variedad
utilizada como patron tendra alrededor de 70 a 75 dias, cuando las plantitas tienen
las condiciones deseadas, se extraen y se seleccionan las mejores las que tengan
raices abundantes. Los patrones se lavan para eliminar la arena adherida a las raices.
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Para prevenir la presencia de hongos, los patrones se sumergen en una solucion de

Rizolex (PROCAFE 1995).

PROCAFE (1995) como primer paso menciona que se hace un corte al patron, y
al injerto o yema, después se hace la union de las partes, y se siembran las plantas
injertadas y cuarenta dias después de efectuado el injerto se desamarran

cuidadosamente y se retira el plastico utilizado.

La importancia de la técnica de injerto en café es conservar caracteristicas
fenotipicas de las variedades comerciales (Pacas, Tekisic, Catisic, Catuai Rojo, y
Pacamara) asi como produccion, tamano de fruto y calidad de bebida para reducir
el uso de nematicidas, disminuyendo costos de produccion en los siguientes afos, y
proteccion del medio ambiente (flora, fauna y mantos acuiferos) y a la salud

humana por la reduccion en el uso de nematicidas (PROCAFE 1995).

PROPAGACION POR ESTACAS

La propagacion por estacas es una técnica cldsica en razoén de un dimorfismo de
apices vegetativos del café (ortotropico o vertical y plagiotrépico u horizontal)

(Merino 1998).

Esta técnica es actualmente mas utilizada en Coffea canephora. La
multiplicacion vegetativa por estacas, no puede ser realizada mas que a partir de
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fragmentos de tallo ortotropico; es decir tallos de crecimiento vertical (IICA

PROMECAFE 1997).

La técnica consiste en preparar los esquejes a partir de entrenudos de chupones
ortotropos. El tallo se corta a los 4 -5 cm por debajo de cada nudo y por encima de
la base de los peciolos. Estos segmentos comprenden de un nudo y 2 hojas cortadas
por la mitad o en la tercera parte de su largo, luego se seccionan longitudinalmente
para obtener 2 esquejes que lleva cada uno una hoja, después del tratamiento de la
base con un producto auxinico, el sustrato de arraigo puede ser arena, aserrin,
cascarilla de arroz, el porcentaje de enraizamiento es de un 80 % (IICA

PROMECAFE 1997).

2.4. BIOTECNOLOGIA VEGETAL EN CAFE

La biotecnologia es la aplicaciéon de organismos vivientes para desarrollar
nuevos productos o mejorar los ya existentes. Los métodos biotecnologicos
actuales, que permiten la transferencia de un gen de un organismo, a otro mediante
la ingenieria genética, también incluyen los mismos procesos basicos; cruzamiento,
o fermentacion que se han utilizado durante siglos para aumentar la productividad
de los cultivos, mejorar el suministro de alimentos y desarrollar mejores productos

(Monsanto s. f.).
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En el area agrondmica estas técnicas son aplicadas al mejoramiento de
variedades. Por siglos, los productores han trabajado para desarrollar nuevos
cultivos que les provocan mejores rendimientos y alimentos de mejor calidad. La
biotecnologia vegetal ofrece una via de mejoramiento adicional, contribuyendo a
una agricultura sostenible a través de la conservacion de los recursos del suelo y la

disminucion en el uso de insumos (Monsanto s.f.).

Los propulsores de la biotecnologia argumentan que esta tiene el potencial de
lograr incrementar en la seguridad alimentaria, reducir la presion sobre la tierra,
lograr incrementos de produccion sostenibles en tierras marginales o en medios
ambientes inhospitalarios, y la reduccion en el uso de agua y agroquimicos en la

agricultura (Monsanto s. f.).

Para el cafeto desde hace treinta anos, se han realizado esfuerzos de
investigacion muy importantes en la mayoria de los campos de la biotecnologia, es
asi como un mapa genético de Coffea canephora ha sido publicado y estan a punto
de ser obtenidas plantas genéticamente transformadas, para resistencia al minador

de las hojas (Leroy, citado por Etienne et al. 1999).

La herramienta biotecnoldgica es utilizada en el cafeto con tres fines: Recortar
el ciclo de seleccion para el Coffea arabica gracias a la micropropagacion de los
hibridos (F1, F2, retrocruzamientos). Multiplicar rapidamente los genotipos de
Coffea canephora en las regiones de mediana altitud donde la multiplicacién por
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esquejes, presentan problemas para acelerar la instalacion de jardines clonales,
transformar genéticamente plantas para la obtencion de resistencia a insectos, y

plantas sin cafeina (Etienne ef al. 1999).

2.4.1. PROPAGACION IN VITRO

Las técnicas de propagacion in vitro se basan en el concepto de totipotencia
celular, enunciado desde 1902 por Haberlandt: La célula como unidad morfologica
y fisioldgica del ser viviente, es capaz de autonomia, ya que posee toda la
informacidn genética necesaria para generar una nueva planta, siempre y cuando se

le suministren las condiciones necesarias para su desarrollo (Etienne ef al. 1999).

La propagacion in vitro consiste, en cultivar fragmentos de una planta, bajo
condiciones de esterilidad, en presencia de una dieta balanceada de nutrientes y

hormonas (Abdelnour ef al. 1994, Etienne et al. 1999).

Las diferentes posibilidades que ofrece el cultivo in vitro son: La obtencion de
haploides, obtencion de plantas libres de virus, e hibridacion somatica. Ademas la
multiplicacion vegetativa es el unico procedimiento para reproducir a gran escala
los genotipos sobresalientes, cuya fijacion por via sexual no pueden considerarse
por diversas razones, como la incompatibilidad y la depuracion genética prolongada

(Berthouly 1989).
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El primer trabajo en cultivo de tejido en café fue realizado por Starisky en 1970,
quién obtuvo callosidades de apice de ramas ortétropicas de C. canephora, C.
arabica y C. liberica. Con esta obtuvo ademads, embriones somdticos y plantas
(Berthouly 1989). Luego en 1975, Herman y Hass inducen por primera vez, la
neoformacion de embriones somaticos a partir de secciones de hoja en C. arabica
(Girén 1998). En 1977 Sondhal y Sharp reportaron embriogénesis somadtica de alta y
baja frecuencia en C. Arabica, a partir de explantes de diferentes organos de las
plantas (hojas, tallos, peciolos, frutos inmaduros, etc.) usando el medio de
Murashige y Skoog con diferentes concentraciones de auxinas y citoquininas
(Etienne et al. 1999).

Las técnicas mas desarrolladas en café son: Propagacion por microestacas y

embriogénesis somatica.

2.4.1.1. METODOS DE DESINFECCION

Las plantas normalmente se encuentran contaminadas por microorganismos
que no son patogenos bajo condiciones normales. Sin embargo, cuando el tejido o el
organo es cultivado in vitro el crecimiento de los microorganismos limita el
desarrollo de las células. Los que trabajan con tejidos adultos de plantas que crecen
en el campo, sefialan que el porcentaje de contaminacion es alto, haciéndose
necesaria la estricta desinfeccion superficial. Evidencias indican que se dan

diferentes respuestas entre especies, tipo de 6rgano o tejido y aun dentro de una
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rama, ya que los dpices son mas facilmente danados por los desinfectantes que las
yemas axilares. Diversos productos quimicos pueden emplearse para la
desinfeccion, pero deben usarse preferentemente aquellos que sean facilmente

removidos, para no provocar dafios al tejido (Villegas, citado por FAO 1990).

Para la desinfeccion del material vegetativo, se utiliza comunmente Hipoclorito

de Calcio (del 6 —12 %) o Hipoclorito de Sodio (del 2- 5%) (Abdelnour et al. 1994).

Las sales de Calcio son menos toxicas, sin embargo, el Hipoclorito de
Calcio reacciona con el CO2 de la atmosfera, por lo tanto es quimicamente inestable

(Villegas, citado por FAO 1990).

También se recomienda la adicion de un detergente (2 a 4 gotas de tween — 20)
para romper la tension superficial y permitir que el explante este en mejor contacto

con el quimico (Abdelnour ef al. 1994).

Es dificil obtener una desinfeccion superficial que no dafie el tejido. En realidad

cuando el explante es muy sensible como los brotes apicales. Se recomienda mejor

no usar desinfectante (Villegas, citado por FAO 1990).

No se puede generalizar sobre el tipo de desinfectante o la concentracion de este

a utilizar debido a que cada especie y tipo de explante, es un caso particular lo que
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resalta la importancia de experimentar con diferentes métodos utilizando un nimero

reducido de explantes (Abdelnour et al. 1994).

La concentracion mas liviana de desinfectante que sea efectiva contra la
contaminacién de determinado explante es la mas adecuada, si es mas diluida que
esta, no se eliminaran los microorganismos y si es mas concentrada se dafara el
explante. Para facilitar la limpieza del explante es importante considerar que los
brotes nuevos sean mas limpios que los viejos, materiales que crecen en el
invernadero son mas limpios que los que se encuentran en el campo, y entre mas
pequeio sea el explante a introducir al cultivo in vitro menor serd la contaminacion
a eliminar, sin embargo, el tamafio debe ser tal que facilite el establecimiento del
tejido. Otra recomendacion que se ha formulado es el uso de antioxidantes si se
observa coloracion café en el explante durante el proceso de desinfeccion. Por
ejemplo, 100mg de acido ascorbico y 150 mg de acido citrico en un litro de agua
destilada. Esta solucion de antioxidantes se esteriliza y en ella se sumergen los
explantes antes de iniciar el proceso de reduccion de su tamafio para iniciar el

cultivo (Abdelnour et al.1994).

INFECCIONES INTERNAS

Las infecciones internas, que pueden constituir un problema importante son
causadas por microorganismos que se encuentran en el interior de la planta, y no
pueden ser eliminados por esterilizacion externa, hay dos formas de combatir este
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problema: Cultivando meristemos (ya que los microorganismos no se encuentran
presentes en ellos) o la adicion de antibioticos al medio de cultivo. La adicion de
antibidticos generalmente conduce a fendmenos fitotoxicos, se necesitan
concentraciones tan altas de antibioticos que inhiben también el crecimiento y
desarrollo de la planta superior. La utilizacion de antibidticos puede también

conducir a la seleccion de microorganismos resistentes (Pierik 1990).

2.4.1.2. MEDIOS DE CULTIVOS

Los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas, que los
investigadores han descrito después de numerosos experimentos los cuales
proporcionan al cultivo in vitro una dieta balanceada de nutrientes y hormonas, para
mantener su viabilidad, estimular su diferenciacion y regular su crecimiento

(Abdelnour et al.1994).

Desde 1940 se han desarrollado una gran cantidad de trabajos sobre los
requerimientos nutricionales de los tejidos de las plantas en medios estrictamente
definidos. La mayoria de tejidos se pueden cultivar exitosamente en un medio
completamente definido, mientras otros no presentan crecimiento en soluciones

salinas relativamente simple (CIAT 1993).

Existe una variedad de formulas de sales minerales que se utilizan en el cultivo de
tejidos vegetales; estas formulas generalmente recibieron su nombre de
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investigadores como por ejemplo: Las sales minerales de Murashige et. al (1962)
BMS, las sales minerales de White BW, las sales de Shenk y Hildebrant (1972)
BSH, Heller CH, Erickson (ER), Lins - maierkoop (LS), BS de Gambor etc.(CIAT

1993, Perea y Navarro 1998).

Los constituyentes de un medio de cultivo vegetal pueden clasificarse en sales
inorganicas (minerales), compuestos organicos, preparaciones naturales complejas y

materiales inertes (Abdelnour ez al.1994).

SALES INORGANICAS

Para el cultivo de tejidos se hace necesario la aplicacion al medio de cantidades
importantes de macronutrientes como sales de Nitrogeno, Potasio, Calcio, Fosforo,
Magnesio y Azufre y micronutrientes como sales de Hierro, Magnesio, Zinc, Boro,

Cobre, Molibdeno y Cobalto (Lopez citado por FAO 1990).

COMPUESTOS ORGANICOS

En esta categoria se encuentran sustancias como carbohidratos, hormonas o

reguladores de crecimiento, vitaminas y algunos otros compuestos que se han

descrito como beneficiosos para el cultivo de tejidos (Aldelnour ez al. 1994).
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Las sustancias hormonales criticas en el cultivo de tejidos son las auxinas y
citoquininas. Estas intervienen en la elongacion y division celular y en la
germinacion de la semilla. Entre las auxinas mas utilizadas en el cultivo de tejidos
se encuentran el Acido indolacético (AIA), Acido Naftalenacético (ANA), 2,4-D,
Picloram. Entre las citoquininas se encuentran: Benzilaminopurina (BA), la

Kinetina y Zeatina (Aldelnour et al. 1994).

PREPARACIONES NATURALES COMPLEJAS

Una gran variedad de sustancias de composicion indefinida ha sido utilizada
para enriquecer los medios de cultivo. Entre ellos se menciona: Extracto de malta,
agua de coco, extracto de levadura, pulpa de banano, caseina hidrolizada y jugo de

naranja y tomate (Aldelnour ef al. 1994).

MATERIALES INERTES

Dentro de estos se encuentran los agentes gelatinizadores, de los cuales también
depende la efectividad de un cultivo (CIAT 1993). Comunmente se ha empleado el
agar como un sistema de soporte para la preparacion de medios sélidos o
semisolidos (Lopez citado por FAO 1990 ). Este debe su valor en los sistemas de
cultivos a dos propiedades: Se derrite al calentarlo, pero a temperatura ambiente se
enfria formando un gel semis6lido y en esencia bioldgicamente inerte (Hartman
1997).
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Otros compuestos se han empleado para sustituir el agar, sin embargo, pocos han
tenido éxito. Posiblemente el que mas popularidad ha alcanzado es el "Gelrite"
(Lopez citado por FAO 1990).

La preferencia de uno u otro agente de solidificacion depende de la especie de la

planta o de las condiciones de cultivo (Torres et al. 1998).

Otros de los factores que intervienen en el cultivo de tejidos son el pH del medio,
la temperatura, humedad, luz y el intercambio gaseoso (Aldenour ef al. 1994). Es
suficiente decir que una especie en particular puede reaccionar favorablemente a un
conjunto de condiciones, mientras que en otros pueden no hacerlo; por consiguiente
la tarea de decidir las condiciones de cultivo adecuadas pueden requerir en algunos

casos, una decision por el método de ensayo y error (CIAT 1993).

2.4.1.3. PROPAGACION POR MICROESTACAS

La propagacion in vitro mediante microestacas, consiste en obtener a partir de
un nudo portador de yemas preexistentes, una microplanta cuyos nudos pueden ser
utilizados como estacas in vitro y asi sucesivamente un gran nimero de individuos.
Dicha metodologia incluye los siguientes pasos: Cultivo de segmentos de tallos
ortotropicos y obtencion in vitro de nuevos tallos ortotropicos, multiplicacion clonal

in vitro, enraizamiento y aclimatacion (Berthouly 1989).
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Esta técnica fue desarrollada por Dublin y Custer (1980) cuyo principio tiene
como base la del esqueje horticola pero, realizado in vitro cuyo objetivo es
favorecer la caulogenesis (Berthouly 1989).

La principal ventaja de las microestacas esta garantizado por una propagacion
totalmente conforme de la planta madre, lo cual ha sido confirmado ampliamente

por los experimentos en el campo (Berthouly 1989).

La alta contaminacion por bacterias y hongos es uno de los problemas mas
importantes. También la oxidacién fenolica, es muy frecuente en este tipo de
material. Estas dos etapas de la metodologia son las mas dificiles de superar
(Berthouly 1989). Una vez establecido el cultivo se constituye un banco de
germoplasma in vitro a partir del cual pueden iniciar la multiplicaciéon masiva de

material (Berthouly 1989).

2.4.1.4. EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica, es el proceso de desarrollo que produce un embrion
a partir de una o de un grupo de células somadticas no cigoticas (Arcilla y Orozco,

citado por Merino 1998).

Estos embriones son parecidos a los embriones cigoticos presentes en la semilla
pero provienen de células somaticas es decir de células no implicadas en el proceso
sexual (Etienne et al. 1999).
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Un embrion somatico es una estructura bipolar que se desarrolla rapida y
simultdneamente, por un lado un meristemo de tallo y por el otro un meristemo de

raiz (Arcilla y Orozco citado por Merino 1998).

En cafeto, la embriogénesis somatica puede ser obtenida a partir de partes de las
plantas como tallos, hojas, 6vulos, anteras, y protoplastos: Estos resultados
demuestran la aptitud del cafeto a la regeneracién por embriogénesis somatica: Sin

embargo depende igualmente de la especie y del genotipo (Etienne ef al. 1999).

TIPOS DE EMBRIOGENESIS SOMATICA

Embriogénesis Somatica Directa o de Baja Frecuencia (LSFE) Se realiza en una
sola fase por cultivo en un medio unico y permite solamente la obtencion rapida de
embriones somaticos en cantidades limitadas (Etienne et al. 1999). Se caracteriza
por la aparicion de embriones aislados bien constituidos (de 1 a 10 por explante),

observados después de 13 a 15 semanas en el medio de induccion (Berthouly 1989).

Embriogénesis Somatica Indirecta o de Alta Frecuencia (HSFE) Los primeros

trabajos en embriogénesis somadtica indirecta fueron realizados por Sondhal y Sharp

en 1977 (Berthouly 1989).
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Con este tipo de embriogénesis se produce un callo secundario denominado
callo embriogénico de alta frecuencia, ya que permite obtener una alta cantidad de
embriones somaticos (Giron 1998). Se desarrolla en dos fases por cultivo de la pieza
vegetal en un primer medio para iniciar una proliferacion de callos y luego en un

segundo para desarrollar células embriogénicas en embriones (Berthouly 1989).

Los embriones somaticos completamente diferenciados pueden pasar por un
medio de regeneracion donde se desarrollaran las raices y los tallos, hasta la
formacion de plantulas de 4 a 5 pares de hojas aptas para ser transferidas a
condiciones in vivo (Berthouly 1989). Los embriones aparecen mas tardiamente que
en el caso de la embriogénesis somatica directa, ocurriendo a las 16 o 20 semanas.
En los cultivos de tipo HSFE, la cantidad de embriones varia de 100 embriones por

explante (Berthouly 1989).

ETAPAS DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA

El nimero y nombres de las fases que posee la embriogénesis somadtica indirecta
pueden variar segin los autores que hagan referencia a ella y se detalla a

continuacion:

a) Induccion o caulogenesis o induccion del potencial embriogénico de las
c¢lulas de los explantes. En esta etapa se da una transicion de células somaticas (2n
cromosomas) en células embriogénicas capaces de producir embriones somaticos,
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es la mas importante y mas dificil, a esta transicion se le llama desdiferenciacion. La
induccion es una etapa dificil debido a que se desconocen los factores genéticos o
fisiologicos responsables de ella y también, el encontrar condiciones de cultivo
favorables a todos los genotipos; en ocasiones dentro de una misma especie, sus

diferentes variedades pueden tener distintas reacciones (Berthouly 1989).

Segin Ammirato, citado por Giron (1998) todos los tejidos tienen la capacidad
de formar callos in vitro; pero pocos explantes producen callos embriogénicos,
comunmente se han utilizado explantes de cotiledones, hipocotilos y embriones de
plantulas, ademas dapices caulinares, tallos, hojas, raices e inflorescencias
inmaduras. Sin embargo, Kester y Davies (1990) sostienen que debe de hacerse un
analisis sistematico del potencial embriogénico de las diferentes fuentes de
explantes de una planta. CIAT (1993) manifestaron que la respuesta embriogénica
del callo depende también del genotipo de la planta, representando una de las
mayores dificultades para el establecimiento del proceso de embriogénesis

somatica, aplicable a todos los genotipos y que sea reproducible.

La fase de caulogenesis se desarrolla en la oscuridad por 4 semanas, debido a que
la luz es factor de diferenciacion que se opone a la formacion de células juveniles;
en un medio nutritivo con reguladores de crecimiento, una o dos auxinas (2,4-D,
AIB) sola o en combinacion, y una citoquinina (BAP o 2IP) (Dublin, citado por

Berthouly 1989).
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b) Proliferacion del callo embriogénico en suspensiones celulares u obtencion
de cepas embriogénicas. Esta etapa se inicia con la seleccion y multiplicacion de los
callos (células indiferenciadas) en un medio liquido con el fin de obtener cepas
embriogénicas (Smith y Street, citados por Merino 1998). Ammirato citado por
Berthouly (1989) manifiesta que la multiplicacion de células embriogénicas en
suspension permite una propagacion de plantas a gran escala y Etienne, citado por
Gir6n (1998) argumenta que la fase de proliferacion en suspension embriogénica
aumenta fuertemente las potencialidades del proceso de embriogénesis somatica y
permite homogenizar el desarrollo del material vegetal, obteniéndose un

crecimiento sincronizado de embriones y plantas regeneradas.

Desde 1993, Florin et al. puso en marcha un protocolo de crioconservacion de
los callos embriogénicos dentro de nitrégeno liquido, para preservar el potencial

embriogénico de las cepas (Merino 1998).

c¢) Expresion embriogénica y desarrollo de los embriones somaticos
En esta fase las células embriogénicas o predeterminadas de las masas pro
embriogénicas evolucionan y se convierten en embriones somaticos viables; los
embriones se manifiestan al inicio en estado globular luego en estado de corazon y
finalmente en estado de torpedo (Halperin y Welherell, citados por Girén 1998).
Esta transformacion ocurre en dos o tres meses (Ducos et al. citados por Merino

1998).
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Kester y Davies (1990) argumentan que las masas proembrionicas son
transferidas a un medio basal con auxinas, alto en Amoniaco y Nitrogeno, los
embriones somaticos surgen de células solas o de grupos o de masas de células,

desarrollandose con polaridad y siguiendo un disefio de un embrion cigético normal.

d) Maduracién de embriones somaticos o conversion de embriones en plantulas
sobre medio semisolido. Etienne y otros, citados por Giron (1998) manifestaron que
la maduracion es un periodo de transicion entre las fases de desarrollo y
germinacion del embrion, participando grupos de genes distintos; dandose ademas
una acumulacion de reservas protéicas, glucidos, y lipidos realizandose una
desecacion. Las relaciones hidricas entre el embrion y su ambiente juegan un papel
regulador determinante en el desarrollo del embrion y especial en la maduracion

(Adams y Rinne, citados por Girén 1998).

El término conversion se define como la produccion de una planta como un
fenotipo normal a partir de embriones somaticos y que son semejantes a aquellas
plantas nacidas de semillas. La fase de conversion esta constituida por dos etapas; la
primera es la de pregerminacion (1 a 2 meses) corresponde al desarrollo del embrion
en estado de torpedo hasta el estado cotiledonal avanzado (los embriones poseen
dos hojas cotiledonales de color verde y bien abiertas). Luego son transferidos a un
segundo medio de cultivo también semis6lido y continuar su desarrollo en plantulas,
siendo esta la segunda etapa llamada germinacion que tiene una duracion de 4 a 6
meses (Redenbaugh et al. citado por Merino 1998).
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Lelu y otros, citados por Girdn (1998) y Kester y Davies (1990) coinciden en que
adicionar 4cido abscico (ABA) al medio de cultivo, promueve un desarrollo
uniforme y normal de los embriones; también la concentracion de sacarosa, el tipo
de concentracién de carbohidratos y el nitrato de amonio conducen la eficiencia en

los pasos de maduracion y la calidad de los embriones somaticos.

2.4.2. INGENIERIA GENETICA

La ingenieria genética vegetal, permite la manipulacion del material hereditario
con el fin de transferir uno o pocos genes de una especie vegetal a otra. De esta
manera se introducen caracteres nuevos, codificados por los mismos, en la especie
receptora; dando como resultado, la produccion de plantas transgénicas o plantas
transformadas portadoras de un gen ajeno. Esta constituye una metodologia
extremadamente prometedora, pues permite la introduccion de genes de interés en
germoplasmas de elite sin modificar el genotipo ya existente, el cual retendra todas

sus propiedades originales (Martinez s.f.).

El fundamento bésico de la manipulacion genética de las plantas requiere al
menos tres etapas: La identificacion y aislamiento de genes que controlen procesos
importantes en el crecimiento y productividad de las plantas, la transferencia de
estos genes de interés desde un organismo a otro, y la expresion de los genes de

interés en las células hospedadoras (Martinez s.f.).
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El objetivo fundamental de la ingenieria genética es obtener un fragmento puro
de ADN en grandes cantidades. Esto se consigue introduciendo un fragmento de
ADN eucaridtico en un microorganismo que se reproduzca mucho en poco tiempo.
También la ingenieria genética combina in vitro material genético de seres
procarioticos y eucarioticos creando nuevas formas de vida que propaga en

huéspedes temporales (Izquierdo 1993).

Una de las mayores dificultades con las que se ha enfrentado la ingenieria
genética vegetal radica en que algunos caracteres que pueden considerarse de interés
como los del vigor, la capacidad de crecimiento o la biomasa, tienen una base
genética compleja, es decir, de conjuntos poligénicos. Esta caracteristica los hacen
muy dificiles de manipular, ya que la metodologia de transformacion permite la
transferencia e integracion de unos o pocos caracteres probablemente estan
controlados y dependen de muchos genes, (generalmente no més de dos) (Martinez

s.f).

En la actualidad se estan desarrollando varios proyectos en especies de arboles
forestales en particular dirigidos a la modificacion de la biosintesis de la lignina. La
transformacion de una nueva especie con genes extrafios actualmente disponibles,
que inducen resistencia a insectos o herbicidas dependera de la capacidad de plantas

completas a partir de células transformadas (Haines, citado por Orellana en 1997).
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2.4.2.1. MARCADORES MOLECULARES

La biologia molecular y sus rapidos avances en los tltimos afios ha proveido de
las herramientas necesarias al mejoramiento genético de las plantas. Algunas de
estas técnicas, como es el caso de los marcadores moleculares, son utiles en la
caracterizacion del germoplasma y la identificacion de las caracteristicas

importantes (CIAT 1993).

El uso de los marcadores moleculares en general tienen una gran relevancia en
las actividades agroindustriales, para la obtencidén y caracterizacion genética de
nuevas variedades vegetales, en el control sanitario, calidad de la cadena alimentaria
en la deteccion de los patogenos. Un caso particular es la deteccion de organismos
modificados genéticamente (transgénicos) mediante marcadores en los alimentos

(Bueno et al. 2001).

Los marcadores se pueden clasificar en morfolégicos y marcadores moleculares
genéticos. Estos engloban todos los siguientes: Isoenzimaticos o bioquimicos y los
marcadores de ADN dentro de los cuales los mas importantes son los RFLPS,
basados en los fragmentos de restriccion, RAPDS (amplificadores al azar de ADN
polimorfio), los microsatélites y los AFLPS (amplificacion de fragmentos de ADN

polimorficos) (Bueno ef al. 2001).
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Los marcadores morfoldgicos que determinan las caracteristicas externas y son el
primer paso en la identificacion, fueron los primeros utilizados en la década de los
60 (Bueno et al. 2001). Estos sirven para: Determinar la variabilidad genética en los
bancos de germoplasma, desarrollar mapas de ligamento genético e identificar genes
especificos con el fin de rastrear su flujo en los programas de mejoramiento (CIAT
1993).

En el caso de los marcadores moleculares genéticos se iniciaron con el uso de
isoenzimas y de otros tipos de proteinas. Las insoenzimas son marcadores
bioquimicos con alto poder resolutivo para la deteccion de diferencias genéticas
(Bueno et al. 2001) ya que permite distinguir genotipos homocig6ticos de los
heterocigoticos; en otras palabras permite igualar el fenotipo de un individuo con su
respectivo genotipo (CIAT 1993).

Los marcadores de ADN los RFLPS fueron los primeros que se utililizaron, en
genética humana, mas tarde estudiaron su deteccion y utilizacion en plantas (CIAT

1993).

La utilizacién de los marcadores genéticos de ADN han servido para: Construir
mapas genéticos de ADN han contribuido en investigaciones de mucha importancia
como, la construccion del mapa molecular usando marcadores RFLP y PCR RAPD
en Coffea arabica (Paillar et al. 1996). El uso de marcadores RAPD ha permitido
encontrar diversidad genética entre variedades silvestres y cultivadas de Coffea
arabica, andlisis de autoincompatibilidad en Coffea canephora usando RFLP
(Lashermes et al. 1996) entre otros.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL ENSAYO

La investigacion se realizo en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
Departamento de Fitotecnia de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la
Universidad de El Salvador, ubicada al Nor - Oeste de la ciudad de San Salvador a

13°43°13”’ Latitud Norte, 89°12°14”’ Longitud Oeste y una elevacion de 710 msnm.

3.2. MATERIAL VEGETATIVO

Del jardin de Variedades de la Fundacion Salvadorefia para la Investigacion del
Café (PROCAFE) ubicado en la ciudad de Santa Tecla, Departamento de La
Libertad (Fig.5 A) se utilizaron hojas sanas y jovenes del tercer nudo de las ramas
ortotropicas (Fig. 5 B) de las variedades de café (Coffea arabica): Pacas, Tekisic,

Catuai Rojo, Catisic, y Pacamara.

3.3. CONDICIONES FISICAS DE CRECIMIENTO

El material vegetal utilizado en la etapa de desinfeccion, y la induccion de
callo embriogénico se cultivod en un cuarto de crecimiento en oscuridad por un mes.
Luego ese mismo material se transfirio a la etapa de expresion del callo
embriogénico en donde estuvo bajo un fotoperiodo de 8 horas con luz difusa, y 16
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horas en oscuridad, proporcionandole una intensidad luminica de 67 Lux, una

humedad relativa en el dia 61.66 %, y una temperatura promedio durante el dia de

20.62° C.

3.3.1. ETAPAS DE LA INVESTIGACION

La investigacion se llevdo a cabo en dos etapas, la primera consistio en la

busqueda de un método apropiado de desinfeccion superficial del material

vegetativo. La segunda etapa const6 de 2 fases: La induccion a callo indiferenciado

y la expresion del callo embriogénico.

3.3.1.1. ETAPA DE DESINFECCION

Métodos de desinfeccion:

Las hojas de cada una de las variedades comerciales de café, se lavaron con jabon

liquido y agua potable, luego se dejaron reposando en agua destilada por unos

minutos, y se sometieron a los tres métodos de desinfeccion.

cuadro 1: Métodos de desinfeccion del material vegetativo.

Métodos Descripcion

D, Inmersion en Hipoclorito de calcio al 10% por 20 minutos y luego
en Hipoclorito de calcio al 8% por 10 minutos.

D, Inmersion en Hipoclorito de calcio al 10% por 15 minutos y luego
al 8% por 8 minutos

D3 Inmersion en Hipoclorito de calcio al 10% por 10 minutos y luego
al 8% por 5 minutos. (*)

NOTA: En todos los métodos se hicieron 3 enjuagues con agua destilada estéril después de cada

inmersion en las soluciones de Hipoclorito de Calcio
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Para definir el mejor método de desinfeccion en esta etapa bajo condiciones
asépticas, a las hojas se les elimin6 la nervadura central, los extremos y porciones
basales y apicales, seccionandolas en explantes de aproximadamente 1 cm? (Fig.5
C), que fueron colocados en un medio simple de Murashige y Skoog (Apéndice 1)
dejandolos en oscuridad durante un mes. Al cabo de una semana se inici6 la toma
de datos, en los 15 tratamientos, evaluando por 2 semanas la sobrevivencia del
tejido a los métodos de desinfeccion y por 4 semanas el porcentaje de

contaminacion de los explantes.

3.3.1.2. ETAPA DE INDUCCION A CALLO EMBRIOGENICO

Después de finalizada la etapa de desinfeccion y seleccionado el mejor
método, se procedid a aplicarlo en las hojas de las 5 variedades de café, los
explantes extraidos de 1 cm? fueron colocados en el Medio de Induccion (T1B)
propuesto por el CIRAD (Apéndice 1) durante un mes en oscuridad; modificando la
concentracion de la citocinina 2 Isopentyladenina en el medio nutritivo (Apéndice

2) para conocer el efecto de esta en la induccion a callo embriogénico.

Posteriormente el mismo material vegetal fue transferido a un medio de expresion
(T2B) propuesto por el CIRAD (Apéndice 1) y permanecié en condiciones de luz
indirecta por 12 semanas, para conocer el potencial embriogénico de las 5

variedades en estudio, por medio de la observacion y clasificacion de las
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caracteristicas morfoldgicas del callo como el color y el tipo; asi también el tiempo
en dias necesarios para la expresion de los callos embriogénicos y el porcentaje de

explantes con estos callos.

3.4. DISENO ESTADISTICO

Se utiliz6 un disefio Completamente al Azar, con un areglo factorial para conocer
la interaccion entre las variedades con los métodos de desinfeccion y los medios de
cultivo. Se evaluaron 15 tratamientos para cada una de las etapas de estd
investigacion (Apéndice 3 y 4) con 4 repeticiones; cada repeticion formada por 5
frascos, cada uno de los frascos con 4 explantes.

3.4.1. El modelo estadistico empleado fue:

Yij=u+Ti+Ejj

Donde:

Yij = Variable aleatoria de respuesta

= Media experimental
= Efecto del tratamiento
= Error experimental
Los resultados se analizaron con el programa GLM de SAS “Statistical Analysis
System” y consistié principalmente en un andlisis de varianza, y la comparacion de

medias con la prueba de Duncan.
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En la etapa de desinfeccion se analizaron las variables: Porcentaje de
contaminacion y porcentaje de sobrevivencia del tejido por medio de un andlisis de
varianza para las fuentes de variacion; variedades, medios de cultivo, y Ia
interaccion de ambas fuentes. Ademas se realizaron pruebas de Duncan a las fuentes
de variacion; variedades y métodos de desinfeccion para conocer en cual de ellos se

obtendrian los mejores resultados.

Los mismos analisis y pruebas estadisticas se realizaron para las variables
porcentajes de explantes con callo indiferenciado y porcentaje de explantes con
callo embriogénico, con el fin de determinar cual medio fue mas efectivo en cuanto
a la formacion de callo indiferenciado y callo embriogénico en los genotipos de café
en estudio. A las variables color y tipo de los callos no fue necesario hacerles un

analisis estadistico, pues son de tipo cualitativo y no cuantitativo.

3.5. VARIABLES EVALUADAS

3.5.1. VARIABLES EVALUADAS EN LA ETAPA DE DESINFECCION

A) Porcentaje de sobrevivencia del tejido a los medios de desinfeccion.

Durante las dos primeras semanas de cultivo se evaluo la sobrevivencia del tejido,

relacionando el nimero de explantes sobrevivientes dentro de la unidad experimental (constituida

por cinco frascos con cuatro explantes c/u) con el total de explantes, multiplicado por 100.
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B) Porcentaje de contaminacion.
Este valor fue obtenido seglin el nimero de frascos dentro de la unidad experimental
que presentaban contaminacion, en el explante o en el medio, al final de cuatro

semanas de cultivo, con relacion al total de frascos multiplicado por 100.

3.5.1.2. VARIABLES EVALUADAS EN LA ETAPA DE INDUCCION

Y EXPRESION DE CALLO EMBRIOGENICO

I. Fase de induccion a callo indiferenciado

a) Dias de induccion de callo indiferenciado (DICI)

Se contabilizo el tiempo en dias a partir de la inoculacion o siembra del material
vegetativo en el medio de induccion, hasta la aparicion de callos indiferenciados en
los explantes durante 37 dias.

b) Porcentaje de explantes con callo indiferenciado (% ECI) en el medio inicial
(T1IB = M1) y sus modificaciones (M2 y M3). Estd variable fue medida
relacionando el numero de explantes que llegaron a formar callo indiferenciado
dentro de la unidad experimental, con el total de explantes multiplicado por 100 al

final de 37 dias de cultivo en el medio.
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II. Fase de expresion del callo embriogénico

a) Aspectos morfoldgicos de los callos embriogénicos
-Tipo de callo: Durante 12 semanas se clasificaron los callos de cada explante de
acuerdo a la textura observada (friable, semifriable).
-Color de los callos: Por su coloracion los callos se clasificaron como color café y

crema; evaluandose durante 12 semanas.

b) Dias a expresion del callo embriogénico (DECE): Durante 12 semanas, se
cuantifico, los dias en que los callos indiferenciados formaron callos embriogénicos

en los explantes.

c) Porcentaje de explantes con callo embriogénico (% ECE): Para esta
variable se relaciono el numero de explantes dentro de la unidad experimental que
produjeron callo embriogénico al final de 17 semanas de cultivo en los medios T1B

y T2B, con el total de explantes multiplicado por 100.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ETAPA DE DESINFECCION

4.1.1. PORCENTAIJE DE SOBREVIVENCIA DEL TEJIDO

Durante esta fase se evalué por 15 dias la sobrevivencia del tejido a los
diferentes métodos de desinfeccion de los cinco genotipos en estudio obteniéndose
un 100% de sobrevivencia en todos ellos; manifestandose después de este periodo
efectos normales de oxidacion. Las concentraciones de Hipoclorito de Calcio
utilizadas fueron toleradas por el tejido de las cinco variedades de café; sin embargo
Paz (2000) trabajando con explantes foliares de variedades hondureias de Coffea
arabica comprob6 que usando concentraciones mayores del 20% se obtienen muy

bajos niveles de contaminacion pero provoca necrosis al material vegetativo.

4.1.2. PORCENTAJE DE CONTAMINACION

La eficiencia de los métodos de desinfeccion fue determinada por el
porcentaje de contaminacion del material experimental, siendo el mejor el que
menor indice de contaminacidén obtuvo en las cinco variedades en estudio. Como se
observa en la figura 1, con el primer método de desinfeccion (D1) se observaron los

mas bajos niveles de contaminacion.
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Figura 1. Efectos de tres métodos de desinfeccion sobre los explantes foliares de
cinco variedades comerciales de café (Coffea arabica) para el inicio de
embriogénesis somatica.

El andlisis de varianza realizado, demuestra que la diferencia entre los métodos
de desinfeccion es altamente significativa con respecto a los porcentajes de
contaminacion. Entre las variedades en estudio, también existen diferencias y en la
interaccion de los métodos de desinfeccion con las variedades, la diferencia no fue

significativa (Apéndice 5).

La prueba de Duncan (Apéndice 6) realizada a los métodos de desinfeccion
mostré que las variedades Catisic, Pacas y Tekisic poseen promedios de
contaminacion similares estadisticamente; pero diferentes a las variedades Catuai
Rojo y Pacamara, no existiendo diferencias significativas entre estas. La variedad

Pacamara fue la que mejor respondi6é a los métodos de desinfeccion ya que en esta
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obtuvo el menor porcentaje de contaminacion que fue de 41.66%, la variedad
Catuai Rojo con 48.33%, Tekisic 73.33%, Pacas con 76% y Catisic con 83.33% de
contaminaciéon (Apéndice 6) Garcia y Méndez (1987) lograron la formacion de
plantas a través de embriogénesis somadtica indirecta en explantes foliares de cafeto
“Catimor” utilizando para su desinfeccion Hipoclorito de Calcio comercial al 10 %

diluido al 20 % (2 % de ingrediente activo).

En cuanto a la efectividad entre métodos de desinfeccion el primer método
(D1) fue estadisticamente diferente y superior (49 % de contaminacion) al método
D2 y D3 y estos entre si fueron similares estadisticamente con un 68 % y 77 %
respectivamente (Apéndice 7). Los niveles de contaminacién obtenidos con D1 son
similares a los reportados por Etienne et al. (1999) en explantes de hibridos F1 de

Coffea arabica los cuales fueron del 30 % al 70 %.

Los métodos de desinfeccion varian muy poco entre especies vegetales por
ejemplo Berrios et al. (1996), micropropagaron 2 variedades de piha (Ananas
comosus L. Merr) desinfectando las yemas con alcohol al 70 % e Hipoclorito de

Sodio comercial al 15 %, manifestandose 30 % de contaminacion.

Segiin Villegas citado por FAO (1990) el porcentaje de contaminacion es alto
cuando se utiliza tejidos de plantas que crecen en el campo. Los resultados
observados en esta investigacion podrian ser reflejo de lo expresado anteriormente,
debido que el jardin de variedades del cual se obtuvieron los explantes foliares esta
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en condiciones de campo. Este tipo de plantas que estan expuestas a
microorganismos internos y externos son de dificil erradicacion, por tal razon las
plantas lefiosas no son facilmente establecidas in vitro. Ademas los cafetos poseen
unas estructuras cerca de la nervadura central conocidas como domacios, que son
poros profundos donde se acumulan microorganismos contaminantes, CIAT citado
por Paz (2000). De igual forma Pérez, citado por Paz (2000) sostiene la existencia
de microorganismos que en el campo no son patdégenos, pero en el laboratorio se
convierten en una fuente principal de contaminacion (vitropatogenos), los cuales
compiten con la plantas por nutrientes del medio causandoles dafos directos e
indirectos por la colonizacion de sus tejidos o la expulsion al medio de cultivo de

metabolitos toxicos (fenoles o quinonas).

En este caso los tipos de contaminacion que se presentaron en el material
experimental fue fungosa en un 96 % y bacteriana en un 4 %. Por su aspecto
macroscopico se determind que la mayoria de contaminacion por hongos fue
causada posiblemente por Penicillium y en menor cantidad por Fusarium y

Rhizoctonia, encontrados normalmente en el ambiente.

Bonga y Van aderkas, citados por Orellana (1997); manifestaron que el grado
de contaminacion estd determinado por las condiciones climaticas de la region,
siendo mas dificil la obtencion de explantes limpios de plantas del tropico hiimedo,
que de regiones frias o secas. El material utilizado en esta investigacion se recolectd
en la época seca, caracterizada por tener las siguientes condiciones: Temperatura de
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20.7 °C y una humedad relativa del 73 %. Ademas el lugar en que crecen las plantas
cultivadas in vitro influye en dichos niveles, como lo manifest6 Villegas citado por
FAO (1990) que yemas de durazno crecidas en el campo son dificiles de
desinfectar, particularmente en verano. Por su parte Giladi et al. (1979),
descubrieron que se presenta mayor contaminacion cuando se utilizan como fuente
de explante ramas de arboles viejos que crecen en el campo, que de plantas jovenes

que crecen en invernadero (Villegas citado por FAO 1990).

En esta investigacion se utilizaron explantes foliares de cafetos de los cinco
genotipos provenientes de un jardin de variedades situado en el campo, las edades
de estos oscilan entre los 9 y 30 afos de cultivados; los mas bajos niveles de
contaminacion se manifestaron en la variedad Pacamara que es la plantacion mas

reciente (9 afios), confirmando lo antes mencionado.

Ademas la edad de los explantes es un factor critico en las especies maderables,
la micropropagacion es relativamente mas facil cuando se emplean tejidos juveniles,

y progresivamente mas dificil cuando son adolescentes o maduros (CIAT 1993).

La contaminacion también estd determinada por la cantidad de tejido. Cuando se
trabaja con menor cantidad de éste en condiciones asépticas, menor es la cantidad
de microorganismos contaminantes superficiales (Bonga, citada por Torres 1998).
Es por ello que se cultivaron explantes foliares de 1 cm?, ya que con est4 cantidad
de tejido el CIAT (1993) y Paz (2000) obtuvieron resultados aceptables.
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En cuanto a la oxidaciéon del material experimental utilizado en nuestra
investigacion inmediatamente después de cortados los explantes, estos se oxidaron
en sus extremos; pero esta oxidacién fue mas notoria a partir de la tercera semana
no existiendo una variedad que oxidard mas que otra. Al igual que otras especies
tropicales, el café¢ contiene altas cantidades de fenoles, el color café que
frecuentemente presentan los tejidos bajo cultivo es debido a la formacion de

quinonas producidas por la oxidacion de fenoles (Villegas, citado por FAO 1990).

Las caracteristicas botanicas de cada especie es otro aspecto que influye en los
niveles de contaminacién, Fisher y Tsai citado por Villegas (1990) en
investigaciones en cocotero, encontraron que la pubescencia del tejido representd un
problema para los desinfectantes utilizados. De igual forma la cerosidad que poseen
las hojas de cafeto, podria ser una limitante en la accion del producto de
desinfeccion superficial, debido a que los resultados en la etapa de desinfeccion
indican que la variedad Pacamara obtuvo los mas bajos niveles de contaminacion
con los tres métodos de desinfeccion, ya que al tacto, y en observaciones que se
realizaron al microscopio mostré una capa cerosa mas delgada que las otras
variedades; probablemente esto facilitd la introduccion del Hipoclorito de Calcio en
los tejidos volviéndolo mas eficiente en cuanto a la eliminaciéon de patdgenos

superficiales.
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4.2. ETAPA DE INDUCCION Y EXPRESION DE CALLO EMBRIOGENICO

4.2.1. FASE DE INDUCCION A CALLO INDIFERENCIADO

Después de la etapa de desinfeccion y de haber seleccionado el mejor método de
desinfeccion (D3) se evaluaron por 37 dias las variedades de café; Catuai Rojo
(V1), Pacamara (V2), Tekisic (V3), Catisic (V4), Pacas (V5); con medios de cultivo
de induccion a callo indiferenciado (T1B), al que se le varid la concentracion de la
hormona 2IP (Apéndice 2) Dicho cambio se realiz6 con el fin de medir el efecto de
esa hormona en cuanto a la formacion de callo indiferenciado en los explantes de las
variedades antes mencionadas, por medio de las siguientes variables: Dias a
induccion a callo indiferenciado (DICI) y porcentaje de explantes con callo

indiferenciado (% ECI)

4.2.1.1. DIAS A INDUCCION A CALLO INDIFERENCIADO (DICI)

A los 19 dias los explantes de la variedad Tekisic (V3) en el medio de cultivo
con 3 mg de 2IP (tratamiento V3M2), iniciaron la formacion de callo
indiferenciado, siendo el tratamiento que menos tiempo tardé en formarlos. La
variedad Catuai Rojo con los tres medios de cultivo, demostrd ser la mas tardia e
inferior en responder a la formacion de callo respecto a las demas variedades y
medios ya que, al finalizar la etapa de evaluacion (37 dias) los explantes atin no los
habian expresado. El cuadro 1 muestra el comportamiento de los tramientos con

56



respecto al tiempo de formacion de los callos indiferenciados (ver ademas Fig.5 D y

5E).

cuadro 2. Dias de induccion a callo diferenciado después de 37 dias de cultivados
los explantes de las cinco variedades de café (Coffea arabica) en tres medios de
induccion.

Descripcion

Tratamientos DICI
VM, Variedad Catuai Rojo en el medio de cultivo con 2 mg 2IP v
VM, Variedad Catuai Rojo en el medio de cultivo con 3 mg 2IP v
ViM; Variedad Catuai Rojo en el medio de cultivo con 4 mg 21P v
VoM, Variedad Pacamara en el medio de cultivo con 2 mg 2P 21
VoM, Variedad Pacamara en el medio de cultivo con 3 mg 21P 20
VoM; Variedad Pacamara en el medio de cultivo con 4 mg 2IP 21
VM, Variedad Tekisic en el medio de cultivo con 2 mg 21P 20
Vi;M, Variedad Tekisic en el medio de cultivo con 3 mg 21P 19
ViM; Variedad Tekisic en el medio de cultivo con 4 mg 2IP 20
VaM, Variedad Catisic en el medio de cultivo con 2 mg 2IP 21
ViM, Variedad Catisic en el medio de cultivo con 3 mg 2IP X
VM3 Variedad Catisic en el medio de cultivo con 4 mg 2IP 21
VsM; Variedad Pacas en el medio de cultivo con 2 mg 21P 20
VsM, Variedad Pacas en el medio de cultivo con 3 mg 2IP 20
VsM; Variedad Pacas en el medio de cultivo con 4 mg 2IP 20

DICI= Dias de induccion a callo indiferenciado, X= Tratamiento eliminado por
contaminacion.
v" =No hubo formaciéon de callo indiferenciado.

4.2.1.2. PORCENTAIJE DE EXPLANTES CON CALLO INDIFERENCIADO

(%ECI)

Como muestra la figura 2, el medio de induccion M3 (4 mg de 2IP) usado en la
variedad Catisic dio como resultado el mayor nimero de explantes con callo
indiferenciado (77.5 %). La variedad Pacamara fue la que presentd el menor valor

(8.75 %) en el medio M2 (3 mg de 2IP) (Apéndice 8).
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Figura 2. Efectos de los medios de cultivo con 2IP en la formacion de callo
indiferenciado en los explantes foliares de cinco variedades comerciales
de café (Coffea arabica).

El andlisis estadistico para esta variable mostrd que las fuentes de variacion;
medio de cultivo y variedades son altamente significativas y la interaccion entre
medios y variedades no es significativa (Apéndice 9). La prueba de Duncan
realizada a las variedades sefiald6 que Tekisic, Pacas, y Catisic son estadisticamente
iguales entre ellas y superiores a la Pacamara y Catuai Rojo siendo esta ultima
diferente e inferior a la variedad Pacamara (Apéndice 10). Para los medios, la
prueba de Duncan determind que no existe diferencia estadistica en los medios

conteniendo 2 mg, 3 mg, y 4 mg de 2IP (Apéndice 11).

Dublin citado por Berthouly (1986) expresan que el proceso de

embriogénesis somatica en el género Coffea se inicia con la fase de Caulogénesis
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que se desarrolla en la oscuridad por cuatro semanas en un medio con reguladores
de crecimiento, auxinas (2,4-D y AIB) solas o en combinaciones y una citocinina
(BAP o 2IP). En esta investigacion se logro la formaciéon de callo indiferenciado
(Fig. 5A) en dichas condiciones en promedio de 19 a 21 dias en cuatro de las
variedades cultivadas. El tiempo de formacion de callos indiferenciados en los
explantes de las variedades con los diferentes medios en estudio fue bastante similar
probablemente por lo expresado por CIAT (1993). en cuanto a la funciéon de la
citocininas y auxinas en el medio primario con respecto a la sincronizacion y
determinacion de las células embriogénicas maternas. Ademés Thorpe; citado por
Tiset et al. (1993,) comprobaron que en los explantes, ciertas células estan
preacondicionadas para eventos morfogenéticos que llevan a la embriogénesis
somatica en presencia de reguladores de crecimiento. También Hartman y Kester
(1997) citados por Paz (2000) manifestaron que las auxinas y citocininas regulan el
crecimiento y desarrollo de los explantes, a lo que se llama control hormonal el cual
se realiza por la clase de hormona, la concentraciéon y la secuencia con que se

proporciona.

El tiempo de formacion de callo indiferenciado obtenido en esta investigacion
usando la auxina (2,4-D) y citocinina (2IP) no es muy diferente a los resultados de
otros estudios. Por medio de embriogénesis somadtica indirecta Santos et al. (1994),

obtuvieron callos indiferenciados en explantes de hojas de Nerium oleander usando

59



un medio MS con 2,4-D y BAP después de 14 dias de cultivo, usando un medio de
composicion similar. Carimi et al. (1994) indujeron embriogénesis somatica en
estilos de Citruss limon en el cual obtuvieron callos indiferenciados de 2 semanas de
cultivo.

Button et al. Evans y otros, citado por Lozoya (1990) mencionan que es posible
obtener callo indiferenciado después de tres semanas de cultivo de 6vulos

inmaduros en citricos en un medio MS, conteniendo Cinetina, AIB y agar.

El porcentaje de explantes que llegaron a formar callo indiferenciado en las
variedades cultivadas de café en los tres tipos de medios, fueron diferentes. Estos
resultados pudieran ser atribuidos a que existe un control natural en los genotipos,
que los hace responder de una forma distinta a diversas citocininas y auxinas lo que

fue confirmado por Hartman y Kester (1997).

Merino (1998) usando explantes foliares provenientes de microestacas de los
hibridos Etiopia 29 y Kaffa - 2, cultivados en medio sin citocininas y en presencia
de una sola auxina no llegaron a formar callos en la etapa de induccion, por el
contrario en la misma investigacion usando un medio de induccidén, un alto
porcentaje de los explantes (91 %) llegaron a formar callo indiferenciado, teniendo
en cuenta que éste medio es un Murashige and Skoog al 50 %, suplementado con 1

mg de AIB, 0.5 mg de 2,4-D y 2 mg de 2IP.
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4.2.2. FASE DE EXPRESION DE CALLO EMBRIOGENICO.

Los explantes de las variedades provenientes de los medios de induccion (T1B)
con diferentes concentraciones de 2IP después de 37 dias de cultivo, se transfirieron
a un medio de expresion (Apéndice 1) en el cual pasaron 84 dias mas.

4.2.2.1.. DIAS A EXPRESION A CALLO EMBRIOGENICO (DECE)

La figura 3 muestra que a los 7 dias de transferidos los explantes en el medio
T2B; las variedades Pacamara (en el medio M2 y el M3), la Tekisic (con el medio
M1 y el M2 ), la Catisic (con el medio M1 y el M3), la Pacas (con el M1 el M2 y
M3), fueron las que mas rapido respondieron a la expresion de callo embriogénico

(Fig. 5 F).

En la variedad Pacas los tres medios expresaron la embriogénesis somatica a
los 7 dias, mientras que en la variedad Catuai Rojo unicamente el M2 expreso6 dicha
respuesta hasta los 42 dias. En general todos los medios expresaron la

embriogénesis somatica en corto tiempo (Apéndice 12).
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Figura 3. Efecto residual del 2IP en los dias de expresion de callo embriogénico en
los explantes en cinco variedades de café (Coffea arabica).

4.2.2.2. PORCENTAIJE DE EXPLANTES CON CALLO EMBRIOGENICO

(%ECE)

En la figura 4 se observa que los explantes de la variedad Catisic (V4)
provenientes del medio de inducciéon M3 cultivados en el medio T2B al término de
84 dias de cultivo en éste, expresd el mayor porcentaje de explantes con callo
embriogénico (65%), la variedad Catuai Rojo no respondio a dicha expresion. En la
misma figura se puede observar las diferentes respuestas de las variedades en

estudio con respecto al porcentaje de expresion de callo embriogénico (Apéndice

12).

62



EM1 BM2 OM3

Figura 4. Efecto residual del 2IP en el porcentaje de explantes con callo
embriogénico en cinco variedades de café (Coffea arabica).

El analisis de varianza para la variable % ECE, manifestd que existen
diferencias altamente significativas en las fuentes de variacion: Tratamiento,
medios, variedades y la interaccion entre medios y variedades (Apéndice 13).
Debido a ello fue necesario realizar pruebas de Duncan para las fuentes medios de
cultivos y variedades y conocer el comportamiento estadistico de ambas, con

respecto a la formacion de callo embriogénico.

La prueba de Duncan demostr6 que las variedades Catisic y Pacas son
estadisticamente superiores e iguales entre si, y diferentes a las variedades
Pacamara, Tekisic y Catuai Rojo. Las variedades Pacamara y Tekisic son

estadisticamente similares y superiores a la Catuai Rojo (Apéndice 14).
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Con la prueba de Duncan se determind que el medio de cultivo con 4 mg de
2IP (M3) fue superior a los medios con 3 mg (M2) y 2 mg (M1), siendo estos dos

ultimos iguales estadisticamente (Apéndice 15).

El porcentaje de explantes que formaron callo embriogénico (0-65 %) y el
tiempo que tardaron en aparecer (7-42 dias) difirié en las variedades en estudio;
confirmando lo expresado por Zamarripa citado por Merino (1998) sobre la
existencia de una fuerte interaccion entre el genotipo seleccionado y el medio de
cultivo, lo que se traduce en los diferentes grados de respuesta en la formacion de
callo embriogénico en los explantes de café y otras especies vegetales. Ademas
Flink et al. Citados por Litz y Jarret (1993) mencionan que puede haber una
variacion considerable en la respuesta embriogénica de ciertos explantes

pertenecientes a la misma especie vegetal.

4.2.2.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL CALLO

EMBRIOGENICO

Todos los callos con expresion embriogénica presentaron coloracion blanco

crema con caracteristicas friables.

La fase de diferenciacion se desarrolla a luz indirecta en un medio con una
sola citocinina (BAP) o en asociacién con una auxina como el 2,4-D (Berthouly
1987) Sondhal citado por Merino (1998) afirmoé que es necesario la presencia tanto
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de citocininas como de auxinas para la proliferacion de callo embriogénico. Esto se

confirma con los resultados de color y tipo de callos obtenidos en esta investigacion.

Kuan (1990) menciond que las citocininas ademas de promover la division
celular influyen en la diferenciacion de los tejidos; en esta investigacion los
explantes provenientes de los medios de induccién a los 7 dias de transferidos en el
medio de expresion T2B, se inicio el crecimiento de masas celulares de color blanco
crema de aspecto friable sobre los callos indiferenciados de color café¢ y aspecto
friable y semifriables, en algunos explantes de la mayoria de las variedades
cultivadas, considerdndose como una manifestacion de los primeros callos
embriogénicos. El aspecto de estos callos fue similar, a los obtenidos por Sondhal y
Sharp (1979) en explantes foliares de cafetos por embriogénesis somatica de alta
frecuencia (ESAF); al igual Garcia y Méndez (1987) en explantes foliares de cafeto
Catimor obtuvieron callos friables de color blanco en un medio suplementado con
2IP e IBA. También Merino (1998) utilizando explantes de hoja de los cafetos
hibridos Etiopia 29 y Kaffa — 2 logro la formacion de callos embriogénicos blancos

y friables.

Carimi et al. (1994) trabajando con estilos de limon obtuvieron de 36.6 % a 46.2
% de callos friables blanco cremoso en un medio suplementado con BA
(Benzilaminopurina). Después Kim et al. (1993) cultivando anteras de
Catharanthus roseus por 2 a 3 meses, obtuvieron callos blancos y friables en un 50
% en un medio basal con NAA y Kinetina después de cuatro semanas.
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Figura 5: Proceso de embriogénesis somatica en variedades comerciales de café (Coffea arabica). A. Jardin de variedades de Café. B) Hojas del tercer
nudo. C) Explante foliar. D y E) Formacion de callo indiferenciado. F) Callo embriogénico. G) Inicio de la Embriogénesis Somatica. H, 1)
Embriones Sométicos en fase globular. J) Embrion en fase de Torpedo. K) Embrién Cotiledonal. L) Germinaciéon de Embriones somaticos.
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5. CONCLUSIONES

- El método mas eficiente para la desinfeccion de explantes foliares de variedades
de café provenientes del campo fue el de mayor tiempo de inmersion del tejido
vegetal, 20 y 10 minutos en concentraciones de 10 % y 8 % de solucion de
hipoclorito de calcio, respectivamente lograndose con éste los mas bajos niveles de

contaminacion.

- De los métodos de desinfeccion evaluados, ninguno de ellos afectd negativamente
el tejido y no provocd muerte inmediata de éste en las cinco variedades de café,
indicando que las cantidades de Hipoclorito de Calcio en todos los tiempos de

inmersion fueron toleradas por los mismos.

- Los explantes de la variedad Tekisis en el medio de induccién con 3mg de 2IP
formaron callo indeferenciado a los 9 dias, no obstante fue los la variedad Catisic en
el medio de induccion con 4 mg de 2IP la que mayor nimero de explantes con callo

indiferenciado produjo.

- Al igual que otras investigaciones en los explantes foliares de los genotipos de
café evaluados en esta investigacion se formaron callos color café de tipos friables y
semifriables (callo indiferenciado) que no lograron diferenciarse en la etapa de
expresion embriogénica.

67



- En la mayoria de tratamientos, excepto los de la variedad Catuai Rojo, se expreso

la embriogénesis somatica a los 7 dias.

- En los explantes foliares de las cinco variedades que formaron callo de color
blanco crema y tipo friable se desarrollaron posteriormente embriones somaticos;
por lo tanto se confirmd los resultados de otros investigadores que los callos con

dichas caracteristicas son embriogénicos.
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6. RECOMENDACIONES

- Para dar inicio al proceso de embriogénesis somatica con material proveniente del
campo se recomienda su desinfeccion con soluciones de Hipoclorito de Calcio al 10
% y 8 % por un tiempo de 20 y 10 minutos de inmersion, respectivamente

realizando tres enjuagues con agua destilada estéril después de cada inmersion.

- Para obtener el mayor porcentaje de explantes con callo embriogénico se
recomienda la utilizacion del medio de cultivo con 4 mg de 2IP en la fase de

induccion en las variedades comerciales Catisic y Pacas.

- Es conveniente hacer subcultivos (repiques) constantemente del material vegetal
cultivado in vitro para conservar su potencial embriogénico en la fase de expresion

hasta que se manifieste dicho potencial.

- Se recomienda investigar las fases de suspension celular, desarrollo, maduracion y
germinacion de embriones somaticos provenientes de variedades comerciales de

café.

- Seleccionar plantas élites de café de genotipos de alto interés comercial, con

caracteristicas agronomicas deseables, para continuar con la investigacion de

embriogénesis somatica.
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- Es necesario proponer y realizar investigaciones utilizando estos cultivares de café
hasta la fase de aclimatacion en campo de plantas obtenidas por esta técnica, las

cuales han sido seleccionadas por sus caracteristicas agronémicas.

- Se recomienda mejorar las condiciones fisicas, ambientales, y de manejo del

laboratorio de cultivo de tejidos de esta facultad para disminuir los niveles de

contaminacién e incrementar la calidad y cantidad de plantas propagadas en éste.
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APENDICES

Apéndice 1. Composicion quimica de los medios de induccion y expresion (MS)

Composicion Inducciéon Expresion
T,B (CIRAD) T,B (CIRAD)
Macronutrientes/>* 25 25
Micronutrientes/>* 25 2.5
Fe EDTA/,* 2.5 2.5
Tiamina HCI 1 20
Myo Inositol 100 200
Ac. Nicotinico 1
Pyridoxina 1
Glicina 1
L. Cysteina 20
Extracto de malta 400 800
Hidrocaseina 100 200
Sulfato de Adenina 0 60
2,4D 0.5 1
AIB 1
21P Diferentes concentraciones
de materiales y métodos
BAP 0 4
SACAROSA** 30 30
Gelrite** 4 4
* ml/L

Las demas medidas estan dadas en mg/L
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Apéndice 2. Medios de induccion a callo variando la hormona 2
Isopentyladenina.

Medios de cultivos

Descripcion

M; Medio de cultivo de induccion T:B
M, Medio de cultivo de induccion T;B + 1 mg 21P
M; Medio de cultivo de induccion T;B + 2 mg 21P

Apéndice 3. Tratamientos evaluados en la etapa de desinfeccion.

M¢étodos Descripcion
T Variedad Tekisic = 20 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 10
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
T, Variedad Tekisic = 15 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 8
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Ts Variedad Tekisic = 10 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 5
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
T4 Variedad Catisic = 20 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 10
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Ts Variedad Catisic = 15 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 8
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Te Variedad Catisic = 10 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 5
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
T, Variedad Catuai = 20 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 10
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Tg Variedad Catuai = 15 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 8
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Ty Variedad Catuai = 10 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 5
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Tio Variedad Pacas = 20 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 10
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
T Variedad Pacas = 15 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 8
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Tio Variedad Pacas = 10 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% + 5
minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
T3 Variedad Pacamara = 20 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% +
10 minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
T4 Variedad Pacamara = 15 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% +
8 minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
Tys Variedad Pacamara = 10 minutos con Hipoclorito de Calcio al 10% +
5 minutos con Hipoclorito de Calcio al 8%.
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Apéndice 4. Tratamientos evaluados en la etapa de induccion y expresion de
callo embriogénico en la fase de induccion a callo indiferenciado.

Tratamientos Descripcion
VM, Catuai Rojo en el medio de cultivo con 2 mg 21P
ViM, Catuai Rojo en el medio de cultivo con 3 mg 21P
ViM; Catuai Rojo en el medio de cultivo con 4 mg 21P
VoM, Pacamara en el medio de cultivo con 2 mg 21P
VoM, Pacamara en el medio de cultivo con 3 mg 21P
VoM3 Pacamara en el medio de cultivo con 4 mg 2P
Vi;M; Tekisic en el medio de cultivo con 2 mg 2IP
Vi;M, Tekisic en el medio de cultivo con 3 mg 2IP
VM, Tekisic en el medio de cultivo con 4 mg 2P
ViM, Catisic en el medio de cultivo con 2 mg 2IP
ViM, Catisic en el medio de cultivo con 3 mg 2IP
VM, Catisic en el medio de cultivo con 4 mg 2P
VsM; Pacas en el medio de cultivo con 2 mg 2IP
VsM, Pacas en el medio de cultivo con 3 mg 2IP
VsM; Pacas en el medio de cultivo con 4 mg 2IP

Apéndice 5. Analisis de varianza para los resultados de la etapa de desinfeccion

en la variable porcentaje de contaminacion.

Fuente de Variacion G.L. Suma de Cuadrado |F. Calculada| Pr.>F
Cuadrado Medio

Tratamiento 14 26493.33333 | 1820.95238 4.02 0.0002

Método 2 8173.33333 4086.66667 9.01 0.0005

Variedad 4 16360.00000 | 4090.00000 9.02 0.0001

M¢étodo * Variedad 8 960.00000 120.00000 0.26 0.9741
Error experimental 45 20400.000 453.33333 - -
Total 59 45893.3333 - - -

G.L. = Grados de Libertad.
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Apéndice 6. Prueba de Duncan para las variedades con los resultados de
porcentajes de contaminacion (5% de significancia)

Variedades Medias de N Duncan
Contaminacion
Catisic 83.333 % 12 A
Pacas 76.667 % 12 A
Tekisic 73.333 % 12 A
Catuai Rojo 48.333 % 12 B
Pacamara 41.667 % 12 B

Apéndice 7. Prueba de Duncan para la fuente métodos de desinfeccion del
material  vegetativo, con los resultados de porcentaje de contaminacion (5%
de significancia).

M¢étodos Medias Duncan
D3 77.000 A
D2 68.000 A
D1 49.000 B
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Apéndice 8. Porcentaje de callo indiferenciado al término de la fase de

induccion.

Repeticion Tratamiento % ECI
1 VM, 0.00
2 VM, 0.00
3 ViM; 0.00
4 VoM, 28.75
5 VoM, 8.75
6 VoM, 33.75
7 VM, 26.25
8 Vi;M, 45.00
9 ViM; 15.00
10 VM, 17.50
11 VM, X
12 ViM; 77.50
13 VsM, 58.75
14 VsM, 52.50
15 VsM; 57.50

% ECI = Porcentaje de explantes con callo indiferenciado.

X = Tratamiento eliminado por contaminacion.

Apéndice 9. Analisis de varianza para la variable porcentaje de explantes que
formaron callo indiferenciado (% ECI).

Fuente de Variacion | G.L. Suma de Cuadrado F. Calculada| Pr.>F
Cuadrados Medio

Tratamiento 13 34544.875000 |2657.298076 7.71 0.0001
Método 2 1167.425000 583.712500 1.69 0.0001
Variedad 4 29155.058333 | 7288.764583 21.14 0.0001
M¢étodo * Variedad 7 4222.39166 603.198809 1.75 0.1237
Error experimental 42 14483.260000 344.839285 - -

Total 55 49028.125000 |- - -

G.L. = Grados de Libertad.
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Apéndice 10. Prueba de Duncan para variedades en la variable porcentaje de
explantes con callo indiferenciado (%ECI).

Variedades Medias de % ECI N Duncan
Pacas 85.833 % 12 A
Catisic 78.125 % 8 A
Tekisic 60.417 % 12 B
Pacamara 50.417 % 12 B
Catuai Rojo 21.333 % 12 C

Apéndice 11. Prueba de Duncan para los medios de cultivo en la variable

porcentaje de explantes con callo indiferenciado (% ECI).

Medios Medias de % ECI N Duncan
M; 64.000 20 A
M, 54.550 20 A
M, 54.375 16 A

Apéndice 12. Resultados de la fase de expresion del callo embriogénico
(promedio por tratamiento).

Tratamiento DECE ECE
1 ViM; 0 0.00
2 VM, 80 1.25
3 ViM; 0 0.00
4 VoM, 66 23.75
5 VoM, 45 12.50
6 VoM; 45 22.50
7 ViM; 45 12.50
8 ViM, 45 28.75
9 ViM; 73 5.00
10 VM, 45 20.00
11 VM, X X
12 VM3 45 65.00
13 VsM; 45 18.75
14 VsM, 45 20.00
15 VM3 45 63.75

DECE = Dias a expresion de callo embriogénico.
% ECE = Porcentaje de explantes con callo embriogénico.
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Apéndice 13. Analisis de varianza para tratamientos medios de cultivo, con
respecto a la variable porcentaje de explantes con callo embriogénico (% ECE).

Fuente de G.L. Suma de Cuadrado Medio |F. Calculada| Pr.>F
Variacion Cuadrados
Tratamiento 13 2205.23214286 1696.32554945 9.05 0.0001
Medio 2 3283.48214286 1641.74107143 8.76 0.0007
Variedad 4 10692.96875000 2673.24218750 14.27 0.0001
Medio* Variedad 7 8075.78125000 1153.68303571 6.16 0.0001

Error experimental | 42

7868.75000000

187.35119048

Total 55

29920.98214286

G.L. = Grados de Libertad.

Apéndice 14. Prueba de Duncan en la variable porcentaje de explantes con

callo embriogénico (%ECE).

Variedades Media Duncan
Pacas 42.500 % A
Catisic 34.167 % A
Pacamara 19.583 % B
Tekisic 15.417 % B
Catuai Rojo 0.417 % C

Apéndice 15. Prueba de Duncan para los medios de la variable porcentaje de
explantes callo embriogénico (% ECE).

Medios Medias de % EFCI Duncan
M; 31.260 A
M, 15.625 B
M, 15.000 B
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