| nduccion de embriogenesis somatica in vitro
de Coffea arabica a partir de explantes
foliares

Angel Arturo Paz Ramirez



ZAMORANO

Carrerade Cienciay Produccién Agropecuaria
Diciembre, 2000

I nduccion de embriogénesis somaticain vitro
de Coffea arabica a partir de explantes
foliares

Proyecto especial presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero Agrénomo en e Grado
Académico de Licenciatura

presentado por

Angel Arturo Paz Ramirez



Zamor ano, Honduras
Diciembre, 2000

El autor concede a Zamorano permiso
parareproducir y distribuir copias de este
trabajo parafines educativos. Para otras personas
fisicas o juridicas se reservan |os derechos de autor.

Angel Arturo Paz Ramirez



Zamorano, Honduras
Diciembre, 2000

Induccidn de embriogénesis somatica in vitro de Coffea arabica
a partir de explantesfoliares

presentado por:

Angel Arturo Paz Ramirez

Aprobada:

Dinie Espinal de Rueda, M.Sc. Alfredo Rueda, Ph.D.
Asesor Principa Coordinador de Area Temética



Gisela Godoy, M.A.E. Jorge Ivan Restrepo, M.B.A.
Asesor Coordinador de Carrerade
Cienciay Produccién Agropecuaria

Radl Espinal, Ph.D. Antonio Flores, Ph.D.
Asesor Decano
AnaMargoth de Andrews, Ph.D. Keith L. Andrews, Ph.D.

Coordinador PIA Director Generdl Director Generd



DEDICATORIA

A Dios todopoderoso.

A mis padres.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme salud y sabiduria.

Al Dr. Radl Espinal, alalng. Gisela Godoy y especialmente a la Ing. Dinie Espinal de
Rueda, ya que fueron quienes me guiaron en el desarrollo de este estudio.

A Zoilay Erica, por su apoyo en el laboratorio.

A Reynerio Barahona y Allyn Del Cid, por su apoyo otorgado en el desarrollo del
estudio.



AGRADECIMIENTO A PATROCINADORES

A la Secretaria de Agricultura'y Ganaderia de Honduras por su ayuda financiera otorgada
para mi formacion profesional.

Al Fondo Dotal Hondurefio, por financiar parte de mi carrera dentro de El Zamorano.

CONTENIDO



viii

RESUMEN

Paz R., Angel A. 2000. Induccién de embriogénesis somatica in vitro de Coffea arabica a
partir de explantes foliares. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agronomo, El
Zamorano, Honduras. 30 p.

La produccion de café es de gran importancia para la economia de Honduras, y actualmente
es uno de los principales rubros de exportacion. El Instituto Hondurefio del Café (IHCAFE)
en sus programas de fitomejoramiento, estd utilizando la propagacion in vitro
(embriogénesis somatica) para la produccién a gran escala de los genotipos excepcionales.
Sin embargo, la produccion del laboratorio de micropropagacion esta afectada por altos
niveles de contaminacion y la falta de recursos para el desarrollo de protocolos especificos
para la produccidn in vitro de las variedades mas promisorias. Los objetivos de este estudio
fueron: 1) determinar el procedimiento de desinfeccion que conlleve al nivel mas bajo de
contaminacion, y 2) determinar el tipo y nivel de citocininas que maximize la productividad
de embriones somaticos en tres variedades de café. Se evaludé el efecto de cuatro
concentraciones de hipoclorito de calcio (5, 10, 15 y 20%) en la solucién desinfectante, y
cuatro tiempos de sumersion de los explantes en el control de la contaminacion (S, 10, 15y
20 minutos). En un segundo ensayo se evalu6 el efecto de dos tipos de citocininas
(Bencilaminopurina (BAP) y kinetina), a cinco niveles de concentracion cada una (0, 10, 20,
30, 40 uMol/L) en las variedades de café Lempira, Caturra y Catimor en la primera fase de
la etapa de induccion. En la siguiente fase de la etapa de induccién se evalu6 el efecto del
benomyl (1 g/L) como constituyente del medio, en el control de la contaminacién. A mayor
concentracién de hipoclorito de calcio y mayor tiempo de sumersion de los explantes en la
solucién desinfectante, se obtuvo menores indices de contaminacion, la cual varié entre 0 y
94%. Para cada variedad hubo un tipo y nivel de citocinina que produjo la mayor cantidad
de embriones somaticos. Hubo diferencia significativa en los niveles de contaminacidon
(P<0.0001) al usar benomyl como constituyente del medio. Se concluyd que con el uso de
15% de hipoclorito de calcio y 5 minutos de sumersion de los explantes en la solucion
desinfectante, se obtienen los menores indices de contaminaciéon. También, que con 30
uMol/L BAP, 40 uMol/L BAP y 40 uMol/L kinetina para las variedades Lempira, Caturra y
Catimor, respectivamente, se obtiene la mayor produccién de embriones somaticos. El
benomyl como ingrediente del medio ayuda a reducir la contaminacion.

Palabras claves: Benomyl, citocininas, contaminacion, hipoclorito de calcio, produccion de
embriones.
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1. INTRODUCCION

La produccién de café es de gran importancia para la economia de Honduras, ya que es
actualmente uno de los rubros principales en las exportaciones. Segiin Solangi (2000), €l
Instituto Hondurefio del Café (IHCAFE) reporta que la caficultura nacional ha tenido un
repunte durante los ultimos 20 afios, convirtiéndolo en la columna vertebral de la
economia del pais; esto se ve reflgjado en las exportaciones, en la produccion del grano
en 15 departamentos del pais (83% de los departamentos del pais), en las 100 mil familias
gue dependen directamente de este rubro y en e millébn de empleos que genera
anual mente.

Segin Santacreo (1992), la caficultura nacional se ha visto seriamente
afectada debido al aparecimiento de plagas y enfermedades endémicas como
laroya del café, lo cual ha contribuido a incrementar los costos fitosanitarios
debido al uso de agroquimicos. El actual uso de agroquimicos ocupa un 20 %
de los costos totales de produccién, lo que implica un impacto
economicamente grande para el productor.

A través de los programas de fitomejoramiento se ha logrado liberar
variedades resistentes a plagas y enfermedades que tienen una mayor
demanda en el mercado debido a su mgjor calidad de bebiday a que son mas
productivas. EI me oramiento es efectuado cuando se identifica un individuo
con cualidades excepcionales y de utilidad para la caficultura. Una vez
identificado, este individuo es estudiado para poder explotar sus genes,
mismos que son eventualmente liberados al mercado. El proceso de estudio es
Ilevado acabo en un periodo de 35 a 40 afios, por o que es un trabajo que
requieretener paciencia, persistencia eingenio.

A través de los afios los programas de fitomejoramiento han venido realizando su
trabajo por medio de métodos tradicionales que requieren de un trabajo tedioso y
de bastante tiempo; pero actualmente se estd buscando la forma de hacer este
proceso mas eficiente.

La multiplicacion vegetativa es el Unico procedimiento que reproduce en gran escala los
genotipos excepcionales (Santacreo, 1992). La multiplicacion vegetativa por medio de la
micropropagacion ha sido recientemente utilizada por |os fitomejoradores, iniciandose los
estudios de este método a principios de la década de | os setenta.

El uso de la micropropagacion ha permitido una mayor €ficiencia en cuanto a la
explotacion de individuos deseables; asimismo, ha permitido trabajar a niveles acelerados
de megoramiento del cafeto, ya que el tiempo de liberacién de las variedades se ha



reducido de 35 a 40 afios, a solo 10 afios. Seguin Solangi (2000), las expectativas del
IHCAFE para un futuro no muy lgjano son poder liberar variedades producidas en su
centro de investigacion o introducidas de otros paises, a través de la propagacion in vitro,
y en lugar de entregar lasemillaal productor se le entregara una plantita para su cultivo.

A través del tiempo y del uso de varios métodos de micropropagacion del café, se ha
determinado que el método mas eficiente, con una mayor tasa de multiplicacién, es € de
embriogénesis somatica a partir de hojas juveniles. Mediante la utilizacién de esta via de
regeneracion, no solamente se obtiene un potencial de multiplicacién elevado, sino que
tiene la ventgja de que las hojas son abundantes y de facil desinfeccion (1ICA, 1997).
También Barry et al. (2000), menciona que la embriogénesis somética es la mejor opcion
parala propagacion masiva de clones de individuos élites en café.

El uso de la propagacion in vitro para € cultivo del café, por parte del centro de
investigacion del IHCAFE, no se ha desarrollado al nivel esperado, ya que existen varios
factores que no lo han permitido. Los factores mas importantes se mencionan a
continuacion:

= Seguln técnicos del centro de investigacion del IHCAFE (2000)1,|:Ios niveles de
contaminacion de los explantes, durante |la etapa de establecimiento del cultivo, son
bastante elevados (hasta 70 % de contaminacion).

= Seguin Osorio (2000), técnico de la gerencia del IHCAFE, los costos de la
micropropagacion son elevados, y se debe investigar, parareducir estos costos:
a) Protocolos de desinfeccion del explante, para reducir la contaminacion a niveles
comercialmente aceptables; y
b) Métodos paraincrementar laformacion de embriones a partir de tejido somético.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el procedimiento de desinfeccion que conlleve a nivel mas bago de
contaminacion, y €l tipo y nivel de citocininas que maximize la productividad de
embriones somaticos en algunas variedades de café.

1.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

Los objetivos especificos del presente estudio son:

! Rosendo Mejia. 2000. Embriogénesis somética en café. IHCAFE. Comunicacion personal.



a) Determinar la concentracion de hipoclorito de calcio y € tiempo de exposicién del
material vegetal ala solucion desinfectante, que se necesita para obtener |0s menores
indices de contaminacion.

b) Evaluar € efecto del benomyl como componente del medio de cultivo, en e control
de la contaminacién durante la primera etapa de establecimiento del cultivo.

c) Encontrar € tipo de citocinina mas adecuado para inducir la formacion de embriones
Sométicos.

d) Encontrar e nivel mas adecuado de citocinina para obtener e mayor nimero de
embriones.

2. REVISION DE LITERATURA

21 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequefias de
ellas, de tgjidos o células cultivadas asépticamente en un tubo de ensayo o en otro
recipiente en que se puedan controlar estrictamente las condiciones de ambiente y
nutricion (Hartmann y Kester, 1997).

En los sistemas de cultivo de tegjidos hay cinco tipos fundamentales de regeneracion
vegetativa: @) alargamiento de las puntas meristematicas, b) produccion axilar de ramas,
C) iniciacion adventicia de ramas, d) organogénesis y €) embriogénesis (Hartmann y
Kester, 1997).

Seguin Hartmann y Kester (1997), la embriogénesis consiste en € desarrollo de un
embridn, ya sea del cigoto o de otras células de la planta, considerando la primera como
reproduccién sexua y la Ultima como asexua. Los embriones asexuaes son Ilamados
embrioides o embriones sométicos. Segun Pierik (1990), cuando los embriones se
regeneran a partir de células o tejidos sométicos se habla de una embriogénesis somética,
y se puede considerar como opuesta a la embriogénesis cigotica. La embriogénesis
somatica es la formacion de un embrién a partir de una célula, sin la necesidad de la
fusion de gametos (Pérez, 1998).

El desarrollo de embriones somaticos segun Pierik (1990), comprende una etapa de
desdiferenciacion de las cdlulas ya diferenciadas y posteriormente la division de estas.
Los embriones se desarrollan a partir de células parenquiméticas vacuoladas. El
desarrollo de un embridn, a partir de una célula embriogénica, se consigue generalmente
sin la presencia de auxinas en € medio.



La caracteristica mas distintiva de un embrion somético es gque constituye un nuevo
individuo con estructura bipolar (raiz y brote) capaz de originar una planta completa.
También tiene autonomia frente al tgjido generador, ya que histol6gicamente se plantea
gue no tiene conexion vascular con € tejido que le dio origen, por lo que pueden ser
separados facilmente (Pérez, 1998). Un embrion cigético es muy similar
morfologicamente a un embrion somético, sobre todo en su desarrollo evolutivo de
proembrion, fase globular, corazén, torpedo y fase cotiledonar, si es una dicotiledonea.

Seguin Santacreo (1992), existen dos métodos de obtener embriones sométicos a partir de
explantes de hoja



1. Por medio de embriogénesis somética directa o de baja frecuencia, donde los
embriones se diferencian a partir de una escasa formacién de callo que aparece
en los bordes de los explantes. En este caso los embriones se obtienen de una
Unicacélulainducida; y

2. Por medio de embriogénesis somética indirecta o de ata frecuencia, donde los
embriones sométicos son obtenidos por la multiplicacion de las células inducidas.
Este tipo de embriogénesis se caracteriza por una fuerte formacion de calo en la
primera etapa, seguido de una etapa de diferenciacion de los embriones
somaticos a partir de esa masa de células parenquimatosas.

Figueroa'y Molina (1996) mencionan que de la embriogénesis somética directa se obtiene
un menor nimero de embriones diferenciados, pero con mayor uniformidad genética que
la embriogénesis somaticaindirecta.

Segun Pérez (1998), €l desarrollo de un sistema experimental para la regeneracion de
plantas via embriogénesis sométicaincluye:

a) Induccion de los embriones somaticos

b) Desarrollo de los embriones sométicos

c) Proliferacion

d) Maduracion

e) Germinaciony conversion en plantas

De acuerdo a Hartmann y Kester (1997), a medio de cultivo se le afladen hormonas
como citocininas y auxinas las cuaes regulan € crecimiento y desarrollo del explante, a
esto se le Ilama control hormonal, €l cual se realiza por: a) la clase de hormona, b) la
concentracion y €) la secuencia en que se proporcionen.

La embriogénesis somatica directa se obtiene en medios ricos en citocininas y
desprovistos de auxinas, en cambio la embriogénesis somatica indirecta se obtiene en
medios ricos en auxinas en la primera etapay rico en citocininas en las etapas posteriores
de diferenciacion (Santacreo, 1992).

Tanto en e café como en los &boles frutales, €l grado de éxito de la embriogénesis

somatica varia segun los genotipos cultivados (CIAT, 1991). También Hartmann y Kester

(1997), mencionan que diferentes plantas responden de un modo distinto a las diversas

citocininas y auxinas, debido a control hormonal natural de cada genotipo.

Por lo que para cada genotipo se recomienda estudiar:

1. Lafuentedel explante, € pretratamiento del explante,

2. El medio de cultivo: constituyentes organicos e inorganicos, reguladores de
crecimiento, osmolaridad total, y
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3. Las condiciones de crecimiento: luz, temperatura, intercambio gaseoso, régimen de
subcultivo y la seleccion de | os tejidos durante |os subcultivos.

Las posibilidades de conseguir embriogénesis somética son mayores cuando se utilizan
explantes procedentes de plantas juveniles (Pierik, 1990). Garcia y Menéndez (1987)
mencionan que en experimentos en café llevados a cabo en € Centro de Botanica
Tropical de Venezuela, se utilizaron con éxito, explantes foliares jévenes, en buen estado
y expandidos, los cuales fueron extraidos de los tres nudos superiores de talos
ortotropicosy plagiotropicos.

Berthouly y Guzmén (1987), mencionan que la deficiencia de algunos elementos en €
explante puede ser un freno a la induccion de la embriogénesis somética, por 1o que €l
estado fisiol6gico de la planta es muy importante.

Los estudios histoldgicos han demostrado que €l tgjido de callo se origina en las cel ulas
del mestfilo del explante foliar (CIAT, 1991). Segun técnicos del IHCAFE (2000) los
explantes son sembrados en un medio de induccién, y transferidos a cuarto de
crecimiento donde estén 55 a 60 dias en oscuridad a 25 grados centigrados. EI  protocolo
gue utiliza e IHCAFE recomienda que los explantes sean colocados con e haz en
contacto con &l medio.

Segun e CIAT (1991), los explantes foliares se cortan, excluyendo la nervadura central,
los mérgenes, y las porciones apicales y basales de la lamina foliar. Al eliminar la
nervadura central se excluyen los domacios, que son poros profundos donde se acumulan
microorganismos contaminantes, y hay alta concentracion de compuestos fendlicos que
promueven la oxidacion.

De acuerdo con Barry et al. (2000), la induccion de embriogénesis somética de café se
puede realizar en medios solidos (medio de Yasuda) o liquidos (medio de Berthouly). En
medios liquidos existen, desafortunadamente, problemas de calidad (anormalidades
morfolégicas, desarrollo asincronizado y tamafio heterogéneo) y dificultad en e mangjo
en la etapa embrionaria de torpedo; aungue estos problemas estan siendo controlados de
manera exitosa con €l uso de recipientes de inmersién temporal automatizados. También,
la seleccion manual de los embriones sométicos listos para germinar y los frecuentes
subcultivos son requeridos para obtener plantas, todo esto trae como consecuencia altos
costos de produccion que explican el porque no hay hasta ahora una produccion
comercia de caféin vitro através de estos sistemas.

! Rosendo Mejia. 2000. Embriogénesis somética en café. IHCAFE. Comunicacion personal.
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Garciay Menéndez (1987) utilizaron como medio de induccién de embriones sométicos,
la solucion salina de Murashige y Skoog suplementada con 100 mg/l inositol, 10 mg/l de
tiamina, 35 mg/l cisteina, 30 g/l sacarosa y fue solidificado con 8 g/l de agar, a un pH
gjustado de 5.6.

El IHCAFE, a igua que Figueroay Molina (1996), utilizaron €l medio de induccion de
embriones de Yasuda, el cual contiene: Macroelementos MS/4, 42.5 mg/l KH2PO4 , de
oligoelementos de Y asuda, NaFeEDTA MS/2, vitaminas de Gamborg, 30 ¢/l sacarosay
2.25 g/l gerite aun pH gustado de 5.6.

Gonzéles et al. (1988), utilizaron como medio de induccion de embriones somaticos, las
sales minerales de Murashige y Skoog, suplementadas con 100 mg/l inositol, 10 mg/I
tiamina, 25 mg/l cisteina, y 20 g/l sacarosa. En e Anexo 1 se pueden observar los
diferentes medios utilizados para propagar café in vitro.

2.2MANEJO DE CONTAMINACION

Pérez (1998) menciona que €l éxito de los sistemas de micropropagacion de plantas
depende en gran medida del control y prevencion de la contaminacion microbiana.

Seguin Pierik (1990), existen cuatro fuentes de infeccion: la planta, e medio nuitritivo, €l
airey € operador. Dentro de estas condiciones la mas importante es la planta misma, por
lo que el material deberia ser bien esterilizado antes de su aislamiento in vitro.

Existen microorganismos que en €l campo no son patdgenos, pero en € laboratorio se
convierten en una fuente principal de contaminacién, y a éstos Pérez (1998) les llama
vitropatégenos.

Seguin Pérez (1998), los patdgenos, tienen un efecto negativo en las vitroplantas, ya que
compiten con ellas por nutrientes del medio, les provocan dafios directos e indirectos por
la colonizacion de sus tegjidos o laexpulsion a medio de cultivo de metabolitos toxicos.

Pierik (1990) menciona que a pesar de una adecuada esterilizacion quimica del material
vegetal se pueden producir infecciones. Estas infecciones se dan por infecciones internas
del material a reproducir, por una mala asepsia en el laboratorio o por parte del operador.
Hartmann y Kester (1997), mencionan que los patdgenos internos posiblemente no se
detectan, pero los propagulos se desarrollan en el medio de cultivo a medida que crece 'y
regenera el explante en el medio.
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Segin Gamborg y Phillips (1995), los patdgenos contaminantes son las bacterias,
levaduras y hongos, los cuales se diferencian entre ellos por su forma, texturay color que
forman a crecer en e medio. La deteccion e identificacion de estos patdgenos es muy
importante para tomar medidas de control.

La utilizacion de materiales vegetal es provenientes del campo limita el éxito de latécnica
de embriogénesis somética, debido a la ata contaminacién por hongos y bacterias,
aunque dicha contaminacion es muy variable en e transcurso del afio (variaciones
climéticas) (Berthouly y Guzman, 1987).

En la micropropagacion de café existen varios procedimientos de desinfeccion que se
utilizan. Segun Pierik (1990), para cada clima de donde se extrae el material areproducir,
y para cada tipo de explante existe un protocolo especifico de desinfeccion. Este
protocolo varia en cuanto a tipo y la concentracion del agente desinfectante y €l tiempo
de exposicién del explante ala solucion desinfectante.

Para café, Haas y Herman (1975) recomiendan una sumersion de los explantes foliares en
ethanol a 70 % durante 20 segundos, y luego en una solucion de hipoclorito de calcio
[Ca(OCl),] a 3 % (p/v) para obtener bajos niveles de contaminacion en la etapa de
establ ecimiento.

Segun € CIAT (1991), un lavado de las hojas con agua corriente, luego una sumersion en
ethanol a 70 %, y finalmente una sumersion de 20 min en una solucién de hipoclorito de
calcio al 10% (p/v) conteniendo unas gotas de tween 80, es un protocolo que ha tenido
éxito en la micropropagacion de café. Con respecto al ethanol, luego de varias pruebas, €
CIAT (1991), descubrio que es téxico paralos explantes de hojas del cafeto.

Figueroa y Molina (1996), mencionan que en café, las hojas deben ser lavadas con agua
corriente, luego sumergidas durante cinco minutos en una solucién de benomyl (1g/l), y
seguidamente lavadas con agua destilada. A continuacion se mantienen 30 min en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5.25%, para después enjuagarlas tres veces con agua
destilada estéril. Finalmente, las hojas se vuelven a mantener en una soluciéon de
hipoclorito de sodio a 2.625% durante 30 min y se procede a hacer tres enjuagues con
agua destilada estéril antes de realizar |os cortes para extraer los explantesy proceder ala
siembra.

Seguin el protocolo de desinfeccion seguido por € Centro de Investigacion del IHCAFE,
existen dos aternativas para disminuir los niveles de contaminacion:

1. Al cosechar las hojas se procede a limpiarlas con agua y algodon, se colocan en una
solucion de benomyl (2 g/l) durante 30 min y luego se sumergen en una solucién



14

filtrada de hipoclorito de calcio a 10% (p/v) durante 10 min. Seguidamente, a nivel
de la camara de flujo laminar, se hace un enjuague con agua destilada estéril, para
pasar después a una solucion previamente filtrada de hipoclorito de calcio a 8 %
(p/v), durante 20 min. Finamente se hace un Ultimo enjuague con agua destilada
estéril y se procede alasiembra.

2. Parala segunda alternativa, luego de cosechar los explantes, se realiza una limpieza
con algodén mas agua y jabon liquido, seguido de un enjuague con agua destilada
estéril, para proceder luego a una sumersion de 30 min en una solucién de benomyl a
razon de 2 g/l. Pasados los 30 min, se vuelve a hacer dos o tres enjuagues con agua
destilada estéril para luego sumergir los explantes en una solucion de hipoclorito de
calcio filtrado a 10% durante 30 min. Posteriormente, a nivel de la camara de flujo
laminar, se hacen dos enjuagues con agua destilada estéril y se sumergen los
explantes en una solucion de hipoclorito de calcio filtrado a 8% durante 20 min.
Finalmente se hacen tres enjuagues con agua destilada estéril antes de proceder a la
siembra.

Pierik (1990) menciona que €l hipoclorito de calcio es un quimico en formade polvo, que
se mezcla féacilmente con e aguay que penetra en |os tejidos vegetales con mas lentitud
gue € hipoclorito de sodio, que es otro quimico utilizado en la desinfeccion de explantes.
El lavado del material con agua limpia ayuda a controlar la contaminacion. La adicién de
Tween 20 u 80 al liquido desinfectante, a razon de dos a tres gotas por cada 100 ml de
solucion desinfectante, disminuye latension superficial del explante, 1o cual promueve un
mejor contacto entre el explante y la solucion desinfectante. Seguin Dirr y Heuser (1987),
el Tween a disminuir latension superficial, permite una mejor penetracién de la solucion
desinfectante.

Seguin Londofio y Orozco (1986), se han realizado varias pruebas de desinfeccion que no
han resultado exitosas debido a los altos indices de contaminacion resultantes, pero se
espera que con € uso de fungicidas como el benomyl se controle mejor la contaminacion.
El CENICAFE ha encontrado que € uso de benomyl ayuda a controlar € crecimiento y
desarrollo de los hongos in vitro hasta en un 90 %. Bustamante (2000) afirma que €l
benomyl también funciona como una citocinina que promueve la formacién de embriones
somaticos, por 10 que este fungicida se esta utilizando en la mayoria de los protocolos de
desinfeccion de explantes foliares de café.

2.3 MANEJO DE OXIDACION

Segun Dirr y Heuser (1987), la oxidacion es otro factor que afecta la produccion de
plantas a través de micropropagacion. La oxidacion se origina a partir de compuestos
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polifendlicos, los que traen como consecuencia € oscurecimiento del medio; se puede
reducir evitando €l uso de explantes con altos compuestos polifendlicos, inhibiendo la
accion de las polifenoloxidasas, disminuyendo el contenido de oxigeno y haciendo varios
subcultivos. La oxidacion afecta mas cuando se utiliza la propagacion por estacas, ya que
estas son ricas en compuestos polifendlicos. Para controlar la oxidacién en € cultivo in
vitro de café se ha utilizado cisteinay PVP.
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3. MATERIALESY METODOS

3.1 LOCALIZACION

El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Micropropagacion de El Zamorano.

3.2 MATERIALES
3.2.1 Cristderia

Pararedlizar este estudio se utilizd lasiguiente cristaeria

- Beakers

- Probetas

- Pipetas

- Frascos Mason

- Tubos de ensayo grueso (25 x 150 mm)

- Frascos volumétricos

- Embudos

- Platos Petri
Toda la cristaleria utilizada fue debidamente lavada con alconox, enjuagada con agua
corriente y luego con agua destilada. Se utiliz6 e autoclave para esterilizar el medio de
cultivo y los tubos de ensayo, evitando asi cualquier contaminacion.

3.2.2 Equipo y herramientas

Para poder llevar a cabo e experimento se trabaé con las siguientes herramientas y
equipo técnico:
Herramientas:

- Pinzas

- Bisturi#21

- Barras magnéticas

- Toallas de papel

- Bandejas de acero inoxidable

- Gradillas para tubos gruesos

- Mascarillasy gabachas

- Papel filtro de 9.0 cm.

- Papel parafilm

- Mecheros



Equipo:

3.2.3 Ingredientes

Balanza milimétrica
Destilador de agua
Medidor de pH

Camara de flujo laminar
Autoclave

En el experimento se utilizé como base el Medio de Y asuda Modificado (Cuadro 1) para
inducir la produccion de embriones sométicos, que es el medio utilizado por €l Centro de
Investigacion del IHCAFE.

Cuadro 1. Medio de cultivo Yasuda Modificado utilizado para la induccion de
embriogénesis somética directain vitro de café, El Zamorano, Honduras, 2000.

MacroelementosMS/4  Concentracion final en el medio de cultivo (mg/l)

KNOs 475.00
NHaNO3 41250
CaCl2.2H20 110.00
MgSO4.7H20 92.50
KH2PO4 _ 42.50
KHoPO41 42.50

Oligoelementos
Y asuda

de

Concentracion final en el medio de cultivo (mg/l)

MnSO4.H20
ZnS04.7H20
H3BO3
CuS04.5H20
NazM00O4.2H20

0.6835
0.4300
0.3100
0.0050
0.0125

Solucion de hierro

Concentracion final en e medio de cultivo (mg/l)

FeNaEDTA

50.00

! Aparte de la solucién madre, se pesd y se afiadié a medio.
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Vitaminas de Gamborg Concentracién final en el medio de cultivo (mg/l)

TiaminaHCI 10.0

Acido nicotinico 1.0

Piridoxina HCI 1.0

Inositol 100.0
pH= 5.6

3.3METODOLOGIA

3.3.1 Ensayo de esterilizacion superficial de material vegetal

Se hicieron pruebas de desinfeccién utilizando tres variedades de café (Lempira, Icatq,
Catimor). Cada variedad se expuso a cuatro concentraciones de hipoclorito de calcioy a
cuatro tiempos de sumersion como se especificaen el Cuadro 2.

Cuadro 2. Concentraciones de hipoclorito de calcio y tiempos de sumersion para
explantes foliares en la induccién de embriogénesis somética directa in vitro de café, El
Zamorano, Honduras, 2000.

Concentracion (%) de hipoclorito de calcio
[Ca(Ocl)2] (p/v)

Tiempo (min) 5 10 15 20

5 5,5 10,5 15,5 20,5
10 5,10 10,10 15,10 20,10
15 5,15 10,15 15,15 20,15
20 5,20 10,20 15,20 20,20

3.3.1.1 Obtencién de explantes. Los explantes fueron obtenidos de material procedente
directamente del campo, proporcionados por e Centro de Investigacion del IHCAFE y
por una finca comercia de la misma zona. Estos fueron seleccionados de plantas jovenes
y de hojas apicales en pleno crecimiento. Se transportaron dentro de una cga en capas
divididas por toallas de papel paraevitar su deshidratacion.
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3.3.1.2 Preparacion del medio y soluciones desinfectantes. Se prepararon 2880 ml de
Medio de Yasuda Modificado (Cuadro 1), € cual fue transferido a tubos de ensayo
gruesos, a razon de 10 ml por contenedor. Posteriormente se procedié a taponarlos,
identificarlos de acuerdo a los tratamientos y a esterilizarlos en € autoclave durante 20
minal5PSly 250 °F.

Teniendo listo & medio se prepard la solucion de hipoclorito de calcio a 5% (p/v),
diluyendo 20 g de hipoclorito de calcio en 400 ml de agua destilada y posteriormente se
filtr6. Se tomaron 10 hojas de la variedad Lempira y se lavaron con agua y algodon, y
luego se sumergieron durante 30 min en una solucion de benomyl (2 g/l). Seguidamente
fueron sumergidas en la solucion de hipoclorito de calcio (5%) y se llevaron ala camara
de flujo laminar previamente desinfectada con alcohol a 70%. Luego de mantener las
hojas durante cinco minutos en la solucion desinfectante, se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril, para luego ser divididas en explantes cuadrados de 1 cm?,
eliminando la nervadura central y las orillas de la hoja. Se colocd un explante por tubo,
con €l haz de lahojaexpuesto a medio y se sembraron seis tubos por tratamiento.

Posteriormente se esperd que pasaran cinco minutos para sembrar € tratamiento de 5%
de hipoclorito de calcio y diez minutos de sumersion, tomando otras dos hojas de la
variedad Lempira para luego dividirlas y sembrarlas. A los 15y 20 min se repiti6 €
proceso, teniendo asi sembrados los tratamientos de 5% de hipoclorito de calcio para la
variedad Lempira. Luego se colocd papel parafilm a los tubos y fueron colocados en
cajas tapadas con una manta obscura dentro del cuarto de crecimiento a 25 °C.

El experimento fue llevado a cabo de igual forma con la variedad Icati y Catimor pero
con una nueva solucién de 5% de hipoclorito de calcio filtrado para cada variedad, ya que
segun Pierik (1990), el hipoclorito de calcio sdlo puede almacenarse por tiempo limitado.
Luego de completados todos los tratamientos de 5% hipoclorito de calcio y 5, 10, 15, 20
min como tiempos de exposicion, se procedio a preparar la solucion de hipoclorito de
calcio a 10% para llevar a cabo e mismo procedimiento anterior con las tres variedades
y los cuatro tiempos de sumersion del explante. El proceso se realizd de igual manera
para las concentraciones de 15 y 20 % hipoclorito de calcio, volviéndose €l proceso de
filtracion cada vez maés lento.

A los 15 dias después de la siembra, se transfirieron los explantes sanos al Medio de
Y asuda Post introduccion, también utilizado por el Centro de investigacion del IHCAFE,
el cual es similar a primero, con la excepcion de que no lleva benomyl ni cisteina, y €
BAP esreducido a 1.2 mg/l.

También se realizd un ensayo para determinar si la inclusion de benomyl en e Medio de
Y asuda de Post introduccion ayudaba a controlar la contaminacion. Este se llevo a cabo
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en conjunto con e ensayo del efecto de las citocininas en € Medio de Yasuda
Modificado cuya metodologia se explicaen el apartado 3.3.2.

3.3.2 Ensayo de induccion de embriogénesis somética directa

Luego de haber determinado €l tratamiento de desinfeccion a utilizar segun los resultados
obtenidos en las pruebas de desinfeccion, se procedio a readlizar |as pruebas de induccion
de embriogénesis somatica directa, mangando los medios de cultivo que utiliza €l
IHCAFE como base.

En & protocolo que utiliza e IHCAFE (Medio Yasuda Modificado), se recomienda
utilizar benzilamino purina (BAP) como hormona inductora de embriogénesis. La
kinetina (KIN) es otra citocinina que se utiliza para inducir la formacion de embriones en
ciertos genotipos, por 1o que esta hormona también se tomo en cuenta dentro del estudio.
Se evaluod € efecto de BAP y KIN en la formacién de embriones para tres variedades de
café (Lempira, Caturra, Catimor).

Para cada variedad se probaron cuatro niveles de cada hormona, incluyendo un testigo,

esto implica 30 tratamientos, |os cuales se pueden observar en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Niveles de BAP y KIN utilizados en la induccion de embriogénesis somatica
directain vitro de tres variedades de café, El Zamorano, Honduras, 2000.
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Variedades
Lempira Caturra Catimor
BAP KIN BAP KIN BAP KIN

pumol/ mg/ pmol mg/!l pmol/ mg/ pmol/ mg/l pmol mg/l pmol/ mg/
I | /l I I

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10 225 10 215 10 22 10 215 10 225 10 2.15
5

20 450 20 430 20 45 20 430 20 450 20 4.30
0

30 6.75 30 6.45 30 6.7 30 6.45 30 6.75 30 6.45
5

40 9.00 40 8.60 40 9.0 40 8.60 40 9.00 40 8.60
0

Se prepararon tres tandas de 4500 ml de Medio de Y asuda Modificado para sembrar los
explantes de cada una de las tres variedades utilizadas. En estos medios se reemplazaron
las dosis y € tipo de citocinina recomendada en e Medio de Yasuda Modificado de
acuerdo alos tratami entos anteriormente mencionados.

Se sembraron 450 tubos gruesos por cada variedad de café (Lempira, Caturra, Catimor),
teniendo en total 1350 tubos. El protocolo seguido para la siembra fue igual a de las
pruebas de desinfeccién utilizando 15% de Ca(OCI2) con cinco minutos de sumersion de
los explantes, y se sembr6 en base alos tratamientos de las citocininas.

A los 15 dias los explantes fueron trasladados al Medio de Y asuda Post introduccion,
donde & 50% de los tubos tenian incluido benomyl (1 g/l) dentro del medio, y €l otro
50% no lo incluia.

En la primera parte de este ensayo se pretendia ver € efecto de las citocininas en los
primeros 15 dias (Medio de Y asuda Modificado). Para la segunda parte se uniformizo la
concentracion de citocininas en e Medio de Yasuda Post introducciéon. Para los
tratamientos con BAP se usd |o recomendado por € Medio de Y asuda Post introduccién
(1.2 mg/l), y para los tratamientos con KIN se uso el equivalente al BAP en umol/l (1.14

/).
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3.4VARIABLES MEDIDAS
3.4.1 Ensayo de esterilizacion superficial de material vegetal.

Se evalub € nuimero de explantes contaminados por cada tratamiento de desinfeccion y
se calcul6 & porcentgje de contaminacion para cada tratamiento. De la misma forma se
analizd6 € efecto del benomyl en e control de la contaminacién durante la post-
introduccion.

Con estos datos se hizo un andlisis estadistico, para € cual se utiliz6 un disefio
completamente a azar (DCA). Los datos de porcentge fueron transformados a arcoseno
de la raiz cuadrada de éstos, para tener una mejor distribucion, y luego se realizé un
andlisis de varianza y la separacion de medias de Tukey (P < 0.05). Para redlizar este
andlisis se utilizé el programa “ Statistical Andlisis System” (SAS").

3.4.2 Ensayo de induccion de embriogénesis somética directa.

Se evalud la produccién de embriones de cada variedad con cada concentracién y tipo de
citocinina, de acuerdo a porcentaje del area potencial de produccion de embriones
directos y callo embriogénico de los explantes. Se utilizo la escala de clasificacion que se
presenta en € Cuadro 4, donde se presenta el método de clasificacion y de tabulacion de
los datos pararedlizar el andlisis estadistico. También serealizd un andlisis de costos para
los tratamientos con mayor produccion de embriones.

Cuadro 4. Escala de tabulacion de datos y clasificacion de los tratamientos en base a la
produccion de embriones durante € proceso de induccién de embriogénesis somaética
directa de café, EI Zamorano, Honduras, 2000.

Tabulacion Clasificacion (% de areafoliar)  Produccion de embriones
1 0 Ninguna

2 5-33 Leve

3 34 - 66 Media

4 67 - 100 Alta

En base a esta clasificacion y utilizando un DCA se realizO: @) un andlisis de regresion
para evaluar el comportamiento de la produccion de embriones de cada variedad con cada
tipo de hormona, b) un andlisis de varianza y la separacion de medias de Tukey (P <
0.05), con e programa SAS, redizando, previo a esto, la conversién de los datos de
porcentaje a arcoseno de laraiz cuadrada.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 CONTROL DE LA CONTAMINACION UTILIZANDO VARIOS METODOS DE
DESINFECCION

4.1.1 Evauacion de la concentracion de hipoclorito de calcio [Ca(OCI2)] y tiempo de
sumersion de los explantes en |a solucién desinfectante.

Se evalud la contaminacion de las variedades en el Medio de Y asuda Modificado y en €
Medio de Yasuda Post introduccién independientemente de los tratamientos (Cuadro 5),
siendo menor significativamente (P<0.0001) el porcentgje de contaminacion de la
variedad Lempira comparado a la contaminacion de las otras variedades. Probablemente,
la contaminacion se elevd en e Medio de Y asuda Post introduccién debido ala expresion
tardia de los patégenos endogenos que provienen del material en el campo. Los explantes
de la variedad Lempira fueron obtenidos de los campos del IHCAFE y los explantes de
las variedades Icati y Catimor se obtuvieron de los campos de una finca comercial,
donde no habia un control fitosanitario adecuado, por lo que se muestra una diferencia
entre la contaminacion de la variedad Lempira y la contaminacion observada en las otras
variedades.

Cuadro 5. Porcentge promedio de contaminacion de tres variedades de café, El
Zamorano, Honduras, 2000.

Contaminacion (%)
Medio Y asuda Post

Variedad Medio Yasuda modificado introduccion
Lempira 18 a 28 a
Icatu 24 b 40 ab
Catimor 24 b 4 b

Total 22 37

El efecto sobre € control de la contaminacion del tiempo de sumersion de los explantes
(5, 10, 15 y 20 min) en la solucion desinfectante no fue significativamente diferente
(P<0.0001), por lo que para fines practicos utilizar €l tiempo de cinco minutos facilitay
agiliza el proceso de siembra de los explantes. El control de la contaminacion de las
soluciones desinfectantes de hipoclorito de calcio (5%, 10%, 15% y 20%) fue diferente
significativamente (P>0.0001), excepto para las concentraciones de 15% y 20% cuyo
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efecto fue estadisticamente el mismo, teniendo éstas un mejor control de la contaminacion.

El modelo estadistico utilizado para evaluar los tratamientos de hipoclorito de cacio fue atamente
significativo (P < 0.0001), con R°= 0.87 y CV= 31.55% (Anexo 4). La separacion de medias se presenta
en el Cuadro 6 donde se nota € efecto del hipoclorito de calcio en el control de la contaminacién.

Los tratamientos con 15% y 20% hipoclorito de calcio tuvieron excelentes efectos desinfectantes con
niveles bajos de contaminacion, que estdn en un rango de 0% a 21% de contaminacion de los explantes.
De los tratamientos con mejor control de la contaminacion, el tratamiento de 15% hipoclorito de calcio y
cinco minutos de sumersion del explante es el mas practico y econdémico.

Los tratamientos con 5% hipoclorito de calcio presentaron un control de la contaminacion semejante (P <
0.0001), independientemente de cuanto tiempo estuvo e explante expuesto a la solucion desinfectante, y
este control fue bajo, teniendo un rango de 60% a 94% de contaminacion en promedio.

Se notdé que a aumentar la concentracion de hipoclorito de calcio en la solucion desinfectante la
contaminacion fue menor, pero también se observd un efecto negativo sobre los explantes, donde a
medida aumentaba dicha concentracion, los explantes mostraban un mayor dafio por necrosis y/o clorosis
enlasorillas.

Cuadro 6. Efecto de cuatro dosis de hipoclorito de calcio y cuatro tiempos de sumersién de los explantes
en la solucion desinfectante, en el porcentgje de contaminacion promedio de explantes foliares de café, El
Zamorano, Honduras, 2000.
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Tratamiento Hipoclorito de  Tiempo de exposicion (min) Contaminacion

calcio (%) (%)

1 5 5 94 a

2 5 10 83 ab

3 5 15 77 ab

4 5 20 60 abc

5 10 5 55 abcd

6 10 10 49 abcd

7 10 15 49 bcd
8 10 20 44 bcde
13 20 5 21 cdef
11 15 15 16 cdef
12 15 20 16 cdef
14 20 10 16 cdef
10 15 10 10 def
15 20 15 5 ef
16 20 20 5 ef
9 15 5 0 f

4.1.2 Efecto del benomyl como ingrediente del Medio de Yasuda Post introduccion en € control de la
contaminacion.

El incluir benomyl en el Medio de Yasuda Post introduccion ayudd a controlar la contaminacién de los
explantes, mostrando una diferencia significativa (P < 0.0001) con respecto a la no utilizacion de este
fungicida (R*= 0.74 / CV= 20.54) (Anexo 4).

La variedad Lempira presentdé 30% de contaminacion total, y fue diferente significativamente
(P<0.0001), en comparacion con la contaminacion total de la variedad Caturra 'y Catimor que tuvieron
68% y 70% de contaminacion total respectivamente; aclarando que los explantes de la variedad Lempira
se sembraron en época seca, en cambio los explantes de las variedades Caturra y Catimor fueron
recolectados en el periodo de inicio de lluvias, por lo que la diferencia de la contaminacion entre las
variedades no se le puede atribuir solamente a benomyl. Ademas, e benomyl no afectd la cantidad de
embriones producidos por explante, aunque se desconoce alin el efecto del fungicida en la calidad de
éstos.

El benomyl en el Medio de Y asuda Post introduccién probablemente ayudo a controlar €l crecimiento de
hongos del medio ambiente que pudieron infestar al explante a realizar el cambio de medio.

Se observé que la contaminacion se desarrollé gradualmente, de manera que pasados dos meses después
de haber trasadado el material al Medio de Yasuda Post introduccién, y aln en plena produccion de
embriones, la contaminacion continuaba apareciendo en los tubos de ensayo. Para evaluar esto, se realizo
un andlisis fitopatoldgico de los diferentes patdgenos que crecieron en el medio, para saber cua fue €
origen de la contaminacion en cada variedad. Los resultados se presentan en lafigura 1.
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Durante e desarrollo del ensayo no se observé ningun problema por oxidacién de los explantes que
tuviera un efecto negativo en la produccion de embriones.

60

52 OLempira ECaturra OCatimor

50 1 46

40 - 37

31
30 27

Porcentaje

19
201 16 18 16 18

13
10 + 7

Penicillium Levadura Fusarium Bacteria gram+

Patogenos

Figura 1. Porcentgje de participacion de vitropatdgenos en la contaminacion de explantes foliares de
café, El Zamorano, Honduras, 2000.

Seguin Pérez (1998), el posible origen de la contaminacién por estos vitropatogenos es €l siguiente:
Penicillium: Contaminantes diseminados por insectos en € laboratorio (acaros, thrips y hormigas) y €l
ambiente.

L evaduras: Contaminantes que vienen con el explanteinicial.

Fusarium: Contaminantes diseminados por insectos en €l laboratorio (&caros, thrips y hormigas) y €
ambiente.

Bacterias gram +: Contaminantes que vienen con el explanteinicial.

En las tres variedades se mostré un comportamiento similar de la participacién en la contaminacion por
parte de los diferentes vitropatdgenos, siendo las levaduras la principal fuente de contaminacion.

4.2 EFECTO DE BAP Y KIN EN LA INDUCCION DE EMBRIOGENESIS SOMATICA
DIRECTA

La produccién de embriones inducida con varias concentraciones de BAP y KIN vario entre cada
variedad de café utilizada en e ensayo. Cada variedad respondiéo mejor a un tipo de hormona y a una
concentracion especifica de hormona.
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4.2.1 Efecto de BAPy KIN en la produccién de embriones en lavariedad Lempira.

El modelo estadistico utilizado para andlizar 1os datos de la variedad Lempira fue altamente significativo
(P<0.0001), con un R*= 0.97 y un CV= 4.58 (Anexo 4). La separacion de medias de los tratamientos se
muestra en € Cuadro 7 donde se puede ver € efecto de cada una de las hormonas y su concentracion en
el Medio de Y asuda Modificado.

Cuadro 7. Induccion de embriogénesis somatica directa in vitro en la variedad Lempira, utilizando dos
citocininasy cinco concentraciones en el Medio de Y asuda Modificado, EI Zamorano, Honduras, 2000.

Tratamiento Hormona Dosis (umol/l) Benomyl Produccion de embriones

(g/l) (%)
9 BAP 30 0 77a
10 BAP 30 1 70 b
19 KIN 40 0 55 ¢
20 KIN 40 1 53 ¢
12 BAP 40 1 52 ¢
17 KIN 30 0 51 ¢
11 BAP 40 0 50 cd
18 KIN 30 1 49 cd
8 BAP 20 1 45 d
16 KIN 20 1 45 d
7 BAP 20 0 40 e
15 KIN 20 0 39 ef
5 BAP 10 0 38 ef
14 KIN 10 1 37 ef
13 KIN 10 0 35 f
6 BAP 10 1 35 f
1 BAP 0 0 16 g
4 KIN 0 1 12 h
3 KIN 0 0 9.7 hi
2 BAP 0 1 9 [

En la variedad Lempira € uso de BAP en el Medio de Yasuda Modificado a una concentracion de 30
umol/l, fue €& tratamiento que indujo a la mayor produccién de embriones, dicha produccién es
clasificada como alta produccion de embriones. En este caso hubo un efecto negativo en la produccién de
embriones a utilizar benomyl en e Medio de Yasuda Post introduccion. El afiadir benomyl o no en €l
medio, no produjo ninguna diferencia significativa en la produccion, pero a interactuar con la citocinina,
se observo un efecto en la produccidn de embrioides.
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Se hizo un andlisis de regresion para observar €l efecto de BAP y la KIN en la produccién de embriones
delavariedad Lempira:

La produccién de embriones sométicos en la variedad Lempira, inducida con BAP se comport6 asi:
Y=0.379437 + 0.011270 X + 0.001094 X? — 2.7605x10° X3

R’= 0.8602

CV=11.94
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Figura 2. Efecto del BAP en la produccion de embriones sométicos in vitro de café variedad Lempira, El
Zamorano, Honduras, 2000.

Como se puede apreciar en la Figura 2, la mayor produccion de embriones somaticos en la variedad
Lempira inducidos con BAP, fue a una concentracion de 30 umol/l; a partir de esa concentracion la
produccion de embriones sométicos comienza a reducirse.

La produccién de embriones sométicos en la variedad Lempira, inducida con KIN se comporto asi:
Y =0.340288 + 0.040578 X - 0.001381 X* + 1.6736x10" X>

R’= 0.9505

Cv=6.07
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Figura 3. Efecto de KIN en la produccion de embriones sométicos in vitro de café variedad Lempira, El
Zamorano, Honduras, 2000.

En la Figura 3 se observa que la mayor produccién de embriones somaticos en la variedad Lempira,
inducidos con KIN, es cuando se utilizd una concentracion de 40 umol/l. Esta tendencia sugiere que si la
concentracion de KIN continda aumentando, la produccion de embriones sométicos se puede ver
favorecida.

4.2.2 Efecto de BAP y KIN en la produccion de
embriones en la variedad Caturra.

Concentracion de KIN (umol/l)
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El modelo estadistico utilizado para analizar |os datos de la variedad Caturra fue altamente significativo
(P<0.0001), con un R?= 0.97 y un CV= 4.08 (Anexo 4). La separacién de medias de |os tratamientos se
muestra en e Cuadro 8 donde se puede observar € efecto de cada una de las hormonas y su
concentracion en el Medio de Y asuda Modificado.

Cuadro 8. Induccion de embriogénesis somética directa in vitro en la variedad Caturra, utilizando dos
citocininasy cinco concentraciones en el Medio de Y asuda Modificado, EI Zamorano, Honduras, 2000.

Tratamiento Hormona Dosis (umol/l) Benomyl Produccion de embriones

(g/l) (%)
12 BAP 40 1 53 a
11 BAP 40 0 5la
17 KIN 30 0 47 b
18 KIN 30 1 45 b
10 BAP 30 1 45 b
9 BAP 30 0 40 c
19 KIN 40 0 36 d
20 KIN 40 1 32 e
16 KIN 20 1 32 e
15 KIN 20 0 31 e
8 BAP 20 1 26 f
7 BAP 20 0 25 f
13 KIN 10 0 20 g
14 KIN 10 1 19 gh
5 BAP 10 0 19 gh
6 BAP 10 1 17 h
1 BAP 0 0 16 h
4 KIN 0 1 16 h
3 KIN 0 0 12 [
2 BAP 0 1 9 ]

En la variedad Caturra €l uso de BAP en € Medio de Yasuda Modificado a una concentracion de 40
umol/l, fue el tratamiento que indujo la mayor produccion de embriones somaticos, la cua se mantuvo
dentro de la escala como una produccion media.

Se hizo un andlisis de regresion para observar €l efecto de BAP y la KIN en la produccién de embriones
de lavariedad Caturra:

La produccién de embriones sométicos en la variedad Caturra, inducida con BAP se comporto asi:
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Y=0.366877 + 0.000638 X2 —9.039x10° X3
R%= 0.9436
cv=7.21
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Figura 4. Efecto del BAP en la produccién de embriones sométicos in vitro de café variedad
Caturra, EI Zamorano, Hondur as, 2000.

En la Figura 4 se puede apreciar que la mayor produccién de embriones soméaticos en la variedad Caturra,
inducidos con BAP, se observo a una concentracion de 40 umol/l. La tendencia que se observa sugiere
que la produccion de embriones sométicos puede ser favorecida si se aumenta la concentracion de BAP a
mayor de 40 umol/I.

La produccién de embriones sométicos en la variedad Caturra, inducida con KIN se comporto asi:
Y=0.386791 - 0.00562 X + 0.001416 X —2.8148x10° X3
R’*= 0.9531
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Cv=5.12
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Figura 5. Efecto de KIN en la produccion de embriones somaticos in vitro de café variedad Caturra, El
Zamorano, Honduras, 2000.

Como se puede observar en la Figura 5, € pico de produccion de embriones sométicos en la variedad
Caturra, inducidos con KIN, es cuando se utiliza una concentracion de 30 umol/l, a partir de esta
concentracion, la produccion de embriones somaticos comienza a bajar.

4.2.3 Efecto de BAPy KIN en la produccion de embriones en la variedad Catimor.
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El modelo estadistico utilizado para analizar los datos de la variedad Catimor fue altamente significativo
(P<0.0001), con un R?= 0.98 y un CV= 3.88 (Anexo 4). La separacién de medias de |os tratamientos se
muestra en e Cuadro 9 donde se puede observar € efecto de cada una de las hormonas y su
concentracion en el Medio de Y asuda Modificado.

Cuadro 9. Induccion de embriogénesis somética directa in vitro en la variedad Catimor, utilizando dos
citocininasy cinco concentraciones en el Medio de Y asuda Modificado, EI Zamorano, Honduras, 2000.

Tratamiento Hormona Dosis (umol/l) Benomyl Produccion de embriones

(9/l) (%)
20 KIN 40 1 66 a
19 KIN 40 0 63 ab
18 KIN 30 1 62 abc
17 KIN 30 0 60 bcd
12 BAP 40 1 58 cde
11 BAP 40 0 57 de
10 BAP 30 1 55 ef
9 BAP 30 0 51 f
8 BAP 20 1 42 g
16 KIN 20 1 40 g
7 BAP 20 0 39 gh
15 KIN 20 0 39 gh
13 KIN 10 0 35 hi
5 BAP 10 0 33 i
14 KIN 10 1 33 i
6 BAP 10 1 33 i
4 KIN 0 1 11 ]
1 BAP 0 0 10 ]
3 KIN 0 0 9 ]
2 BAP 0 1 9 j

En la variedad Catimor e uso de KIN en € Medio de Yasuda Modificado a una concentracion de 40
umol/l, fue el tratamiento que indujo ala mayor produccion de embriones somaticos, la cua se mantuvo
dentro de la escala como una produccion media cas ata.

Se hizo un andlisis de regresion para ver el efecto de BAPy KIN en la produccion de embriones de la
variedad Catimor:

La produccién de embriones sométicos en la variedad Catimor, inducida con BAP se comporto asi:
Y=0.317776 + 0.036765 X - 0.001079 X* + 1.2560x10" X>

R’= 0.9690

Cv=534
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Figura 6. Efecto del BAP en la produccion de embriones somaticos in vitro de café variedad
Catimor, EI Zamorano, Hondur as, 2000.

En la Figura 6 se puede notar que el pico de produccion de embriones somaticos en la variedad Catimor,
inducidos con BAP, es cuando se utiliza una concentracion de 40 umol/l, a partir de esta concentracion,
los datos sugieren, que puede haber un incremento en la produccion de embriones sométicos s se
aumenta la concentracion de la hormona.

La produccién de embriones soméaticos en la variedad Catimor, inducida con KIN se comporto asi:
Y=0.342743 + 0.025133 X - 0.000257 X?

R’= 0.9520

Cv=17.08

Concentracion de BAP (umol/l)
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Figura 7. Efecto de KIN en la produccién de embriones sométicos in vitro de café variedad Catimor, El
Zamorano, Honduras, 2000.

En la Figura 7 se puede notar que € pico de produccion de embriones somaticos en la variedad Catimor,
inducidos con KIN, es cuando se utiliza una concentracion de 40 umol/l, a partir de esta concentracion,
los datos sugieren, que puede haber un incremento en la produccién de embriones somaticos s se
aumenta la concentracién de la hormona en el medio.

4.2.4 Andlisis econémico

Se realiz6 un andlisis de costos, con e objetivo de evaluar € incremento en costo en que se incurre a
utilizar un tratamiento con mayor produccién de embrioides, comparandolo con €l costo del tratamiento
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que tiene una produccion de embrioides menor méas cercana a éste. Los resultados pueden observarse en
el Cuadro 10 donde se observa que la diferencia en costos por utilizar e tipo y la concentracion de
hormona, que induce la mayor produccion de embriones somaticos para cada variedad, es minima. Se
recomienda técnica y econdmicamente utilizar la hormona y la concentracion gque induce € mayor
numero de embriones somaticos en cada variedad, independiente del costo.

La causa de una diferencia econémica minima entre los tratamientos, se debe a que la
diferencia entre e precio de BAP y KIN es minima. La KIN tiene un costo mayor de
0.02%/g comparado a BAP, y ademés, se utiliza menos KIN que BAP para llegar a la
misma dosis en umol/I, ya que la KIN tiene un peso molecular més bajo que € BAP. El
complemento de estos dos factores produjo que la diferencia econdmica sea minima,
Para poder observar la diferencia en costos, se analizé el incremento en costos en 1, 10,
50 y 100 litros de medio en los diez tratamientos que tuvieron los mayores indices de
produccion de embrioides. En e Anexo 2 se observan los costos por litro de medio de
Y asuda Modificado y Y asuda Post introduccion.
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5. CONCLUSIONES

La solucién desinfectante con 15% de hipoclorito de calcio y cinco minutos de sumersion de los
explantes, es la que disminuye més los indices de contaminacion.

El uso de benomyl en el Medio de Y asuda Post introduccion reduce la contaminacion de los explantes
foliares, y a interactuar con las hormonas promueve la produccion de embrioides.

Parala variedad de café Lempira, €l uso de BAP a una concentracién de 30 pmol/I induce una mayor
produccion de embriones directos de |os explantes foliares.

Para la variedad de café Caturra, €l uso de BAP a una concentracion de 40 umol/l induce una mayor
produccion de embriones directos de |os explantes foliares.

Para la variedad de café Catimor, el uso de KIN y BAP a una concentracion de 40 umol/l induce una
mayor produccion de embriones directos de los explantes foliares.
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6. RECOMENDACIONES

Despues de redlizar este estudio, se recomienda que se ponga en préactica las siguientes suguerencias.

Propagar explantes provenientes de plantas madres sanas que estén en condiciones ambientales de
campo con baja humedad relativa o con ambiente controlado bajo invernadero y que estén bgjo un
programa de fitoproteccion. Tambien hacer analisis fitopatol6gico y de contenido de insectos de los
explantes a propagar, antes de introducirlos en €l laboratorio para su multiplicacion.

Se deberia utilizar benomyl en e Medio de Yasuda Post introduccion para disminuir los niveles de
contaminacion que existe y asi aumentar los rendimientos de produccion de embriones sométicos en
el laboratorio.

Estudiar el efecto de la presencia de benomyl en el medio, en & desarrollo posterior de los embriones
somaticos.

Utilizar el medio de micropropagacion de café de Berthouly (1996), ya que segun Etienne (2000)'1, es
el medio que induce a una mayor produccion de embriones, e implementar un sistema con recipientes
de inmersion temporal automatizado, para aumentar la eficiencia en la proliferacion de embriones.

Investigar el efecto de la humedad relativa ambiental de donde se extraen los explantes en los niveles
de contaminacion que se obtienen in vitro.

Evaluar el efecto negativo de atas concentraciones de la solucion desinfectante sobre la produccion
de embriones, y comparar este efecto con el de la reduccion en contaminacion.

Evaluar la produccion de embriones sométicos en la variedad Lempira con concentraciones mayores a
40 uMol/L de KIN.

Evaluar la produccion de embriones sométicos en la variedad Caturra con concentraciones mayores a
40 uMol/L de BAP.

Evaluar la produccion de embriones sométicos en la variedad Catimor con concentraciones mayores a
40 uMol/L de KIN y BAP.

! Hervé Etienne. 2000. Embrigénesis somética en café. CIRAD. Comunicacion personal.
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Anexo 1. Medios de cultivo utilizados en lainduccion de embriogénesis sométicain vitro de café.

L0 Sondahl et Sondahl et Sondahlet Sondahl Yasuda et

Componentes MS? al. al. al. and al.
1984 1984 1984 Sharp 1985
1 2 Pre- 1977(a)
incubacion
Macronutrientes (meq/l)
NO3 39.40 24.72 39.40 19.70 47.89 9.85
PO 3.74 3.26 3.74 1.87 1.87 1.87
S0~ 3.00 4.05 3.00 1.50 1.50 0.75
Cr 5.99 2.04 5.99 3.00 3.00 1.50
K* 20.04 24.72 20.04 10.02 38.21 5.32
ca® 5.99 2.04 5.99 3.00 3.00 1.50
Na* 1.08
Mg?®* 3.00 2.02 3.00 1.50 1.50 0.75
NH," 20.61 2.02 20.61 10.30 10.30 5.15
Micronutrientes
(mgl/l)
MnSO4.4H,0 22.300 13.200 5.600 11.200 11.200 11.200
ZnS0,4.7H,0 8.600 2.000 2.150 4.300 4.300 4.300
H3BO3 6.200 3.000 1.550 3.100 6.100 3.100
Kl 0.830 0.750 0.210 0.420 0.830
CuS04.5H,0 0.025 0.025 0.006 0.012 0.025 0.050
Na,Mo04.2H,O0  0.250 0.250 0.060 0.130 0.250 0.125
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.006 0.013 0.025
NaFeEDTA (mM) 0.100 0.100 0.025 0.050 0.050 0.060
Vitaminas (mg/l)
myo-inositol 100.0 99.00 99.00 99.0 99.0 100.0
Tiamina HCL 0.1 10.10 10.10 10.1 10.1 10.0
Acido nicotinico 0.5 1.85 1.85 1.0
Piridoxina HCL 0.5 3.10 3.10 1.0
Aminoacidos
(mgl/l)
Glicina 2
L-cysteina HCL 78.8 33 33

Otros suplementos (g/l)

! Murashigey Skoog



PVP-40 1.00
Carbdn activado 2.50
Streptomicina 1

Fuente: George E.F. (1996)

Anexo 2. Costo de los ingredientes para la elaboracion de un litro de Medio de Yasuda Modificado
utilizado paralainduccion de embriogénesis somaticain vitro de café, El Zamorano, Honduras, 2000.

Ingrediente Cantidad Unidad Precio/unidad Total
(%)

Macros MS/4 25.0 ml 0.002846640  0.071166000
KH2PO4 42.5 mg 0.000137000  0.005822500
Oligoelementos 1.0 mi 0.000164093  0.000164093
Yasuda

NaFe EDTA 2.5 ml 0.001400000  0.003500000
Inositol 100.0 mg 0.000328000  0.032800000
Acido nicotinico 1.0 mg 0.000120000 0.000120000
Piridoxina 1.0 mg 0.000680000  0.000680000
Tiamina 10.0 mg 0.000362000  0.003620000
Benomyl 1.0 ar 0.033333300  0.033333300
Cisteina 50.0 mg 0.000464000  0.023200000
Sacarosa 30.0 ar 0.039800000 1.194000000
Phytagel 3.0 ar 0.236000000  0.708000000
BAP 5.0 mg 0.000076000  0.000380000

2.076785893

Anexo 3. Costo de losingredientes parala elaboracion de un litro de medio de Y asuda Post
introduccion utilizado para lainduccion de embriogénesis somaticain vitro de café, El Zamorano,

Honduras, 2000.

Ingrediente Cantidad Unidad Precio/unidad Total
(%)

Macros MS/4 25.0 ml 0.002846640  0.071166000
KH2PO4 42.5 mg 0.000137000  0.005822500
Oligoelementos 1.0 mi 0.000164093  0.000164093
Yasuda

NaFe EDTA 2.5 ml 0.001400000  0.003500000
Inositol 100.0 mg 0.000328000  0.032800000
Acido nicotinico 1.0 mg 0.000120000  0.000120000
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Piridoxina 1.0 mg 0.000680000  0.000680000
Tiamina 10.0 mg 0.000362000  0.003620000
Sacarosa 30.0 or 0.039800000 1.194000000
Phytagel 3.0 gr 0.236000000  0.708000000
BAP 1.2 mg 0.000076000  0.000091200

2.019963793
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Anexo 4. Andlisis de varianza de | os factores investigados durante el proceso de induccion de
embriogénesis somética directain vitro de café, EI Zamorano, Honduras, 2000.

ANDEVA para lostratamientos de hipoclorito de calcio

Gradosdelibertad Sumadecuadrados Cuadrado medio Vaor F P>F
M odéel 17 8.405 0.494 12.62 0.0001
0]
Error 30 1.170 0.039
Total 47 9.58
ANDEVA para los tratamientos de benomyl
Gradosdelibertad Sumadecuadrados Cuadrado medio Vaor F P>F
M odéel 12 4.003 0.333 11.45 0.0001
0]
Error 47 1.369 0.0291
Total 59 5.372
ANDEVA para lostratamientos de hormonas en variedad L empira
Gradosdelibertad Sumadecuadrados Cuadrado medio Vaor F P>F
M odéel 19 7.987 0.4203 427.28 0.0001
0]
Error 180 0.177 0.00098
Total 199 8.164
ANDEVA para lostratamientos de hormonas en variedad Caturra
Gradosdelibertad Sumadecuadrados Cuadrado medio Vaor F P>F
M odel 19 4.493 0.2365 444,91 0.0001
0]
Error 180 0.095 0.00053
Total 199 4589
ANDEVA para los tratamientos de hormonas en variedad Catimor
Gradosdelibertad Sumadecuadrados Cuadrado medio Vaor F P>F
M odel 19 8.592 0.4522 660.73 0.0001
0]
Error 180 0.123 0.00068

Total 199 8.716
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Cuadro 10. Estimacién del incremento en costo paratener un incremento en la produccion de embrioidesen la
induccion de embriogénesis soméatica directain vitro de tres variedades de café, El Zamorano, Honduras, 2000.

| ncremento en costo (centavosd)

Hormona Dosis* Produccion de embrioides (%) Costog/litro ($) 1 litro 10 litros 50 litros 100 litros
"~ BAP 30 77 a 2,07/6918893 0,000 0,00 0,00 0,00
BAP 30 70 Db 2,076918893 -0,029 -0,29 -143 -287
KIN 40 55 ¢ 2,077205693 0,000 0,00 0,00 0,00
KIN 40 53 ¢ 2077205693 0,012 0,12 0,58 1,16
BAP 40 52 c 2,077080893 0,008 008 042 0,84
KIN 30 51 c 2,077005743 -0,008 -0,08 -042 -0,84
BAP 40 50 cd 2,077089893 0,008 0,08 0,42 0,84
KIN 30 49 cd 2,077005743 0,026 0,26 1,29 2,58
BAP 20 45 d 2076747893 -0,006 -0,06 -0,29 -0,58
KIN 20 45 d 2,07/6805793 -0,028 -028 -142 -284
BAP 40 53 a 2,077089893 0,000 0,00 0,00 0,00
BAP 40 5la 2077080893 0,008 008 042 0,84
KIN 30 47 b 2,077005743 0,000 0,00 0,00 0,00
KIN 30 45 b 2,077005743 0,009 0,09 0,43 0,87
BAP 30 45 b 2,076918893 0,000 0,00 0,00 0,00
BAP 30 40 c 2,076918893 -0,029 -0,29 -143 -287
KIN 40 36 d 2,077205693 0,000 0,00 0,00 0,00
KIN 40 32 e 2,077205693 0,040 0,40 2,00 4,00
KIN 20 32 e 2,07/6805793 0,000 0,00 0,00 0,00
KIN 20 31 e 2,076805/793 -0,040 -040 -200 -4,00
KIN 40 66 a 2,077205693 0,000 0,00 0,00 0,00
KIN 40 63 ab 2,077205693 0,020 0,20 1,00 2,00
KIN 30 62 abc 2,077005743 0,000 0,00 0,00 0,00
KIN 30 60 bcd 2,077005743 -0,008 -008 -042 -084
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