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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue establecer un procedimiento de induccion de
embriogénesis somatica de café a partir de explantes foliares. Se instalaron dos ensayos,
uno de desinfeccion superficial y otro para la induccion de embriogénesis somética. En el
ensayo de desinfeccion superficial de hojas de café, provenientes de campo e invernadero,
se evaluo diferentes concentraciones de NaClO, tiempo de inmersién y el uso de solucion
antioxidante. El tratamiento de desinfeccion superficial con mejores resultados fue 2% de
NaClO por 5 minutos. En el ensayo de induccion de embriogénesis somatica en las
variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95, se evalud el efecto de diferentes tipos y
concentraciones de reguladores de crecimiento; las citoquininas BAP y KIN (2.0, 4.0 y 6.0
mg/L) y la auxina 2,4-D (0.1, 0.5 y 1.0 mg/L) sola, y en combinacién con KIN (1.5 mg/L).
Las variables de estudio fueron tasa de callogénesis, inicio de formacion de callos, nivel de
induccién de callogénesis, tamafio de callos, tasa de embriogénesis, inicio de
embriogénesis y numero de embriones/explante. Se logré inducir embriogénesis somatica,
directa e indirecta, en un solo medio de cultivo y a partir de la semana 7 de iniciado el
ensayo. La variedad Castillo, presentd valores de 32% a 100% de explantes con
embriogénesis somatica y 12.62 embriones/explante; la variedad Catuai, presento tasas de
embriogénesis somatica de 52% a 100% y llegando a producir un promedio de 26.84
embriones/explante; en la variedad Costa Rica 95, se obtuvo 98% a 100% de tasa de
embriogénesis y 7.4 embriones somaticos/explante. De los resultados, se concluy6 que
BAP y 2,4-D, solo y en combinacion con KIN, inducen callogénesis y embriogénesis
segun la variedad de café; para Castillo, en los tres tratamientos de BAP y de 2,4-D en
combinacion con KIN; para Catuai, en todos los tratamientos de 2,4-D solo y en
combinacion con KIN; y para Costa Rica 95, en las tres concentraciones de BAP y en el

tratamiento conformado por 0.5 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/L KIN.

PALABRAS CLAVE: café, embriogénesis somatica, callogénesis, cultivo de tejidos



ABSTRACT

The objective of the research was to establish a procedure of somatic embryogenesis
induction in coffee from leaf explants. Two trials were installed, one for surface
disinfection and other for somatic embryogenesis induction. In the surface disinfection trial
of coffee leaves, coming from field and greenhouse, different concentrations of NaClO,
immersion times and use of antioxidant solution were evaluated. The best surface
disinfection treatment was 2% NaCIO for 5 minutes. In the somatic embryogenesis
induction in Castillo, Catuai and Costa Rica 95 leaves, different types and concentrations
of growth regulators was evaluated; BAP and KIN cytokinins (2.0, 4.0 and 6.0 mg/ L) and
auxin 2,4-D (0.1, 0.5 and 1.0 mg / L) alone, and in combination with KIN (1.5 mg / L).
Study variables were callogenesis rate, beginning of callus formation, level of callogenesis
induction, size of callus, embriogenesis rate, beginning of embryos formation and number
of embryos. It was possible to induce somatic embryogenesis, direct and indirect, in only
one culture medium and from seventh week. Castillo variety presented values of 32% to
100% of explants with somatic embryogenesis and 12.62 embryos / explant; Catuai
variety, presented rates of somatic embryogenesis from 52% to 100% and reaching an
average of 26.84 embryos / explant; in Costa Rica 95 variety, 98% to 100% of
embryogenesis rate were obtained and 7.4 somatic embryos / explant. From the results, it
was concluded that BAP and 2,4-D, alone and in combination with KIN, induce
callogenesis and embryogenesis according to coffee variety; for Castillo, in the three
treatments of BAP and 2,4-D in combination with KIN; for Catuai, in all 2,4-D treatments
alone and in combination with KIN; and for Costa Rica 95, in the three concentrations of
BAP and in the treatment conformed by 0.5 mg/L 2,4-D + 1.5 mg/ L KIN.

KEY WORDS: coffee, somatic embryogenesis, callogenesis, tissue culture



. INTRODUCCION

El cafée (Coffea spp.) se origin6 en las alturas de Kaffa, provincia de Etiopia (Cinza-
Borrelli et al., 2002; Clay, 2004; Fundes y Cruz, 2011). En el siglo XV fue introducido a
Arabia, Yemen y Egipto, donde empez6 a adquirir importancia. En 1690 comenz6 a
cultivarse en la isla de Java (Indonesia) y a partir de ese momento su cultivo empezé a
expandirse rapidamente por America, llegando posteriormente hasta la India y Sri Lanka
(Arvy et al., 2007; Small, 2009).

Actualmente, la planta de café es cultivada en casi 80 paises tropicales y subtropicales
(Clay, 2004) de las cuales C. arabica y C. canephora abarcan el 60 y 40 por ciento de la
produccion mundial, respectivamente. C. canephora se cultiva en Africa Central y
Occidental, sudeste de Asia y un poco en Brasil donde se le conoce como “conillon”
(Waller et al., 2007) mientras que C. arabica se cultiva en Africa Central y Oriental, en la
India, en Indonesia y en toda Latinoamérica (Small, 2009; Waller et al., 2007). Ambas
especies tienen diferentes caracteristicas, plantas de C. canephora son mas rusticas,
resistentes a plagas y enfermedades pero de baja calidad organoléptica a comparacion de

C. arabica que destaca por su aroma y sabor.

A partir de las semillas de café se elabora la bebida estimulante del mismo nombre, el cual
se considerada uno de los productos primarios mas valiosos a nivel mundial, solo superado
por el petroleo. Entre los paises productores lideres se encuentra Brasil, con 2 594 100 kg;
seguido de Vietnam, con 1 650 000 kg y Colombia con, 831 000 kg. EI Pert ocupa el
puesto once en el ranking mundial con 192 000 kg, que representa el 2.23 por ciento de la
produccion mundial (ICO, 2015).

En el Perq, el café no solo tiene importancia agraria, también tiene importancia econémica
y social. Es el principal cultivo nacional por extension y el principal cultivo agricola de la
selva (Julca et al., 2010). Hasta el afio 2012, el 1V Censo Nacional Agropecuario indica

que existen 425 400 hectareas con plantas de café (INEI, 2012) las cuales representan el



seis por ciento del area agricola nacional y se encuentran distribuidas en 17 regiones, 67
provincias y 338 distritos. El potencial de crecimiento del café en el pais es alrededor de
dos millones de hectareas (MINAGRI, 2015).

El café en el Pert se encuentra dentro de los diez principales productos de exportacion,
después de algunos minerales, petréleo, gas natural, harina de pescado, entre otros
(MINAGRI, 2015) y es el principal producto de agroexportacion (Julca et al., 2010). PerQ
es el séptimo pais exportador de café a nivel mundial (MINAGRI, 2015), sus
exportaciones representaron el 25 por ciento del total de su sector en el 2012 (APN, 2013).
Asimismo, Del Pilar (2011), menciona que el grano de café se ha exportado a mas de 45

paises siendo Alemania, EE.UU. y Bélgica los principales importadores.

Existen alrededor de 160 000 familias productoras que dependen de este cultivo (Schuller,
2010), de los cuales el 95 por ciento de ellas son agricultores con menos de cinco
hectareas. Un tercio del empleo agricola esta relacionado al mercado del café, dos millones
de peruanos estan relacionados con la cadena de produccion. (MINAGRI, 2015). Ademas,
el café es considerado un cultivo alternativo para contrarrestar los cultivos ilegales, como
el de la coca (Schuller, 2010).

A pesar de su importancia en el pais, existen limitaciones para el desarrollo de la
caficultura debido a la falta o bajo nivel de tecnologia en el manejo del cultivo, resultando
bajos rendimientos. A ello se suma la falta de infraestructura, medios de transporte,

politicas de gobierno y organizacion del gremio para acceso a mercados, entre otros.

Se ha evidenciado la necesidad de renovar los cafetales del pais. Segin MINAGRI (2014),
el 70 por ciento de las plantaciones cafetaleras son mayores de 20 afios, con rendimientos
promedios que oscilan entre 12 a 15 g/ha encontrandose por debajo del promedio mundial
(INIA, 2011). En el 2012 y 2015, la produccién nacional de café en el Per( fue de 5775
quintales y de 4750 quintales, respectivamente; esta caida en la produccion se debe
principalmente al agotamiento de las plantaciones antiguas, la poca mano de obra

disponible y los problemas fitosanitarios como el de la roya amarilla (MINAGRI, 2014).

Los principales problemas sanitarios de los ultimos afios se debieron a la broca del café

(Hypothenemus hampei) y la roya amarilla del café (Hemileia vastatrix). La broca del café
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es un insecto de la familia Curculionidae que afecta los frutos ocasionando pérdidas del 10
al 40 por ciento de la produccion, con fuertes impactos negativos en la baja calidad del
grano, pérdida del rendimiento, incremento en el uso de plaguicidas tdxicos, y aumento de
los costos de sanidad del cultivo (INIA, 2011). Las variaciones extremas del clima, el
deficiente manejo agrondémico del cultivo y el predominio en el pais de variedades
susceptibles a la roya amarilla favorecieron la difusion e incidencia en la campafia 2012-
2013 produciendo la caida prematura de las hojas; por los efectos del dafio, 210 000
hectareas deben ser rehabilitadas y 80 000 hectareas renovadas (MINAGRI, 2014).

El rendimiento, la calidad organoléptica y la resistencia a plagas y enfermedades son
caracteristicas que pueden presentar variedades mejoradas. Ante la necesidad de renovar
las plantaciones de café; el cultivo de tejidos vegetales se presenta como una técnica Gtil en
los programas de mejoramiento, debido al potencial de producir plantas de calidad
uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con una tasa de

multiplicacién ilimitada (Dominguez et al., 2008).

El cultivo in vitro de café se puede llevar a cabo por dos vias: la micropropagacion por
microestacas y la regeneracion por embriogénesis somatica (Berthouly, 1997). Sin
embargo, la embriogénesis somatica a partir de hojas juveniles es la mejor opcién para la
propagacion masiva de clones de café superiores debido a la mayor tasa de multiplicacion

y por la abundancia y facil desinfeccion de las hojas.

La embriogénesis somatica es un proceso biolégico por el cual se obtienen embriones
asexuales a partir de células somaticas que pueden regenerarse en plantas genéticamente
iguales al material parental. La técnica no solo permite la multiplicacién masiva de plantas
seleccionadas, sino también se pueden realizar estudios posteriores relacionados al
mejoramiento genético. Al ser el café una planta semi perenne, tomaria mas de 30 afios
obtener cultivares tolerantes a estrés biotico y abi6tico mediante el mejoramiento clasico
(Barry- Etienne et al., 2002); por esta razon, con la embriogénesis somatica, se liberarian

variedades en menor tiempo que por el método convencional.

Los trabajos realizados por Staritsky (1970), Hermann y Haas (1975), Dublin (1981),
Pierson et al. (1983), Yasuda et al. (1985), Hatanaka et al. (1991), Sondhal et al. (1991),
Paz-Ramirez (2000), Gatica-Arias (2002), Moncada et al. (2004), Teixeira et al. (2004),
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Lépez-Gomez et al. (2010), entre otros, demostraron que es posible la induccion y
produccion de embriones somaticos; sin embargo, es necesario mejorar la eficiencia de la
induccion de embriogénesis somatica. Por ello, el presente trabajo de investigacion tiene
como finalidad establecer un procedimiento de induccién de embriogénesis somatica
mediante una desinfeccion superficial de hojas de café que permita el Optimo
establecimiento in vitro y mediante la determinacion del tipo y concentracion de
reguladores de crecimiento para inducir embriogénesis somatica en las variedades Castillo,

Catuai y Costa Rica 95.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. DESCRIPCION BOTANICA DEL CAFE
2.1.1. TAXONOMIA

El café pertenece al género Coffea de la familia Rubiacea. Segun Ledn (2000) y Alvarado
y Rojas (2007), solo cuatro de las cien especies son cultivadas comercialmente: C. arabica,
C. canephora, C. liberica y C. dewevrei, siendo las mas importantes C. canephora y C.
arabica. Esta Ultima especie mencionada, es alotetraploide (2n=4x=44 cromosomas) por
un cruce interespecifico natural entre dos especies diferentes con un nimero bésico de

cromosomas x=11 (Regalado, 2006).

Cuadro 1: Clasificacién taxondmica del café

Clado Eudicotiledoneas
Clado Astéridas
Clado Euastéridas
Orden Gentianales
Familia Rubiaceae
Geénero Coffea
Especie arabica
Nombre cientifico Coffea arabica

FUENTE: APG (2009)



2.1.2. CARATERISTICAS BOTANICAS

a) PORTE

La planta de café ardbico es un arbusto perenne cuyo ciclo de vida en condiciones
comerciales alcanza entre 20 a 25 afios dependiendo de las condiciones o del sistema
de cultivo (Arcila et al., 2007); pueden llegar a medir hasta 20 metros de altura, en

plantaciones comerciales con podadas entre los 2 y 4 metros de altura (Coronel, 2010).

Las ramas laterales se alargan y la parte superior del eje vertical continua creciendo, asi
se producen nuevas ramas en diversos angulos, por lo que la planta adquiere una forma
cénica (Delgado, 2007). Los ejes verticales u ortotropicos tienen yemas vegetativas en
los nudos, de los que se desarrollan ramas laterales donde muy rara vez se forman
inflorescencias; en cambio, los ejes horizontales o plagiotropicos llevan yemas

floriferas en las axilas de las hojas (Ledn, 2000).

b) SISTEMA RADICULAR

Presenta una raiz pivotante (Figueroa, 1990), que alcanza una profundidad méaxima de
50 a 60 cm de longitud en una planta adulta (Sotomayor, 1993). De ella crecen dos
tipos de raices: axiales y horizontales. Arcila et al. (2007) afirma que las raices de
sostén o axiales se ramifican en todas las direcciones a diferentes profundidades; las
raices horizontales o laterales pueden ser superficiales, sub-superficiales, raices
portadoras de raices absorbentes y raices absorbentes, estas Gltimas crecen de manera
uniforme y son mas numerosas en la parte superficial del suelo (Alvarado y Rojas,
2007). Los pelos absorbentes sirven para la absorcion del agua y nutrientes y se
encuentran en los 30 cm superiores del suelo, en un radio a partir del tronco que en la
planta fluctua entre 2.0 y 2.5 m (Ledn, 2000).

c) TALLO

El color y la forma del tallo cambian conforme a su desarrollo. En una planta adulta la
parte inferior es mas o menos cilindrica, de superficie grisacea y aspera, mientras que
hacia el apice el tallo es cuadrangular y verde, con las esquinas redondeadas Yy salientes
(Leon, 1987).



El tallo vertical forma yemas laterales de las que brotan las hojas. De la axila superior
de éstas salen otras yemas que se desarrollan en ramas plagiotrépicas o laterales
Ilamadas primarias o de primer orden. De ellas brotan ramas secundarias o de segundo
orden, de las que a su vez pueden salir ramillas terciarias o de tercer orden (Leon,
1987).

La base del nudo posee 6 yemas a ambos lados. La cabeza yema de serie origina la
rama lateral y la yema seriada forma los chupones, este a su vez, origina a los frutos.
Los chupones forman nuevos tallos y estos reemplazan a los tallos viejos. Cada yema
seriada, crece, desarrolla y se transforma en 4 frutos. Las yemas crecen en la etapa de
descanso y en la etapa de floracion se transforman en botones florales, flores y

posteriormente frutos (Arcila et al., 2007).

d) HOJA
Aparece en ramas plagiotropicas en un mismo plano y en posicion opuesta, rodeadas
por estipulas agudas. La lamina de la hoja mide de 12 a 24 cm de largo por 5a 12 cm,

variando su forma de eliptica a lanceolada (Le6n, 2000).

La cara superior es verde oscuro, brillante, con los nervios hundidos; la inferior verde
clara, mate con los nervios prominentes. En la cara inferior de las hojas, en el angulo
formado por el nervio central y los laterales, aparecen pequefios agujeros de forma
irregular, que se abren a cédmaras diminutas. Son las llamadas domacias, que se
observan en la cara superior como protuberancias pequefias y redondas en la insercion
de los nervios laterales. Las domacias tienen por lo comun pelos finos y forman un
repliegue interno de la epidermis. No se conoce funcidn; con frecuencia viven en ellas

acaros muy pequefios (Ledn, 1987).

e) FLOR

Las flores del cafeto son de color blanco, aromaticas, y se encuentran en la axila de
cada pareja de hojas (Alvarado y Rojas, 2007). Se forman en las yemas ubicadas en las
axilas foliares, en los nudos de las ramas. Cada nudo de una rama tiene dos axilas
foliares opuestas, en cada axila se forman de 3 a 4 yemas o inflorescencias y cada una
de ellas tiene entre 4 y 5 flores. Es decir, en un nudo existen potencialmente entre 24 a

32 botones florales (12 a 16 botones florales por axila) (Arcila et al., 2007).
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La corola es un largo tubo que se expande en cinco lébulos estrechos. Por otro lado, los
cinco estambres se encuentran adnatos a los pétalos. El estilo es largo y el estigma es
bilobulado (Alvarado y Rojas, 2007).

El gineceo estéa constituido por el ovario supero, con dos celdas de un évulo cada una;

el estilo es fino y largo, y termina en ramas estigmaéticas (Ledn, 1987).

Ocurre autopolinizacion; sin embargo, el porcentaje de polinizacién cruzada no es
superior al 6 por ciento y se debe primero al viento y en segundo lugar a los insectos
(Ledn, 1987).

f) FRUTO

El fruto maduro es una drupa elipsoidal en los cultivares comerciales, ligeramente
aplanada, cuyo tres ejes principales miden entre 12 y 18 mm de longitud, 8 y 14 mm de
ancho y 7 y 10 mm de espesor (Alvarado y Rojas, 2007). Es de color verde durante los
primeros meses para pasar en la maduracion por distintas tonalidades que van de

amarillo a rojo, segun la especie y zona de cultivo (Bolivar, 2009).

El pericarpo comprende tres secciones de diferentes caracteristicas; las dos mas
externas, epicarpo y mesocarpo, se llaman por lo comin pulpa; la interna o endocarpo

es el pergamino, que al madurar se separa y cubre la semillas (Leon, 1987).

g) SEMILLA

La semilla de café estd constituida principalmente por el endospermo. El endospermo
es coriaceo, verdoso o amarillento y forma un repliegue que se inicia en el surco de la
cara plana. Esta protegido por una cubierta muy delgada conocida como pelicula
plateada y a esta a su vez protegida por el pergamino (Alvarado y Rojas, 2007). En uno
de los extremos y de manera superficial se encuentra un embrién de 3.5 a 4.5 mm de

largo, de radicula cénica y cotiledones cordiformes (Arcila, 1990).

Ledn (1987), afirma que la drupa contiene 2 semillas planoconvexas, separadas por el
tabique interno del ovario. Ademas, en la semilla de café el lado externo es convexo y
liso y el interno plano, con un surco longitudinal. Mide los tipos comerciales de 9 a 18

mm de largo por 6 a 10 mm de ancho y 4 a 8 mm de grosor.
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El endospermo se caracteriza por ser coriaceo, verdoso o algunas veces amarillento y
forma un repliegue que se inicia en el surco 6 de la cara plana, ademas, se encuentra
protegido por una cubierta muy delgada conocida como pelicular plateada y esta a su

vez por el pergamino.

El embrion se encuentra en la parte basa y es reducido; puede medir de 1 a 2 mm,
posee un hipocotilo y dos cotiledones yuxtapuestos y mide de 2 a 5 mm de largo
(Alvarado y Rojas, 2007).

2.2. CULTIVO DE TEJIDOS EN CAFE

Es el conjunto de técnicas que permiten que un explante, con potencial de diferenciacion,
se desarrolle al estar en contacto con un medio de cultivo de composicion quimica
definida, bajo condiciones de asepsia y condiciones ambientales controladas (Mroginski y
Roca, 1991; Abdelnour y Escalant, 1994). Por este método, se puede aumentar la tasa de

multiplicacién de genotipos élite de café en un tiempo relativamente corto (Solano, 2001)

La propagacion de café por técnicas de cultivo in vitro es por dos vias: organogénesis
(microestacas) o embriogénesis somatica (Dublin, 1984; Garcia y Rafael, 1989; Berthouly,
1997).

2.3. MICROESTACAS

La propagacion in vitro por microestacas, consiste en el cultivo de un nudo o entrenudo
proveniente de la planta, con el fin de obtener nuevos vastagos mediante el desarrollo de
yemas preexistentes o neoformadas, las cuales podran, a su vez, proporcionar nuevos
esquejes, o ser enraizados, obteniéndose asi maltiples plantas, idénticas a la planta madre
(Garcia y Rafael, 1989; Solano, 2001).

Comprende tres fases: instalacion del material vegetal in vitro, obtencion de microtallos
provenientes de la induccién de yemas axilares, multiplicacion de los microtallos y
enraizamiento in vitro de los microtallos y su aclimatacion a condiciones de invernadero
(Etienne et al., 1999).



2.4. EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somatica es el proceso de formacion de embriones asexuales o
adventicios a partir de células que no son el producto de la fusion de gametos (Tisserat et
al., 1979); esto puede ocurrir debido a la totipotencia de las células vegetales, capacidad
para formar un nuevo individuo genéticamente idéntico a la célula madre (Berthouly,
1997).

Los embriones somaticos producidos son estructuras bipolares, con un eje radical y apical,
sin conexion vascular con el tejido materno y con bandas procambiales entre los apices
(Zimmerman, 1993). Se desarrollan al pasar por las fases globular, corazon, torpedo y
cotiledonal, idénticas a la del embrion cigético (Ammirato, 1983). Ademas, tienen la
capacidad de crecer y formar plantas normales (Litz y Jarret, 1991; Von Arnold et al.,
2002); por su naturaleza bipolar, es posible la alta velocidad de multiplicacién (Escalant y
Teissont, 1989; Zimmerman, 1993).

El sistema para la regeneracion de plantas via embriogénesis somaticas incluye las etapas
de induccion de embriones somaticos, desarrollo de embriones somaticos, proliferacion,

maduracion, germinacion y conversion a plantas (Freire, 2003).

La induccion de embriogénesis somatica consiste en la terminacion del patrén de expresion
de los genes presentes en el tejido del explante, siendo reemplazado por un programa de
expresion del gen o genes de la embriogénesis en aquellas células del tejido del explante

donde se dio lugar a la aparicion de embriones (Gomez, 1998).

La embriogénesis somatica se puede obtener por dos medios: embriogénesis somatica

directa y embriogénesis somatica indirecta.

2.4.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA DIRECTA

En la embriogénesis somatica directa o de baja frecuencia se obtiene embriones a partir de
una célula individual o un grupo de células del explante, sin la formacion previa de un
callo (Sondahl et al., 1991; Denchev et al., 1992; Berthouly y Etienne, 1999; Quiroz et al.,

2002) o por una escasa formacion de callo en los bordes de los explantes.
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Para llevarse a cabo, se requiere de la sintesis de una sustancia inductora o la eliminacion
de una sustancia inhibidora para que estas células reanuden su actividad mitotica y su
desarrollo embriogénico (Sondahl et al., 1991; Quiroz et al., 2002).

Berthouly (1997) afirma que los embriones somaticos obtenidos por embriogénesis
somatica directa son limitados en comparacion con la embriogénesis somatica indirecta;
sin embargo, reduce la variacion somaclonal obteniendo una mayor uniformidad genética
(Molina y Figueroa, 1996; Vicient y Martinez, 1998; Berthouly y Etienne, 1999).

2.4.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA
Segun Denchev et al. (1992), Berthouly y Etienne (1999), los embriones se forman a partir
de callos mediante el uso de un primer medio de cultivo de induccion de callos

embriogénicos y un segundo medio para la regeneracion de embriones.

La embriogénesis somatica indirecta requiere de la redeterminacion de células
diferenciadas de la proliferacion de callo y de la induccion de células embriogénicas
determinadas con una sustancia mitogénica o estar expuestas a concentraciones especificas

de reguladores de crecimiento para entrar de nuevo al ciclo mitético (Sondahl et al., 1991).

2.4.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EMBRIOGENESIS

SOMATICA
a) GENOTIPO
Litz (1984) afirma que la respuesta callogénica y embriogénica depende del genotipo
de la planta evidenciado en las diferentes reacciones a un medio determinado entre
diferentes cultivares o variedades; es decir, algunos cultivares o variedades se pueden
regenerar facilmente en un medio especifico, mientras que otros cultivares no

responden en el mismo medio.

El éxito de la embriogénesis somatica en el café varia de acuerdo a los genotipos
cultivados (Sondahl et al., 1991); Berthouly y Etienne (1999) al inducir callos
embriogénicos en café, observaron un efecto del genotipo entre las especies C. arabica

y C. canephora y entre las variedades de cada una de estas.
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b) EXPLANTE

Se denomina explante a la parte de un tejido u érgano que se aisla del resto de la planta
y que se utiliza como material inicial para el cultivo in vitro (Villalobos y Thorpe,
1991).Cualquier parte de la planta se puede utilizar pero, lo recomendable en café son
los tallos, hojas, dvulos, anteras y protoplastos (Berthouly, 1997; Etienne et al., 1999);
siendo las hojas la mejor fuente de explante para la induccion de embriogénesis

somatica por su disponibilidad y facil desinfeccion (Dublin, 1991).

La respuesta de los explantes al cultivo in vitro varia notablemente de acuerdo con el
estado de desarrollo y edad ontogénica de la planta madre (Mroginski y Roca, 1991;
Tisserat, 1991). Cuanto mas joven sea el tejido utilizado (estadio juvenil poco
diferenciado) mas facil serd desviarlo de su programa genético y asi obtener la
desdiferenciacion hacia la forma de embriogénesis somatica (Abdelnour y Escalant,
1994).

Garcia y Menéndez (1987) realizaron experimentos exitosos con café usando explantes
foliares jovenes de los tres nudos superiores de tallos ortotropicos y plagiotrdpicos.
También Lopez-Gomez et al. (2010) indican que los explantes provenientes de hojas
inmaduras y hojas jovenes de Coffea canephora y Coffea arabica presentan mejor

capacidad de respuesta embriogénica.

También es importante el estado fisiologico de la planta; segin Berthouly et al. (1987),
si la planta presenta deficiencia de algunos elementos puede perjudicar la induccion de

embriogénesis somatica.

¢) MEDIO DE CULTIVO

En la mayoria de especies se ha utilizado el medio Murashige y Skoog (1962), ya que
es beneficioso para la embriogénesis somatica por su alta concentracion de sales
(Ammirato, 1983), o sus modificaciones (Evans et al., 1981; Litz y Jarret, 1991). Estas
modificaciones consisten en reducir la proporcion de macro y micro nutrientes, como el
caso del medio de cultivo propuesto por Yasuda et al. (1985) y Hatanaka et al. (1991)

para embriogénesis somatica en café.
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Barry-Etienne et al. (2002) afirman que la induccién de embriogénesis somaética se
puede realizar en medios sélidos y liquidos; sin embargo, en los medios liquidos
ocurren anormalidades morfoldgicas, desarrollo asincronizado y tamafio heterogéneo,

aunque es controlado con el uso de recipientes de inmersion temporal automatizada.

Existen varios componentes que puede suministrar el medio de cultivo para estimular
la embriogénesis somatica, estos son: el hierro, nitrbgeno como amonio 0 nitrato,
glutamina, alanina, caseina hidrolizada (Litz y Jarret, 1991; Berthouly, 1997; Halperin
y Wetherell, 1964; Wetherell y Dougal, 1976; Ammirato y Steward, 1971; Havranek y
Vagera, 1979). Ademas, altas dosis de sacarosa favorece la embriogénesis somatica
(Abdelnour y Escalant, 1994).

d) REGULADORES DE CRECIMIENTO

La embriogénesis somética directa se induce en medios provistos solo de citoquininas
como regulador de crecimiento, mientras que la embriogénesis somatica indirecta se
induce en medios ricos en auxinas en la primera etapa y ricos en citoquininas en las
etapas posteriores. También se puede inducir la embriogénesis somatica en café en una
sola etapa, en un medio que solo contenga una citoquinina (Dublin, 1981) o en una

mezcla de citoquinina y de auxina (Pierson et al., 1983).

Las citoquininas pueden inducir la formacion de embriones somaticos sin necesidad de
callogénesis o con una minima formacion de callo. Ademas, son esenciales en la etapa
de maduracién y la germinacién de embriones somaticos (Litz y Jarret, 1991). En el
café se ha utilizado bencilaminopurina (BAP), 2-isopenteniladenina (2-iP) y 6-

furfurilaminopurina (KIN).

Las auxinas, como el acido 24-diclorofenoxiacético (2,4-D), actuan en el
agrandamiento y alargamiento celular pero, también son usadas en la division celular
(Krikorian, 1991). Se necesita la presencia de una auxina para la iniciacion de callo
embriogénico; 2,4-D inicia la induccién de la embriogénesis somatica en el callo. Sin
embargo, la maduracion y germinacion no ocurre en presencia de 2,4-D (Halperin y

Wetherell, 1964); por eso se debe remover o usar concentraciones bajas.
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Segln Evans et al. (1981), la induccién de embriones somaticos requiere de una
concentracion alta de auxinas en el medio como 2,4-D, acido naftalenacético (ANA),
acido indolacético (AlA). También otras auxinas sintéticas tales como el picloram, el
acido 2,4,5- triclorofenoxiacético (2,4,5-T), el acido 2-benzothiazol acético y el acido

paraclorofenoxiacético han demostrado ser efectivas (Litz y Jarret, 1991).

e) CONDICIONES DE CRECIMIENTO
La luz, temperatura, humedad y medio gaseoso son parametros fisicos importantes para

tener en cuenta para la induccion de embriogénesis somaética.

Litz y Jarret (1991) afirman que una alta intensidad luminica es esencial para la
induccién de embriogénesis somatica en Nicotiana tabacum, mientras que la oscuridad
se recomienda para el desarrollo y maduracion normal de los embriones somaticos en
Daucus carota y Carum sp. Sin embargo; en café, se ha obtenido embriones somaticos

en luz continua, en oscuridad o en un régimen luz-oscuridad (Sondhal et al, 1991).

La temperatura y humedad relativa en la cual se ha obtenido embriones sométicos es de
26-27°C y 70%, respectivamente.

El medio gaseoso en el recipiente del cultivo ejerce cierta influencia sobre el proceso
embriogénico (Rodriguez y Preil, 1999). En Coffea arabica cv. Caturra roja a medida
que aumenta la concentracion de CO2 hasta 5% favorece la embriogénesis somatica;
mientras que, con una concentracion de 10% de CO2 en la mezcla gaseosa se observa

una inhibicién del proceso embriogénico (Rodriguez y Preil, 1999).

f) MANEJO DE LA CONTAMINACION
El éxito de la embriogénesis somatica y del cultivo de tejido en general depende del

desarrollo libre de contaminacion.
Abdelnour y Escalant (1994) mencionan que el medio de cultivo provisto de nutrientes

y hormonas motivan el crecimiento y proliferacién de microrganismos contaminantes

Ilamados vitropatdgenos.
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La contaminacion puede tener dos origenes: los microorganismos que colonizan la
superficie o el interior del explante (enddfitos) y los microorganismos introducidos
durante la manipulacion en el laboratorio (Debergh y Zimmerman, 1991). Por ello, es
importante la desinfeccion superficial de explantes, esterilizacion de los medios de
cultivo, desinfeccion de los instrumentos, de la cdmara de flujo lamiar y limpieza de los

cuarto de trabajo (Abdelnour y Escalant, 1994).

Para la desinfeccion superficial de hojas se han usado soluciones de hipoclorito de
sodio, hipoclorito de calcio a diferentes concentraciones y tiempo de inmersion,
ademas de cloruro de mercurio y etanol al 70%; sin embargo, Sondahl et al. (1991)

indican que los dos Gltimos agentes desinfectantes son toxicos para las hojas del café.

Previo a la desinfeccion superficial, las hojas se pueden lavar con una solucion de
detergente comercial. Ademas, agregar detergente Tween 20 a la solucion desinfectante
para romper la tension superficial y permitir que el explante este en mejor contacto con

el quimico (Abdelnour y Escalant 1994).

Se debe tener en cuenta ciertas caracteristicas del material vegetal a elegir como
explante para que se presente la menor tasa de contaminacion posible. Los brotes
nuevos son mas limpios que los viejos y los materiales que crecen en invernadero son

mas limpios que los que se mantienen en campo (Abdelnour y Escalant, 1994).

g) MANEJO DE LA OXIDACION

El establecimiento del cultivo in vitro se ve impedido por la aparicion de
oscurecimiento y necrosis de los tejidos (Dalal et al., 1992; Marks y Simpson, 1990;
Yu y Meredith, 1986).

El fendbmeno de ennegrecimiento ocurre por accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y
tirosinasas que se liberan o sintentizan cuando los tejidos sufren heridas. Estan act(an
sobre los polifenoles y la tirosina, oxidandolos a quinonas que son fitotdxicas,
sustancias que a su vez pueden polimerizare, afectar las proteinas y, en consecuencia,

inhiben el crecimiento y la viabilidad de los explantes (Read y Economou, 1987).
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Los procesos de oxidacion son causados principalmente por el efecto abrasivo del
agente desinfectante aplicado durante la asepsia del explante, los cortes que sufre el
explante y la composicion del medio de cultivo (George, 1993; Tabiyeh et al., 2006;
Van Staden et al., 2006 y Abdelwahd et al., 2008).

Azofeifa (2009) menciona diferentes estrategias para disminuir la oxidacién: (1) usar
explantes en estado juvenil o de material en crecimiento activo, (2) crecimiento del
explante a baja luminosidad o en oscuridad, (3) crecimiento del explante a una
temperatura baja, (4) subcultivos frecuentes, (5) cultivo en medio liquido, (6) uso de
adsorbentes en la preparacion del explante para su cultivo o en el medio de cultivo y
(7) uso de antioxidantes previa desinfeccion de explantes. Para la Gltima estrategia
mencionada, Abdelnour y Escalant (1994) recomiendan la inmersién en solucion
esterilizada de 100 mg/L de acido ascorbico y 150 mg/L de &cido citrico. También se
podria reducir la duracion del proceso de escision y de esterilizacion del explante o con

la sustitucion del agente desinfectante.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Subdireccion de Biotecnologia del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (Av. La
Molina N°1981, La Molina, Lima).

3.2. MATERIALES

3.2.1. MATERIAL VEGETAL
a) PLANTAS DE CAFE PROVENIENTES DE CAMPO

Plantas de café de cuatro anos de edad, ubicadas en el fundo “Aroma de Montana”

(Villa Rica, Coordenadas UTM: X: 470212 y Y: 8814827).

b) PLANTAS DE CAFE MANTENIDAS EN INVERNADERO

Plantones de café de las variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95, de seis meses de
edad, provenientes del vivero “Aroma de Montafia” (Jr. Oxapampa 333-Villa Rica,
WGS84 UTM 18 S, X: 470212 y Y: 8814827). Estas plantas se mantuvieron en el

Invernadero de Plantas Madre de la Subdireccion de Biotecnologia del INIA.

La variedad Castillo se obtuvo por el cruce de la variedad Caturra y el Hibrido de
Timor (Alvarado et al., 2005). Entre sus caracteristicas mas importantes esta la
resistencia a la roya del café, el tamafio de sus granos es superior a 80% de café
supremo Y su calidad en taza es similar a la obtenida en las variedades Tipica, Tabi,

Borbon. Caturra y Colombia (Alvarado et al., 2005).

La variedad Catuai tiene como progenitores a las variedades Mundo Novo y Caturra
amarillo, resultado de la seleccion pedigree. Las plantas de esta variedad son
compactas, con brotes de las hojas color verde y con buen potencial de rendimiento y

calidad, pero susceptible a roya (World Coffe Research, 2016).



La variedad Costa Rica 95 es el resultado de cruces entre las variedades Caturra Roja y
el Hibrido de Timor (ICAFE, 1995) por una seleccion de plantas individuales a través
de generaciones sucesivas. Esta variedad es de porte menor que Caturra, forma cénica,
ramas cortas, frutos rojos, brotes bronce intenso y resistente a la roya. Produce entre 25
y 35% mas que las variedades Caturra o Catuai segln la zona (CENICAFE, 2010).
Ademas, tiene un potencial de rendimiento alto pero bajo potencial de calidad mostrado
en altura (World Coffee Research, 2016).

3.2.2. EQUIPOS DE LABORATORIO

e Balanza analitica

Potenciometro

e Agitador orbital

e Autoclave

e Camara de flujo laminar horizontal
e Estereoscopio

e Destilador

3.2.3. INSTRUMENTOS DE LABORATORIO
e Jarra 2000ml

e Matraz de Erlenmeyer 500ml

e Pipetas serologicas 1ml, 10ml

e Micropipeta

e Probeta graduada 2000ml, 1000ml, 500ml
e Frascos y placas petri autoclavables
e Placas petri estériles descartables

e Pinzas

e Mango de bisturi N°7

e Hojas de bisturi N°10

e Mechero de alcohol

e Algodon y papel toalla

e Parafilm
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3.2.4. REACTIVOS E INSUMOS

e Sales

- Sales inorganicas Murashige y Skoog (1962).
e Vitaminas

- Tiamina.HCI

- Acido nicotinico

- Piridoxina.HCI
e Carbohidratos

- Sacarosa
e Reguladores de crecimiento

- 24-D

- KIN

- BAP
e Antioxidantes

- Acido ascorbico
e Agente gelificante

- Agar
e Otros

- Detergente

- Benomyl

- Myo-inositol

- Alcohol 70%

- Alcohol 90%

- Tween 20

- Agua destilada
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3.3. PROCEDIMIENTOS

3.3.1. ENSAYO DE DESINFECCION SUPERFICIAL
a) PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado estuvo compuesto por las sales inorganicas MS (Anexo 1)
diluido a la mitad, sacarosa (30g/L), agar Sigma (7g/L) y a un pH ajustado a 5.6 £ 0.1
con KOH o HCI. Esterilizado en autoclave a 121°C y 15 Ib por 15 minutos.

En condiciones estériles de camara de flujo laminar, el medio autoclavado se distribuyo

en placas petri estériles (20ml/placa).

b) SELECCION DE HOJAS DE CAFE PARA EXPLANTE

En el ensayo de desinfeccion se evaluo el uso de hojas de café provenientes de campo y
de invernadero (Figura la). Las hojas jovenes colectadas pertenecian al primer o
segundo par cercano a las yemas apicales de la planta, libres de sintomas o signos de
plagas y enfermedades.

Las hojas provenientes de campo se conservaron en papel toalla humedecido con agua

destilada.

c) DESINFECCION SUPERFICIAL
Las hojas se lavaron con detergente comercial (Figura 1b) y se enjuagaron con agua de
grifo. Luego, se remojaron en fungicida Benomyl (2g/L) (Figura 1c) por una horay se

enjuagaron de tres a cuatro veces con agua destilada.

En condiciones estériles, se distribuyeron las hojas para ser desinfectadas con
hipoclorito de sodio (NaClO) a diferentes concentraciones y tiempo de inmersion
(Cuadro 2). A todos los tratamientos de desinfeccion se agrego dos gotas de Tween 20
por cada 100 ml de solucion desinfectante. Al finalizar el tiempo de desinfeccion de
cada tratamiento, las hojas se enjuagaron tres a cuatro veces con agua destilada estéril
(Figura 1d).
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En el caso de los tratamientos T4 y T5, se prepard una solucion antioxidante con acido
ascorbico (0.01 g¢g/L) y se aplicd por inmersion durante 10 minutos previo a la

desinfeccion superficial con hipoclorito de sodio.

Cuadro 2: Tratamientos de desinfeccion superficial de hojas de café

Tratamiento Descripcion
T0 0% NaClO
Tl 2.6% NaClO por 30 minutos
T2 1% NaClO por 10 minutos
T3 2% NaClO por 5 minutos
T4 Solucion antioxidante + 1% NaClO por 10 minutos
T5 Solucioén antioxidante + 2% NaCIlO por 5 minutos

FUENTE: Elaboracién propia, 2018

d) SIEMBRA Y CONDICIONES DE INCUBACION

Las hojas desinfectadas se diseccionaron, descartando nervadura central, en explantes
de 1 cm2. Luego, se sembraron cinco explantes en una placa Petri (Figura 1e). Después
de sellar las placas con parafilm y rotularlas, se incubaron a 26°C, fotoperiodo de 16

horas luz y 70% de humedad relativa, por 15 dias (Figura 1f).

e) VARIABLES EVALUADAS
— Tasa de contaminacion
Se calculd al dividir el nimero de explantes contaminados, ya sea por hongos
y/o bacterias, entre el total de explantes en una placa, por 100.
Se reconocio la presencia de hongos y bacterias al observar micelio y secrecion

de mucilago, respectivamente.
— Tasa de oxidacion

Se calculo al dividir el nimero de explantes que cambiaron de color verde a

negro total o parcialmente, entre el total de explantes multiplicado por 100.
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Figura 1: Procedimiento del ensayo de desinfeccidon superficial a) Plantas de café de
campo e invernadero; b) Lavado de hojas con detergente comercial; c) Hojas
remojadas en Benomyl; d) Hojas sometidas a los tratamientos con NaClO; e) Siembra
de explantes en medio de cultivo; f) Incubacién a 26°C, 70% humedad y fotoperiodo
16h luz.

f) DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental estuvo compuesto por seis tratamientos (incluyendo testigo) y
10 repeticiones; siendo una repeticion, una placa con cinco explantes (cada explante
fue una unidad experimental).

Al analizar estadisticamente los datos, estos no cumplian los supuestos que exige un
DCA (normalidad de errores y homogeneidad de varianzas); por ello, se realizé la
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prueba no paramétrica Kruskal Wallis utilizando la funcion kruskal.test y para las

comparaciones multiples se utilizé la funcion pairwise.wilcox.test, ambas funciones

pertenecen al paquete stats. Se empled el software R version 3.5.0, a un nivel de

significacion de 0.05.

3.3.2. ENSAYO DE INDUCCION DE EMBRIOGENESIS SOMATICA

El ensayo consistio en evaluar diferentes tipos y concentraciones de reguladores de

crecimiento, citoquininas y auxinas en el medio de cultivo, para la induccion de

embriogénesis somatica en las variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95.

Cuadro 3: Tratamientos para induccion de embriogénesis somatica en las variedades
Castillo, Catuai y Costa Rica 95

Tratamiento

Regulador de crecimiento

Concentracion (mg/L)

T0 - -

T1 BAP 2

T2 BAP 4

T3 BAP 6

T4 KIN 2

15 KIN 4

T6 KIN 6

T7 2,4-D 0.1
T8 2,4-D 0.5
T9 2,4-D 1.0
T10 2,4-D + KIN 0.1+15
T11 2,4-D + KIN 05+15
T12 2,4-D + KIN 10+15

FUENTE: Elaboracion propia, 2018

a) PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Los medios de cultivo estuvieron compuestos por sales MS (Anexo 1) a la mitad de

concentracion; vitaminas usadas por Yasuda et al. (1985) para la induccion de

embriogénesis somatica en café: piridoxina (1mg/L), acido nicotinico (Img/L) y
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tiamina (1mg/L); myo-inositol (100mg/L), sacarosa (30g/L), agar (7g/L) y por el
regulador de crecimiento correspondiente para cada tratamiento (Cuadro 3).

Después de ajustar el pH a 5.6 + 0.1 y autoclavar el medio a 120°C y 121kPa; en
condiciones in vitro, los medios de cultivo se distribuyeron en placas petri estériles

(20ml/placa) (Figura 3a).

b) SELECCION DE HOJAS DE CAFE PARA EXPLANTE
Se colectd el primer par de hojas jovenes de plantas de seis meses (Figura 3b), de las
variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95, provenientes de invernadero. Estas hojas

estaban libre de sintomas o signos de plagas y enfermedades.

c) DESINFECCION SUPERFICIAL
Las hojas de las tres variedades de café se lavaron con detergente comercial y se
enjuagaron con agua de grifo. Luego, se remojaron en fungicida Benomyl (2g/L) por

una hora y se enjuagaron de tres a cuatro veces con agua destilada (Figura 3c).

En condiciones estériles, se realizd la desinfeccion superficial (Figura 3d) con la
concentracion y tiempo de inmersion de hipoclorito de sodio correspondiente al
tratamiento del ensayo previo con mejores resultados (T3: 2% NaCIlO por 5 minutos).

Se enjuagd tres a cuatro veces con agua destilada estéril.

d) SIEMBRA Y CONDICIONES DE INCUBACION

Las hojas desinfectadas se diseccionaron, descartando nervadura central, en explantes
de 1 cm2 (Figura 3e). Luego, se sembraron cinco explantes en una placa petri (Figura
3f). Después de sellar las placas con parafilm y rotularlas, se incubaron a 26°C,
oscuridad y 70% de humedad relativa (Figura 3g).

e) VARIABLES EVALUADAS
— Tasa de callogenesis
Se calculo al dividir el numero de explantes con presencia de callos entre el
total de explantes en una placa, por 100, al trascurrir cuatro semanas de
establecido el ensayo.
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— Inicio de callogénesis
En semanas después de siembra (SDS), al observar en los explantes la aparicion

de los primeros callos.
— Nivel de induccion de callogénesis
Se entiende como nivel de induccion de callogénesis a la cobertura del explante

por la presencia de callos. Para ello, se elabor6 una escala (Cuadro 4, Figura 2).

Cuadro 4: Escala de nivel de induccion de callogénesis

Nivel de N

_ . Descripcion

induccion
0 0% del borde del explante con presencia de callos.
1 >0% - < 25% del borde del explante con presencia de callos.
2 >25% - < 50% del borde del explante con presencia de callos.
3 >50% - < 75% del borde del explante con presencia de callos.
4 >75% - < 100% del borde del explante con presencia de callos.

FUENTE: Elaboracion propia, 2018

0 1 2
Figura 2: Escala de nivel de induccion de callogénesis
FUENTE: Elaboracion propia, 2018

— Tamafio de callos
Se obtuvo al medir la masa de callo méas grande de un explante a las cuatro
semanas de establecido el ensayo o al notar la aparicion de formacion de
embriones somaticos; para ello, se utilizo el estereoscopio Nikon modelo SMZ
800N y su software NIS-Element (version 4.40).
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— Tasa de embriogénesis
Se calculd al dividir el nimero de explantes con presencia de callos
embriogénicos y/o embriones somaticos entre el total de explantes en una placa,
por 100.

— Inicio de embriogénesis somética
En semana después de siembra (SDS), al observar en los explantes la aparicion

de callo embriogénico y/o embriones somaticos.

— Numero total de embriones sométicos
Se calcul6 el aproximado de embriones somaticos que estén presentes en un
explante en sus diferentes estados de desarrollo. Para llevar a cabo esta
evaluacion, se uso el estereoscopio Nikon modelo SMZ 800N bajo condiciones

estériles.

f) DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental estuvo compuesto por 13 tratamientos (incluyendo testigo) y 10
repeticiones del ensayo; siendo una repeticion, una placa con cinco explantes (cada
explante fue una unidad experimental).

Al analizar estadisticamente los datos, estos no cumplian los supuestos que exige un
DCA (normalidad de errores y homogeneidad de varianzas); por ello, se realiz6 la
prueba no paramétrica Kruskal Wallis utilizando la funcion kruskal.test. Para las
comparaciones madaltiples; se utilizd la funcion pairwise.wilcox.test y kruskal del
paquete stats y agricolae, respectivamente. Se emple6 el software R version 3.5.0, a un

nivel de significacién de 0.05.

26



Figura 3: Procedimiento del ensayo de induccion de embriogénesis somatica a)
Plaqueo de los medios de cultivo; b) Hojas de café utilizadas para embriogénesis; c)
Lavado en detergente y remojo en Benomyl; d) Hojas sometidas a desinfeccion con
NaClO; e) Diseccién de hoja para obtener explantes; f) Siembra de explantes en

medio de cultivo; g) Incubacion a 26°C, 70% humedad y oscuridad total.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. ENSAYO DE DESINFECCION SUPERFICIAL

Cuadro 5: Porcentaje de contaminacion y oxidacion de explantes foliares

Procedencia ) Tratamientos
_ Variables
hojas TO T1 T2 T3 T4 T5
Contaminacion
100 80 90 100 100 100
Campo (%)
Oxidacion (%) 0 0 0 0 0 0
Contaminacién
34 0 6 0 6 0
Invernadero (%)
Oxidacion (%) 0 0 0 0 0 0

4.1.1. TASA DE CONTAMINACION

Segln los resultados expuestos en el Cuadro 5, los explantes de hojas provenientes de
campo presentaron alta tasa de contaminacion (80-100%) en todos los tratamientos de
desinfeccion superficial. Respecto a los explantes de hojas provenientes de invernadero,
presentaron baja tasa de contaminacion (0-6%), sin diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos de desinfeccion superficial con NaClO. La contaminacion fue

causada por hongos y bacterias (Figura 4).

A pesar que se selecciond hojas libres de dafios por patdgenos, se presentd contaminacién
por hongos y bacterias. Las plantas situadas en campo sin ningin nivel de control
ambiental conviven con microorganismos endofitos que no se presentan como patdgenos
en el campo; sin embargo, si son perjudiciales cuando el material vegetal se introduce in
vitro. A estos microorganismos perjudiciales para células, tejidos u 6rganos cultivados in

vitro son denominados vitropatogenos (Granados, 1995). Por esta razén, los explantes de



las plantas crecen en invernadero son mas féciles de desinfectar que las provenientes de

plantas que crecen en el campo (Mroginski y Roca, 1991).

Resultados de Lopez-Gomez et al. (2010) demuestran niveles de contaminacién de cero a
54% en hojas jovenes de café; asimismo, Gatica-Arias (2002) obtuvo de 30 a 80% de
contaminacion de explantes foliares de café con concentraciones y tiempos de inmersion

mayores a los realizados en este ensayo.

Figura 4. Agentes contaminantes en hojas de café a) Explantes contaminados por
hongos; b) Explantes contaminados por bacteria; c) Explantes contaminados por

hongos y bacterias.

4.1.2. TASA DE OXIDACION

No se presentd oxidacion en los explantes de hojas provenientes de campo ni en los de

invernadero para todos los tratamientos, a los quince dias de establecido el ensayo.

Los procesos de oxidacion son causados principalmente por el efecto abrasivo del agente
desinfectante aplicado durante la asepsia del explante, los cortes que sufre el explante, la
composicion del medio de cultivo y la edad del material vegetal utilizado (George, 1993;
Tabiyeh et al., 2006; Van Staden et al., 2006; Abdelwahd et al., 2008).

Los resultados favorables podrian deberse al uso de hipoclorito de sodio a una baja
concentracion y tiempo de inmersion, a comparacion de otros procedimientos utilizados en
hojas de café como el de Lopez-Gémez et al. (2010) cuyos explantes presentaron valores
de oxidacion mayores al 50% al usar hasta 3.5% de hipoclorito de sodio. Segun Sondahl et
al. (1991), las soluciones de hipoclorito de sodio o de calcio son efectivas y no son toxicas
para las hojas de café a comparacion del cloruro de mercurio y etanol al 70%. También se
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tuvo en cuenta la edad del explante al usar hojas en estado juvenil, ya que presentan menor
contenido de compuestos fendlicos que hojas maduras. Ademas; se utilizé las sales MS a la
mitad de su concentracion, Cassells y Curry (2001) mencionaron que el oscurecimiento del

explante puede ser menor en un medio diluido que en uno alto en sales.

Estos resultados demuestran que para introduccion in vitro se debe utilizar material vegetal
proveniente de invernadero y que es necesario el uso de un agente desinfectante, como el
hipoclorito de sodio. El procedimiento de desinfeccion superficial mas eficiente respecto al

uso de insumos y tiempo de inmersion fue el tratamiento T3 (2% NaClO por 5 minutos).

4.2. ENSAYO DE INDUCCION DE EMBRIOGENESIS SOMATICA
4.2.1. TASA DE CALLOGENESIS E INICIO DE FORMACION DE
CALLOS

Tasa callogénesis (%)
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Figura 5. Tasa de callogenesis en las variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95

En la variedad Castillo; todos los explantes de los tratamientos T8, T9, T10, T11 y T12
presentaron formacion de callos, seguido por los tratamientos T7, T1, T2 y T3 con 92%,
88%, 84% y 76% de los explantes con presencia de callos, respectivamente. Entre los
tratamientos de mayor tasa de callogénesis y el resto de tratamientos mencionados no hay
diferencias estadisticas significativas, excepto con el tratamiento T3. Ademas, no existen
diferencias significativas entre los tratamientos de menor tasa de callogénesis (T6, T5, T4
y TO).
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En la variedad Catuai; a pesar que los tratamientos con mayor tasa de callogénesis fueron
T9, T11l y T12, no existen diferencias estadisticas significativas con los tratamientos T8,
T7 y T10. Los tratamientos T3, T2 y T1 presentaron una tasa de callogénesis de 66%, 52%
y 52%, respectivamente; sin embargo, fueron estadisticamente iguales. Entre los
tratamientos T4, T6 y T5 que tuvieron las menores tasas de callogénesis y con el testigo,

no existen diferencias estadisticas significativas.

En la variedad Costa Rica 95, todos los tratamientos presentaron explantes con formacién
de callos. Los de més alta tasa de callogénesis fueron T2, T8, T9, T10, T11l y T12,
seguidos por T1, T3 y T7, pero sin diferencias estadisticas significativas. Asimismo, los
tratamientos con baja tasa de callogénesis (T5, T6 y T4) resultaron diferentes de manera

significativa con los tratamientos antes mencionados.

Las tasas de callogénesis mas altas (92-100%) en las tres variedades evaluadas resultaron
en los tratamientos con 2,4-D en el medio de cultivo, ya sea solo (T7, T8 y T9) o en
combinacion con KIN (T10, T11 y T12). La adicién de la auxina 2,4-D permite la
induccién de callo, asi lo reportaron Moncada et al. (2004), Paredes et al. (2013) y Morales
(2017), al usar diferentes concentraciones de 2,4-D, solo o con una citoquinina, para

obtener el 100% de explantes con presencia de callo en diferentes variedades de café.

Es importante recalcar que la tasa de embriogénesis abarca tanto los callos embriogénicos
(Figura 6a) como los no embriogénicos (Figura 6b) ya que en un mismo explante se

observa los dos tipos de callos.

En los tratamientos con citoquininas como reguladores de crecimiento (T1-T6) se obtuvo
una tasa de callogénesis que varia de 0 a 100% segun la concentracion y tipo de
citoquinina, siendo BAP el que mayor porcentaje de explantes con callo present6. Estos
callos eran pequefios y no diferenciados con el borde del explante, por lo que se les
denomina callos de cicatrizacién (Figura 6c), observado también por Paz-Ramirez (2000),
Gatica-Arias (2002) y Lopez-Gomez (2010).
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Figura 6. Tipos de callos a) Callos embriogénicos; b) Callos no embriogénicos; c)

Callos de cicatrizacién

El inicio de formacién de callos coincidié con los resultados obtenidos por Gatica-Arias
(2002) y Morales (2017) en las variedades Caturra, Catuai y Geisha. En el presente ensayo
se observd callos a la primera semana en la variedad Catuai, y entre la primera y segunda

semana en la variedad Castillo y Costa Rica 95.

4.2.2. NIVEL DE INDUCCION DE CALLOGENESIS

Porcentaje de explantes segun nivel de callogénesis - var. Castillo
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Figura 7. Porcentaje de explantes de la variedad Castillo segun nivel de callogénesis

En la variedad Castillo, la mayoria de los explantes con callogénesis presentan un nivel de

induccion de 1y 2, segun la escala elaborada (Cuadro 4). El tratamiento T12 presentd mas
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del 50% de explantes con nivel de induccion de callogénesis 3 y 4, siendo diferente

estadisticamente con los demas tratamientos.

En la variedad Catuai, los explantes con callogénesis de los tratamientos T1, T2 y T3
presentaron un nivel 1 de induccidn, siendo iguales estadisticamente; mientras que, los
explantes de los tratamientos T7 al T12 presentaron niveles de 1, 2 y 3 en la mayoria de los
explantes. Ademas, los tratamientos T9 y T12 tuvieron explantes con hasta el 100% del
borde con presencia de callos (nivel de induccion 4), sin diferencias estadisticas

significativas entre ambos tratamientos.

Porcentaje de explantes segun nivel de callogénesis - var. Catuai
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Figura 8. Porcentaje de explantes de la variedad Catuai segin nivel de callogénesis

En la variedad Costa Rica 95, los tratamientos T1, T2, T3, T7 y T9 presentaron los cuatro
niveles de induccidn de callogenesis. La mayoria de los explantes con callogénesis de los
tratamientos T8, T9, T10, T11 y T12 presentaron los niveles de induccion mas altos (3 y
4).
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Nivel de induccion de Callogenesis (%) - var. Costa Rica 95
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Figura 9. Porcentaje de explantes de la variedad Costa Rica 95 segun nivel de

callogénesis

En las tres variedades, no existe una relacion entre el nivel de induccion de callogénesis y
la presencia de callos embriogénicos. En otras palabras, los callos embriogénicos se
observaron tanto en explantes con nivel 1 de induccién de callogénesis (hasta el 25% del
borde del explante con presencia de callos), como en explantes con nivel 4 de induccién de

callogénesis (hasta el 100% del borde del explante con presencia de callos).

4.2.3. TAMANO DE CALLOS

Tamafo callos (mm)
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Figura 10. Tamafio de callos en las variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95

34



En la Figura 10 se presenta los resultados para tamario de callos por tratamiento y variedad.
Los explantes sometidos al tratamiento T12 fueron los que tuvieron mayor tamafo de callo
en las tres variedades evaluadas. No obstante; otros tratamientos presentaron buenos
resultados sin diferencias estadisticas significativas con el mejor tratamiento pero, si con el
resto de tratamientos, estos difirieron entre variedad: para Castillo, T8, T9 y T11; para
Catuai, T9; para Costa Rica 95, T11y T9.

Los tratamientos con menor tamarfio de callo promedio para las tres variedades fueron T4,
T5y T6. Estos fueron iguales estadisticamente entre ellos y con el tratamiento testigo pero,

con diferencias significativas con los demés tratamientos.

Los medios de cultivo provistos de solo 2,4-D o en combinacién con KIN estimularon la
aparicion de callos méas vigorosos que en medios con solo citoquininas, esto guarda
relacion con lo evaluado por Moncada et al. (2004) al observar callos poco vigorosos en

medios con solo 5.3 mg/L BAP.

El tamafio promedio de los callos de cicatrizacion fueron desde 0.3682 mm hasta 1.8756
mm en los tratamientos T1, T2 y T3; estos resultados fueron menores a los obtenidos por
Gatica-Arias (2002) que al usar en el medio de cultivo 1mg/L BAP, los callos de la
variedad Catuai y Caturra tuvieron un tamafio de 2 mm pero, en esta investigacion se
observd que muchos explantes, principalmente de la variedad Catuai, superaron los

resultados anteriormente reportados.

Teixeira et al. (2004), obtuvieron callos embriogénicos que llegaron a 10 mm de longitud
en un medio con auxinas y citoquinas (4.42 mg/L 2,4-D y 2 mg/L 2-iP) después de 24
semanas de cultivo; sin embargo, entre los callos embriogénicos y no embriogénicos de los
tratamientos con 2,4-D (como T9) y la combinacion de 2,4-D con KIN (como T12)
llegaron a un tamafio promedio de 7.445 mm en alrededor de diez semanas de cultivo.
Entonces, se puede afirmar que con una baja concentracion de 2,4-D (1mg/L) y con la
adicion de KIN (1.5mg/L) se pueden desarrollar callos que pueden ser embriogénicos y no
embriogénicos en menor tiempo que otros medios de cultivo anteriormente reportados para

café.
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Ademas, se observd que los callos embriogénicos fueron mas pequefios que los callos no

embriogénicos.

4.2.4. TASA DE EMBRIOGENESIS E INICIO DE FORMACION DE
EMBRIONES SOMATICOS

Tasa embriogénesis (%)
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Figura 11. Tasa de embriogénesis en las variedades Castillo, Catuai y Costa Rica 95

En las tres variedades evaluadas, no todos los callos observados fueron del tipo
embriogénico, por eso la tasa de embriogénesis fue menor a la tasa de callogénesis. Los
resultados indican diferentes efectos de los tratamientos para cada variedad respecto a los

sectores embriogénicos.

En la variedad Castillo, todos los explantes del tratamiento T12 presentaron sectores
embriogénicos, seguido por T11 y T10, sin haber diferencias estadisticas significativas
entre estos tres tratamientos. Los tratamientos T1 y T3 fueron diferentes significativamente
con el mejor tratamiento pero, no con los tratamientos T11 y T10. El tratamiento T2 fue el
que presento el menor promedio de explantes con sectores embriogénicos, siendo diferente

estadisticamente con el resto de tratamientos mencionados.

Los explantes de los tratamientos T7 al T12 de la variedad Catuai presentaron sectores
embriogénicos. Los tratamientos T11 y T10 tuvieron mayor tasa promedio de
embriogénesis, seguidos por T8, T12 y T7, sin presentarse diferencias estadisticas

significativas entre ellos. El tratamiento T9 presento el menor numero de explantes con
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sectores embriogénicos, teniendo diferencias significativas con el tratamiento de mayor

tasa promedio (T11).

En la variedad Costa Rica 95, hubo presencia de sectores embriogenicos en los
tratamientos T1, T2, T3y T10, sin haber diferencias estadisticas significativas entre ellos.
El tratamiento de mayor tasa de embriogénesis fue T10 y el de menor fue T3.

Se indujo embriones somaticos en medios de cultivo suplementados con la citoquinina
BAP como Unico regulador de crecimiento y con una minima formacién de callos (callos
de cicatrizacién), propio de la induccion de embriogénesis somatica del tipo directa (Figura
12a). Dublin (1981) afirma que la embriogénesis puede ser inducida en un medio con solo
citoguinina; sin embargo, no se obtuvo embriones somaticos en los tratamientos con la
citoquinina KIN, probablemente debido a que junto a otras adenilcitocininas solo tienen
actividad en presencia de una auxina (Krikorian, 1991).

La induccion de embriogénesis somatica directa se observd en las variedades Castillo y
Costa Rica 95, excepto en la variedad Catuai, esto también fue reportado por Gatica-Arias
(2002). Gatica-Arias (2002) y Lopez-Gémez (2010) obtuvieron tasas de embriogénesis de
40% al usar 1 mg/L BAP y 1.12 mg/L BAP, respectivamente. Asimismo, Paz-Ramirez
(2000) indujo embriogénesis somatica directa con 9 mg/L BAP. Sin embargo; los
resultados de este ensayo evidenciaron la posibilidad de obtener hasta 80% de explantes
inducidos a embriogénesis somatica directa con una concentracion de 2mg/L BAP.

En los tratamientos T1 (2mg/L BAP), T2 (4mg/L BAP) y T3 (6mg/L BAP), los embriones
somaticos se formaron sobre el callo de cicatrizacion, reportado también por Dublin
(1981), Pefia (1983), Garcia y Menéndez (1987), Gatica-Arias (2002).

Los explantes y sus callos de cicatrizacion se oscurecieron a las cinco semanas de iniciado
el cultivo, previa formacion de embriones. Gatica-Arias (2002) al usar el medio de Yasuda
et al. (1985), provisto de 1 mg/L BAP, notd el oscurecimiento del callo de cicatrizacion a
las cuatro semanas de cultivo; Morales (2017), observé el cambio a color marréon del callo

al estar en contacto con 6.75 mg/L BAP.
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El oscurecimiento del explante y callo de cicatrizacion no fue impedimento para la
induccion de embriones somaticos. Dublin et al. (1991), mencionan que los embriones
somaticos aparecen en que tejidos envejecidos. Quiroz-Figueroa et al. (2001), afirman que
los compuestos fendlicos pueden actuar como sustancias inductoras o inactivar sustancia

inhibitorias de la embriogénesis somaética.

La mayoria de embriones somaticos generados por la via directa se observaron después de
13 semanas de iniciado el cultivo. Mientras que Yasuda et al. (1985) y Etienne et al.

(1999) reportaron embriogénesis somatica directa a las 13 y 20 semanas, respectivamente.

Denchev et al. (1992) y Berthouly y Etienne (1999) afirman que la obtencién de embriones
somaticos a partir de callos se logra con el uso de dos medios de cultivo, uno de induccion
de callo embriogénico y otro para la regeneracion de embriones; el primero, con altas
concentraciones de auxinas, solo o en combinacién con citoquininas; y el segundo,
disminuyendo la concentracion de auxinas o eliminandolas del medio de cultivo. Muchos
investigadores, entre ellos Teixeira et al. (2004), Moncada et al. (2004), Paredes et al.
(2013) y Morales (2017), utilizaron dos medios en sucesion para producir embriones
somaticos de café. Sin embargo, en la presente investigacion se logré obtener embriones
somaticos en un solo medio de cultivo, el resultado coincide con lo mencionado por
Pierson et al. (1983) sobre la induccion de embriogénesis somatica en café en una sola

etapa, con una mezcla de citoquinina y auxina.

En el caso de la variedad Catuai, se observaron embriones somaticos en los medios de
cultivo con solo 2,4-D como regulador de crecimiento (T7, T8 y T9), probablemente se
debid a que las hojas jovenes de esta variedad presentan alta concentracion de citoquininas
enddgenas. Sondahl et al. (1991), mencionan que las hojas jovenes son ricas en
citoquininas que inducen el desarrollo embriogénico. Ademas, Halperin (1966) indica que
la induccion de embriones ocurre en presencia de auxina y el 2,4-D estimula o inicia la

induccion de la embriogénesis somatica en el callo (Litz y Jarret, 1991).

Se indujo embriogénesis somatica indirecta es decir, a partir de callos embriogénicos
(Figura 12b), en las tres variedades evaluadas y con los medios de cultivo correspondientes
a los tratamientos T7 al T12. El tratamiento T12 (1.0 mg/L 2,4-D y 1.5 mg/L KIN)

presentd 86% a 100% de explantes con embriones somaticos segun la variedad, a
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comparacion de otras investigaciones que arrojaron menor porcentaje de tasa de
embriogénesis con similar combinacion de reguladores de crecimiento en el medio de
cultivo. Moncada et al. (2004), con 1.0 mg/L 2,4-D y 2,7 mg/L BAP lograron un 17.3% de
embriogénesis en la variedad Catuai; Paredes et al. (2013), usaron 0.5 mg/L 24-D y 2
mg/L KIN y obtuvo el 10% de explantes de la variedad Robusta con embriones somaticos;
Teixeira et al. (2004), al usar 4.42 mg/L 2,4.D y 2 mg/L 2-iP indujeron embriogénesis
somatica en solo 8% de explantes de la variedad Mundo Novo; Quiroz-Figueroa (2002),

con 1.0 mg/L 2,4-D y 2 mg/L KIN obtuvo 68% de tasa de embriogénesis.

Los primeros embriones somaticos obtenidos a partir de callos se observaron a las 7
semanas de iniciado el cultivo en la variedad Catuai; a las 11 semanas, en la variedad
Castillo y a las 10 semanas, en la variedad Costa Rica 95. Mientras que otras
investigaciones en café obtuvieron embriones sométicos después de 12.5 semanas
(Teixeira et al., 2004); Sondahl et al. (1991) a las 16-19 semanas de iniciado el cultivo y
Moncada et al. (2004), a las 20 semanas al usar 0.3 mg/L 2,4-D y 2.7 mg/L BAP. De esta
manera, con las concentraciones de 2,4-D (0.1, 0.5 y 1.0 mg/L) y KIN (1.5 mg/L) en el
medio de cultivo, se puede inducir embriogénesis somatica indirecta en menor tiempo que

otros protocolos.

La induccion de embriogénesis somatica esta influenciado por la interaccion de los
reguladores de crecimiento y el genotipo del explante. Las frecuencias mas altas de los
callos embriogénicos ocurre cuando la auxina, como 2,4-D, estuvo presente en un cultivo

primario asociado con KIN (Cevallos et al., 2002)

En la variedad Castillo, se indujo embriogénesis somatica directa e indirecta en la tres
concentraciones de BAP (2,4 y 6 mg/L) vy las tres combinaciones de 2,4-D y KIN (0.1, 0.5
y 1.0 mg/L 2,4-D mas 1.5 mg/L KIN; en la variedad Catuai, solo embriogénesis somatica
indirecta en los tratamientos con 2,4-D (0.1, 0.5 y 1.0 mg/L) y en combinacion con KIN; y
en la variedad Costa Rica 95, se observaron embriones somaticos inducidos directa e
indirectamente en los tratamientos con BAP y solo en el tratamiento T10 (0.5 mg/L 2,4-D
y 1.5 mg/L KIN), respectivamente. Estas diferencias en el efecto de concentraciones y/o
combinaciones de BAP, 2,4-D y KIN por variedad permiten afirmar que para cada
variedad se debe contar con un medio de cultivo especifico. Es frecuente observar que un

medio de cultivo induzca diferentes respuestas en la induccion de embriogénesis en
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diversos genotipos (Zamarripa y Pétiard, 2004; Cueto et al., 2007) y entre variedades de
una misma especie (Berthouly y Etienne, 1999), debido a que puede existir un control

genético en el comportamiento in vitro (Santana, 1993).

A pesar que se obtuvo embriones somaticos en menor tiempo y en un solo medio de
cultivo, se observé a la semana 20 el oscurecimiento de los embriones por lo que, se
considera necesario el subcultivo o el cambio de composicién del medio de cultivo a la

semana 16-18 de instalado el ensayo, con la finalidad de continuar con las siguientes

etapas de la embriogénesis somatica.

Figura 12. Tipos de embriones sométicos a) Embriones sométicos obtenidos por la via
directa; b) Embriones somaticos obtenidos por la via indirecta.
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4.2.5. NUMERO DE EMBRIONES SOMATICOS
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Figura 13. Numero de embriones somaticos en las variedades Castillo, Catuai y Costa
Rica 95

En la variedad Castillo, el tratamiento con mayor nimero promedio de embriones fue T11
seguido por T12, T10 y T1, sin diferencias estadisticas significativas entre ellos. Los
tratamientos con menor nimero promedio de embriones fueron T3 y T2, siendo iguales

estadisticamente.

En la variedad Catuai, el tratamiento con mayor nimero promedio de embriones fue T11,
sin diferencias estadisticas significativas con los tratamientos T10, T7, T12 y T8. El
tratamiento T9 fue el que tuvo menor numero promedio de embriones, siendo diferente

estadisticamente con los otros tratamientos con mejor resultado.

No existen diferencias estadisticas entre los tratamientos con presencia de embriones
somaticos de la variedad Costa Rica 95. El tratamiento con mayor y menor ndmero

promedio de embriones fue T10 y T3, respectivamente.

Los embriones inducidos directamente se encontraban en la fase globular; mientras que,
los que se obtuvieron por la formacidn previa de callo se observaron en la fase globular,
acorazonada y torpedo (Figura 14). La formacion de embriones somaticos es un proceso

continuo y no simultaneo, por ello es posible observar en un mismo explante todas las
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etapas de desarrollo del embrion (Yasuda et al., 1985; Garcia y Menéndez, 1987; Bieysse
etal., 1993).

Los embriones somaticos inducidos por la via directa tuvieron promedios de 1.98 a 3.75
segun la concentracion y variedad, siendo el tratamiento T1 (2mg/L BAP) el que presentd
mejores resultados, esto coincide con lo mencionado por Berthouly (1997) sobre la
cantidad limitada de embriones inducidos por embriogénesis somatica directa (1-10
embriones/explante). Sin embargo, se observaron explantes con mas de 10 embriones al

exponerse a una de las tres concentraciones de BAP.

El mejor tratamiento para el nimero de embriones inducidos por embriogénesis somética
indirecta fue T11 (0.5 mg/L 2,4-D y 1.5 mg/L KIN), con un promedio de 12.62-26.84
embriones/explante, superando a los 25.69 embriones/explante obtenidos por Moncada et
al. (2004) en un medio con 0.3 mg/L 2,4-D y 2.7 mg/L BAP. Ademaés, se observaron
explantes que superaron el nimero promedio por tratamiento, llegando a tener 43 y 65

embriones en las variedades Castillo y Catuai, respectivamente.

Sondahl et al. (1991) mencionan que los callos embriogénicos pueden alcanzar a producir
100-200 embriones al terminar la etapa del uso de un medio de acondicionamiento pero, se
debe tener en cuenta que en la presente investigacion se realizd la evaluacién al observar
los primeros sectores embriogénicos generados sin cambiar la composicién de los

diferentes medios de cultivo.

Figura 14. Estados de los embriones somaticos a) Masa embriogénica con embriones

globulares y acorazonados; b) Masa embriogénica con embriones en estado torpedo.
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V. CONCLUSIONES

El procedimiento de desinfeccion superficial que permitié un 6ptimo establecimiento in
vitro de los explantes foliares, provenientes de invernadero, fue al usar hipoclorito de

sodio al 2% por 5 minutos.

La oxidacion de explantes y callos no representa un problema en el establecimiento in

vitro ni en la induccién de embriogénesis somatica.

Los tratamientos con citoquininas (BAP) y 2,4-D (solo o en combinacion con KIN)

indujeron alta tasa de callogénesis a las 1-2 semanas de cultivo.

La induccién de callogénesis y embriogénesis somatica se dio en un solo medio de
cultivo, sin la necesidad de subcultivar ni cambiar la composicion del medio. Por la via
directa, a las 13 semanas y por la via indirecta, a partir de la semana 7 de iniciado el

cultivo.

En la variedad Castillo y Costa Rica 95, se indujo embriones somaticos directa e
indirectamente, en un medio de cultivo con la citoquinina BAP y con la combinacién de

2,4-D y KIN, respectivamente.

En la variedad Catuai, se indujo embriogénesis somatica en un medio de cultivo

provisto de 2,4-D solo y en combinacion con KIN.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de otras citoquininas, como zeatina y 2-iP, como unico regulador de

crecimiento o en combinacion con 2,4-D para la induccion de embriogénesis somética.

Realizar ensayos de induccién de embriogénesis somatica en otras variedades de café
(C. arabica) de interés comercial, usando los tratamientos que obtuvieron mejores

resultados en esta investigacion.

Realizar un estudio histoldgico con la finalidad de determinar el potencial de un callo

para ser embriogeénico.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1
COMPOSICION DE MEDIO MURASHIGE Y SKOOG (1962)

Compuesto Formula Concentracion (mg/L)

Macronutrientes

Nitrato de amonio NHsNOs3 1650
Nitrato de potasio KNOs3 1900
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSQ4.7H20 370
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,.2H.0 440
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 170

Micronutrientes

Acido borico H3BOs 6.2
Sulfato de manganeso tetrahidratado MnSQO4.4H20 22.3
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS04.7H20 8.6
Yoduro de potasio Kl 0.83
Molibdato de sodio dihidratado Na2Mo004.2H20 0.25
Sulfato de cobre dihidratado CuS04.5H20 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0 0.025
Na Fe-EDTA
EDTA de Sodio Férrico Na Fe-EDTA 43

FUENTE: Murashige y Skoog (1962)




DE HOJAS DE CAFE

ANEXO 2
ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO DE DESINFECCION SUPERFICIAL

Anélisis de varianza de Tasa de contaminacion- Prueba no paramétrica Kruskal

Wallis

H,: Los tratamientos no difieren en el porcentaje de contaminacion.

H;: El porcentaje de contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test

Data: Contaminacion by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

44.059

2.253e — 08

Pvalue = 2.253e — 08 < o = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hg. Por lo tanto, no existe suficiente

evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de contaminacion difiere en al menos

dos de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test

Data: Contaminacion and Tratamiento

Trat0 Tratl Trat2 Trat3 Trat4
Tratl 0.00061 - - - -
Trat2 0.01584 1.00000 - - -
Trat3 0.00061 - 1.00000 - -
Trat4 0.01584 1.00000 1.00000 1.00000 -
Trat5 0.00061 - 1.00000 - 1.00000

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 3
RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TASA DE CALLOGENESIS EN LA VARIEDAD CASTILLO

TASA CALLOGENESIS (%)

RATAMIENTO
~ T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION

R1 0 80 100 80 0 0 60 100 100 100 100 100 100

R2 0 100 80 60 0 0 80 100 100 100 100 100 100

R3 0 100 100 80 0 0 0 100 100 100 100 100 100

R4 0 60 100 80 0 20 20 100 100 100 100 100 100

R5 0 80 60 100 0 60 0 80 100 100 100 100 100

R6 0 80 80 40 0 60 0 80 100 100 100 100 100

R7 0 100 40 100 0 0 0 80 100 100 100 100 100

R8 0 100 100 60 20 0 0 80 100 100 100 100 100

R9 0 80 80 80 20 0 0 100 100 100 100 100 100

R10 0 100 100 80 0 0 0 100 100 100 100 100 100
PROMEDIO 0 88 84 76 4 14 16 92 100 100 100 100 100

Analisis de varianza de la tasa de callogénesis variedad Castillo - Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H:Los tratamientos no difieren en la tasa de callogénesis.

H;:La tasa de callogénesis difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05
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Kruskal-Wallis rank sum test

Data: Castillo by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

111.79

12

2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv =63.90
Data: Castillo and Tratamiento sd = 42.67

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Tratb Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 0.0035 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0011 0.9714 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0011 0.9714 - - - - - - - - - -
Tratl2 0.0011 0.9714 - - - - - - - - - -
Trat2 0.0035 1.0000 0.9714 0.9714 0.9714 - - - - - - -
Trat3 0.0033 1.0000 0.0123 0.0123 0.0123 1.0000 - - - - - -
Trat4 1.0000 0.0061 0.0022 0.0022 0.0022 0.0061 0.0059 - - - - -
Tratb 1.0000 0.0072 0.0023 0.0023 0.0023 0.0086 0.0111 1.0000 - - - -
Trat6 1.0000 0.0207 0.0028 0.0028 0.0028 0.0242 0.0697 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.0031 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.7845 0.0056 0.0056 0.0120 - -
Trat8 0.0011 0.9714 - - - 0.9714 0.0123 0.0022 0.0023 0.0028 1.0000 -
Trat9 0.0011 0.9714 - - - 0.9714 0.0123 0.0022 0.0023 0.0028 1.0000 -

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 4

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TASA DE CALLOGENESIS EN LA VARIEDAD CATUAI

TASA CALLOGENESIS (%)

RATAMIENTO
~ TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION
R1 0 100 40 0 0 0 0 80 100 100 100 100 100
R2 0 20 80 60 0 0 0 80 100 100 100 100 100
R3 0 40 80 100 0 0 0 80 100 100 100 100 100
R4 0 60 20 100 0 0 0 80 100 100 40 100 100
R5 0 40 40 40 0 0 0 100 100 100 100 100 100
R6 0 20 100 80 0 0 0 100 100 100 80 100 100
R7 0 80 80 60 0 0 0 100 100 100 100 100 100
R8 0 60 20 100 40 0 20 100 100 100 100 100 100
R9 0 0 40 40 0 0 0 100 80 100 100 100 100
R10 0 100 20 80 0 0 0 100 100 100 100 100 100
PROMEDIO 0 52 52 66 4 0 2 92 98 100 92 100 100

Analisis de varianza de la tasa de callogénesis variedad Catuai - Prueba no paramétrica Kruskal Wallis

Hj:Los tratamientos no difieren en la tasa de callogénesis.

H;:La tasa de callogénesis difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05
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Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Catuai by Tratamiento

Chi-squared df p-value

110.27 12 2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05
Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv=76.41
Data: Catuai and Tratamiento sd = 44.55
TratO Tratl Trat1l0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8

Tratl 0.0167 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0025 0.5556 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0012 0.0546 1.0000 - - - - - - - - -
Tratl2 0.0012 0.0546 1.0000 - - - - - - - - -
Trat2 0.0043 1.0000 0.1985 0.0158 0.0158 - - - - - - -
Trat3 0.0163 1.0000 1.0000 0.1611 0.1611 1.0000 - - - - - -
Tratd 1.0000 0.0663 0.0042 0.0018 0.0018 0.0242 0.0360 - - - - -
Trats - 0.0167 0.0025 0.0012 0.0012 0.0043 0.0163 1.0000 - - - -
Trat6 1.0000 0.0366 0.0035 0.0018 0.0018 0.0094 0.0270 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.0034 0.6120 1.0000 1.0000 1.0000 0.2826 1.0000 0.0047 0.0034 0.0047 - -
Trat8 0.0018 0.1208 1.0000 1.0000 1.0000 0.0400 0.4572 0.0026 0.0018 0.0026 1.0000 -
Trat9 0.0012 0.0546 1.0000 - - 0.0158 0.1611 0.0018 0.0012 0.0018 1.0000 1.0000

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 5
RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TASA DE CALLOGENESIS EN LA VARIEDAD COSTA RICA 95

TASA CALLOGENESIS (%)

RATAMIENTO
- TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION
R1 0 100 100 100 40 100 0 100 100 100 100 100 100
R2 0 100 100 100 60 100 0 100 100 100 100 100 100
R3 0 100 100 100 0 0 80 100 100 100 100 100 100
R4 0 100 100 100 80 100 40 100 100 100 100 100 100
RS 0 100 100 100 20 20 60 100 100 100 100 100 100
R6 0 100 100 100 20 20 40 80 100 100 100 100 100
R7 0 100 100 100 0 60 80 100 100 100 100 100 100
R8 0 100 100 80 0 40 0 100 100 100 100 100 100
R9 0 80 100 100 0 40 40 100 100 100 100 100 100
R10 0 100 100 100 0 0 80 100 100 100 100 100 100
PROMEDIO 0 98 100 98 22 48 42 98 100 100 100 100 100

Anélisis de varianza de la tasa de callogénesis variedad Costa Rica 95- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H,: Los tratamientos no difieren en la tasa de callogénesis.

H;: Latasa de callogénesis difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05
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Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Costa Rica 95 by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

114.83

12

2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv = 83.63
Data: Costa Rica 95 and Tratamiento sd =46.70

TratO Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 1.0000 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0011 0.0016 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0011 0.0016 - - - - - - - - - -
Tratl2 0.0011 0.0016 - - - - - - - - - -
Trat2 - 1.0000 0.0011 0.0011 0.0011 - - - - - - -
Trat3 1.0000 1.0000 0.0016 0.0016 0.0016 1.0000 - - - - - -
Tratd 0.9960 1.0000 0.0037 0.0037 0.0037 0.9960 1.0000 - - - - -
Trats 0.0486 0.3648 0.1459 0.1459 0.1459 0.0486 0.3648 1.0000 - - - -
Trat6 0.1421 1.0000 0.0039 0.0039 0.0039 0.1421 1.0000 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.0016 0.0028 1.0000 1.0000 1.0000 0.0016 0.0028 0.0060 0.3221 0.0085 - -
Trat8 0.0011 0.0016 - - - 0.0011 0.0016 0.0037 0.1459 0.0039 1.0000 -
Trat9 0.0011 0.0016 - - - 0.0011 0.0016 0.0037 0.1459 0.0039 1.0000 -

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)

64




ANEXO 6

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE NIVEL DE INDUCCION

CALLOGENESIS EN LA VARIEDAD CASTILLO

NUMERO DE EXPLANTES SEGUN NIVEL DE INDUCCION
Nivel 0 1 2 3 4
TO 50 0 0 0 0
T1 6 27 15 2 0
T2 8 24 14 3 1
T3 12 27 9 2 0
T4 48 2 0 0 0
T5 43 7 0 0 0
T6 42 8 0 0 0
T7 4 31 13 2 0
T8 0 26 21 3 0
T9 0 29 18 3 0
T10 0 19 27 4 0
T11 0 7 32 9 2
T12 0 5 16 18 11

Anédlisis de varianza de la tasa de callogénesis variedad Castillo - Prueba no

paramétrica Kruskal Wallis
a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Castillo by Tratamiento

Chi-squared df

p-value

465.91 12

2.2e —16

Comparaciones multiples

cv=121.5; sd=1.06

Tratamientos

Grupos

T12

T11

T10

T8

T9

T7

T1

T2

T3

T6

T5

T4

T0

uliimiiuliviieliviielellells b
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RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE NIVEL DE INDUCCION

ANEXO 7

CALLOGENESIS EN LA VARIEDAD CATUAI

NUMERO DE EXPLANTES SEGUN NIVEL DE INDUCCION
Induccién 0 1 2 3 4
TO 50 0 0 0 0
T1 24 26 0 0 0
T2 24 25 1 0 0
T3 17 32 1 0 0
T4 48 2 0 0 0
T5 50 0 0 0 0
T6 49 1 0 0 0
T7 4 22 18 5 1
T8 1 17 23 9 0
T9 0 9 28 10 3
T10 4 16 25 5 0
T11 0 15 28 7 0
T12 0 6 24 14 6

Anédlisis de varianza de la tasa de callogénesis variedad Catuai - Prueba no

paramétrica Kruskal Wallis
a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Catuai by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

481.14

12

2.2e —16

Comparaciones multiples

cv=103.40; sd=1.04
Tratamientos Grupos
T12 A
T9 AB
T11 BC
T8 CD
T10 DE
T7 E
T3 F
T2 F
T1 E
T4 G
T6 G
TO G
T5 G
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ANEXO 8

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE NIVEL DE INDUCCION

CALLOGENESIS EN LA VARIEDAD COSTA RICA 95

NUMERO DE EXPLANTES SEGUN NIVEL DE INDUCCION
Induccién 0 1 2 3 4
TO 50 0 0 0 0
T1 1 17 8 16 8
T2 0 7 16 17 10
T3 1 5 23 7 14
T4 39 11 0 0 0
T5 26 24 0 0 0
T6 29 21 0 0 0
T7 1 16 21 9 3
T8 0 0 14 15 21
T9 0 2 11 15 22
T10 0 0 24 19 7
T11 0 0 18 21 11
T12 0 0 10 20 20

Anélisis de varianza de la tasa de callogénesis variedad Costa Rica 95 - Prueba no
paramétrica Kruskal Wallis
a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Catuai by Tratamiento

Chi-squared df p-value

442.05 12 2.2e—16

Comparaciones multiples

cv=72.01; sd=1.41
Tratamientos Grupos
T12 A
T9 AB
T8 AB
T11 BC
T10 C
T2 C
T3 CD
T1 D
T7 E
T5 F
T6 F
T4 FG
TO G
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ANEXO 9

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TAMANO DE CALLOS EN LA VARIEDAD CASTILLO

TAMARO CALLOS (mm)

ATAMIENTO
- TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION

0 0.56 0.31 0.26 0 0 0.45 2.26 2.74 3.36 1.66 3.02 4.01

0 0 0.44 0.41 0 0 0.39 3.76 2.01 4.37 1.79 8.02 6.5

R1 0 0.44 0.39 0.35 0 0 0 2.35 3.47 1.02 1.16 2.32 2.11
0 0.39 0 0.48 0 0 0 2.56 2.45 6.98 1.2 4.15 4.54

0 0.33 0.45 0 0 0 0.43 2.35 2.18 1.45 2.34 3.89 6.94

0 0.4 0.24 0.36 0 0 0.42 0.69 5.23 3.98 0.58 2.86 2.35

0 0.45 0.53 0 0 0 0.28 2.16 5.33 3.84 1.5 1.88 2.71

R2 0 0.37 0.42 0.37 0 0 0.54 3.07 3.65 3.9 1.35 2.9 4.75
0 0.39 0.43 0 0 0 0 2.82 6.56 35 1.35 2.19 3.43

0 0.36 0.47 0.52 0 0 0 0.85 3.08 3.82 1.6 2.73 4.49

0 0.37 0.62 0.4 0 0 0 2.07 5.3 4.16 1.45 2.4 2.57

0 0.55 0.52 11 0 0 0 1.45 0.88 2 0.74 2.1 1.29

R3 0 0.47 0.56 0 0 0 0 0.81 3.13 3.1 0.92 3.37 2.7
0 0.52 0.3 0.37 0 0 0 1.8 2.62 4.41 1.41 2.76 1.9

0 0.45 0.61 0 0 0 0 1.54 4.09 2.12 0.76 3.63 3.7

0 0.4 0.38 0.52 0 0 0 1.45 551 5.24 3.81 1.61 4.15

0 0 0.52 0.38 0 0.4 0.4 1.57 10.3 5.55 1.74 3.27 4.3

R4 0 0 0.31 0.31 0 0 1.42 6.25 9.82 0.98 4.66 2.93
0 0.38 0.24 0 0 0 1.42 6.34 8.89 2.68 3.35 3.05

0 0.48 0.36 0.37 0 0 0 1.85 4.13 1.45 0.8 4.32 4.88
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0 0.33 0 0.56 0 0 0 0 3.78 5.98 1.02 1.73 5.87
0 0.36 0.52 0.78 0 0 0 1.08 3.37 3.57 1.2 4.73 4.76
RS 0 0.5 0 0.39 0 0.42 0 4.55 4.21 0.37 1.57 1.59 4.59
0 0.42 0.4 0.77 0 0.5 0 3.53 4.8 5.85 1.13 1.11 5.75
0 0 0.43 0.75 0 0.45 0 2.33 4.44 5.8 1.32 0.97 4.5
0 0.3 0.29 0 0 11 0 0.67 3.81 2.86 1.96 1.22 2.67
0 0.24 0.28 0 0 0 0 0.27 3.92 2.49 0.89 131 1.35
R6 0 0.35 0 0.51 0 0.8 0 1.9 2.35 2.07 1.21 1.39 5.81
0 0.4 0.3 0.69 0 0 0 1.36 1.93 2.9 1.1 1.36 1.95
0 0 0.3 0 0 0.65 0 0 2.6 4.06 0.84 2.55 2.76
0 0.35 0 0.42 0 0 0 14 5.05 4,74 1.94 2.66 1.98
0 0.55 0.35 0.46 0 0 0 2.2 4.74 3.58 2.37 2.92 3.09
R7 0 0.52 0 0.51 0 0 0 0 1.81 3.81 1.15 3.65 4.88
0 0.36 0.57 0.36 0 0 0 1.57 2.3 4.33 1.48 3.55 4.73
0 0.6 0 0.4 0 0 0 0.83 5.56 3.81 2.38 3.83 5.12
0 0.84 0.37 0.38 0 0 0 0.31 4.25 2.08 2.19 4.02 3.3
0 0.81 1.14 0.32 0 0 0 1.43 4.34 3.09 2.27 5.71 4.48
R8 0 0.63 0.46 0.25 0 0 0 1.83 4.29 2.12 1.08 4.01 3.28
0 0.62 0.95 0 0 0 0 0.36 3.76 2.79 0.77 4.08 3.36
0 0.5 0.36 0 0.28 0 0 0 4.19 2.51 1.41 3.59 3.15
0 0 0.67 0.33 0 0 0 1.08 2.7 3.06 2.18 3.15 5.46
0 0.34 1.08 0 0 0 0 1.93 2.16 2.17 2.28 3.83 4.05
R9 0 0.62 0 0.5 0 0 0 1.63 1.64 541 1.83 3.34 4.48
0 0.36 0.45 0.38 0.3 0 0 1.44 3.57 1.62 2.08 2.83 3.63
0 0.4 0.47 0.35 0 0 0 0.85 0.79 1.72 2.28 2.7 5.7
0 0.3 0.49 1.15 0 0 0 1.92 2.98 3.98 2.17 1.72 2.09
R10 0 0.4 0.32 0 0 0 0 0.47 1.97 2.83 1.35 3.15 2.48
0 0.31 0.34 0.68 0 0 0 0.78 3.82 3.56 1 5.36 2.51
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0 0.63 0.33 0.5 0 0 0.29 2.7 3.3 5.43 2.11 4.73 1.76
0 0.21 0.28 0.77 0 0 0 0.76 2.17 2.64 2.54 3.39 3.98
PROMEDIO 0 0.3912 | 0.385 | 0.3682 | 0.0116 | 0.0864 | 0.064 | 1.5486 | 3.717 | 3.6838 | 1.5784 | 3.1122 | 3.7364

Analisis de varianza de tamafio de callos variedad Castillo- Prueba no parametrica Kruskal Wallis

H:Los tratamientos no difieren en el tamafio de callos.

H; :El tamafio de callos difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Castillo by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

119.08

12

2.2e —16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.
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Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv = 123.05
Data: Castillo and Tratamiento sd =1.77

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 0.00495 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.00498 | 0.01417 - - - - - - - - - -
Tratll 0.00498 | 0.01417 | 0.02533 | 0.02533 - - - - - - - -
Trat12 0.00498 | 0.01417 | 0.00084 | 0.00084 - - - - - - - -
Trat2 0.00498 1.00000 0.00084 0.00084 0.00084 - - - - - - -
Trat3 0.00498 1.00000 0.00084 0.00084 0.00084 1.0000 - - - - - -
Trat4 1.00000 0.00858 0.00863 0.00863 0.00863 0.00863 0.00863 - - - - -
Trat5 1.00000 | 0.22870 | 0.01027 | 0.01027 | 0.01027 | 0.17800 | 0.22957 1.0000 - - - -
Trat6 1.00000 | 0.01573 | 0.01165 | 0.01165 | 0.01165 | 0.03829 | 0.05085 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.00498 0.01417 1.00000 0.02533 0.00338 0.00084 0.00084 0.0060 0.00863 0.01165 - -
Trat8 0.00498 0.01417 0.00084 1.00000 1.00000 0.00084 0.00084 0.0037 0.00863 0.01165 0.00591 -
Trat9 0.00498 0.01417 0.00084 1.00000 1.00000 0.00084 0.00084 0.0037 0.00863 0.01165 0.00169 | 1.00000

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 10
RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TAMANO DE CALLOS EN LA VARIEDAD CATUAI

TAMANO CALLOS (mm)
ATAMIENTO
. TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION

0 0.65 0.39 0 0 0 0 2.16 2.14 5.25 2.94 2.81 5.06

0 0.8 0.88 0 0 0 0 2.25 1.37 2.94 1.24 2.81 4.1

R1 0 0.95 0 0 0 0 0 0 3.34 5.47 1.69 6.09 6.82
0 0.6 0 0 0 0 0 2.2 4 4.69 1.05 5.74 3.26

0 0.65 0 0 0 0 0 0.98 2.75 3.92 1.87 5.45 5.58

0 3.96 0.8 0 0 0 0 1.07 25 5.68 1.79 2.48 6.05

0 0 0.59 0.62 0 0 0 4.68 2.66 7.7 0.77 4.64 457

R2 0 0 0.57 0.46 0 0 0 2.39 2.83 2.72 1.43 2.84 5.03
0 0 0 1.48 0 0 0 3.99 4.8 5 2.82 5.2 4.24

0 0 0.5 0 0 0 0 0 2.34 2.33 1.42 4.6 6.6

0 0.52 0.76 0.45 0 0 0 1.78 2.47 5.54 3.22 4.79 4.3

0 0 1.1 0.53 0 0 0 2.96 476 6.58 1.45 3.05 5.6

R3 0 0 0.54 0.42 0 0 0 6.86 2.8 6.1 2.08 5.03 3.86
0 1.05 0 0.48 0 0 0 3.1 2.44 5.11 2.05 5.36 4.36

0 0 0.62 0.5 0 0 0 0 3.68 5.11 1.57 4.43 5.43

0 2.33 0 0.43 0 0 0 2.15 2.13 4.62 0 2.05 5.9

0 0 0 0.42 0 0 0 2.9 2.2 6.56 4.89 3.98 478

R4 0 2.2 0.46 0.47 0 0 0 2.42 1.95 4.88 3.82 5.03 5.5
0 0 0 0.5 0 0 0 4.1 2.34 451 0 5 5.2

0 1.12 0 0.53 0 0 0 0 3.2 5.75 0 5.16 4.9
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0 0.77 0 0 0 0 0 2.23 1.44 1.54 4.63 3.27 5.83
0 2.35 0 0 0 0 0 2.26 3.47 4.16 4.67 3.21 3.41
RS 0 0 0 0.41 0 0 0 3.28 2.08 3.65 3.2 6.09 3.45
0 0 0.74 0.62 0 0 0 1.17 2.89 3.5 1.97 411 6.09
0 0 0.82 0 0 0 0 0.84 4 3.61 3.2 3.03 5.87
0 0 131 1.24 0 0 0 0.82 2.82 3.5 0 2.18 6.15
0 0 1.17 1.15 0 0 0 2.15 4.42 3.87 3.9 2.77 4.1
R6 0 0 1.21 0 0 0 0 2.85 4.17 5.91 4.13 3.28 4.25
0 0.47 0.73 2.04 0 0 0 1.84 3.59 6.06 3 3.88 7.48
0 0 111 1.14 0 0 0 1.64 2.84 4.52 3.8 2.31 4.58
0 3.9 1.47 0.51 0 0 0 1.31 52 1.8 1.58 3.58 5.02
0 0.45 0.5 0.45 0 0 0 2.69 2.45 4.8 4.39 4.02 6.92
R7 0 0 0.55 0 0 0 0 5.01 3.66 5.73 1.61 5.35 5.61
0 1.61 0.4 0 0 0 0 1.92 2.02 7.83 1.64 3.85 6.46
0 0.87 0 0.49 0 0 0 1.88 2.84 2.63 2.88 2.5 5.81
0 0 0 0.59 0.53 0 0 1.49 4.79 4.97 1.48 1.83 3.77
0 2.3 0 0.47 0.52 0 0 8.05 3.35 6.37 2.83 2.78 4.83
R8 0 2.65 0 0.73 0 0 .0 3.03 6.32 5.07 1.87 3.61 4.44
0 0 0 0.69 0 0 0 1.94 2.9 6.19 1.13 2.51 4.22
0 1.23 0.63 0.58 0 0 0 1.5 2.14 6.23 2.39 4.01 4.04
0 0 1.36 0 0 0 0 1.59 3.37 8.32 2.83 4.63 3.59
0 0 0 1.13 0 0 0 2.23 2.71 7.22 4.18 3.15 6.26
R9 0 0 0 0 0 0 0 2.75 3.08 8.3 3.9 5.33 6.98
0 0 0 0.89 0 0 0 2.11 0 6.58 1.93 5.35 6.23
0 0 0.56 0 0 0 0 2.17 4.81 8.06 4.23 5.52 5.28
0 1.17 0 0.42 0 0 0 1.79 2.8 4.69 2.4 4.24 441
R10 0 0.87 1.56 0.49 0 0 0 1.02 4.22 3.31 2.3 4.47 5.65
0 0.78 0 0.51 0 0 0 3.62 4.26 2.22 0.69 3.31 5.36
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0 0.94 0 0 0 0 0 1.96 3.98 5.81 1.9 1.79 5.33
0 0.77 0 0.54 0 0 0 1.97 4.75 3.44 2.18 1.96 451
PROMEDIO 0 0.7192 | 0.4266 | 0.4476 | 0.021 0 0.0208 | 2.302 | 3.1614 | 5.007 | 2.3388 | 3.8892 | 5.1414

Anélisis de varianza de tamafio de callos (mm) variedad Catuai- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis

H:Los tratamientos no difieren en el tamafio de callos.

H;:El tamafio de callos difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Catuai by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

122.01

12

2.2e —16

Pvalue = 2.2e — 16 < o = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.
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Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv=116.7
Data: Catuai and Tratamiento sd=2.11

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trat5 Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 0.01781 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.00492 | 0.00083 - - - - - - - - - -
Tratll 0.00492 | 0.00083 | 0.05585 - - - - - - - - -
Tratl2 0.00492 | 0.00083 | 0.00083 | 0.01000 - - - - - - - -
Trat2 0.00488 1.00000 0.01399 0.01399 0.01399 - - - - - - -
Trat3 0.01781 | 1.00000 | 0.00083 | 0.00083 | 0.00083 | 1.00000 - - - - - -
Tratd 1.00000 | 0.03962 | 0.00673 | 0.00673 | 0.00673 | 0.01277 | 0.03962 - - - - -
Trats - 0.01781 0.00492 0.00492 0.00492 0.00488 0.01781 1.00000 - - - -
Trat6 1.00000 0.03962 0.00673 0.00673 0.00673 0.01277 0.03962 1.00000 1.00000 - - -
Trat7 0.00492 | 0.00083 | 1.00000 | 0.01000 | 0.00083 | 0.01399 | 0.00083 | 0.00673 | 0.00492 | 0.00673 - -
Trat8 0.00492 | 0.00083 | 1.00000 | 1.00000 | 0.00083 | 0.01399 | 0.00083 | 0.00673 | 0.00492 | 0.00673 | 0.16087 -
Trat9 0.00492 | 0.00083 | 0.00333 | 1.00000 | 1.00000 | 0.01399 | 0.00083 | 0.00673 | 0.00492 | 0.00673 | 0.00083 | 0.01584

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 11

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TAMANO DE CALLOS EN LA VARIEDAD COSTA RICA 95

TAMANO CALLOS (mm)
ATAMIENTO
. TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 | T12
REPETICION

0 1.09 1.35 0.69 0 0.48 0 2.6 474 6.27 1.89 6.13 | 9.69

0 2.03 0.72 1.65 0 0.32 0 3.78 6.31 6.72 1.72 581 | 6.49

R1 0 0.67 4,53 1.55 0.34 0.6 0 2.98 3.58 7.76 2.9 5.4 7.06
0 1.03 0.62 0.92 0.34 0.6 0 3.56 5.61 8.58 2.92 9.73 | 5.63

0 0.99 3.27 2.17 0 0.27 0 4.84 3.29 7.26 2.55 9.14 | 8.05

0 0.46 0.41 0.62 0.56 0.38 0 1.99 4.61 6.36 1.25 754 | 8.36

0 0.55 0.68 0.9 0.41 0.51 0 2.95 3.32 5.19 1.75 7.7 8.71

R2 0 0.61 0.45 1.55 0 0.69 0 4.49 6.85 6.1 2.63 8.17 | 7.35
0 0.55 2.39 0.34 0.56 0.63 0 4.2 2.43 4.1 3.28 7.88 | 593

0 0.67 0.74 1.32 0 0.45 0 2.4 2.79 5.87 2.04 8.94 | 7.16

0 1.05 2.89 1.77 0 0 0.41 2.42 5.91 4.12 2.47 497 | 5.36

0 2.97 4.37 3.45 0 0 0 3.67 3.39 5.68 1.95 6.43 | 3.59

R3 0 1.36 1.83 2.16 0 0 0.33 3.26 5.88 4.86 1.44 10 7.79
0 0.72 5.14 3.9 0 0 0.42 2.58 5.12 4.16 2.42 1122 | 7.74

0 0.34 2.91 2.85 0 0 1.11 1.53 5.84 6.27 2.28 10.57 | 6.38

0 0.81 2.44 2.42 0.48 0.27 0 2.17 2.97 7.69 3.04 571 | 873

0 0.43 0.96 1.67 0.61 0.44 0.62 2.19 3.84 8.49 1.53 7.32 | 847

R4 0 0.45 0.37 2.95 0.32 1.12 0 3.1 3.47 5.16 3.55 6.31 | 10.34
0 0.79 0.6 0.91 0.72 1.2 0 1.53 2.18 3.72 2.48 6.99 | 6.73

0 0.83 1.38 1.09 0 0.42 0.34 1.77 3.56 7.8 3.94 8.49 | 9.42
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0 0.62 0.82 1.65 0 0 0 1.86 5.42 8.38 2.97 6.63 7.41
0 1.54 2.08 0.8 0 0 0.73 3.24 4.5 6.99 2.57 7.32 7
RS 0 0.84 1.18 0.61 0 0.4 0.46 2.25 4.09 5.44 2.64 6.89 6.87
0 1.75 1.3 1.34 .38 0 0.51 3.22 4.27 4.95 1.95 7.93 7.63
0 0.3 1.38 1.22 0 0 0 4.97 4.1 4.39 3.97 6.8 9.63
0 0.42 2.59 1.72 0 0 0 0.56 3.06 9.5 1.23 4.83 7.61
0 3.54 291 1.92 0 0 2.22 0.43 3.76 7.69 2.86 6.86 7.67
R6 0 1.95 1.98 2.12 0 0.56 0.28 3.24 4.92 5.65 2.32 7.77 7.78
0 2.71 2.83 3.9 46 0 0 0 4.74 5.15 1.21 8.03 6.91
0 1.68 2.75 3.34 0 0 0 1.49 4.59 8.59 3.06 6.07 6.18
0 0.46 1.95 1.05 0 0.25 0.52 2.07 3.25 4.32 3.37 6.36 | 10.24
0 1.52 1.49 0.78 0 0 0.35 2.59 3.2 5.08 3.82 7.08 6.81
R7 0 3.49 0.66 2.83 0 0.48 0.26 1.57 3.62 4.84 3.2 6.85 7.48
0 1.74 2.42 0.81 0 0 0.36 3.14 4.15 431 214 7.03 | 10.83
0 1.36 1.57 1.21 0 0.44 0 3.16 3.12 4.78 2.72 4.98 7.32
0 2.65 2.81 0 0 0.39 0 2.48 6.79 4.35 3.83 7.88 5.15
0 0.81 1.69 0.42 0 0.36 0 1.74 3.67 8.13 2.69 6.08 6.66
R8 0 0.9 2.3 0 0 0 0 3.97 4.84 5.22 2.34 5.45 5.33
0 1.72 0.3 0.27 0 0 0 1.28 5.06 7.52 2.83 8.56 7.21
0 2.75 4.2 0 0 0 0 1.29 4.56 3.89 1.88 5.38 6.4
0 15 2.35 141 0 0.47 0 0.44 2.61 4.29 2.61 5.74 5.33
0 0.43 2.05 2.7 0 0 0 2.76 3.59 5.48 4.47 6.69 5.98
R9 0 1.34 1.92 0.48 0 0 0 1.96 4.48 4.63 2.94 6.73 8.59
0 0 2.7 0.9 0 0.56 0.34 3.15 4.37 5.53 3.67 5.93 7.14
0 0.64 2.05 1.86 0 0 1.19 5.4 3.98 2.51 3.04 6.86 6.75
0 0.94 1.59 1.68 0 0 0.22 1.27 2.7 3.9 2.87 5.15 8.39
R10 0 3.27 1.12 1.21 0 0 0.45 1.04 7.22 6.44 1.92 4.76 6.93
0 2.39 0.43 0.59 0 0 0 2.2 6.11 5.26 2.03 3.75 7.34
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0 2.67 0.41 1.23 0 0 0.45 2.21 4.37 5.33 4.03 6.22 | 10.48
0 2.16 1.9 1.28 0 0 0.23 1.04 4.3 1.99 1.65 5.29 8.22
PROMEDIO 0 1.3298 | 1.8756 | 1.4842 | 0.1036 | 0.2458 | 0.236 | 2.4806 | 4.3026 | 5.7338 | 2.6172 | 6.927 | 7.445

Analisis de varianza de tamafio de callos (mm) variedad Costa Rica 95- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis

H:Los tratamientos no difieren en el tamafio de callos.

H; :El tamafio de callos difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test

Data: Costa Rica 95 by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

120.12

12

2.2e —16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.
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Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test  cv =101.75
Data: Costa Rica 95 and Tratamiento sd =272

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trat5 Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 0.00498 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.00498 | 0.00591 - - - - - - - - - -
Tratll 0.00498 | 0.00084 | 0.00084 - - - - - - - - -
Tratl2 0.00498 | 0.00084 | 0.00084 | 1.00000 - - - - - - - -
Trat2 0.00498 1.00000 1.00000 0.00084 0.00084 - - - - - - -
Trat3 0.00498 | 1.00000 | 0.22460 | 0.00084 | 0.00084 | 1.00000 - - - - - -
Trat4 1.00000 0.01272 0.01272 0.01272 0.01272 0.01272 0.02316 - - - - -
Tratb 0.05859 0.02559 0.01417 0.01417 0.01417 0.01417 0.07828 1.00000 - - - -
Trat6 0.17258 0.01393 0.01393 0.01393 0.01393 0.01393 0.10085 1.00000 1.00000 - - -
Trat7 0.00495 | 0.35655 | 1.00000 | 0.01417 | 0.01417 | 1.00000 | 1.00000 | 0.01264 | 0.01409 | 0.01385 - -
Trat8 0.00498 | 0.00084 | 0.00169 | 0.00169 | 0.00084 | 0.00169 | 0.00084 | 0.01272 | 0.01417 | 0.01393 | 0.03412 -
Trat9 0.00498 | 0.00084 | 0.00084 | 1.00000 | 0.11737 | 0.00084 | 0.00084 | 0.01272 | 0.01417 | 0.01393 | 0.01417 | 0.30312

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 12

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TASA EMBRIOGENESIS EN LA VARIEDAD CASTILLO

TASA EMBRIOGENESIS (%)

ATAMIENTO
- T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION
R1 0 60 60 40 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R2 0 100 20 0 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R3 0 60 80 40 0 0 0 0 0 0 100 80 100
R4 0 60 0 60 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R5 0 60 40 100 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R6 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R7 0 60 0 20 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R8 0 100 20 100 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R9 0 60 60 20 0 0 0 0 0 0 100 100 100
R10 0 80 40 20 0 0 0 0 0 0 60 100 100
PROMEDIO 0 64 32 44 0 0 0 0 0 0 96 98 100

Analisis de varianza de tasa de embriogénesis variedad Castillo- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis

H:Los tratamientos no difieren en la tasa de embriogénesis.

H;:La tasa de embriogénesis difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05
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Kruskal-Wallis rank sum test

Data: Castillo by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

111.79

12

2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv =129.28
Data: Castillo and Tratamiento sd =43.16

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl?2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat?7 Trat8
Tratl 0.0035 - - - - - - - - - - -
Tratl0 0.0011 0.9714 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0011 0.9714 - - - - - - - - - -
Tratl2 0.0011 0.9714 - - - - - - - - - -
Trat2 0.0035 1.0000 0.9714 0.9714 0.9714 - - - - - - -
Trat3 0.0033 1.0000 0.0123 0.0123 0.0123 1.0000 - - - - - -
Trat4 1.0000 0.0061 0.0022 0.0022 0.0022 0.0061 0.0059 - - - - -
Trats 1.0000 0.0072 0.0023 0.0023 0.0023 0.0086 0.0111 1.0000 - - - -
Tratb 1.0000 0.0207 0.0028 0.0028 0.0028 0.0242 0.0697 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.0031 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.7845 0.0056 0.0056 0.0120 - -
Trat8 0.0011 0.9714 - - - 0.9714 0.0123 0.0022 0.0023 0.0028 1.0000 -
Trat9 0.0011 0.9714 - - - 0.9714 0.0123 0.0022 0.0023 0.0028 1.0000 -

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)

81




ANEXO 13
RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TASA EMBRIOGENESIS EN LA VARIEDAD CATUAI

TASA EMBRIOGENESIS (%)

ATAMIENTO
- TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION
R1 0 0 0 0 0 0 0 60 40 40 100 100 100
R2 0 0 0 0 0 0 0 80 100 60 100 100 100
R3 0 0 0 0 0 0 0 80 100 0 100 100 100
R4 0 0 0 0 0 0 0 80 40 40 40 100 100
RS 0 0 0 0 0 0 0 100 100 0 100 100 80
R6 0 0 0 0 0 0 0 100 100 100 80 100 100
R7 0 0 0 0 0 0 0 100 100 60 100 100 100
R8 0 0 0 0 0 0 0 100 100 20 100 100 100
R9 0 0 0 0 0 0 0 80 100 40 100 100 20
R10 0 0 0 0 0 0 0 60 100 80 80 80 60
PROMEDIO 0 0 0 0 0 0 0 84 88 44 90 98 86

Andlisis de varianza de tasa de embriogénesis variedad Catuai- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H:Los tratamientos no difieren en la tasa de embriogénesis.

H,:La tasa de embriogénesis difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05
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Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Catuai by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

110.27

12

2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv=119.41
Data: Catuai and Tratamiento sd = 44.83

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl?2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat?7 Trat8
Tratl 0.0167 - - - - - - - - - - -
Tratl0 0.0025 0.0546 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0012 0.0546 1.0000 - - - - - - - - -
Tratl2 0.0012 0.0546 1.0000 - - - - - - - - -
Trat2 0.0043 1.0000 0.1985 0.0158 0.0158 - - - - - - -
Trat3 0.0163 1.0000 1.0000 0.1611 0.1611 1.0000 - - - - - -
Trat4 1.0000 0.0663 0.0042 0.0018 0.0018 0.0242 0.0360 - - - - -
Trats - 0.0167 0.0025 0.0012 0.0012 0.0043 0.0163 1.0000 - - - -
Tratb 1.0000 0.0366 0.0035 0.0018 0.0018 0.0094 0.0270 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.0034 0.6120 1.0000 1.0000 1.0000 0.2826 1.0000 0.0047 0.0034 0.0047 - -
Trat8 0.0018 0.1208 1.0000 1.0000 1.0000 0.0400 0.4572 0.0026 0.0018 0.0026 1.0000 -
Trat9 0.0012 0.0546 1.0000 - - 0.0158 0.1611 0.0018 0.0012 0.0018 1.0000 1.0000

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 14
RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE TASA EMBRIOGENESIS EN LA VARIEDAD COSTA RICA 95

TASA EMBRIOGENESIS (%)

ATAMIENTO
- T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
REPETICION

R1 0 80 80 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R2 0 80 100 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R3 0 80 80 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R4 0 80 100 60 0 0 0 0 0 0 60 0 0

R5 0 40 40 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R6 0 60 60 60 0 0 0 0 0 0 80 0 0

R7 0 100 20 60 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R8 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R9 0 80 100 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0

R10 0 100 100 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0
PROMEDIO 0 80 68 48 0 0 0 0 0 0 94 0 0

Analisis de varianza de tasa de embriogénesis variedad Costa Rica 95- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H:Los tratamientos no difieren en la tasa de embriogénesis.

H;:La tasa de embriogénesis difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05
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Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Costa Rica 95 by Tratamiento

Chi-squared

df

p-value

114.83

12

2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.

Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv=172.81
Data: Costa Rica 95 and Tratamiento sd = 38.56

TratO Tratl Trat1l0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 1.0000 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0011 0.0016 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0011 0.0016 - - - - - - - - - -
Tratl2 0.0011 0.0016 - - - - - - - - - -
Trat2 - 1.0000 0.0011 0.0011 0.0011 - - - - - - -
Trat3 1.0000 1.0000 0.0016 0.0016 0.0016 1.0000 - - - - - -
Tratd 0.9960 1.0000 0.0037 0.0037 0.0037 0.9960 1.0000 - - - - -
Tratb 0.0486 0.3648 0.1459 0.1459 0.1459 0.0486 0.3648 1.0000 - - - -
Trat6 0.1421 1.0000 0.0039 0.0039 0.0039 0.1421 1.0000 1.0000 1.0000 - - -
Trat7 0.0016 0.0028 1.0000 1.0000 1.0000 0.0016 0.0028 0.0060 0.3221 0.0085 - -
Trat8 0.0011 0.0016 - - - 0.0011 0.0016 0.0037 0.1459 0.0039 1.0000 -
Trat9 0.0011 0.0016 - - - 0.0011 0.0016 0.0037 0.1459 0.0039 1.0000 -

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 15

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE NUMERO DE EMBRIONES EN LA VARIEDAD CASTILLO

NUMERO DE EMBRIONES

T12

25
12
25
23

T11

17
22
20
20
21
17
22

16
19

T10

12

14

18

30
33
25
11

21

13
43

31

32

22

T9

T8

T7

T6

T5

T4

T3

T2

T1

16

10

T0

ATAMIENTO

REPETICION

R1

R2

R3

R4
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PROMEDIO 0 3.7 1 1.72 0 0 0 0 0 0 12.26 12.62 12.58

Andlisis de varianza de nimero de embriones variedad Castillo- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H:Los tratamientos no difieren en el nimero de embriones.

H; :El nimero de embriones difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Castillo by Tratamiento

Chi-squared df p-value

112.88 12 2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.
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Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv = 206.27
Data: Castillo and Tratamiento sd = 6.97

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 0.0131 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0036 0.2051 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0036 0.9789 1.0000 - - - - - - - - -
Trat12 0.0036 1.0000 1.0000 1.0000 - - - - - - - -
Trat2 0.1248 0.4986 0.0426 0.0181 0.0242 - - - - - - -
Trat3 0.0418 1.0000 0.0562 0.0486 0.0486 1.0000 - - - - - -
Trat4 - 0.0131 0.0036 0.0036 0.0036 0.1248 0.0418 - - - - -
Trats - 0.0131 0.0036 0.0036 0.0036 0.1248 0.0418 - - - - -
Trat6 - 0.0131 0.0036 0.0036 0.0036 0.1248 0.0418 - - - - -
Trat7 - 0.0131 0.0036 0.0036 0.0036 0.1248 0.0418 - - - - -
Trat8 - 0.0131 0.0036 0.0036 0.0036 0.1248 0.0418 - - - - -
Trat9 - 0.0131 0.0036 0.0036 0.0036 0.1248 0.0418 - - - - -

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 16

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE NUMERO DE EMBRIONES EN LA VARIEDAD CATUAI

NUMERO DE EMBRIONES

REPETICION
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0 0 0 0 0 0 0 20 6 3 18 0 11

0 0 0 0 0 0 0 10 9 8 12 53 0

PROMEDIO 0 0 0 0 0 0 0 19.04 11.02 1.56 19.3 26.84 18.58

Analisis de varianza de niamero de embriones variedad Catuai- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H:Los tratamientos no difieren en el nimero de embriones.

H; :El nimero de embriones difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Catuai by Tratamiento

Chi-squared df p-value

120.13 12 2.2e —16

Pvalue = 2.2e — 16 < o = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de
contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.
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Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test  cv = 164.29
Data: Catuai and Tratamiento sd =12.22

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8
Tratl - - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0036 0.0036 - - - - - - - - - -
Tratll 0.0036 0.0036 1.0000 - - - - - - - - -
Tratl2 0.0036 0.0036 1.0000 1.0000 - - - - - - - -
Trat2 - - 0.0036 0.0036 0.0036 - - - - - - -
Trat3 - - 0.0036 0.0036 0.0036 - - - - - - -
Trat4 - - 0.0036 0.0036 0.0036 - - - - - - -
Trats - - 0.0036 0.0036 0.0036 - - - - - - -
Trat6 - - 0.0036 0.0036 0.0036 - - - - - - -
Trat7 0.0036 0.0036 1.0000 1.0000 1.0000 0.0036 0.0036 0.0036 0.0036 0.0036 - -
Trat8 0.0036 0.0036 1.0000 0.2579 1.0000 0.0036 0.0036 0.0036 0.0036 0.0036 1.0000 -
Trat9 0.0418 0.0418 0.0101 0.0101 0.0137 0.0418 0.0418 0.0418 0.0418 0.0418 0.0101 0.1080

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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ANEXO 17

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE NUMERO DE EMBRIONES EN LA VARIEDAD COSTA RICA 95

NUMERO DE EMBRIONES

T12

T11

T10

11

12

T9

T8

T7

T6

T5

T4

T3

14
15

T2

10
12

12

18

T1

10

10

T0

ATAMIENTO

REPETICION

R1

R2

R3

R4
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10
14

11

14

15

20
18
13

12
16
12

10

14

RS

R6

R7

R8

R9

R10
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0 3 2 4 0 0 0 0 0 0 6 0

0 4 2 2 0 0 0 0 0 0 8 0

PROMEDIO 0 3.42 3.22 1.98 0 0 0 0 0 0 7.4 0

Analisis de varianza de niamero de embriones variedad Costa Rica 95- Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
H:Los tratamientos no difieren en el nimero de embriones.

H; :El nimero de embriones difiere en al menos uno de los tratamientos.

a = 0.05

Kruskal-Wallis rank sum test
Data: Costa Rica 95 by Tratamiento

Chi-squared df p-value

112.06 12 2.2e—16

Pvalue = 2.2e — 16 < a = 0.05

Con un nivel de significacion de 0.05, se rechaza Hy. Por lo tanto, no existe suficiente evidencia estadistica para rechazar que el porcentaje de

contaminacion difiere en al menos uno de los tratamientos.
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Comparaciones multiples- Prueba de Wilcoxon

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test ~ cv =243.76
Data: Costa Rica 95 and Tratamiento sd =3.00

Trat0 Tratl Tratl0 Tratll Tratl2 Trat2 Trat3 Trat4 Trats Trat6 Trat7 Trat8
Tratl 0.0027 - - - - - - - - - - -
Trat10 0.0026 0.1907 - - - - - - - - - -
Tratll - 0.0027 0.0026 - - - - - - - - -
Trat12 - 0.0027 0.0026 - - - - - - - - -
Trat2 0.00094 1.0000 0.2664 0.0094 0.0094 - - - - - - -
Trat3 0.2496 1.0000 0.0680 0.2496 0.2496 1.0000 - - - - - -
Trat4 - 0.0027 0.0026 - - 0.0094 0.2496 - - - - -
Trats - 0.0027 0.0026 - - 0.0094 0.2496 - - - - -
Trat6 - 0.0027 0.0026 - - 0.0094 0.2496 - - - - -
Trat7 - 0.0027 0.0026 - - 0.0094 0.2496 - - - - -
Trat8 - 0.0027 0.0026 - - 0.0094 0.2496 - - - - -
Trat9 - 0.0027 0.0026 - - 0.0094 0.2496 - - - - -

P-value adjustment method: bonferroni (< o = 0.05)
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