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RESUMEN

Con el objetivo de obtener callos embrio;entcas y posteriormente embriones
somaticos de los mismos en el cultivo del cafe €¢Coffea arabicad, se
cul tivaron "in vitro" fragmentos de hojas de ramas plag;otmptcas de
plantas establecidas en campo. Los medios de cullivo contenian las =sales
minerales recomendadas por Murashige v Skoog (1962> y como reguladores del
crecimiento se estudiaron el 2,4-D y el BAP en 1{ combinaciones para la
induccion del callo embriogenico Se observo gue dosis entre {-3 mgs/l de
2.4-D y 1-10 mgsl de BAP favorecieron notablemente la formctan de callos
embrtagenf.cos Estos calleos, en una cambt:)ur:ion de ANA CO.f mg/ld) vy
Kinetina €0,5 mg/l), formaron embriones somallcos gque, para completar el
proceso de gerntnacton. fueron transferidos a un medig de cullivo cuya
combinacion hormonal fus de Kinetina (0,1 mgrl> y acido indolbutirice
C0,5 mgrld.

INTRODUCCION

Con el emplec de los metodos del cultivoe “in  vitro" de tejidos
vegetales, es posible lograr la  propagacion masiva y en un tiempo
relativamente corto de una planta de cicle largo. Estos metodeos resultan
ventajosos, ya que pueden aplicarse a variedades mejoradas, de las cuales
se dispone de poco material y su distribucion y multiplicacion es
limitada.

Los primeros cafetos producidos por cultivo de tejidos fueron obtenidos
por Staritsky en 1970, mediante la embriogenesis somatica a partir de
fragmentos de ramas ortotropicas clorefilicas de C. canephora.

Cinco afios despues, Herman y Hass y luego, en 1977, Sondahl y Sharp
obtuvieron embriones somaticos con C. arablica. a partir de fragmentos de
hojas.

Desde entonces, numerosos investigadores han reportado la enbrlogénesxs
somatica en diversas variedades del cafeto (Dublin, 1980; Dublin. 1981;
Pierson et al., 1983; Garcia y Menendez, 1887). En nuestro pais se han
=fectuado numerosas introducciones de variedades de cafe resistentez a la
Roya (Hemileia vastatrix Berk y Br.).,de las cuales se cuenta con un
reducido numero de plantas, por lo que es dificll su distribucion. Con =l
objetivo de multiplicar lo= materiales menciocnades en este estudio., nos
hemos propuesto oblener embriogenesis somatica a partir de Lejido foliar,
como una importante via de multiplicacion asexual =n este cultivo.
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MATERIALES YMETODOS

Este estudioc se realizo en el Instituto Nacicnal de Clencias Agri'col.as
CINCAY.

Para el mismo se seleccionaron las lineas 8515, 9722, 9723, H-361-3 y
HW-268-13 por su resistencia a la Roya y Caturra como testigo.

Comc fuente de inoculos se tomaron los pares de hojas del 3ro. y 4to.
nudos de las ramas plagiot.ropxcas de plantas establecidas en el campo.

Para su seleccion se tuve en cuenta su coler, vigor y limpieza. Una vez
en el laboratorio, estas se lavaron con una esponja y solucion jabonosa
por 2-3 veces y se enjuagaron con abundante agua corriente; posteriormente
se sumergieron en una solucion de lejia comercial al 20 % durante 20
minutos y se colocaron en el flujo laminar. Transcurrido este tiempo las
hojas se enjuagaron con agua destilada y esteril de 3 a 4 veces. Esta
agua utilizada para el enjuague y en la que finalmente se mantienen las
hojas durante la siembra contiene cysteina €28 mg~-1l) para contrarrestar la
oxidacion fenolica.

Luego de la desinfeccion del material se procedlé al secclionado; para
ello y con el auxilio de pinzas y tijeras se eliminaron los bordes, la
Zzona basal, apical y la nervadura central. La zona restante se dividio en
segmentos de 1 cm aproximadamente, que se colocaron en el medio de
cultivo inmediatamente despues del corte de cada hoja.

Para lograr cultivos asepticos, se realizaron Incubaciones o
presiembras de las seccliones de hojas durante 72 horas en la oscuridad.
El medio utilizado fue MS 1,2, con la adicion de 30 g-/1 de sacarosa, 2S5
mgsl de cysteina y 8 g1 da agar tecnico No.3. Se transfirieron al medioc
de induccion de callos agquelleos inoculos de aspecto y sanidad adecuados
para el establecimiente del cultivo.

El medio nutritivo utilizado contenia las sales recomendadas _por
Murashige y Skoog (19682) (MS), 20 g-1 de sacarosa, 25 mgsl de cysteina,
10 mg/1 de tiamina y 100 mg-l de inositol. Para estudiar la interaccion

2,4-D-BAP scbre la formacion de calles embriogenico=s, se probaron 11
medios CTabla ID.

Tabla 1. Efecto de la interaccion del 2,4-D y BAP CBencil-amino-purinad
scbre la induccion de calle embriogenico.

Numero  de Inocul os
Medio de Regul adores del crecimientc mg-l inocules por con callo
cul tivo 2,4-D BAP tratamiento %
MS-I y 1 40 BS
MS-II b § 3 40 87,5
MS-III 1 10 40 B87.8
MS-IV 1 30 40 S
MS-V 3 & 40 100
MS-VI 3 3 40 100
MS-VII 3 10 40 100
MS-VIII 3 - 40 BO
MS-IX 10 1 40 30
MS-X 30 3 40 28
MS-XI - 3 40 -




Para la induccion de embr { ones somaticos, se utilizo el medio MS con
0,1 mgsl de Acido Naftalenacetico CANAD y 0,5 mgrsl de Kinetina, mientras
gue para la germinacion se combinaron 0,1 mg/l de Kinetina y 0,5 mgsl de
acldo Indeolbutirico. 3 3

En todos los casos el pH se ajusteo a 5,7 £ 0,1 y la solidificacion de
los medios con gelrite €2 g-1). e

La esterilizacion se realizo en la autoclave a 1,5 atm de Pl‘l‘-'ﬁlﬂn
durante 15 minutos.

Para el inicio, el desarrollo de callosidades y la inducecion de
embriones, las siembras se mantuvieron en la oscuridad a 28 - 30 S
mientras que para la qernunaclon. las siembras =se colocaron en un
fotopericdo de 16 horas luz.

Se utilizaron 40 explantes- tratamiento hormonal.

RESUL TADOS

El inicio de formacion de callos se observo a partir de la primera
semana de establecido el cultivo aseptico, comenzande a notarse 1la
proliferacion de una masa de color blanco cremoso en la zona de corte del
inoculo CFoto 1D. = .

En general, la coloracion del callo sufrioc camblos a lo largo de su
desarrollo, pues se torno carmelitoso, color que fue mas intenso en las
varledades H-381-3 y HW 28-13.

El comportamiento de las varledaes estudiadas fue similar en cuanto al
inicio de formacion de callos; sin embargo, a la tercera semana de la
siembra, la HW 28-13 y la H—ﬁi—a mostraron una callosidad escasa y de
crecimiento lento (Fotos 2, 3, 4 y By su co.laracion fue moscura que
las variedades restantes. Sobresalieron notablemente las variedades 9722
y Caturra con una formacion de callo, abundante por inoculo CFotos 6 y 7).

La interaccion 2.4-D BAP favorecio la formacion de calleos, sin embargo,
no slempre fueron ed:rlogenlcos Cuando se combino 1 mgsl de 2,4-D°con
concentraciones desde 1 hasta 10 mg-l de BAP Cmedios MS-I, MS-II y MS-III)
Y 3 mgsl de 2,4-D con concentraciones desde 1 hasta 10 mg-l BAP (medios
MS-IV, MS-V y MS-VI) (Tabla I), se originaron callos embriogenicos aunque
no con la misma frecuencia en cada una de estas combinaclones y se observo
que cuando se aumento la cantidad de 2.4-D a 3 mgr/l disminuyo ligsramente
la formacion de este tipo de callo, a pesar de que auments 21 numero de
explantes formando callos €100 % y la produccion de callos por explante.

Dosis por encima de 10 mgs/l de 2.4-D resultaron totalmente negativas
para el proceso (Tabla I), mientras que entre 3 y 10 mgs/l disminuyo la
formacion de callcos por explante.

La adicion al medio del 2,4-D de forma independiente (3 mg-rl) provoco
una alta formacion de callos de tipo friable (80 % y no se observo
enbr.logenesls en ninguno de ellos, CFoto 8): El BAP, por otra parte,
cuando se adiciono solec al medio no provoco ningun cambio en el tejido con
el transcurso del tiempo.

La diferenciacion de embrioides fue observada en callos de coloracion
carmelita oscuro, los que aparecileron como puntos de color blance
brillante CFoto 83,y en callos en que no se practicaron divisiones, es
decir, sobre el cillo de cicatrizacion. En su desarrollo los embricides
pasaron: por las formas Llp.lc:as de .lo= embriones somaticos (globular,
acorazonado y torpsdo), cuya formacion no ocurrio Sincronizadamente y se
observaron simultaneamente las diferentes formas en un mismo callo. Este
proceso se inicio entre las 1S y 17 semanas de la siembra C(Foto 10D

La coloracion de los embrioides fue blanca y anaranjada iniclialmente,
pero una vez pasadas a medio de germinacion y colocadas a la luz, se
tornaron verdes y llegaren a un verde intenso y brillante las hojas cuando
las plantulas estuvieron formadas CFoto 112/ Esporadicamente fueron
obser vados -embrioldes con un desarrcolle anormal que no llegaron a formar
plantas.
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DISCUSION

Un analisis de los resultados nos indica que el sistema 2, 4-D-BAP parece
ser favorable a la induccion de callo embriogenico y que la presencia de
una auxina y una citoquinina favorece el proceso de callogenesis. En un
estudio similar, Garcla y Menendez (1987) y Martinez Gloria €1983), con
Catimores y Caturra respectivamente, reportaron que la formacion de callo
embriogenico es mayor con 2,4-D-BAP que con 2,4-D-Kinetina.

Los embricides se 'diferenciaron en callos de color carmelita, lo que
coincide con lo reportado por Dublin C1981), Pefia C1883), Sondahl €1977).
no obstante, este no parece ser un requisito indispensable para la
embriogenesis, ya que Pierson et al. (1983), al trabajar con tejidos de
Coffea canephora y Garcla Menendez (1687) con Catimor, observaron este
proceso en callos de coler blanco aunque con baja frecuencia, al parecer
por el efecto de otros reguladores del crecimiento ¥y el cambio del agente
solidificante por Gelrite. g

No obstante los resultados obtenidos, se continuara trabajando para
lograr una frecuencia alta de formacion de embripides y establecer un
sistema optimo de mlt..l.plicacign acelerada en el cafeto.
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ABSTRACT

SOMATIC EMBRYO FORMATION IN COFFEE CCoffea arabica L.) CROP. PART 1

This research study was aimed at obtaining embryogenic callt, which
further become somatic embryos of coffee (Coffea arabica L. O, Thus, leaf
pieces from plagiotropiec branches of field plants were submitted Lo "In
vitro®” culture. Culture media consisted of mineral salls, as recommended
by Murashige and Skoog (19627 and growth regulators ¢2,4-D and BAP)> in
eleven combinations jfor inducing embryogenic callt. Doses of (-3 mg-l
2,4-D and (<10 mg-rl BAP enhanced embryogenic callus formation
consistently. Such calli, in a combined mediumn of ANA (0,1 mg-/l> and
Kinetine €0,5 mgsl>, yielded somatic embryos, which were transferred to
another mediuwn having a hormone combination with Kinetine ¢0,1 mg/l> and
indolbutiric acid 0,5 mg/l>, to complete its germination process.

Manuserito recibido el 2-XI/B7.
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