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" ESTUDIO SOBRE EL EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO Y LA EDAD EN EL COMPORTAMIENTO
DE EMBRIONES DE CAFE (Coffea sp.) CULTIVADOS “IN VITRO”

NANCY SANTANA

RESUMEN

Este trabajo ;;e llevd a cabo en el Departamento de Genétrca y Mejoramiento del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Para la realizacidn del mismo, se estudiaron seis
edades de-los embriones y seis medios de cultivo en las variedades de café Isla 5-4 y Catu-
rra. Los resultados permitieron eondeer el comportamiento de los distintos estadios de de-
sarvollo en cada medio de eultivo, observdndose una mayor uniformidad de la respuesta en los
embriones dé 22 a 26 semanas de desarvollo. El proceso de enraizamiento se comportd menoe
exigente a las condiciones de-‘z medio de eultivo, logrdndose la induceion de dicho sistema
en un. amplio rango de combinaciones e independientemente de ta edad del embridn eon que se

trabajard.

'}

INTRODUCCION

\
.

q} cultivo tin vitro de células y tejidos del cafeto ha abierto posibilida-
des, tanto para el mejoramiento como para la propagacibn y conservacién de
materiales promisorios hibridos o cultivares heterocig6ticos, con caracteris—
ticas de resistencia o tolerancia d plagas y enfermedades como el minador y

la roya (Londofio y Qrozco, 1986).

El cultivo de embriones, entre sus diversas aplicaciones, permite la multi-
plicacién de hibridos (estudios de aspectos de nutricién y metabolismo), -es-*
tudiar la viabilidad de la semilla, obtener nuevas fuentes de variacifn genética,
asf como la conservacidén de embriones hibridos, cuyo desarrello se dificulta

por la formacifén de endospermos defectuosos o letales.

Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, La Habana.
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De ahi la importancia de profundizar en los estudios Sobre el cultivo de
embriones en el café; sin™embargo, los pocos reportes hasta ahora logradgps
estdn relacionados con el cultivo de embriones desarrollados y el Gnico re-
porte registrado del cultivo de embriones inmaduros de café fue realizado por
Arcila en 1986. |

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el comportamiento de embriones
en distintos estadios, en dos variedades de café&, con el fin de conocer el

momento dptimo para su desarrollo in vitro.

MATERIALES Y METODOS \ :

El trabajo de investigacibén fue realizado en el' Departamento de Genética y
Mejoramiento del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) .

El experimento se desarroll6 durante el periodo 1986-1988. Como material
de siembra' fueron utilizados 20 frutos de café de 16, 18, 20, 22, 24 y 26 gyj
manas después de la floracién de las variedades Caturra e Isla 5-4, para el

aislamiento vy cultivo in witro de los embriones.

Los frutos provenian de la segunda floracién de las plantas.

pPara la consecucibn de los objetivos, el trabajo se desarrolld en dos

etapas:

primera: seleccibén y seguimiento de las plantas para la obtencién de los
embriones en las diferentes edades a estudiar. Para ello se to-
maron varias ramas al azar durante el periodo de floracibn; de
cada rama seleccionada se ‘eliminaron todos 1los frutos de flora-
ciones anteriores y yemas floraleés que aparecieron posteriormente
y se hizo un seguimiento de las flores seleccionadas para esta-
blecer las edades en semanas, % k.

segunda: manipulacién del material en condiciones de laboratofio, asi como
desinfeccidén de las semillas y aislamiento de los embriones para

su cultivo <in vitro.

Preparacidn de medios de cultivo

En la preparacién de medios se utilizé el medio basal de Murashige vy

Skoog (1962), ligeramente modificado, el cual fue recomendado por Huang'y
Murashige (1977). R '



'El medio basal fue preparado usando las mezclas de sales minerales. A es-
te medio se le adiciond Tiamina (4 mg/l), sacarosa (30 g/1), Mio-inositol (100 mg/1);
se probaron 6 medios de cultivo utilizando dos reguladores del crecimiento: el
BAP (Bencil amino purina) en dos concentraciones (1,0 y 2,0 mg/l) y el IAA
(8cido indolacético) en tres concentraciones (0,0; 0,2 y 0,4 mg/l) los cuales
se combinaron como aparece en la Tabla I.

-

El Ph fue ajustado a 5,7 con KOH y solidificados los medios con 8-g/1 de
Aqar Técnico ndmero 3. -

Una vez preparados los medios, fueron distribuidos 10 ml en cada tubo de
ensayo y esterilizados en autoclave a una temperatura de 120 C con una presifn
de 15 libras durante 20 minutos,. -

Tabla I. Requladores del crecimiento
adicionados al medio de cul-
tivo (mg/l).

" medio de '
cultivo AIA ‘BAP
1 0,0 1,0
2 0,2 1,0
3 0,4 1,0
4 s 2,0
5 0,2 - 2.0 . T
s 0,4 i

El aislamiento de embriones comprendif dos fases: la prlmera con515t16 en

la desxnfncc16r de frutos y la sequnda en la extraccifén de los embriones.

Para la desinfeccidn de las semillas se siguid la meﬁodologia proguesta por
Colonna (1972) y la de Sondihl ef =l. (1981). ¢ \

El aislamiento de los embridnes fue realizado de la forma gue se explica 2
continuacifn, antes de su siembra in vitro:

1. eliminacibn del endecarpio o pergamino '

2. pretratamiento”en agua destilaca durante 72 - 96 horas antes de la ex-
traccién del embrién

3. desinfeccisn con lejia durante 40 minutos y posteriormente enjuagado de
4 a 5 veces con agua destilada v estéril .

4. extracCibn del embridén en una placz petri con un papel de filtrc, ambos
esterilizados previamente y con €l anoxilio de un esterecscopio, pinzas

£ 3

inas y bisturf.,
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Una ‘vez extraidos los embriones, estos fueron colocados sobre el medio de
cultivo. Las siembras fueron ubicadas en el cuarto de crecimiento en la os-
curidad durante 10 dias a una tempefatura de 26 = 2 °C y una humedad relativa
de 60 - 70 %. Transcurrido este perfiodo de incubacibn en la oscuridad, las
siembras fueron sometidas a un fotoperiodo de 12 horas luz y temperaturas de

27 * 1 % a una intensidad luminica de 4 000 luces.

para las evaluaciones se tuvieron en cuenta las siguientes medicicnes a los
70 difas del aislamiento del embridn.

- porcentaje de supervivencia

altura de la plantula (mm)

diametro del cauliculo (mm)

ancho de las hojas cotiledonares (mm)

porcentaje de pldntulas con raices.

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de supervivencia

Como se observa en la Figura 1, tanto la edad como la variedad y el medio
de cultivo jugaron un papel determinante en la supervivencia de los embrio-
‘nes, observindose diferencias en el comportamiento de ambas variedades, haciéndose
mis evidente el comportamiento desicual de las' mismas en algunos medios de
cultivo en dependencia de su desarrollo.

La variedad Isla 5-4 se destacd en los medios 4 y 6, cuya composicidén fue
de 2,0 mg/l de BAP sin AIA y 0,4 mg/l de AIA con 2,0 mg/l de BAP respectiva-
mente, para 20 semanas de los embriones, obteni&ndose valores de supervivencia
de 92,0 Y 90,0 % en dichos medios, mientras gue la variedad Caturra alcanzd
para esta edad (20 semanas) su valor m&s alto (78,5 %) en el medio 2, obser-
vdndose una marcada disminucidfn en los valores de supervivencia, en contraste
con la variedad Isla 5-4, la cual alcanzé su menor valor en el medio 5 (18,4 %).

En estadios ‘posteriores a las 20 semanas, se observd un comportamiento més
uniforme de ambas variedades en relacidén con los valores de supervivencia,
~ sobresaliendo notablemente, como se aprecia en la Figura 1, la respuesta de la
variedad Isla 5-4 en los medios 2, 4 y 5 a las 24 semdnas de edad de los em-
briones y en el medio 1 a las 26 semanas de edad. La variedad Caturra mostrd
su mejor comportamiento en los medios 2, 4 y 5 para las 24 semanas de edad
y €l medio 3 para Rgs 26 semanas. Sin embargo, es bueno destacar que los
embriones m&s maduros (26 semanas) fueron los gue mostraron un mejor desarrollo;
aungue a las 24 semanas se observd una mayor uniformidad en sentido general.
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Altura de La plantula

Como se observa en la Figura 2, la utilizacitn de embriones en estadios
muy tempranos de su desarrcllo influye negativamente en el crecimiento de
las plantulas formadas por ellos.

Las pléintulas formadas a partir de las 16 y 18 semanas mostraron valores
muy bajos en la altura, sin rebasar los 8,0 mm, mientras gque a partir de las
20 semanas de madurez, se observd un incremento notable de estos valores, re-
sultando el medio 3 a las 24 semanas el mds adecuado para la variedad Caturra
con 29 mm de altura y el medio 5 a las 22 semanas para la variedad Isla 5-4
con 26 mm de altura; no obstante, a las 26 semanas en el medio 6 la altura
promedio de las pldntulas fue de 25,9 mm, seguido de un buen nlmero de medios
que influyeron favorablemente en los dltimos 3 estadios de desarrollo (22,
24 y .26 semanas) en ambas variedades. Debemos sefialar que a partir de las
22 semanas se observd una gran uniformidad en el crecimiento de las plantulas
y un desarrollo armbnico de sus Srganos.

Didmetro del caulfculo

Como se observa en la Figura 3, este caricter se manifestd§ generalmente
bastanté uniforme en cada estadio, con algunas excepciones, como ocurrid en
los embriones de 18 semanas cultivados en el medio 3, cuyo didmetro promedio
fue de 2,7 mm en la variedad Isla 5-4, mientras que la Caturra oscild dentro
del rango general para este estadio (0,8 - 1,5 mm de didmetro). Si relacima-
mos este valor (2,7 mm de didmetro) en la Isla 5-4 con la supervivencia y 1la
altura de estas pléntulas, nos daremos cuenta de que el balance hormonal no
favorecid estos embriones, ya que solo el 39,3 % quedd establecido y el va-
lor promedio de la altura fue de 4,9 mm con ﬁn_crecimiénto extremadamente
lento, por lo que su aspecto fue anormal.

Los mayores valores se obtuvieron para la variedad Caturra en el medio 3
a las 22 .semanas, en el medio 6 a las 24 semanas y en el medio 3 a las 26 se-
manas, mientras que la Isla 5-4 mostr6 sus mayores valores en los medios 5 y
6 a 1l4s 22 semanas (2,4 - 2,5 mm), en los medios 3 y 5 a las 24 semanas
(2,3 - 2,4 mm) y a las 26 semanas su comportamiento fue inferior a los esta-
dios de 20, 22 y 24 semanas.

En general, se observ6é bastante uniformidad en las poblacicnes a las 20,
22 y 24 semanas de los embriones.

Ancho de Las hojas cotiledonales

Como se muestra en la Figuré 4, para los primeros estadios de los embriones
(16, 18 y 20 semanas), el desarrollo de las hojas cotiledonales fue poco, ma-
nifestlndose similitud en el comportamiento de ambas variedades; en los estadios
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posteriores se observd un incremento en este cardcter, manteniéndose cierta
uniformidad en el comportamiento varietal, con excepcidn del estadio de las
22 semanas, en el cual se aprecid una notable diferencia entre la Isla 5-4y
la Caturra en el medio 4 y 5 con 12,1 mm y 4,9 mm de ancho de las hojas res-

pectivamente. S \

El mayor desarrollo de las hojas fue observado en el medio 4 a las 26 se-
manas para ambas variedades, con 16,0 mm la Isla 5-4 y' la Caturra 18,3 mm,
seguido del medio 1 con 15,0 mm para la Isla 5-4,

I
Enraizamiento de las plantulag

El enraizamiento fue el car&cter que mostr6 mayor independencia de la edad
de los embriones. Como se observa en la Figura 5, este estuvo més ligado a
la variedad y a la composicidén del medio. ;

/ Se observaron valores elevados en los diferentes estadios y, de forma general,
la variedad Caturra mostr6é mayor capacidad para enraizar que la Isla 5-4. Se
observé que el medio 4 no favorece el proceso, al parecer por contener 2,0 mg/l

de BAP sin adicidn de auxina, asi como el medio 1 en los estadios de 16, 18 y
26 semanas con valores muy bajos de plantulas enraizadas. En el medio 2 a las
18 semanas tambi&n tuvo un efecto negativo.

La variedad Caturra tuvo buen comportamiento en un amplio rango de combina-
ciones y la Isla 5-4 alcanzd sus mayores valores en los medios 2 y 5 a 1la
semana 16.

La excisidn de embriones provenientes de semillas y su cultivo, en un medio
“nutritivo quimicamente definido, permite investigar los factores que influyen
en el crecimiento embrionario en condiciones controladas y, ademis, definir
el momento mds adecuado para un desarrollo normal de las plantulas, una vez
colocado el embrién en estas condiciones.

\

La transicidn progresiva y ordenada del cigoto, a través de estados bien
definidos de embriogénesis, puéde estar relacionada con ciertos cambios en el
medio ambiente quimico, acompafiado de un balance nutricional y hormonal (Cris-
tina L6pez-Peralta, 1985.

Aunque, en realidad, existe una gran variedad de medios nutritivos empleados
en el cultivo de embriones (Raghavan y Torrey, 1964), parece ser que para em
briones muy j6venes los requerimientos nutricionales son mis complejos que
para embriones maduros. Estudios similares han sido realizados por Norstog (1979)
en cereales, quien encontrd que en una mezcla de sales inorgénicas, azlcar,
vitaminas, aminodcidos y dcido m&lico, los embriones crecieron sin dificultades
nutricionales, sin embargo, se ha comprobado gue la aplicacidn ex6gena de re-

-
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guladores del crecimiento, asi como la interaccifn de auxinas y citoquininas
promueven la germinacifn y aceleran el crecimiento de las mismas (Norstog, 1979,
Veen, 1963; Ammirato, 1973 y 1977). Podria discutirse la presencia de una

predisposicién para el desarrollo completo, cuando los embriones prematuros

son extirpados, alin cuando se colocan en un medio bien complementado que per-
mita la expresitn del desarrollo del embrién. La dependencia heterotr&fica

del embridn inmaduro, sobre todas las sustancias nutritivas gue contiene el
endospermo, sugiere que las necesidades nutricionales para su desarrollo en

cultivo deben ser mis exactas.

N
REFERENCIAS

AMMIRATO, P. V. Some effects as abscisic acid on the development of embryos
from caraway cells in suspension culture. Am. J. Bot. (New York) 60:22-23,
1973. ,

Hormonal control of somatic embryo development from cultured
cells of caraway : Interactions of abscisic acid, Zeatin and gibberellic
acid. Plant Physiol. (Maryland) 59:579-586, 1977.

ARCILA, P. M. I. Morfologia e histologia del embridn de café& en diferentes
estados de desarrollo y su cultivo "in vitro" : Tesis de ingeniero agrénamo
/ P. M. I. Arcila.~~- Manizales : Universidad de Caldas, 1986.-- 155 p.

COLONNA, J. P. Contribution a e'étude de la culture in vitro d'embryons de
coféiers. Café Cacao Thé (Paris) 16(3) :193-203, 1972..

HUANG, L. C. Plant tissue culture media : Major constituents / L. C. Chuang
.—= Riverside : University of California, 1977.

LONDORO, R. L. C. Y C. OROZCO. Methods of propagation through in vitro cultu-
re. Cenicafé (Caldas) 37(4):119-1333, 1986.

LOPEZ-PERALTA, CRISTINA. Cultivo de embriones y &vulos : Pundamentos te®ri-
co-practicos del cultivo de tejidos vegetales / Cristina L6pez-Peralta.—-
Ciudad México : FAO, 1985, '

MURASHIGE, T. AND F. SKOOG. A revised medium for rapid growth and bicassays
with tobacco tissue culture. Fiysiologia Plantarum (Copenhagen) 15(3):473-
497, 1962.

NORSTOG, K. Embryo culture as a tool in thé'study of comparative and deve-

lopmental morphology / K. Norstog En: Plant Tissue Culture. Principles
and applications, 1979,-- p. 179-202.

RAGHAVAN, V. Y J. G. TORREY. Effects of certain growth substances on the

growth and morphogenesis of inmature embryos of Capsella in culture. Plant
FPhysiol. (Maryland) 39(4):691-699, 1964.

28



SONDAHL, M. R. In vitro methods applied to coffee. / M. R. Sond&hl, L. C.
Monaco, W. R. Sharp. En: Thospe, T. A. Ed. Plant tissue culture. Methods

and applications in Agriculture.-- New York : Academic Press, 1981.-- p.
325-347. .

VEEN, H. The effect of various growth regulators on embryos of Capsella
bursa-pastoris growing in vitro. Acta Bot. (Budapest) 12:129-171, 1963.:

ABSTRACT

PERFORMANCE OF "IN VITRO" COFFEE (Coffea sp.) EMBRYOS AS AFFECTED BY ITS AGE AND CULTURE
MEDLUM

This research study nﬁs conducted at the department of Plant Genetics and Breeding-from the
National Institute of Agricultural Sciences. GSix embryo ages and culture media were studied
on Caturra and Isla 5-4 cultivars. Resu?,té enabled to know the performance of different de-
veloping stages under each culture medium, the embryos from 22 to 26 yeeks oOf development
showed a more uniform responge. The rooting process demanded less under these cultural con-
ditions; thus, such system was induced under a wide range of combinations and independently
of embryo age.

Manuscrito recibido el 29/V1/89
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