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MICROPROPAGACION DEL CAFETO (Coffea arabica, ZLin.) MEDIANTE EL CULTIVO
DE EMBRIONES “IN VITRO"

NANCY SANTANA, LOURDES IGLESIAS Y MARIA C. GONZALEZ

RESUMEN

En el laboratorio de Genética y Mejoramiento del Imstituto Nacional de Cienciae Agricolas,
se estudid la ‘miecropropagacidn del cafeto a través del cultivo de embrionmes in vitro. Se
investigaron diferentes vias de multiplicacidn, poniéndose de manifiesto algunas potencia-
lidades del cultivo, que permiten reproducir materiales genéticos de interés con una mayor
garantia de la estabilidad genética. Como resultado se establecid un esquema de micropaga-
eidn a partir de embriones, en el cual existen numerosas vias que pueden ser utilizadas con

este objetivo.

INTRODUCCION

El primer cultivo de embriones fue realizado por Hanning en 1904, sin embargo,
no fue hasta 1972 cuando se hizo el primer reporte del establecimiento de
esta té&cnica en el cultivo del café& (Colonna, 1972). A partir de entonces
el cultivo de embriones ha sido empleado con objetivos disimiles por diferen-
tes autores (Ménaco et al., 1977, Silvia Montes, 1982; Sonddhly Martins, 1980
y Arcila, 1986).

Entre las mdltiples aplicaciones que puede tener esta técnica, se pueden
citar: su utilidad en los estudios sobre viabilidad de las semillas, la multi-
plicacién de hibridos, la conservacién de germoplasmas, la solucién a problemas
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de incompatibilidad entre especies, los estudios de aspectos de la nutricién,
el metabolismo y la recuperacién de embriones hibridos; no obstante, los re- |
portes de resultados, en qéneral, adn son escasos.

Este trabajo se realizd con el objetivo de establecer un sistema de:mﬂtlpll-
cacifén acelerada del café&, mediante el empleo de embriones sexuales cultivados

in vitro®.

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se utilizaron semillas maduras de la variedad Isla 5-4,
las cuales fueron sometidas, luego de eliminado el percamino, a un pretrata-
miento en agua durante 48 - 72 horas para facilitar la extraccidn del embrifn; -
transcurrido este tiempo fueron lavadas con abundante agua y sumergidas  en
una solucidén de lejia (cloro activo al 2,5 %) dilufda al 20 % durante 20 mi-
nutos. Posteriormente, fueron enjuagadas de 4 a 5 veces con agua destilada
y estéril, para eliminar el desinfestante y proceder a la diseccidén de la
semilla. Se utilizaron 24 embriones por tratamiento.

Como medio b&sico se utilizb el recomendado por Murashige y Skoog (1962},
con la adicidén de 4 mg/l de tiamina - HC1l, 100 mg/l de inositol, 25 mg/l de
cistefna - HCl, 20 g/l de sacarosa y 8 g/l de Agar Técnico No. 3.

El pH fue ajustado a 5,7 = 0,1 con KOk (IN). Los reguladores del crecimiento
utilizados se muestran en las Tablas I y II.

El corte de microesquejes se realizb cada 60 dias, cuando las pléntulas con-—
taban con 5 - 7 pares de hojas. Todo el material vegetal de estas pléntulas
fue utilizado para inducir los diferentes procesos estudiados. '

La formacidn de callo y la embriogénesis somdtica fueron inducidas en la
oscuridad a 28 = 2 °C y la formacidn de plé&ntulas,asi como el enxaizamiento

ocurrieron siempre a un fotoperiodo de 12 horas luz con igual temperatura.

Las evaluaciones fueron realizadas siempre por el mismo observador, tom&n-
dose en cuenta:

- por ciento de formacibn de callo

- por ciento de formacién de pléntulas

- por ciento de formacidn de raices

~ por ciento de callos form&ndo embriones somdticos
- altura de las pl&ntulas (mm)

- longitud de las raices (mm)

- inicio del enraizamiento (dias)

- por ciento de plantas enraizadas

- nlmerc de raices por planta.
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RCSULTADOS Y DISCUSION

Formacién de callo '

La induccidén de este proceso ocurrid siempre que se combind el 2,4-D con
BAP o kinetina, sin embargo, la mayor capacidad embriogénica se observd en
los callos formados "n la combinacidén de 1,0 mg/l de BAP y 2,0 mg/l de 2,4-D,
tanto en los que se formaron directamente del embridén como a partir de hojas,
nudos, entrenudos v raices de plantulas asépticas (Figuras 1, 2 y 3}. .Cuan—
do la concentracién del 2,4-D se elev§ a 3 mg/l, la formacidén de callo registrd
su valor mas alto (100 %), pero se vio afectada la diferepciacidn del mismo
(Tabla I). La interaccién 2,4-D kinetina tuvo un efecto débil sobre la ca-

llogénesis, observdndose no sblo en el nidmero de explante formando callo sino
tambié&n en su crecimiento lento.

Figura 1

Figura 2
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Figura 3

Formacion de embriones

La formacidén de embriones somdticos alcanzd su mayor valor cuando se combind
0,1 mg/l de kinetina y 0,5 mg/l de ANA, observdndose una intensa actividad
embriogénica en el callo, sin embargo, no hubo formacidn de embriones en toda la
masa del mismo, aungue una vez iniciado el proceso, al parecer, no fue indis-
pensable la conexién de dichas estructuras con el callo (Figuras 4, 5 y 6);
mientras que los callos formados en el medio, cuya composicién hormonal fue
de 1,0 mg/l de kinetina y 2,0 mg/l de 2,4-D, formaron embriones directamente
sobre el callo de cicatrizacidbn, sin realizar la transferencia al medio de
diferenciacidén (Figuras 7, 8 y 9). Cuando los embriones fueron sometidos a
la combinacién de ANA (0,5 mg/l) y kinetina (0,1 ma/l) en condiciones de os-
curidad, se produjo la formacién de embriones somdticos ain sin previa forma-
cién del callo (Figuras 10, 11 y 12}).

En todos los casos, la formacidén de embriones a partir de callos de hoijas,
nudos, entrenudos y raices tuvieron una mayor frecuencia que cuando se for-
maron directamente del embrién, debido, quizds, al tamafio del explante.

Formacidén de plantas

Este proceso resulta menos exigente a las condiciones del medio, ya gue
fue posible inducirlo en un amplio rango de combinaciones hormonales, aunque,
como se observa en la Tabla II, no todas las plantas crecieron de igual forma.
Las plantulas formadas en el medio, cuya composiéién hormonal fue de 0,1 mg/1
de kinetina y 0,5 mg/l de ANA, a los 45 dias alcanzaban una altura promedio
de 28,9 mm (Figura 13) con un 90,83 % de los embriones sembrados respondiendo
al tratamiento. Hubo muy poca diferencia con los que fueron sometidos a
1,0 mg/l de ANA y 3,0 mg/l de kinetina y a 0,5 mg/l de ANA y 1,0 mg/l de ki-
netina, cuyas alturas promedio fueron de 25,6 y 24,7 mm respectivamente.
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Cuando se combindé 0,1 mg/l de kinetina y 0,5 mg/l de AIB, aungue el 100 %
de los embriones. formd plantas, se observd mayor lentitud en su crecimiento
(Figura 14). ©S6lo las plantas provenientes de los medios MS; y MS, permitie-
ron realizar el fraccionamiento del tallo con é&xito, pues las mismas se caracte-
rizaban por sus entrenudecs largos. Una vez seccionado el tallo, las yemas

del nudo brotaron con mayor rapidez en el medio MS; (0,1 mg/l de kinetina y
0,5 mg/l de AIB) (Figura 15).

Figura 4

Figura 5
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in vitro.

Esquema de propagacidn del café a partir de embriones



Enraizamiento de Las plantas

La formacién de ralices ocurrid en diversos medios, pero un d&aarrol}b adecua-
do se observd en los medios MS;, MS,, MSs y MS;,, destacindose el mafiio MS:
por su influencia en el desarrollo radical (Tabla II). Estos medicﬂ'permi—
tieron inducir este proceso- en las plantas obtenidas por nudo, ladicuales
carecen de. sistema radical.

Formacidén de brotes miltiples

Cuando los embriones sexuales fueron sometidos al efecto de 1,%‘9/1 de
ANA y 2,0 mg/l de kinetina, se observd que una vez formada la pequefﬁfplﬂnmla.
de la base del tallo y en la zona mis pr6xima a esta, comienzan a formarse
peguefias protuberancias que posteriormente se canvierten en :lmunerables brotes.
Estos brotes crecieron de forma similar a los brotes miltiples que-focurren
en algunas especies (Figura 16).

Este proceso, no aparece en la literatura para este cultivo, por lo que re-
sulta interesante continuar su estudio como una importante via de propagacifn
del café.

En los cafetos se han realizado numerosos estudios sobre cultivo de explantes
muy diversos [meristémos, hojas, segmentos de tallo), con cbjetivos diferentes,
perc la eficiencia de la té&cnica afin tiene sus limitaciones dados los p:rd:ile—
mas de contaminacidén, oxidacién y la baja o nula regeneracién de plantas,
debido a las dificultades para el establecimiento de cultivos asépticos. (Dublin, 1980;
Pefia, 1983; Sondihl et al., 1984; M6naco et al., 1977.

Al cultivo de embriones, dada su ubicaci6n en la semilla, no son adjudicables
dichas limitaciones y una vez establecido el cultivo, de acuerdo con el ma-
nejo del medio nutritivo, es posible inducir, no sblo la embriogénesis som&-
tica y la multiplicacién por microesquejes, sino ademds, otros procesos que
no han sido observados en otras partes de la planta.

Estas potencialidades permitirlan superar a la propagacién "in viiro"™ por
microesquejes en la tasa de multiplicacifén v a la embriogénesis somitica en
la garantia de la estabilidad genética.

El cultivo de embriones permite establecer un esquema de propagacitn de gran
utilidad, cuando se cuenta con un reducido nfimero de semillas de material gené-
tico que requiera su rdpida distribucién (Figura 17), asi como explotar la
formacidén de brotes miiltiples como una nueva via de propagacifn en el cafeto.
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ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF COFFEE CROP (Coffea arabica, Lin.) THROUGH "IN VITRO" EMBRYO CULTURE

Coffee micropropagation was studied through "in vitro" embryo culture. Different multi-

plying approaches were investigated, showing some crop potentialities which enable to

reproduce interesting genetical materials with a gweater stability. As a result,’a micro-
propagation scheme from embryos was settled, in which there are several ways for this

purpose. '
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