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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo general validar un
sistema de induccién y regeneraciéon in vitro de embriones utilizando la
técnica de embriogénesis somatica directa a partir de segmentos de hoja de
café (Coffea arabica L. cv. Caturra y Catuai) provenientes de vitroplantas y
plantas de tres y doce meses de edad.

Las hojas procedentes de invernadero se sometieron a cuatro
metodologias de desinfeccion, en las cuales se probaron diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCI) y varios tiempos de
inmersion en una solucién bactericida (Agri-mycin) y funguicida (Benlate®).
Para la induccion de la embriogénesis somética directa los explantes
provenientes de las hojas del dpice y de la parte media de las vitroplantas y
los explantes provenientes de la parte distal, medial y basal de las hojas
procedentes de plantas de tres y doce meses de edad se cultivaron en el
medio de induccidén de embriones (CATIE descrito por Flores y Abdelnour,
2000), en el medio Yasuda et al. (1985) modificado por Bieysse et al. (1993)
y en el medio Hatanaka et al. (1991). Los embriones somaticos en estado
globular y torpedo de la variedad Caturra se cultivaron en el medio desarrollo
de embriones (CATIE descrito por Flores y Abdelnour, 2000), Yasuda et al.
(1985) modificado por Bieysse et al. (1993), Hatanaka et al. (1991) y el medio
de germinacién T5 (Solano, 2001).

En cuanto a las metodologias de desinfeccién evaluadas, el método
mas adecuado para la desinfeccidn y control de los microorganismos
contaminantes en las hojas provenientes de plantas de café mantenidas en
el invernadero consistié en: aspersion de las plantas previo a la inoculacion
in vitro con una solucion bactericida (Agri-mycin) y funguicida (Benlate®).
Luego, los explantes se sumergieron en una solucion de Agri-mycin y
Benlate® por 60 minutos y por ultimo en una solucion de NaOCI al 1.6% y
1% por 30 y 5 minutos respectivamente. Los explantes provenientes de
vitroplantas de Caturra y Catuai y plantas de tres meses de edad de la
variedad Caturra resultaron ser los mejores para la induccion de la
embriogénesis somatica directa. El medio de cultivo Yasuda et al. (1985)
modificado por Bieysse et al. (1993) resultdé el més indicado para inducir la
embriogénesis somatica. Los estudios histolégicos permitieron evidenciar el
proceso de embriogénesis somatica directa. De los cuatro medios de cultivo
evaluados para la germinacion de los embriones, se obtuvo un mayor
porcentaje de germinacion al utilizar el medio Yasuda et al. (1985)
modificado por Bieysse et al. (1993).

Palabras claves: café (Coffea arabica L.), Caturra, Catuai, embriogénesis somatica,
regeneracion in vitro.



ABSTRACT

The main purpose of this investigation was to validate a system for in
vitro embryo induction and regeneration using direct somatic embryogenesis
from coffee leaf segments (Coffea arabica L. cv. Caturra and Catuai) coming
from vitroplants and three and twelve-month-old plants.

Young leaves from greenhouse plants were treated with four
sterilization procedures, in which four different concentrations of sodium
hypochlorite (NaOCI) were tested. Different immersion times in an Agri-mycin
and Benlate® solution were also evaluated. For direct somatic
embryogenesis induction, explants from apical and middle leaves of
vitroplants were used. Explants from the distal, middle and basal parts of the
three and twelve-month-old leaves were cultivated on the following culture
media: CATIE embryo-induction (Flores y Abdelnour, 2000), Yasuda et al.,
1985 modified by Bieysse et al.,1993 and Hatanaka et al.,, 1991. Somatic
embryos in globular and torpedo stage of the Caturra variety were cultivated
on the following embryo development media: CATIE, Yasuda et al., 1985
modified by Bieysse et al., 1993, Hatanaka et al., 1991 and the germination
medium T5 (Solano, 2001).

Concerning to the evaluated disinfections procedures, the method that
required atomization with a bactericide (Agri-mycin) and fungicide (Benlate®)
solution, 60 minute immersion time of the explants in the bactericide-fungicide
solution and 30 and 5 minutes immersion time in a solution of NaOCl 1.6 and
1% respectively resulted most effective for the control of contaminant
microorganisms in the leaves from greenhouse coffee plants. The explants
from Caturra and Catuai vitroplants and three-month-old plants of the Caturra
variety resulted best for direct somatic embryogenesis induction. The Yasuda
et al., (1985) culture media modified by Bieysse et al., (1993) were the best
for somatic embryogenesis induction. Histological studies allowed the
detection of the process of direct somatic embryogenesis. The best
germination percentage was obtained with the Yasuda et al., 1985 medium
modified by Bieysse et al., 1993.

Keywords: direct somatic embryogenesis, coffee (Coffea arabica L.), Caturra,
Catual, tissue culture.
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INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas mas importantes en el
mercado internacional y uno de los cultivos tropicales perennes con mayor
area cultivada en el mundo, la cual comprende 11.2 x 10° ha (Berthouly,
1997; Berthouly y Etienne, 1999; Carneiro, 1999). Segun el Instituto del Café
de Costa Rica (2001), la produccion promedio mundial durante el periodo
2001-2002 fue igual a 114.97 millones de sacos de 60 kilogramos. En Costa
Rica, el café ha sido uno de los principales productos agricolas de
exportacion y en el afio 2001 representd una entrada de divisas por un monto
de 162.53 millones de délares (PROCOMER, 2001).

Existen mas de cien especies del género Coffea; pero desde el punto
de vista comercial solamente Coffea arabica y Coffea canephora son
importantes en el mercado internacional. EI 75 % del café consumido en el
mundo se obtiene de Coffea arabica, cultivada en su mayoria en América
Latina, debido a la alta productividad y calidad de la bebida. La especie
Coffea canephora se cultiva principalmente en Brasil, Africa y Asia, debido a
su resistencia a la roya del cafeto y a su mejor adaptaciéon al clima calido y
hamedo, tiene cierta importancia en el ambito mundial y hoy en dia

constituye el 25 % del café exportado (Carneiro, 1997; Girén, 1998).

En Costa Rica predomina la siembra de cultivares de porte bajo y alta
productividad, como Caturra y Catuai, las cuales cubren mas del 80 por
ciento del area cafetalera nacional (ICAFE, 2001). La variedad Caturra es
una mutacion de la variedad Bourbon originaria de Minas Gerais, Brasil. Esta
variedad se caracteriza por su alta produccion y buena calidad de la bebida.
La variedad Catuai, producto del cruce entre Mundo Novo y Caturra, se

caracteriza por un alto rendimiento por hectarea (Alvarado y Rojas, 1998;
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Coffee Research Institute, 2001).Por otra parte, recientemente, se ha iniciado
la siembra de la variedad CR-95 que es la ultima variedad liberada por el
ICAFE (ICAFE, 2001).

La especie C. arabica al ser producida por autogamia posee una base
genética estrecha y por ende es susceptible a diferentes plagas y
enfermedades tales como la roya (Hemileia vastatrix), la antracnosis
(Colletotrichum coffeanum) y la broca del café (Hypothenemus hampei
Ferrari), mientras que la especie C. canephora es menos susceptible, debido
a la gran variabilidad genética que presenta, por ser una especie alégama
(Berthouly y Etienne, 1999).

El cultivo del café posee varias limitantes fitosanitarias, sin embargo,
la que provoca mayor dafio y repercusion economica es la broca
(Hypothenemus hampei Ferrari) (Le Pelley, 1968; Obando, 2002). En nuestro
pais el insecto aparecié por primera vez en el aiilo 2000 y en este momento

afecta 60 fincas, ubicadas en el Valle Central.

La broca ataca directamente el fruto del café, en todas las fases del
periodo de maduracion (verde, maduro y sobremaduro). Por consiguiente,
ocasiona importantes pérdidas en el rendimiento, sobre todo en la calidad del
grano, del que se alimenta y utiliza como sitio de reproduccion, desarrollo y
refugio (Le Pelley, 1968). Debido a la disminucién en el peso de los granos, a
un aumento la cantidad de frutos vanos y a la caida de los frutos inmaduros,
la broca puede dafiar hasta un 80 por ciento de la produccion y en algunos

casos ocasionar pérdidas totales (Lopez, 1994).

Una de las alternativas para el control de la mayoria de insectos plaga
es el uso de variedades resistentes. Sin embargo, las variedades de Coffea
arabica que se siembran en Costa Rica (Caturra, Catuai y CR-95), asi como

el germoplasma que se siembra en América Tropical, incluidas las
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variedades brasileias de Coffea canephora son susceptibles a

Hypothenemus hampei Ferrari.

En consecuencia debido al impacto econdmico que esta plaga
ocasiona a la caficultura y a la economia del pais, los sectores involucrados
en la actividad cafetalera y las instituciones publicas de investigacion han
enfocado sus esfuerzos a la busqueda de técnicas no convencionales de
mejoramiento geneético que permitan incorporar a las variedades comerciales

y lineas élites de café genes de resistencia al insecto.

La ingenieria genética de plantas permite el aislamiento de genes de
una especie e insertarlos en otra, superando asi las barreras para la
transferencia de genes entre especies, e inclusive entre reinos (Madriz, 2001,
Elizondo, 2002).

Los procesos de transformacion genética, ya sea a través de
Agrobacterium tumefaciens, biobalistica o electroporacién, requieren de
protocolos de cultivo de tejidos eficientes que permitan obtener tejidos in vitro
(suspensiones celulares, callos embriogénicos o embriones somaticos) aptos
para la transformacion genética, asi como el mayor numero posible de

plantas a partir de los explantes transformados.

De ahi, la importancia de poner en practica técnicas de cultivo de
tejidos, como la embriogénesis somatica, por medio de la cual se obtienen
embriones perfectamente organizados a partir de células sométicas. Estos
embriones presentan meristemas apicales y radicales, en polos opuestos en
una misma estructura. Sus caracteristicas morfolégicas son idénticas a las
encontradas en los embriones cigoticos (Denchev et al., 1992; Abdelnour y
Escalant, 1994; Solano, 2001).
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JUSTIFICACION

Desde hace varios afios las investigaciones en café se han orientado
a la optimizacioén, tanto de la embriogénesis somatica directa como de la
embriogénesis somatica indirecta, como herramientas de micropropagacion
(Berthouly y Etienne, 1999; Solano, 2001).

En café, la regeneracion in vitro por embriogénesis somatica directa
ha sido descrita por varios investigadores: Dublin (1981), Pierson et al.
(1983), Yasuda et al. (1985), Hatanaka et al. (1991) y Fuentes-Cerda et al.
(2001). Estos estudios evidenciaron la capacidad de esta especie para llevar
a cabo embriogénesis somética directa y para el desarrollo de plantulas a
partir de embriones somaticos; por lo tanto, la embriogénesis somatica
representa una alternativa interesante y econdémica para la multiplicacion de

plantas seleccionadas (Berthouly, 1997).

Por medio de la embriogénesis somatica directa la cantidad de
embriones obtenidos por explante cultivado es muy reducida, en
comparacion a la cantidad obtenida a través de la embriogénesis somatica
indirecta. No obstante, presenta la ventaja de reducir considerablemente la
variacion somaclonal, obteniéndose una mayor uniformidad genética.
Ademas, permite reducir el tiempo necesario para la obtencion de embriones
somaticos (Molina y Figueroa, 1996; Vicient y Martinez, 1998; Berthouly y
Etienne, 1999)

La induccion de la embriogénesis somatica directa en café no
solamente depende del genotipo de la especie, sino también de la
composicion del medio de cultivo y la calidad del explante (Bieysse et al.,
1993). Por lo que es necesario evaluar diferentes medios de cultivo, con el fin

de determinar el protocolo que mejores resultados brinde.
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A la hora de seleccionar una metodologia es importante evaluar, no
solamente el niumero de embriones sométicos obtenidos, sino el tiempo
requerido para obtenerlos, asi como la calidad de los mismos, es decir, la

capacidad para germinar y crecer hasta formar una plantula.

Uno de los medios de mayor uso para la induccion de la
embriogénesis somatica directa en café es el medio Yasuda et al. (1985).
Estos autores mencionan la obtencion de embriones diferenciados 16
semanas después de haber colocado secciones de hojas de Coffea arabica
en el medio. Posteriormente, Bieysse et al. (1993) redujeron ese tiempo a 10
semanas usando segmentos de hoja de vitroplantas de Coffea arabica en

este mismo medio.

Otro de los protocolos que se han utilizado es el empleado en el
Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) (Flores y
Abdelnour 2000). El cual consiste en cultivar los explantes en un medio de
induccion de embriones por 4 semanas, seguido de un medio de desarrollo

de embriones por 12 semanas.

Por otra parte, Hatanaka et al. (1991) obtuvieron buenos resultados en
embriogénesis somatica directa al cultivar secciones de hoja de café (Coffea
canephora Pierre) en un medio de cultivo que solamente contenia 2-iP (N-

isopentenil aminopurina) como regulador de crecimiento.

De acuerdo a lo anterior, la presente investigacion tiene como objetivo
general validar el protocolo de induccién y regeneracién in vitro de
embriones utilizando la técnica de embriogénesis somatica directa a partir de

segmentos de hoja de café (Coffea arabica L. cv. Caturra y Catuai).

18



Los objetivos especificos fueron:

Recibir capacitacion en la técnica de embriogénesis somatica directa en

café.

Establecer una metodologia eficiente para la desinfeccion de hojas de

café provenientes de invernadero.

Determinar el potencial embriogénico de tres tipos de explantes en las
variedades Caturra y Catuai en tres protocolos descritos para la induccion

y regeneracion in vitro de embriones somaticos.

Evidenciar por medio de estudios histolégicos el tipo de embriogénesis

somatica.

Determinar el medio de cultivo adecuado para la germinacion de los
embriones somaticos. Implementar la técnica de embriogénesis somatica
directa de café en el Centro de Investigacion en Biologia Celular y
Molecular (CIBCM, UCR).
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REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas generales de Coffea arabica

Origen y datos histéricos

El café arabico (Coffea arabica L.) tiene su origen en las tierras altas

(de mas 1000 m.s.n.m.) de Etiopia y Sudan, en Africa (Leon, 2000).

En los afios 575 y 890, los invasores persas y arabes lo llevaron a
Arabia y a Yemen, mientras que los nativos africanos extendieron su cultivo a
Mozambique y Madagascar. De aqui, los holandeses y los portugueses lo
trasladaron a Ceylan, posteriormente a Java y a la India, asi como a otras
regiones de Asia y Africa (Alvarado y Rojas, 1998). Semillas procedentes de
Java y cultivadas en jardines botanicos de Amsterdam y Paris
proporcionaron el material de siembra para Surinam y las Antillas Francesas,

de donde su cultivo se expandi6 al resto de América Tropical (Le6n, 2000).

En 1727 fue introducido a Sumatra, Brasil, luego pas6é a Peru y
Paraguay y, en 1825 a Hawai (Alvarado y Rojas, 1998). Luego, se extendio a
Puerto Rico y El Salvador en 1740, a Guatemala en 1750, a Bolivia, Ecuador
y Panamé en 1784. Se cree que el café llegd a Costa Rica por los afios 1796
y 1798 procedente de Cuba y Guatemala (Instituto del Café de Costa Rica,
1998 citado por Solano, 2001).

Botanica

El género Coffea fue propuesto en 1735 por Linnaeus, quien también
describi6 la especie Coffea arabica en 1753 (Sondahl y Lauritis, 1992 citado

por Solano, 2001). El café pertenece a la familia Rubiaceae, en la cual se

20



han identificado dos géneros: Coffea y Psilanthus. EI género Coffea incluye
aproximadamente cien especies, no obstante, cuatro de estas se mencionan
como cultivadas comercialmente, destacandose las dos primeras segun el
siguiente orden: C. arabica, C. canephora, C. libericay C. dewevrei (Alvarado
y Rojas, 1998; Leo6n, 2000) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del café.

Taxonomia Nombre
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Sub-divisién Angiospermae
Clase Magnoliatea
Sub-clase Asteridae
Orden Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Coffea
. arabica, canephora, liberica,
Especie (s) .
dewevrei

Fuente: Alvarado y Rojas (1998).

El café es una planta provista de un eje central, el cual presenta en su
extremo una parte meristematica en crecimiento permanente que da lugar a
la formacion de nudos y entrenudos. El porte del café, caracterizado por el
dimorfismo de ejes, consiste de un eje vertical (ortotropico) del que salen ejes
laterales o plagiotropicos. Las ramas laterales se alargan en forma
permanente, lo que, sumado al crecimiento vertical, le dan una apariencia
piramidal a la planta. Las ramas primarias o bandolas son aquellas que
condicionan el crecimiento lateral del café. En tanto que, las ramas
ortotropicas permiten el crecimiento vertical de las plantas y solamente

producen yemas vegetativas, pero nunca flores (Girdn, 1998; Ledn, 2000).
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Tipos de propagacion del café

Propagacion sexual

En la naturaleza, el café se reproduce por semillas (Coste, 1968). En
Coffea arabica, después de un proceso de seleccidon relativamente largo,
unos veinte aflos como minimo, las variedades comerciales son propagadas
por semillas. Esta seleccion permite obtener una variedad generalmente

estable y homocigotica para los caracteres buscados (Etienne et al., 1999).

En Coffea canephora, planta alégama, la reproduccion por via sexual,
da lugar a una recombinacién de genes y por ende individuos diferentes a los
dos padres (Etienne et al., 1999).

Propagacion asexual

Para multiplicar cultivos con buenas cualidades agronomicas, se han
utilizado métodos de multiplicacién vegetativa, que permiten la multiplicacion
idéntica o clonacion del material a gran escala (Etienne et al., 1999; Solano,
2001).

La multiplicacion vegetativa juega un papel importante en especies
perennes como el café, el cual puede ser propagado vegetativamente por
medio de estacas o injerto (Coste, 1968; Solano, 2001). El injerto es una
préactica utilizada fundamentalmente con miras a mejorar el crecimiento de
ciertas especies y de ciertos hibridos o para reducir la duracion de las
generaciones. El injerto de Coffea arabica en Coffea canephora es una

practica muy utilizada para controlar nematodos (Berthouly, 1997).

Las técnicas de injerto utilizadas son muy clasicas: injerto de pua por
rajadura e injerto por aproximacion (Coste, 1968; Cambrony, 1989). Couturon

y Berthaud (1979) establecieron la técnica de injerto de embriones de café,
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cuya importancia radica en la recuperacion de material que no se hubiera
podido salvar en condiciones normales de germinacion. Ademas, esta
técnica permite el desarrollo de hibridos entre especies de café

genéticamente apartados (Berthouly, 1997).

La reproduccién por estacas es una practica horticola muy empleada
en Coffea canephora, especie alégama, debido a la imposibilidad de
reproduccion uniforme por via sexual (Solano, 2001). En la multiplicacion
vegetativa del café por estacas, se pueden utilizar solamente tallos
ortotropicos, esto debido al dimorfismo vegetativo. Si se llegara a utilizar
estacas plagiotropicos se obtendria un cafeto de porte rastrero y compacto,
sin interés préctico (Coste, 1968; Ledn, 2000).

El nimero de estacas ortotropicas que puede producir una planta de
café es limitado y en el caso de una multiplicacion a gran escala, esto puede
conducir a lapsos de tiempo considerables entre la creacién de una variedad
y su posterior difusion. Ademas, la reproduccién por estacas exige la
instalacion de jardines clonales, lo que implica diversos problemas, entre

ellos el mantenimiento de las superficies utilizadas (Berthouly, 1997).

En tal sentido, el desarrollo de las técnicas de multiplicacién in vitro ha
revolucionado la multiplicacién vegetal, ya que permite obtener plantas
genéticamente mejoradas en gran cantidad, con gran rendimiento y se

espera que a bajo costo (Solano, 2001).
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Cultivo de tejidos en café

El cultivo de tejidos se define como el conjunto de técnicas que
permiten cultivar un explante con potencial de diferenciacion en un medio de
cultivo de composicion quimica definida, bajo condiciones de asepsia y bajo
condiciones ambientales controladas (Mroginski y Roca, 1991; Abdelnour y
Escalant, 1994).

Una buena herramienta para agilizar los trabajos de mejoramiento
genético del café es el uso de técnicas de reproduccion asexual, tal como el
cultivo de tejidos, el cual permite multiplicar genotipos élite en forma masiva y

en un tiempo relativamente corto (Solano,2001).

A partir del trabajo pionero de Staritsky (1970), quien indujo con éxito
la embriogénesis somatica en Coffea canephora, se han descrito varias
técnicas aplicadas al cultivo in vitro del café, tales como el cultivo de
meristemos, embriones cigoéticos, anteras o polen, suspensiones celulares y

el cultivo de protoplastos (Carneiro,1999).

Las técnicas de cultivo de tejidos son utilizadas en café principalmente
con dos fines: i) recortar el ciclo de seleccién para Coffea arabica L. por
medio de la micropropagacién de hibridos y por la utilizacion de plantas
haploides y ii) multiplicar r@pidamente los genotipos de Coffea canephora en
las regiones en donde la multiplicacion por esquejes presenta problemas, o

bien, para acelerar la instalacién de jardines clonales (Berthouly, 1997).

La multiplicacion vegetativa del café utilizando las técnicas de cultivo
in vitro se puede llevar a cabo por dos vias: las microestacas y la

embriogénesis somatica (Berthouly, 1997).
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Microestacas

La técnica de microestacas del cafeto fue desarrollada separadamente
por Dublin en 1980 y en 1984 y por Custer en 1980 (Berthouly, 1997; Etienne
et al., 1999). La propagacion in vitro por microestacas, consiste en el cultivo
de un nudo o entrenudo proveniente del vastago 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, 0
ser enraizados, obteniéndose asi multiples plantas, idénticas, en principio, a

la planta madre (Garcia y Rafael, 1989; Solano, 2001).

Segun Etienne et al. (1999) esta técnica comprende tres fases: i)
instalacion del material vegetal in vitro, seguida de la obtencion de
microtallos provenientes de la induccién de yemas axilares; ii) multiplicacion
de los microtallos y iii) enraizamiento in vitro de los microtallos y su

aclimatacién a condiciones de invernadero.

La principal ventaja de esta técnica es la garantia de una propagacion
genéticamente idéntica a la planta madre (Juma et al., 1994; Solano, 2001).
Sin embargo, esta técnica sigue siendo una metodologia costosa ya que
tiene una manipulacibn muy alta, ademas, que ofrece una tasa de
multiplicacion limitada (Etienne et al., 1999).

La alta contaminacién por bacterias y hongos y la oxidacién fendlica
gue se manifiesta mediante la aparicion de un color café en el medio de
cultivo, en el cual se encuentran sembrados los explantes, representan
problemas importantes que se presentan al utilizar la técnica de microestacas

como metodologia de propagacion (Giron, 1998).

Por estos motivos desde hace varios afios las investigaciones se
orientaron basicamente hacia el uso de la embriogénesis somatica como

herramienta de micropropagacion (Berthouly y Etienne, 1999; Solano,2001).
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Embriogénesis somética

La embriogénesis somética es la méas clara expresion del fenémeno
de totipotencia celular enunciado por Haberland en 1902 (Etienne et al.,
1999; Solano, 2001). La totipotencia, es la capacidad de las células
vegetales para formar un nuevo individuo genéticamente idéntico a la célula
madre (Berthouly, 1997)

La embriogénesis somatica es un proceso biolégico por medio del cual
se obtienen embriones perfectamente organizados a partir de células
somaticas. Estos embriones somaticos se desarrollan al pasar por las fases
(globular, torpedo y cotiledonar en dicotiledoneas) idénticas a las del embrion
cigético (Ammirato, 1983). Los embriones somaticos presentan una
estructura bipolar, con meristemas apicales y radicales en extremos de un
mismo eje, en los cuales las caracteristicas morfolégicas son idénticas a las
encontradas en los embriones cigoticos (Denchev et al., 1992; Abdelnour y
Escalant, 1994; Solano, 2001). Ademés, los embriones somaéaticos se
caracterizan por no presentar conexion vascular con el tejido materno (Litz y
Jarret, 1991).

De manera general, la embriogénesis somatica puede obtenerse por
medio de dos estrategias: (i) una, denominada embriogénesis somatica
directa o embriogénesis somatica de baja frecuencia y (ii) la otra, conocida
como embriogénesis somatica indirecta o embriogénesis somatica de alta

frecuencia.

Por medio de la embriogénesis soméatica directa o de baja frecuencia,
se obtienen embriones directamente a partir de una célula individual o un
grupo de células del explante, sin la formacion previa de un callo. Esto
ocurre, por ejemplo, con las células epidémicas del hipocétilo en la zanahoria
silvestre y en Ranunculus sceleratus (Sondahl et al., 1991; Denchev et al.,
1992; Berthouly y Etienne, 1999; Quiroz- Figueroa et al., 2002b).
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En la embriogénesis somatica directa, las células embriogénicas estan
presentes y lo Unico que se requiere para la formacion de los embriones
somaticos, es la presencia de una sustancia inductora o la eliminaciéon de
una sustancia inhibidora, para que estas células reanuden su actividad
mitotica y su desarrollo embriogénico (Sondahl et al., 1991; Quiroz- Figueroa,
2002b).

Esta estrategia se caracteriza por permitir, después de 13-15 semanas
de cultivo en el medio de induccién, la obtencion rapida de embriones
somaticos bien constituidos (Etienne et al., 1999). La cantidad de embriones
somaticos obtenidos por explante cultivado, de 1 a 10, es limitada en
comparacion a la cantidad obtenida a través de la embriogénesis somatica
indirecta (Berthouly, 1997). No obstante, presenta la ventaja de reducir
considerablemente la variacion somaclonal, obteniéndose una mayor
uniformidad genética (Molina y Figueroa, 1996; Vicient y Martinez, 1998;
Berthouly y Etienne, 1999)

La embriogénesis somatica indirecta o de alta frecuencia, permite la
obtencion de embriones a partir de callos, mediante el uso de dos medios de
cultivo, uno de induccion de un callo embriogénico y otro para la
regeneracion de los embriones (Denchev et al., 1992; Berthouly y Etienne,
1999).
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Técnicas de induccion de la embriogénesis somatica directa

en café

Embriogénesis somatica directa descrita por Yasuda et al. (1985).

Uno de los medios de mayor uso para la induccion de la
embriogénesis somatica directa en café es el medio descrito por Yasuda et
al. (1985), el cual estda complementado con benziladenina (BA) como Unico
regulador de crecimiento. Estos investigadores indican la aparicion de un
callo blanco friable en el borde de los explantes 16 semanas después de la
incubacion de los explantes (segmentos de hoja de Coffea arabica L.).
Cuatro semanas después de la aparicion del callo encontraron tejidos

globulares y embriones somaticos diferenciados sobre la superficie del callo.

El desarrollo de los embriones somaticos obtenidos se llevd a cabo en
el mismo medio de cultivo o en ausencia de reguladores de crecimiento. Una
vez que las plantas alcanzaron una altura de 3 a 5 cm se consideraron listas

para su aclimatacion.

Sin embargo, Bieysse et al. (1993) al sustituir el agar por el gelrite en
el medio de cultivo descrito por Yasuda et al. (1985), obtuvieron embriones
después de 10 semanas de haber colocado segmentos de hoja de
vitroplantas de Coffea arabica en este medio.

Embriogénesis somatica directa descrita por Hatanaka et al. (1991)

Hatanaka y colaboradores (1991) reportaron un método simple, facil y
rdpido para la induccién de la embriogénesis somatica directa en Coffea
canephora Pierre. Estos investigadores mencionan la obtencion de
embriones diferenciados, 8 semanas después de cultivar secciones de hoja
en un medio de cultivo que solamente contenia 2-iP (N-isopentenil

aminopurina) como regulador de crecimiento.
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El desarrollo de los embriones somaticos obtenidos en este ensayo se
llevd a cabo en el mismo medio de cultivo y una vez que las plantas
alcanzaron una altura de 3 a 4 cm se consideraron listas para su

aclimatacion.

Embriogénesis somatica directa descrita en el CATIE

El personal del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y
Ensefianza (CATIE) desarrollé un sistema para la induccion de la
embriogénesis somética directa en café. Dicho sistema consiste en el uso de
dos medios de cultivo en sucesion, uno de ellos para la induccion de
embriones (4 semanas), seguido de un medio para el desarrollo de

embriones (12 semanas) (Flores y Abdelnour, 2000).

Factores que afectan la embriogénesis somatica

La formacion de los embriones somaticos, ya sea mediante
embriogénesis somética directa o embriogénesis somatica indirecta, parece
ser el resultado de una interaccidon muy estrecha entre diversos factores,
dentro de los cuales se pueden mencionar: el explante, el medio de cultivo,
las condiciones de cultivo, los reguladores de crecimiento y el genotipo
(Berthouly, 1997).

El 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)

Practicamente, cualquier parte de la planta puede ser cultivada in vitro
y ser utilizada para regenerar una planta. Sin embargo, la eleccion del

explante apropiado es de gran importancia para la exitosa regeneracion de
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plantas. La respuesta morfoldgica de los explantes cultivados in vitro varia
notablemente de acuerdo con el estado de desarrollo y edad ontogénica de

la planta madre (Mroginsky y Roca, 1991; Tisserat, 1991).

La embriogénesis somatica en café puede ser inducida a partir de
diferentes partes de la planta, tales como: tallos, hojas, 6vulos, anteras y
protoplastos (Berthouly, 1997; Etienne et al., 1999). Las hojas, por su gran
disponibilidad y facil desinfeccion, representan los mejores explantes para la

induccion de la embriogénesis somatica en café (Dublin, 1991).

Medio de cultivo

La composicién del medio de cultivo juega un papel importante en la
morfogénesis in vitro (Tisserat, 1991). Se han desarrollado una gran cantidad
de formulas para la regeneracion de plantas por medio de la embriogénesis
somatica, sin embargo, generalmente en café, como en la mayoria de las
especies, se ha utilizado el medio de cultivo desarrollado por Murashige y
Skoog (1962) o las modificaciones de esta formulacién (Litz y Jarret, 1991,
Tisserat, 1991).

Se ha comprobado que varios componentes del medio de cultivo
estimulan la embriogénesis somatica. Asi, el hierro es esencial para el
desarrollo de los embriones somaticos. Por otro lado, el nitrdgeno,

suministrado como ién

amonio, nitrato, glutamina, alanina, caseina hidrolizada, es esencial para la
iniciacién y maduracion de los embriones somaticos (Litz y Jarret, 1991;
Berthouly, 1997)
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Fuentes-Cerda y colaboradores (2001) al modificar la concentracion
de nitrato/ amonio del medio de cultivo descrito por Yasuda et al. (1985)
evaluaron el efecto del nitrogeno total en la embriogénesis somética directa
en Coffea arabica. Estos autores demostraron que al aumentar la
concentracion total de nitrégeno la respuesta a la embriogénesis somatica
disminuye, mientras que, al disminuir la concentracion total de nitrégeno el

potencial embriogénico de Coffea arabica incrementa.

Fuentes y colaboradores (2000) estudiaron el efecto del nitrato de
plata (AgNO3) sobre la induccion de la embriogénesis somatica en cinco
genotipos de Coffea canephora. Ellos demostraron que a concentraciones de
30-60 uM de AgNOs la produccion de embriones se incrementa en los
genotipos evaluados, mientras, que concentraciones mayores tienen un

efecto negativo sobre la capacidad de regeneracion de los embriones.

Dentro de las fuentes de carbono, la sacarosa es la mas eficaz para la
induccion de la embriogénesis somatica, aunque otros azucares, como la
maltosa han mostrado efectos favorables en Daucus carota y Glycine max
(Berthouly, 1997). Fuentes y colaboradores (2000) demostraron que en
Coffea canephora la respuesta a la induccién de la embriogénesis somatica
al sustituir sacarosa por maltosa, glucosa y fructuosa difiere segun el

genotipo utilizado.

Reguladores de crecimiento

El proceso de embriogénesis soméatica se inicia muy a menudo en un
medio de cultivo rico en auxinas, principalmente el 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) o el acido indolacético (AlA). Otras auxinas como el acido
naftalenacético (ANA), el picloram, el acido paraclorofenoxiacético y el acido
2-benzothiazol acético han demostrado ser bastante efectivas (Litz y Jarret,

1991). Gonzalez y colaboradores (1999) observaron que al adicionar
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picloram al medio de cultivo se favorecid notablemente la formacion de callo
embriogénico de alta frecuencia en Coffea canephora. Por el contrario,
Hatanaka y colaboradores (1991) demostraron que el ANA, el AlA, el 2,4-Dy
el &cido indolbutirico (AIB) inhiben la embriogénesis somatica en Coffea

canephora.

Por otra parte, las citocininas juegan un papel importante en la
maduracién de los embriones somaticos (Litz y Jarret, 1991; Berthouly,
1997). Dentro de las citocininas, se menciona que la bencilaminopurina
(BAP) tiene cierta influencia en la embriogénesis somatica de Coffea arabica
y del hibrido Arabusta (Dublin, 1981; Yasuda et al., 1985). Mientras que la
citocinina 2-iP tiene efectos positivos sobre la embriogénesis somatica de

Coffea canephora (Hatanaka et al., 1991)

También, se han utilizado inhibidores del crecimiento como el &cido
abscisico (ABA), el cual reprime la embriogénesis somatica y reduce la
frecuencia de anormalidades en el desarrollo y la germinacion precoz (Litz y
Jarret, 1991). Aunque el ABA juega un papel importante en la maduracion y
germinacion de los embriones somaticos de especies como Glycine max,
Picea abies y Hevea brasiliensis (Berthouly, 1997). También, Girén (1998)
observé un efecto positivo del ABA en la germinacién y maduracion de

embriones somaticos de café.

El a&cido giberélico se ha incorporado al medio de cultivo, con el fin de
ayudar a la maduracién y germinacion de embriones somaticos de algunas
especies, como Panicum maximun, Santalum album y Citrus sinensis (Litz y
Jarret, 1991).

Estudios han demostrado que el uso de poliaminas tales como la
espermina, la putrescina y la espermidina esta relacionado con el control de

la embriogénesis soméatica en Daucus carota (Litz y Jarret, 1991).
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Calheiros y colaboradores (1994) estudiaron el efecto de la espermina,
la putrescina y la espermidina sobre la embriogénesis somética directa de
Coffea arabica y Coffea canephora. Estos autores demostraron que la
aplicacion de poliaminas exogenas inhiben el proceso de la embriogénesis

somaética directa en café.

Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo también juegan un papel importante en la
induccion de la embriogénesis somatica. El medio gaseoso en los frascos de
cultivo ejerce cierta influencia sobre el proceso embriogénico (Rodriguez-
Barbon y Preil, 1999).

Asi, en especies como Daucus carota y Triticum aestivum las bajas
concentraciones de oxigeno disuelto favorecen la embriogénesis somatica
(Berthouly, 1997). Mientras, que en Coffea arabica cv. Caturra rojo a medida
gue aumenta la concentracibn de CO, hasta 5% se favorece la
embriogénesis somatica. Con una concentraciéon en la mezcla gaseosa de
10% de CO, se observa una inhibicion del proceso embriogénico (Rodriguez-
Barbon y Preil, 1999).

Con frecuencia se menciona el efecto negativo del etileno sobre la
embriogénesis somatica. En Citrus reticulata y Daucus carota el etileno
inhibe la iniciacién de los embriones somaticos (Berthouly, 1997). Por el
contrario, Hatanaka y colaboradores (1995) demostraron que al eliminar el
etileno por medio de iones Co** y Ag* se inhibe la formacién de embriones a

partir de discos de hoja de Coffea canephora.
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Factores como la luminosidad y la temperatura también tienen efectos
sobre la embriogénesis somatica. Una alta intensidad luminica ha sido
esencial para inducir la embriogénesis soméatica en Nicotiana tabacum,
aunque en Daucus carota y Carum sp. fue necesaria la oscuridad para el
desarrollo y maduracion normal de los embriones somaticos (Litz y Jarret,
1991).

En café, la embriogénesis somatica se obtiene en luz continua, en
oscuridad continua o en un régimen de luz-oscuridad. Van Boxtel y Berthouly
(1996) demostraron que una alta intensidad luminica (30 HE m™? s°1) inhibe el
crecimiento del callo embriogénico de Coffea canephora clon T3561-2.1 en
comparacion una baja intensidad luminica (3 HE m™? s1). Mientras que una
disminucién en la temperatura de 1 a 2 ° C en la etapa de diferenciacion de

los embriones somaticos, favorece la embriogénesis somatica (Dublin, 1991).

Genotipo

En café y en las demas especies el grado de éxito de la
embriogénesis somatica varia segun 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 arabica y canephora y
entre las variedades de cada una de estas. Estos mismos autores indican
gue el efecto es limitado pues las condiciones de cultivo permiten la
respuesta de casi la totalidad de los genotipos. Por otro lado, Bieysse y
colaboradores (1993) realizaron wuna investigacion para inducir la
embriogénesis somatica con ocho genotipos de Coffea arabica, pero
solamente cuatro de ellos respondieron positivamente a la embriogénesis

somaética.
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De igual manera, Etienne et al (1997) al evaluar en varias familias de
hibridos F1 de Coffea arabica, la respuesta a la induccion de callo
embriogénico, encontraron que los niveles de reactividad son diferentes
entre familias pero son bastantes homogéneos entre los individuos de una
misma familia. Torres (2000) obtuvo diferencias importantes en la respuesta
embriogénica al comparar hibridos (CR-95 x ET5, T-5296 x ET6, Caturra x
E531) y variedades (CR-95, Caturra y T-5296) en cuanto a la frecuencia y al
tipo de embriogénesis. Asi, las variedades presentan principalmente
embriogénesis de alta frecuencia, mientras que los hibridos presentan

embriogénesis de alta frecuencia y embriogénesis de baja frecuencia.

Histologia de la embriogénesis somatica en café

La embriogénesis somética en café puede ocurrir por la via indirecta
como por la via directa. Segun, Torres (2000) y Quiroz- Figueroa et al.
(2002b), la embriogénesis somatica indirecta de Coffea arabica ha sido
evidenciada histologicamente por Sondahl et al. (1979), Michaux- Ferriere et
al. (1989), Berthouly y Michaux- Ferriere (1996) y Menéndez- Yuffa y Garcia
(1996) Mientras que estudios histolégicos llevados a cabo por Bieysse et al,
(1993), Loyola- Vargas et al. (1999) y Quiroz- Figueroa et al. (2002b) han

evidenciado el desarrollo de embriones somaticos a partir de una sola célula.

Loyola- Vargas et al (1999) indican que los proembriones se originan
de las células de mesdfilo o de las células epidérmicas. Quiroz- Figueroa et
al. (2002b) observaron que en la embriogénesis somatica directa, las
regiones embriogénicas se forman a partir de las células mas mitéticas de la
capa de células subepidérmicas, a través de la rapida division y proliferacion
celular. Estos autores no observaron la formacion de embriones somaticos a
partir de la proliferacion de células ubicadas en lo mas interno del mesdfilo.

Ellos indican que los embriones somaticos se originan a partir de una célula

35



pequefa e isodiamétrica con un citoplasma denso, la cual sufre una serie de
divisiones organizadas, las cuales son idénticas a las observadas durante la

formacion de los embriones cigoticos.

Germinacion de los embriones somaticos

Las dos ultimas fases de la embriogénesis somatica comprenden el
desarrollo y la germinacion de los embriones sométicos en plantulas aptas
para el cultivo en el invernadero o en el campo (Berthouly, 1997). Esta fase
se lleva a cabo normalmente en medio semisélido, aunque recientemente,
ante la necesidad de reducir los costos de produccion y obtener un nimero
mayor de embriones somaticos, las investigaciones se han enfocado a la
optimizacion de la germinacion en biorreactores con inmersion temporal
(Giron, 1998; Solano, 2001).

La densidad de cultivo es un factor muy importante para la produccion
de embriones, tanto en medio gelificado como en medio liquido (Giron, 1998)
Asi, Solano (2001) reporta que al utilizar una baja densidad de inoculacion
(50 6 200 embriones por biorreactor) la mayoria de los embriones alcanzaron
el estado de embrién germinado. Mientras que con la densidad mas alta (12
000 embriones por biorreactor) los embriones no progresaron mas alla del
estado torpedo. Girén (1998) demostré que los embriones que se cultivaron a
una densidad promedio de 500 embriones por biorreactor tendieron a

germinar en un tiempo menor.

Por otra parte, el tipo de soporte utilizado en biorreactores con
inmersion temporal tiene un impacto sobre el éxito de la regeneracion de
embriones somaticos obtenidos a partir de una suspension celular (Giron,
1998). Asi, Solano (2001) demostr6 que el soporte utilizado en el biorreactor
juega un papel importante en la regeneracion de embriones somaticos

obtenidos a partir de una suspension celular de un hibrido F1 de Coffea
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arabica (Caturra x ET 531). Asi, este autor obtuvo una mayor cantidad de
embriones al emplear una espuma de poliuretano (2760 *= 240), en
comparacion a la cantidad obtenida al utilizar como soporte una espuma
Bulprene 45 (400 + 100) y una tela de nylon (10). Estos resultados coinciden

con los reportados por Giron (1998).

La fase de germinacion de los embriones somaticos es la mas critica y
lenta, pues Giron (1998) requirié de 12 semanas para la germinacion de los
embriones somaticos obtenidos a partir de una suspension celular de un
hibrido F1 de Coffea arabica (Caturra x E531). Mientras que Garcia y
Menéndez (1987) indican que se requirid un minimo de ocho semanas para
obtener un embrion con cotiledones expandidos y raiz. Segun Solano (2001)
la conversion de 9000 embriones somaticos a plantas con 3- 4 pares de

hojas, en el medio de germinacién T5 se logr6é después de 6+1 meses.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en la Unidad de Transformacion Genética
del Centro de Investigacién en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la
Universidad de Costa Rica, Ciudad de la Investigacion, Sede Universitaria
Rodrigo Facio. La practica se llevo a cabo a partir de la primera semana de

mayo Yy hasta la Gltima semana de noviembre del 2002.

Material experimental

Se utilizaron segmentos de hoja provenientes de vitroplantas y de
plantas de café (Coffea arabica L.) de tres y doce meses de edad de la
variedad Caturra. Para la variedad Catuai se utilizaron vitroplantas y plantas
de doce meses de edad. Las plantas fueron donadas por la finca Santa
Eduviges, ubicada en San Isidro de Alajuela y se mantuvieron en el
invernadero del Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular
(CIBCM).

Obtencion de las muestras foliares

De las plantas de café de tres y doce meses de edad se seleccionaron
hojas jovenes, la primera y/o segunda en sentido descendente desde la parte
apical del brote, con un tamafio aproximado de 7 cm de largo y 4 cm de
ancho, de color verde claro, planas (sin ondulaciones en los bordes) y sin
dafos fisicos ni manifestaciones de enfermedades (Figuras 1a, 1b y 1c). De
las vitroplantas se emplearon hojas del apice y de la parte media de la planta
(Figura 1d)
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Hojas utilizadas

Hojas del apice

Hojas de la parte media

Figura 1. Plantas madres de café: (a) Brote de la planta indicando la posicion de las
hojas utilizadas; (b) Catuai de doce meses de edad; (c) Caturra de tres meses de
edad y (d) Vitroplantas.

Desinfeccion de las hojas de café provenientes del

invernadero

Se evaluaron cuatro métodos de desinfeccion para las hojas
provenientes de plantas de café mantenidas en el invernadero. Dichas
metodologias corresponden a modificaciones del protocolo de desinfeccion
descrito por Sondahl (1991) y Molina y Figueroa (1996). En todos los casos,
como paso inicial del protocolo, las hojas colectadas se colocaron en un
beaker de 1L con 500 ml de agua destilada y 5 gotas de Tween 20 por cinco
minutos en agitacién constante, con el fin de eliminar contaminantes
externos. Luego, las hojas fueron sometidas a diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaOCI i.a 4% v/v) asi como varios tiempos de inmersion

en el bactericida Agri-mycin y en el funguicida Benlate®.
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Asimismo, en el altimo protocolo de desinfecciéon evaluado, las plantas
de café mantenidas en el invernadero se asperjaron dos veces por semana
una semana antes de la introduccién in vitro con una solucién de Agri- mycin
y Benlate (5 gl c/u). La metodologia utilizada en cada una de las pruebas de

desinfeccion se detalla en el Cuadro 2.

En cada una de las pruebas de desinfeccion se cultivaron cinco
segmentos de hoja de Coffea arabica L. cv. Catuai de 0.5 cm? por plato Petri
con 20 ml del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) diluido a la mitad

(MS %) complementado con 20 gl de sacarosa, pH 5.6.

Los mismos se colocaron en un régimen de luminosidad de 16h luz/
8h oscuridad a 26 + 2 °C. Se realizaron diez repeticiones cada una con cinco
explantes por plato Petri. Se evalué el porcentaje de contaminacion por

hongo y bacterias, de oxidacion y sobrevivencia al cabo de 5 dias.
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Cuadro 2. Metodologias evaluadas para la desinfeccién de hojas de café (Coffea
arabica L.) provenientes de plantas mantenidas en el invernadero.

Metodologias de desinfeccidon

D1'? D2° D3* D4°
Asperjar las plantas
Agua + Tween 20 Agua + Tween 20 Agua + Tween 20 con Agrl-m¥1cm y
. . . Benlate (5gl~ c/u)
por 5 minutos. por 5 minutos. por 5 minutos.
dos veces por
semana.
Agri-mycin y Agri-mycin

NaOCIl 1% v/v por

Benlate (1gl™* c/u)

Benlate (1gl™* c/u)

Agua + Tween 20

30 minutos. por 5 minutos . por 30 minutos. por 5 minutos.
0,
Tres lavados con Tres lavados con NaOCl 1.6% viv 'y Agri-mycin y Benlate
. . 1% v/v por 30 y 5 -1
agua destilada agua destilada (1gl= c/u) por 60
g P minutos ;
estéril. estéril. . minutos.
respectivamente.
NaOCl 1.6% v/v y
NaOCl 5.25% v/v Tres lavados con 1% v/v por 30 y 5

y 2.6% v/v por 30 agua destilada minutos

minutos cada una. estéril. respectivamente
Tres lavados con Tres lavados con
agua destilada agua destilada
esteéril. estéril.

Codlgo asignado a cada una de las metodologias de desinfeccion.
% Modificado del protocolo descrito por Sondahl et al.,(1991).
Tomado de Molina y Figueroa, 1996.
® Modificado del protocolo descrito por Molina y Figueroa, 1996.
Los pasos resaltados con azul se llevaron a cabo dentro de la camara de flujo laminar.
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Diseccidon de los explantes

Las hojas provenientes de vitroplantas y de plantas de tres y doce
meses de edad se colocaron sobre un plato Petri con un papel filtro estéril y
se disectaron explantes de aproximadamente 0.5 cm? excluyendo la
nervadura central y los margenes. De las hojas provenientes de plantas de
café de tres y doce meses de edad se tomaron explantes de la parte distal,
media y basal de la hoja (Figura 2). Luego, se cultivaron en cada uno de los

medios de cultivo respectivos.
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Figura 2. Seccionamiento de la hoja de la primera y/o segunda posicion en el brote
de las plantas de café de tres y doce meses de edad. Tamafio del segmento de hoja
0.5 cm?. (Tomado de Ramirez y Salazar, 1998. Modificado por el autor)
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Medios de cultivo

Se evaluaron dos sistemas de cultivo para la regeneracion por
embriogénesis soméatica directa a partir de segmentos de hoja de café. En el
primero se utilizaron dos medios de cultivo en sucesion, uno de ellos para la
induccion de embriones (MIE), seguido de un medio para el desarrollo de
embriones (MDE), segun el protocolo descrito por el CATIE (Flores y
Abdelnour, 2000) En el segundo sistema se empled un solo medio de cultivo,
en donde se llevd a cabo tanto la induccion como el desarrollo de los
embriones. En este ultimo sistema se evaluaron los medios de cultivo
descritos por Hatanaka et al.,(1991) y Yasuda et al.,(1985) modificado por
Bieysse et al., (1993).

Todos los medios utilizados tienen como base las sales minerales del
medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962). En el Cuadro 3, se muestra la
composicion de los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento
utiizadas para la induccion de la embriogénesis somatica directa y la

regeneracion de plantas a partir de segmentos de hoja de café.

A los medios de cultivo se les ajusto el pH a 5.6, posteriormente los
mismos se esterilizaron en una autoclave durante 21 minutos a 115 Ib/ pulg?

de presiony a 121° C.

Condiciones de cultivo

Los explantes se cultivaron en tubos de ensayo (21 mm de ancho por
150 mm de largo) con 10 ml de medio de cultivo en cada uno. Cada tubo se
tapo con papel aluminio. También se cultivaron en platos Petri de 9 cm de
diametro con 20 ml de medio. Las condiciones de cultivo empleadas variaron

de acuerdo con el protocolo evaluado (Figura 3). Estos fueron expuestos a
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diferentes condiciones ambientales, dependiendo del medio de cultivo. En la
fase de induccion de embriones del método descrito por el CATIE
(Flores y Abdelnour, 2000), los explantes se colocaron en la oscuridad por un
periodo de 4 semanas a una temperatura de incubacién de 26 + 2 °C. Para la
fase de desarrollo de embriones, los explantes fueron transferidos a frascos
Gerber® (70 mm de alto por 45 mm de diametro), con una densidad de
siembra de dos explantes por frasco y se expusieron a una intensidad
luminica de 2067 lux, con un fotoperiodo de 16 horas luz por dia y a una

temperatura de incubacion de 26 + 2 °C.

Para el método Yasuda et al.,(1985) y Hatanaka et al.,(1991) los
explantes fueron incubados a una intensidad luminica de 2067 lux, con un
fotoperiodo de 12 horas luz durante todo el ciclo de cultivo y a una
temperatura de 26 + 2 °C. El fotoperiodo de 14 h luz/10 h oscuridad descrito

por Hatanaka y colaboradores se varié a 12 h luz/ 12 h oscuridad.
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Cuadro 3. Composicion de los medios* de cultivo y las condiciones de crecimiento
utilizadas para la induccion de la embriogénesis somatica directa y la regeneracion
de plantas a partir de segmentos de hoja de café (Coffea arabica L.).

Sistema 1 Sistema 2
CATIE Hatanaka et al Yasuda et al (1985)
(1991)
Induccién  Desarrollo
de de
Embriones Embriones
Componentes MIE MDE MH MY
Macroelementos MS?/4 MS MS/4 MS/4+ KH,PO,
(42.5 mg)

Microelementos MS/4 MS MS/2 MS/2
Fe-EDTA MS MS MS/2 MS/2
Vitaminas (mg I'l) Piridoxina (1) Morel Piridoxina (1) Piridoxina (1)

Acido (10 ml 1™ Acido nicotinico (1) Acido nicotinico (1)

nicotinico (1) Tiamina (10) Tiamina (10)

Tiamina (10)

Pantotenato

de Calcio (1)

Biotina (0.01)
Citocininas (mgl™) BAP (4) BAP (0.3) 2-iP (1) BAP (1)
Sacarosa (gI™) 30 40 30 30
Otros (mgl'l) Myo-Inositol Myo-Inositol Myo-Inositol

(10) (100) (100)
Gelificante (gI™) Phytagel Phytagel Agar Gelrite

(3.6) 3.2 9) 2
pH 5.6 5.6 5.6 5.6
Condiciones de crecimiento

12 h luz:

16 h luz: 12 h luz:

8 h oscuridad 12 h oscuridad 12 h oscuridad

Condicién luminica Oscuridad

Temperatura (°C) 26 +2 26 +2 26 +2 26+2

Tiempo 4 semanas 12 semanas 12 semanas 12semanas

Y Para un litro de medio de cultivo
2MS: Medio Base Murashige y Skoog (1962) (Anexo 1)
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Figura 3. Explantes en los medios de cultivo para la induccién de la embriogénesis
somatica directa.

Tratamientos

Se realizaron dos introducciones del material vegetal evaluado, cada
una con 15 explantes por tratamiento, por lo que se cultivaron en total 30
explantes por tratamiento. Por lo tanto, se introdujo un total de 270 explantes
provenientes de plantas de café de doce y tres meses de edad de las
variedades Caturra y Catuai. Mientras que del material vegetal obtenido a
partir de vitroplantas, se introdujo un total de 158 explantes de Caturra 'y 152

de Catuai.

El establecimiento, la incubacion de los explantes y la formacion de los

embriones somaéticos fue evaluada por un lapso de 12 semanas.
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En el Cuadro 4 se resumen los diferentes tratamientos a los que
fueron sometidos los segmentos de hoja de café de las variedades Caturra y
Catuai. En el Anexo 2 se presenta un diagrama de flujo de la metodologia

gue se siguio en el presente trabajo.

Cuadro 4. Nomenclatura asignada a los tratamientos a los que fueron sometidos los
segmentos de hoja de café (Coffea arabica L. cv. Caturra y Catuai).

Procedencia Posicion
Especie Variedad del Hoja del Medio de embriogénesis
Explante explante
CATIE Hatanaka YaSl;clia et
etal (1991
( ) -1985
Api 1 2 3
Vitroplantas pice
Caturra Media 4 5 6
(Ca) Distal 7 8 9
Invernadero  Doce meses Medial 10 11 12
Basal 13 14 15
Distal 16 17 18
Medial 19 20 21
Coffea Tres meses
. Basal 22 23 24
arabica
Catuai

(Cat) Vitroplantas Apice 25 26 27
Media 28 29 30
Distal 31 32 33
Invernadero  Doce meses Medial 34 35 36
Basal 37 38 39
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Analisis histolégico del proceso de embriogénesis somatica

El procesamiento histologico se llevd a cabo en el Laboratorio de
Patologia de la Clinica Catdlica. Para ello, se tomaron muestras de
embriones somaticos en estado globular y torpedo, asi como también

segmentos de hojas de vitroplantas y plantas de invernadero.

Este material vegetal se fij6 en formalina al 10% en un buffer de
fosfatos por un periodo de 24 horas. Luego, el material vegetal se deshidrato
en una serie ascendente de etanol (30- 50- 70- 95- 100%) a razon de media
hora en cada alcohol, a excepcion del alcohol de 100% en donde se
deshidraté por una hora. El proceso de deshidratacion se llevé a cabo en la
maquina deshidratadora VIP 4619 de Tissue-Tec. Posteriormente, se
impregné en parafina durante una hora y luego se prepararon los blogues
para realizar cortes en el Microtono Leitz, en secciones de 6 um. Los cortes

fueron tefidos con Hematoxilina- Eosina.

Germinacion de los embriones somaticos

Los embriones somaticos en estado globular y torpedo de la variedad
Caturra se separaron del segmento de hoja y se transfirieron al respectivo
medio de cultivo utilizado para la induccion de la embriogénesis somética
directa para su germinacion, a excepcion del protocolo del CATIE, en donde
se utilizé el medio de desarrollo de embriones. Ademas, los embriones
somaticos en estado globular y torpedo de la variedad Caturra obtenidos en
los tres protocolos para la induccion de la embriogénesis somatica directa se
cultivaron en el medio de cultivo T5 descrito por Solano (2001) (Cuadro 5).
Para cada uno de los cuatro medios de germinacion evaluados se
establecieron 10 repeticiones, en cada una, se cultivaron diez embriones por

frasco Gerber® con 20 ml de medio. Los mismos se colocaron en el cuarto de
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crecimiento a una intensidad luminica de 2067 lux, con un fotoperiodo de 16

horas luz por dia y a una temperatura de incubacién de 26 + 2 °C

Cuadro 5. Composicion del medio de cultivo T5 para la germinacion de embriones
(Solano, 2001).

Componente Concentracion
Macroelementos MS
Microelementos MS
Fe-EDTA MS %2
Piridoxina 1 (mgl™)
Acido nicotinico 1 (mgl™)
Tiamina 1 (mgl™)
Pantotenato de Calcio 1 (mgl™)
Biotina 0.01 (mgl™)
Myo-Inositol 100 (mgl™)
BAP 0.3 (mgl™)
Sacarosa 30 (gl
Phytagel 2.2 gl*
pH 5.6
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Analisis estadistico

Para cada uno de los tratamientos se determind la media y la
desviacion estandar de la cantidad de embriones producidos por explante.
Ademas, con el fin de comparar el potencial embriogénico de los segmentos
de hoja provenientes de plantas de invernadero y vitroplantas, se llevd a
cabo una prueba de Tukey con los resultados obtenidos para cada una de
las variedades (Caturra y Catuai) en cada uno de los tres medios de cultivo
por separado. Para el analisis se utilizé el programa estadistico Statistix
Version 1.0. Igualmente, se determiné el porcentaje de embriones somaticos
germinados con respecto a los embriones totales para cada uno de los

medios de cultivo evaluados.
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RESULTADOS

Métodos de desinfeccidon para plantas de invernadero

En la figura 4 se aprecia que hubo diferencias en cuanto al porcentaje
de explantes que sobrevivieron y el porcentaje de explantes contaminados

con hongos y bacterias entre las metodologias de desinfeccion evaluadas.

El método de desinfeccion D1 mostr6 el mayor porcentaje de
explantes contaminados por bacterias y hongos (80%). En el método de
desinfeccion D2, se obtuvo el menor porcentaje de sobrevivencia comparado
con los otros métodos evaluados. Esto por cuanto, a pesar que se logro
reducir la contaminacion por bacteria y hongo a un 52%, el 40% de los

explantes presentaron oxidacion.

El porcentaje de explantes que no presentaron ningun tipo de
contaminacion ni oxidacién aumenté a un 50% al utilizar el método de

desinfecciéon D3, en comparacion con las metodologias D1 y D2.

Por medio del método de desinfeccién D4 se logré que el 70% de los
explantes no presentaran ningun tipo de contaminacién ni oxidacién. Lo que
significd una reduccion al 30% de los explantes contaminados con bacteria y
con hongo. Por lo tanto, D4 resultd ser el mas adecuado y efectivo para el

control de los microorganismos contaminantes.
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Evaluacion de la contaminacion y la oxidacion en los tres
protocolos para la induccion de la embriogénesis somatica

directa

La pérdida de explantes por contaminacion y oxidacion se presenté a
lo largo de todo el periodo de cultivo en los tres protocolos para la induccion
de la embriogénesis somatica directa. La tasa de sobrevivencia de los
explantes, la cual se refiere al porcentaje de explantes no contaminados ni

oxidados difiri6 considerablemente segun la procedencia de los mismos.

Los mayores porcentajes de oxidacion se observaron en el material
vegetal proveniente de plantas de café de doce meses de edad (Caturra 34%
y Catuai 11%), seguido por el de tres meses de edad (15%) y por ultimo el
material vegetal obtenido de vitroplantas (Caturra 8% y Catuai 4%) (Figura
5). Asimismo, se observo una mayor oxidacion de los explantes cuando estos

se cultivaron en placas Petri.

Las hojas provenientes de invernadero se desinfectaron con el método
de desinfeccion D4 (Cuadro 2). Las plantas de tres meses y las de doce
meses de edad de la variedad Caturra, presentaron porcentajes de
contaminacion del 16%. Por otro lado, las hojas de Catuai presentaron 9%

de contaminacion (Figura 5A y 5B).

En cuanto al tipo de contaminante, se observdO una mayor
contaminacion por hongos en los explantes provenientes de vitroplantas que
en los explantes provenientes de invernadero. En estos ultimos la

contaminacion se debié mayoritariamente a bacteria (Figura 5).
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Figura 4. Explantes Coffea arabica L. cv. Catuai contaminados por bacteria, hongos
y porcentaje de oxidacion en las diferentes pruebas de desinfeccion al cabo de cinco
dias de cultivo.
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Figura 5. Explantes contaminados por bacteria, hongos y porcentaje de oxidacién
segun procedencia al cabo de doce semanas de cultivo: (a) Coffea arabica cv.
Caturra 'y (b) Coffea arabica cv. Catuai.
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Estadios de desarrollo embriogénico

En los dos sistemas de cultivo utilizados para la regeneracion por
embriogénesis somatica directa, el inicio del desarrollo del callo de
cicatrizacion en los bordes de los explantes se noté a las dos semanas de
establecido el cultivo. Durante este periodo se observo, en los explantes, la
proliferacion de un callo compacto de color crema sobre la superficie del
corte (callo de cicatrizacion). Este callo fue méas voluminoso
(aproximadamente 5 mm de grosor) en los tratamientos expuestos a la
oscuridad (medio de inducciébn de embriones, CATIE) que el callo de
cicatrizacion que se observé en los tratamientos expuestos a la luz (medios
Yasuda et al., 1985 y Hatanaka et al., 1991). El callo formado en estos dos
ultimos medios de cultivo permanecié pequeio (aproximadamente 2 mm de

grosor) durante las doce semanas de cultivo (Figura 6).

Cuando se utilizé un solo medio de cultivo, protocolos de Yasuda et
al.,(1985) y Hatanaka et al.,(1991), se noto que el callo de cicatrizacion se
volvi6 marrén oscuro después de cuatro semanas de cultivo. Sin embargo,
cuando se emplearon dos medios de cultivo en sucesion, uno de ellos para la
induccion de embriones, seguido de un medio para el desarrollo de
embriones, el callo de cicatrizacién se torné color marrén oscuro después de
ser subcultivado en este Ultimo medio de cultivo. En el protocolo descrito por
el CATIE (Flores y Abdelnour, 2000) se observd una mayor oxidacion y una
menor produccion de embriones en comparacién con los otros dos

protocolos utilizados (Figura 6c¢).
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Figura 6. Callo de cicatrizacion: (a) Callo de cicatrizacion en los tratamientos
expuestos a la oscuridad (medio de Induccién de Embriones) (CATIE, Flores y
Abdelnour, 2000), (b) Callo de cicatrizacion en los tratamientos expuestos a la luz
(Medio Hatanaka et al., 1991 y Medio Yasuda et al., 1985) y (c) Oscurecimiento del
callo de cicatrizacion y oxidacion del explante en el medio de desarrollo de
embriones. Las lineas muestran la diferencia en el grosor del callo de cicatrizacion.

Los embrioides aparecieron sobre el callo de cicatrizacién y sobre
heridas en el segmento de hoja, como puntos lisos de color blanco brillante y
continuaron su desarrollo, pasando por las formas tipicas de embrion en
estado globular, torpedo y cotiledonar, hasta la formacion de la plantula
(Figura 7). Con frecuencia en un explante se observaron todas las etapas de

desarrollo del embrién (Figura 7h).

Figura 7. Embriogénesis somética directa: (a) Segmentos de hoja de café, (b) Callo
de cicatrizacién formado en el borde de los explantes, (c) Embriones soméaticos en
estado globular formados en el callo de cicatrizacion, (d) Embriones somaticos en
estado globular formados sobre heridas en el segmento de hoja, (e) Embriones
somaticos en estado de torpedo, (f) y (g) Plantulas de café y (h) Aspecto
morfologico de los explantes cultivados en los diferentes medios para la induccion
de la embriogénesis somatica directa después de doce semanas de cultivo.
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Respuesta a la induccién de la embriogénesis somatica

directa

Hojas de vitroplantas

La respuesta a la induccién de la embriogénesis somatica directa
difiri6 segun el tipo de hoja que se emple6 como explante. Asi, para la
variedad Caturra, en el medio de cultivo descrito por el CATIE (Flores y
Abdelnour, 2000), los explantes tomados de hojas del apice (Cal) produjeron
un mayor promedio de embriones por explante (5.33t 7.50) que aquellos
procedentes de las hojas de la parte media (Ca4), en donde se obtuvo un
promedio de 1.60+1.90 embriones. Un resultado similar se obtuvo en el
medio de cultivo Hatanaka et al., (1991), para los tratamientos Ca2 y Cab. En
este caso, en el tratamiento Ca2 al utilizar hojas del apice se obtuvo un
promedio de 2.36+3.37 embriones, mientras que en el tratamiento Ca5 se
obtuvo un promedio de 0.58+0.84 embriones. Entre los tratamientos Ca3 y
Ca6, en el medio de cultivo Yasuda et al.,(1985) no se determinaron
diferencias significativas en el promedio de embriones. Sin embargo, los
explantes tomados de hojas de la parte media (Ca6) produjeron en promedio
4.00+ 5.10 embriones, mientras que aquellos procedentes de las hojas del

apice (Ca3), produjeron en promedio 2.10+1.73 embriones (Cuadro 6).

Con respecto a los medios de cultivo evaluados al utilizar hojas del
apice no se determinaron diferencias significativas entre los tratamientos
Cal, Ca2 y Ca3. Sin embargo, en el protocolo descrito por el CATIE (Flores y
Abdelnour, 2000) (Cal) se obtuvo el mayor promedio de embriones por
explante (Figura 9a). En cuanto a los tratamientos Ca4, Ca5 y Ca6, en donde
se usaron hojas de la parte media, se determind que existe diferencia
significativa, siendo el protocolo descrito por Yasuda et al.,(1985) (Ca6) el

gue presentd el mayor promedio de embriones por explante (Figura 9b).
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Los primeros embriones somaticos se observaron a la séptima
semana de cultivo en los protocolos Yasuda et al.,(1985) (tratamientos Ca3 y
Ca6) y Hatanaka et al.,(1991) (tratamientos Ca2 y Cab). Mientras que al
utilizar el protocolo descrito por el CATIE (Flores y Abdelnour, 2000)
(tratamientos Cal y Ca4) fue necesario que transcurrieran once semanas

para observar las primeras estructuras embriogénicas.

Cuadro 6. Embriones somaéticos obtenidos a partir de explantes de vitroplantas de
Coffea arabica cv. Caturra en los tratamiento Cal a Ca6. Observaciones realizadas
después de 12 semanas de cultivo. Datos seguidos por la misma letra no son
estadisticamente diferentes a P < 0.05 (Prueba de Tukey’s Studentized Range)

Porcentaje de Promedio de

: , Numero de .
Protocolo Tipo de hoja explantes explantes con embriones por
P embriones explante
Cal:CATIE Apice 33 55% 5.33+7.502
Cad:CATIE Media 27 44% 1.60+1.90°
Ca2:Hatanaka Apice 14 36% 2.36+3.37%
Cab:Hatanaka Media 19 42% 0.58+0.84°
Ca3:Yasuda Apice 10 60% 2.10+1.732
Cab:Yasuda Media 10 60% 4.00+5.10%
14 14
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Figura 8. Embriones formados por explante en los diferentes tratamientos evaluados
después de 12 semanas de cultivo (a) Explante: Hoja del 4pice (Tratamientos Cal-
Ca2-Ca3) y (b) Explante: Hoja de la parte media (Tratamientos Ca4-Ca5- Ca6).
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Por otro lado, en la variedad Catuai en el medio de cultivo descrito por
el CATIE (Flores y Abdelnour, 2000), no se determinaron diferencias
significativas, en cuanto al promedio de embriones por explante, entre los
explantes tomados de hojas de vitroplantas del apice (Cat25) y aquellos
procedentes de las hojas de la parte media (Cat28). Sin embargo, los
explantes tomados de hojas de la parte media (Cat28) produjeron en
promedio 0.68+ 1.31 embriones, mientras que aquellos procedentes de las
hojas del apice (Cat25), produjeron en promedio 0.50+1.15 embriones. En el
medio de cultivo descrito por Hatanaka et al.,(1991), para los tratamientos
Cat26 y Cat29 no se determinaron diferencias significativas. Sin embargo, el
tratamiento Cat26, en el cual se utilizaron hojas del apice, se obtuvo un
promedio de 2.81+ 2.70 embriones por explante, en comparacion al
tratamiento Cat29 (hojas de la parte media), en donde se obtuvo un
promedio de 2.42+ 2.00 embriones por explante. En cuanto a los
tratamientos Cat27 y Cat30, en el medio de cultivo Yasuda et al.,(1985), se
determinaron diferencias significativas entre ellos, en donde el mayor
porcentaje de embriones por explante se obtuvo en el tratamiento Cat27, en

el cual se utilizaron hojas del apice (Cuadro 7).

A diferencia de la variedad Caturra, con respecto a los medios de
cultivo evaluados al utilizar hojas del apice se determinaron diferencias
significativas entre los tratamientos Cat25, Cat26 y Cat27, en donde el
protocolo Hatanaka et al.,(1991) (Cat26) fue el que presentd el mayor
promedio de embriones por explante y también el mayor porcentaje de
explantes con embriones (Cuadro 7). Un resultado similar se obtuvo entre los
tratamientos Cat28, Cat29 y Cat30, en donde se usaron hojas de la parte
media. Entre estos tratamientos se determinaron diferencias significativas
entre ellos, siendo el protocolo Hatanaka et al.,(1991) (Cat29) el que
presento el mayor promedio de embriones por explante y ademas el mayor

porcentaje de explantes con embriones (Figura 10)
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Al igual que con la variedad Caturra, después de siete semanas de
cultivo en el protocolo Hatanaka et al.,(1991) (Cat26 y Cat29) y en el
protocolo Yasuda et al.,(1985) (Cat27 y Cat30) se observaron los primeros
embriones somaticos. Mientras que en el protocolo descrito por el CATIE
(Flores y Abdelnour, 2000) (tratamientos Cat25 y Cat28) se observaron

después de once semanas de cultivo.

Cuadro 7. Embriones somaticos obtenidos a partir de explantes de vitroplantas de
Coffea arabica cv. Catuai en los tratamiento Cat25 a Cat30. Observaciones
realizadas después de 12 semanas de cultivo. Datos seguidos por la misma letra no
son estadisticamente diferentes a P < 0.05 (Prueba de Tukey’s Studentized Range)

Porcentaje de Promedio de

. : NUmero de .
Protocolo Tipo de hoja explantes explantes con embriones por
P embriones explante
Cat25:CATIE Apice 20 15% 0.50+1.15°
Cat28:CATIE Media 25 27% 0.68+1.31°
Cat26:Hatanaka Apice 26 85% 2.81+2.70%
Cat29:Hatanaka Media 26 73% 2.42+2 00%
Cat27:Yasuda Apice 10 40% 1.00+1.15%°
Cat30:Yasuda Media 19 11% 0.16+0.37°
6 6
2 a )
?ﬁ; 5 g 5 -
4 g, [
é 3 § 3
o b a, b E b
s 2 T LR
£ 1 g b
o . | s . | I
Tratamiento Tratamiento
||:|Cat25 O Cat26 [JCat27 | ||:| Cat28 [J Cat29 [JCat 3o|

Figura 9. Embriones formados por explante en los diferentes tratamientos evaluados
después de 12 semanas de cultivo: (a) Explante: Hoja del apice (Tratamientos
Cat25-Cat26- Cat27) y (b) Explante: Hoja de la parte media (Tratamientos Cat28-
Cat29- Cat30).
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Hojas provenientes de plantas de invernadero

Al cabo de doce semanas de cultivo en el medio descrito por el CATIE
(Tratamientos Ca7, Cal0 y Cal3) y Hatanaka et al.,(1991) (Tratamientos
Ca8, Call y Cal4) no se observaron estructuras embriogénicas en los
segmentos de hojas provenientes de Coffea arabica L. cv. Caturra de doce
meses de edad. Por el contrario, los tratamientos Ca9, Cal2 y Cal5 a la
décima semana de cultivo en el medio Yasuda et al.,(1985) modificado por
Bieysse et al.,(1993) se observd un 40%, 20% y 13% respectivamente de

explantes con estructuras embriogénicas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje de explantes de Coffea arabica cv. Caturra de doce meses de
edad con embriones (Ca7 a Calb). Las observaciones fueron realizadas después
de 12 semanas de cultivo.

Tratamiento Numero de Porcentaje de explantes
explantes con embriones
Ca7:Distal:CATIE 15 0%
Ca8:Distal:Hatanaka 11 0%
Ca9:Distal:Yasuda 15 40%
Cal0:Medial:CATIE 15 0%
Call:Medial:Hatanaka 17 0%
Cal2:Medial:Yasuda 15 20%
Cal3:Basal:CATIE 17 0%
Cal4:Basal:Hatanaka 15 0%
Cal5Basal:Yasuda 15 13%
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Los explantes provenientes de plantas de Coffea arabica L. cv.
Caturra de tres meses de edad produjeron embriones a la novena semana
de cultivo en los diferentes medios para la induccion de la embriogénesis
somatica. Se observé un efecto del medio de cultivo sobre la respuesta
embriogénica ya que entre los tratamientos Cal6-Cal7-Cal8 (explantes
provenientes de la parte distal de la hoja) y Cal9-Ca20-Ca2l (explantes
provenientes de la parte media de la hoja) se obtuvieron diferencias
significativas en el promedio de embriones por explante. Los tratamientos
Cal8 y Ca2l1 fueron los que presentaron los mayores promedios de

embriones por explante (Cuadro 9).

Por el contrario, al utilizar explantes provenientes de la parte basal de
la hoja, tratamientos Ca22-Ca23-Ca24, no se observé diferencia significativa
en el promedio de embriones por explante. Sin embargo, en el tratamiento
Ca24 se obtuvo el mayor promedio de embriones por explante (3.20% 4.25)
(Figural?2).

Cuadro 9. Embriones por explante de Coffea arabica cv. Caturra de tres meses de
edad por tratamiento (Cal6é a Ca24). Observaciones realizadas después de 12
semanas de cultivo. Datos seguidos por la misma letra no son estadisticamente
diferentes a P < 0.05 (Prueba de Tukey’s Studentized Range).

Porcentaje de Promedio de

. Numero de .
Tratamiento explantes con embriones por
explantes .

embriones explante
Cal6:Distal: CATIE 22 36% 2.23+3.73"
Cal7:Distal:Hatanaka 23 48% 1.70+2.29°
Cal8:Distal:Yasuda 24 75% 7.41+8.02%
Cal9:Medial:CATIE 21 48% 1.19+1.78°
Ca20:Medial:Hatanaka 22 41% 2.27+3.72°
Ca21:Medial:Yasuda 23 65% 6.48+8.80%
Ca22:Basal:CATIE 18 39% 1.11+1.78°%
Ca23:Basal:Hatanaka 18 47% 2.23+2.41%
Ca24:Basal:Yasuda 15 67% 3.20+4.25%
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Tal y como se muestra en el Cuadro 10 no existe diferencia
significativa, entre las diferentes posiciones del explante en la hoja
proveniente de plantas de Caturra de tres meses de edad, por lo tanto no se
evidencio el efecto de la posicién del explante en la hoja. Sin embargo,
independientemente de la posicion del explante en la hoja, el mayor
porcentaje de explantes con embriones y promedio de embriones por
explante se obtuvo al cultivar los segmentos de hoja provenientes de Coffea
arabica L. cv. Caturra de tres meses de edad en el medio de cultivo descrito

por Yasuda et al.,(1985) modificado por Bieysse et al.,(1993) (Figura 12).

Cuadro 10. Embriones por explante de Coffea arabica cv. Caturra de tres meses de
edad por tratamiento (Calé a Ca24). Observaciones realizadas después de 12
semanas de cultivo. Datos seguidos por la misma letra no son estadisticamente
diferentes a P < 0.05 (Prueba de Tukey’s Studentized Range).

Porcentaje de Promedio de

Posicion del NUmero de :
Protocolo explantes con embriones por
explante explantes ;

embriones explante
Cal6:CATIE Distal 22 36% 2.23+3.73%
Cal9:CATIE Medial 21 48% 1.19+1.782
Ca22:CATIE Basal 18 39% 1.11+1.782
Cal7:Hatanaka et al Distal 23 48% 1.70+2.292
Ca20:Hatanaka et al Medial 22 41% 2.27+3.72°
Ca23:Hatanaka et al Basal 18 47% 2.23+2.41°%
Cal8:Yasuda et al Distal 24 75% 7.41+8.02%
Ca2l:Yasuda et al Medial 23 65% 6.48+8.80%
Ca24:Yasuda et al Basal 15 67% 3.20+4.25%
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Figura 10. Promedio de embriones por explante de Coffea arabica cv. Caturra de
tres meses de edad por tratamiento después de 12 semanas de cultivo en el medio
correspondiente para la embriogénesis somética directa: Tratamientos Cal6-Cal7-
Cal8 (Distal); Cal9-Ca20- Ca21l (Media) y Ca22-Ca23- Ca24 (Basal).

Al cabo de doce semanas de cultivo en los diferentes medios para la
induccion de la embriogénesis somatica directa no se detecto la presencia de
estructuras embriogénicas en ninguno de los segmentos de hoja
provenientes de Coffea arabica L. cv. Catuai de doce meses de edad, lo cual

corresponde a los tratamientos Cat31 a Cat39 (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Porcentaje de explantes con embriones en Coffea arabica cv. Catuai de
doce meses de edad por tratamientos (Cat31 a Cat39). Observaciones realizadas
después de 12 semanas de cultivo.

Tratamiento Numero de Porcentaje de explantes

explantes con embriones
Cat31 19 0%
Cat32 28 0%
Cat33 21 0%
Cat34 28 0%
Cat35 24 0%
Cat36 27 0%
Cat37 24 0%
Cat38 22 0%
Cat39 24 0%

En general, la respuesta de los segmentos de hoja provenientes de
plantas de café mantenidas en el invernadero, tanto de la variedad Caturra
como Catuai, a la embriogénesis somatica directa fue mas lenta que la
respuesta de los segmentos de hoja provenientes de vitroplantas, a
excepcion de los segmentos de hojas cultivados en el medio descrito por el
CATIE (Tratamientos Cal, Ca4, Cat25 y Cat28). En la figura 13 se muestra
una linea del tiempo en la cual se representa esquematicamente el tiempo
transcurrido para la aparicion de las primeras estructuras embriogénicas en

los tratamientos que respondieron a la embriogénesis somatica directa.
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Figura 11. Representacion esquematica de las semanas transcurridas para la
aparicion de las estructuras embriogénicas en los diferentes tratamientos evaluados.

Estudios histologicos del proceso embriogénico en café

El estudio histologico del tejido foliar evidenci6 que el explante
proveniente de las hojas de vitroplantas y de plantas de tres o doce meses
de edad eran anatomicamente similares. En las dos variedades estudiadas,
independientemente de la procedencia del explante se observaron, en cortes
longitudinales, los siguientes tejidos: epidermis adaxial y abaxial, parénquima

de empalizada y esponjoso y haces vasculares menores (Figura 12a).
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La induccién de la embriogénesis somatica a partir del tejido foliar en
los protocolos del CATIE descrito por Flores y Abdelnour (2000), Yasuda et
al.,(1985) y Hatanaka et al.,(1991) se inici6 con la formacion de un callo de
cicatrizacion en los bordes del explante. La histologia de los callos evidencio
la presencia de células grandes, poco densas, con un nucleo no visible y con
reservas de almidén (Figuras 12b y 12c¢). Asimismo, se observaron células
pequefas, densas, compactas y con ndcleo prominente adyacentes o dentro
del callo de cicatrizacién (Figura 12b y 12d). Las cuales formaron agregados
celulares pro-embriogénicos. En la figura 12e se demostré el proceso de
embriogénesis somaética por cuanto los embriones globulares no presentaron
una conexion vascular con el tejido que les dio origen sino una union a traves

de una estructura similar a un suspensor.

Posteriormente, el embridn globular continuo su desarrollo ontogénico
al pasar a una fase de torpedo en la cual se observo la polaridad de los ejes

apical y radical (Fig. 12f).
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Células pro- embriogénicas

Figura 12. Aspecto histologico del proceso de embriogénesis somética directa: (a)
corte longitudinal de hoja de Coffea arabica; (b) corte longitudinal del callo de
cicatrizacion; (c) y (d) células embriogénicas presentes en el tejido foliar de café; (e)
embriones sométicos en estado globular (EG) y (f) embriones somaticos en estado
de torpedo (ET).
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Germinacion de los embriones

Se consider6 como embriones germinados, todos aquellos que
presentaron al menos un par de hojas al final de cuatro semanas de cultivo
en los distintos medios para la germinacion. El mayor porcentaje de
germinacion se observd en el medio de cultivo Yasuda et al.(1985)
modificado por Bieysse et al., (1993), seguido del medio de germinacién T5
(Solano, 2001). Mientras que el menor porcentaje de germinacion se observo

en el medio de cultivo descrito por Hatanaka et al., (1991) (Figura 15).

En ninguno de los medios evaluados para la germinacion de
embriones se observd el desarrollo de raices funcionales, pero si el
desarrollo de la parte aérea, la cual se caracterizé por presentar cotiledones
grandes y deformados (Figura 16). Ademas, se observo que la germinacion
es heterogénea, es decir, que en un frasco de cultivo no todos los embriones
germinan a la vez, siendo los embriones en estado de torpedo los que

germinaron.
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Figura 13. Embriones de la variedad Caturra germinados, al cabo de cuatro
semanas de cultivo, en el medio de desarrollo de embriones (Flores y Abdelnour,
2000), medio de germinacién T5 (Solano, 2001), medio Hatanaka et al.,(1991) y
medio Yasuda et al.,(1985).

Figura 14. Aspecto morfologico de los embriones somaticos germinados en medio
solido: (a) Medio Hatanaka et al.,(1991) (MH); (b) Medio Desarrollo de Embriones
(MDE); (c) Medio Yasuda et al.,(1985) (MY) y (d) Medio de germinacion T5.
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DISCUSION

Métodos de desinfeccidon para plantas de invernadero

Las condiciones en las cuales se lleva a cabo el cultivo de tejidos
favorecen también el crecimiento y la proliferacion de microorganismos
contaminantes, los cuales interfieren con el crecimiento del explante, al
competir por los nutrientes del medio de cultivo, liberar sustancias toxicas y
variar el pH (Mroginski y Roca, 1991; Abdelnour y Escalant, 1994; Leifert y
Cassells, 2001). Por lo mencionado anteriormente, se debe tener en cuenta
que, una vez seleccionado el explante, la desinfeccion superficial representa
un aspecto basico en el establecimiento de los cultivos in vitro (Mroginski y
Roca, 1991).

La concentracion optima del desinfectante es aquella con la que se
logra la desinfeccion del explante sin provocarle ningun dafio (Abdelnour y
Escalant, 1994). En el método de desinfeccion en el cual se utiliz6 una
concentracién de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1% v/v (D1) no fue el
adecuado para desinfectar los explantes provenientes de invernadero, lo cual

explica los altos niveles de contaminacion observados.

El procedimiento de desinfeccion superficial del explante debe eliminar
los microorganismos pero a la vez debe causar el menor dafio posible al
explante (Abdelnour y Escalant, 1994). Al aumentar la concentracion de
NaOCl a 5.25% v/vy 2.6% v/v y utilizar una solucion de bactericida (Agri-
mycin) y funguicida (Benlate®) (D2) se logré reducir considerablemente la
contaminacion en comparacion al método anterior. Sin embargo, este
proceso de desinfeccion fue extremo ya que en comparacion con el otro
meétodo de desinfeccidn, la alta concentracion de cloro utilizada oxidd los

explantes (40%).
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La disminucion de la concentracion de NaOCl a 1.6% v/ivy 1% vivy el
incremento del tiempo de inmersién de los explantes en la solucion de Agri-
mycin y Benlate®, en los métodos de desinfeccion D3 y D4, fue 6ptima para
controlar la contaminacion y no provocar dafio a los explantes. Ademas, el
tratamiento previo de las plantas en el invernadero con una solucion de Agri-
mycin y Benlate® (D4), disminuyd considerablemente los porcentajes de

contaminacion en la etapa del establecimiento in vitro.

Evaluacion de la contaminacion y la oxidacion en los tres
protocolos para la induccion de la embriogénesis somatica

directa

El método de desinfeccion D4 resulté ser el mas adecuado y efectivo
para el control de los microorganismos contaminantes. La oxidacion de los
explantes influyé sobre la tasa de sobrevivencia de los mismos, asi los
provenientes de invernadero presentaron una mayor oxidacién que los de
vitroplantas. El hecho de aislar un tejido u érgano del resto de la planta
provoca un estado de estrés que altera su metabolismo celular y su balance
hormonal. Sin embargo las condiciones experimentales, evidenciaron que la
oxidacion de los explantes no representa mayores problemas. Por lo que se
consideran como buenos explantes, ya que la mayoria sobrevivieron en una

alta proporcion (Villalobos y Thorpe, 1991).

La contaminacion observada, tanto en Caturra como en Catuai, al
utilizar vitroplantas como fuente de explantes fue producto de la

manipulacion de los mismos en la camara de flujo laminar.
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Estadios de desarrollo embriogénico

El oscurecimiento del callo de cicatrizacion en los tres protocolos para
la induccion de la embriogénesis somatica directa ha sido observado por
otros investigadores, los cuales indican que se debe a la acumulacion de
sustancias fenolicas (Garcia y Menéndez, 1987; Quiroz- Figueroa et al.,
2002a; Quiroz- Figueroa et al., 2001). Quiroz- Figueroa et al. (2002a) indican
que el oscurecimiento de los tejidos es necesario para la induccion de la
embriogénesis somatica en café. Quiroz- Figueroa et al., 2001 dicen que los
compuestos fendlicos pueden actuar como sustancias inductoras o inactivar

sustancias inhibitorias de la embriogénesis somatica.

En el sistema para la induccion de la embriogénesis somatica directa
descrito por el CATIE se observdé no solo el oscurecimiento del callo de
cicatrizacion sino también la oxidacion de la lamina foliar del explante. Lo
cual coincide con las observaciones realizadas por Yasuda y colaboradores
(1985), quienes reportan el oscurecimiento del explante desde el borde hacia
el interior del mismo. Ademas, se observo un mayor crecimiento del callo de
cicatrizacion y una menor cantidad de embriones somaticos por explante, lo
cual concuerda con lo descrito por van Boxtel y Berthouly (1996), quienes
indican que el crecimiento excesivo del callo de cicatrizacion tiende a
provocar una severa oxidacion de los tejidos, lo cual afecta negativamente la

respuesta embriogénica.

En esta investigacion se observo que el callo de cicatrizacion es una
respuesta al corte de los bordes de la hoja y los embrioides aparecen sobre
este callo. Dublin (1981), Pefia (1983), Garcia y Menéndez (1987) informan
un resultado similar. De ahi la importancia de cortar todos los bordes del
explante foliar ya que la proliferacion del callo solamente ocurre en los

bordes cortados (Sondahl et al., 1991). Asimismo, se observé la aparicion de
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embriones somaticos sobre heridas en el segmento de hoja, lo que indica
qgue al hacer heridas sobre la lamina foliar, puede incrementar el nimero de
embriones obtenidos por explante. Las respuestas observadas se explican
por el hecho de que las regiones cortadas o heridas estan en contacto
directo con las citocininas, las cuales inducen la embriogénesis somatica
(Hatanaka et al.,1991).

Los diferentes estadios de desarrollo embriogénico observados fueron
similares, independientemente de la variedad y el medio de cultivo utilizado.
Ello concuerda con los resultados obtenidos por Yasuda et al. (1985), Garcia
y Menéndez (1987), Hatanaka et al. (1991), Bieysse et al. (1993) y Quiroz-
Figueroa et al. (2002b). Por otra parte, la formacion de embriones somaticos
es un proceso continuo durante el periodo de incubacion de los explantes.
En vista que no todas las células se diferencian en embriones somaticos
simultdneamente, es posible observar en un mismo explante todas las
etapas de desarrollo del embrion (Yasuda et al., 1985; Garcia y Menéndez
1987; Bieysse et al., 1993)

Respuesta a la induccion de la embriogénesis somaética

directa

Uno de los factores que determina el éxito en los sistemas de
micropropagacion es el estado fisiologico de la planta donadora del explante.
Se observé que los explantes derivados de vitroplantas y plantas de tres
meses de edad de la variedad Caturra presentan una mejor respuesta a la
embriogénesis somética directa en comparacion plantas de doce meses de
edad de las variedades Caturra y Catuai. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Bieysse y colaboradores (1993), quienes demostraron una
mejor respuesta a la embriogénesis somatica en los explantes de Coffea
arabica provenientes de vitroplantas que aquellos procedentes de plantas de

invernadero. Esta diferencia se debe a que los requerimientos nutricionales y
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hormonales difieren cuando los tejidos cultivados provienen de plantas en
diferentes edades fisiologicas (Villalobos y Thorpe, 1991). Los explantes
provenientes de vitroplantas son menos diferenciados y ademas, poseen un
mayor contenido de potasio, nitrégeno y fésforo, elementos minerales que
juegan un papel importante en la embriogénesis somatica, en comparacion
con las hojas de embriones somaticos y de plantas de cuatro meses de edad

regeneradas ex vitro (Barry- Etienne et al., 2002).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, al cultivar segmentos
de hoja de vitroplantas de Caturra y Catuai y segmentos de hoja
provenientes de plantas de café de la variedad Caturra de tres y doce meses
de edad en el medio de cultivo Yasuda et al.,(1985) difieren con los
resultados obtenidos por Torres (2000) quien al cabo de 25 semanas de
cultivo no detect6 la presencia de estructuras embriogénicas en ninguno de
los genotipos introducidos en este medio de cultivo. Lo cual se puede atribuir
a una diferencia en los genotipos y que las plantas utilizadas por Torres

(2000) eran plantas maduras.

Hatanaka y colaboradores (1991) obtuvieron embriones somaticos al
cultivar segmentos de hoja provenientes de plantas de Coffea canephora de
tres aflos de edad. Sin embargo, en el presente trabajo, no se obtuvieron
embriones al utilizar segmentos de hoja provenientes de plantas de café de
doce meses de edad. La estrecha base genética de Coffea arabica y su
caracter autdbgamo pueden ser la razén que expligue que sus genotipos
presenten una menor respuesta a la induccion de la embriogénesis somatica
gue los genotipos de Coffea canephora (van Boxtel y Berthouly; 1996;
Torres, 2000).

La posicion de la hoja en la planta donadora determiné la induccién de
la embriogénesis somatica. Asi, los explantes provenientes de las hojas de la

parte apical de las vitroplantas de Caturra y Catuai produjeron en promedio
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el mayor niumero de embriones soméaticos por explante. Lo cual se puede
relacionar al hecho que las hojas jovenes son ricas en citocininas, las cuales
inducen el desarrollo embriogénico y ademas, pueden extraer nutrientes,
tales como nitrégeno, potasio y fosforo, de las hojas mas viejas, en este caso
las de la parte media de las vitroplantas, lo cual disminuye el potencial
embriogénico de este ultimo tipo de hojas. (Sondahl et al, 1991; Salisbury y
Ross, 1994). Los resultados obtenidos en el presente trabajo difieren con los
reportados por Quiroz- Figueroa et al., (2002b) quienes observaron que el
primer par de hojas de las vitroplantas de Coffea arabica cv. Caturra Rojo al
utilizar el medio de cultivo descrito por Yasuda et al. (1985) no respondieron

a la induccién de la embriogénesis somaética directa.

Al cabo de doce semanas de cultivo s6lo se observaron estructuras
embriogénicas al cultivar explantes procedentes de hojas de café de doce
meses de edad de la variedad Caturra en el medio descrito por Yasuda et
al.,(1985). Ello evidencia como la induccion de la embriogénesis somatica
esta determinada por la interaccion del genotipo con el medio de cultivo
(Bieysse et al., 1993).

Otro de los factores que afecta la inducciéon de la embriogénesis
somaética directa es la composicién del medio de cultivo. El protocolo descrito
por Yasuda et al. (1985) fue el que mejores resultados brindd en la presente
investigacion. Lo anterior se atribuye a la diferencia en las sales minerales y
el gelificante con respecto al medio Hatanaka et al., (1991) y el medio de
induccion de embriones (CATIE). En el medio de cultivo Yasuda et al.,
(1985) solidificado con Gelrite, la disponibilidad de agua y nutrientes para el
explante en el medio es mayor, lo cual de alguna manera favorece la
embriogénesis somatica (Bieysse et al, 1993). Asimismo, Garcia y
Menéndez (1987) observaron una influencia del agente solidificante sobre la
produccion de embrioides, la cual fue mayor en el medio solidificado con

Gelrite en comparacién con la produccion de embriones observada en el
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medio gelificado con agar. Por otra parte, este medio de cultivo posee una
concentracion mayor de KH,PO,. El fésforo es uno de los elementos
minerales mas absorbidos por las células embriogénicas de café (Albarran,
1999; Solano, 2001). En café se requiere de una alta absorcion de fésforo
(P), nitrato (NO3) y amonio (NH;") para el inicio de la formacion de
embriones somaticos (Albarran, 1999). En alfalfa, dependiendo de Ia
concentracion de K* presente en el medio de cultivo, se observa una
disminucion o estimulacién de la embriogénesis somatica (Shetty y Mckersie,
1993 citado por Albarran, 1999).

Por otra parte los reguladores de crecimiento juegan un papel
importante en la induccion de la embriogénesis somatica. Garcia y
Menéndez (1987) lograron la formacion de embriones somaticos en forma
directa, aunque en muy baja frecuencia, al mantener los explantes foliares
del hibrido Catimor en el medio Murashige y Skoog complementado con 4
mgl”? de BAP. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en esta
investigacion al cultivar segmentos de hojas en el medio para la induccion de
la embriogénesis somatica directa descrito por el CATIE. Segun Dublin
(1981), las altas concentraciones de citocininas inducen la diferenciacion de

embriones somaticos en forma directa, sin la formacion previa de callo.

Estudio histologico del proceso embriogénico en café

Los cortes longitudinales de los tres tipos de explante utilizados
evidenciaron que no hay diferencia en cuanto a los tejidos que los
conforman. Pero, los explantes provenientes de vitroplantas presentaron la
mejor respuesta a la induccion de la embriogénesis somatica, esto por
cuanto, este tipo de tejido esta constituido principalmente por células
parenquimatosas, las cuales se caracterizan por su bajo nivel de
diferenciacion (Flores- Vindas, 1998; Barry- Etienne et al., 2002 y Quiroz-
Figueroa et al., 2002b).
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Se considera que la embriogénesis somatica directa tiene un origen
unicelular y que dichas células solamente requieren del estimulo adecuado
para que den origen al embrion somatico (Quiroz et al., 2002b). A pesar de
qgue en el presente trabajo no se pudo evidenciar, a nivel histologico, el
origen unicelular de la embriogénesis somética, si se observé que el proceso
se produjo a partir de tejido del parénquima. Loyola- Vargas et al. (1999)
indican que los proembriones se originan de las células de mesdfilo o de las
células epidérmicas. Por otro lado, Quiroz- Figueroa et al. (2002b) mencionan
gue las regiones embriogénicas se forman a partir las células mas mitéticas

de la capa de células subepidérmicas.

Por medio del estudio histolégico se pudo evidenciar que se obtuvo un
proceso de embriogénesis somatica directa, ya que las células que
conforman el callo de cicatrizacion formado como primer paso del proceso no
son embriogénicas y se caracterizan por poseer vacuolas grandes, aumentar
en tamafio y no dividirse (Emons, 1994). Los embriones somaticos se
formaron a partir de un pequefio grupo de células adyacentes a las células
que conforman el callo de cicatrizacion. Estas células presentan las
caracteristicas propias de las células embriogénicas: son pequefias,
permanecen unidas unas con otras, poseen vacuolas pequefias, un

citoplasma denso y no pierden la capacidad de dividirse (Emons, 1994).

Adicionalmente, el proceso de embriogénesis somatica directa se
corrobord, ya que se observd que no existe una conexion vascular entre los
embriones somaticos y el tejido que les dio origen (Quiroz et al.,, 2002b).
Asimismo, se observd una conexion por medio de una estructura similar al
suspensor presente en los embriones cigoticos. Al respecto, Emons (1994)
sefiala que células embriogénicas estan unidas al tejido madre por medio de
una gran célula vacuolada, similar al suspensor presente en el embrion

cigotico, y cuya funcion es la de proveer nutrientes y hormonas al embrion.

77



Los embriones somaticos, al igual que los embriones cigéticos, al
estar unidos por uno de los extremos al tejido madre, desarrollan una
polaridad (Emons, 1994). Lo cual coincide con lo observado en los
embriones somaticos en estado torpedo obtenidos en el presente trabajo.
Esto nos indica que el no haber observado el desarrollo de una raiz funcional
se debi6 al equilibrio hormonal (citocina/ auxina) de los medios de
germinacion utilizados (Salisbury y Ross, 1994). Pero, si se varia la
concentracién de reguladores de crecimiento de los medios de cultivo se

podria inducir tanto el desarrollo del sistema apical como el radical.

Germinacion de los embriones somaticos

El equilibrio hormonal de los medios de germinacion incide en el
desarrollo ya sea de la zona apical o de la zona radical presente en los
embriones sométicos (Dublin, 1991). En la presente investigacion se observé
un crecimiento predominante de los cotiledones en comparacion con el egje
radical. Las pocas raices formadas se caracterizaron por ser gruesas de
color verde y carentes de pelos radicales, lo cual se asocia con raices no
funcionales. Debido a que todos los medios de cultivo evaluados para la
germinacion de los embriones somaticos contenian una citocinina como
anico regulador de crecimiento, la alta relacion citocinina a auxina favorecio
el desarrollo de tallos y hojas en detrimento del desarrollo radical (Salisbury y
Ross, 1994).

Por otra parte, el resultado anterior se relaciona con el hecho que los
recipientes utilizados y la baja densidad de cultivo (10 embriones por frasco
Gerber) no representaron una limitante fisica ni de disponibilidad de los
nutrientes para la germinacion de los embriones. Girén (1998) y Solano
(2001) observaron que los embriones germinados en medio semi-sélido
presentan un crecimiento predominante de la parte apical en comparacion

con los embriones germinados en Recipiente de Inmersion Temporal
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Automatico (RITA). Esta diferencia en la morfologia de los embriones
somaticos se debidé a una baja densidad de cultivo, en la cual no existen

competencias fisicas entre los embriones.

El hecho que en ninguno de los medios de cultivo para la germinacién
de los embriones somaticos se haya observado el desarrollo de raices
probablemente se debié a que para inducir el desarrollo de las raices se
requiere de una relacion alta de auxina citocinina o la eliminacion de las
citocininas exégenas (Villalobos y Thorpe, 1991; Salisbury y Ross, 1994).
Contrario a los resultados obtenidos en la presente investigacion, Yasuda et
al.(1985) en Coffea arabica cv. Typica y Quiroz- Figueroa et al. (2002b) en
Coffea arabica cv. Caturra Rojo, lograron la conversion de embriones
somaticos en plantas con raices, en un medio de cultivo que contenia
solamente 1 mgl* BAP o en ausencia de este. Posiblemente las diferencias
entre los resultados obtenidos por Yasuda et al. (1985) y los obtenidos en la

presente practica se deban a los genotipos con los que se trabajo.

El mayor porcentaje de germinacion de los embriones sométicos se
obtuvo en el medio de cultivo Yasuda et al. (1985), lo cual coincide con los
resultados obtenidos por Albarran (1999), quien reporta que las sales
minerales y vitaminas del medio de cultivo Yasuda, utilizando
concentraciones de BAP entre 4 y 6 mgl™ fueron las mas eficientes para
estimular la formacién de embriones somaticos a partir de una suspension
celular de un hibrido F1 de Coffea arabica (Caturra x ET531), asi como para

la conversion de los embriones en plantas.
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En el medio de germinacion T5, el 35% de los embriones cultivados
germinaron al cabo de cuatro semanas. Solano (2001) reporta con este
mismo medio, un porcentaje de germinacion del 97%+3, a partir de una
suspension celular, después de 6 meses de cultivo. Sin embargo, la
diferencia entre estos dos resultados podria deberse a que en esta
investigacion se utilizaron embriones en diferentes estadios de desarrollo. En
el caso de los embriones en estado globular, estos aun no habian
completado su desarrollo, por lo que, presentaron problemas de germinacion.
Estas diferencias ontogénicas se reflejaron también en la heterogeneidad de

la germinacién en todos los tratamientos de germinacion.
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CONCLUSIONES

. El método de desinfeccion en el cual se asperjo con una solucion
del bactericida (Agri-mycin) y del funguicida (Benlate) (5 gl™ c/u) dos veces
por semana una semana antes de la introduccion in vitro, se empled un
periodo de 60 minutos de inmersion de los explantes en una solucion de
Agri-mycin y Benlate (1 gl c/u) y se sumergi6 los explantes en una solucién
de NaOCI al 1.6% y 1% v/v por 30 y 5 minutos respectivamente, resulté el
mas adecuado y efectivo para el control de los microorganismos
contaminantes en las hojas provenientes de plantas de café mantenidas en

el invernadero.

. Se evidencio que la respuesta a la induccion de la embriogénesis
somatica directa estd determinada por la posicion de la hoja en las
vitroplantas de café, por la edad fisiologica de la planta donadora del

explante, por el medio de cultivo y el genotipo.

. Las hojas de vitroplantas, tanto de la variedad Caturra como Catuai,
fueron los mejores explantes para la induccion de la embriogénesis somética

directa.

" El medio de cultivo Yasuda et al. (1985) modificado por Bieysse et
al. (1993) fue el méas eficiente para la induccion de la embriogénesis
soméatica en segmentos de hoja provenientes de plantas de la variedad
Caturra de tres y doce meses de edad y para la germinacion de los

embriones somaticos obtenidos.

. El estudio histolégico permitié evidenciar el tipo de embriogénesis

somaética directa.

" El protocolo Yasuda et al. (1985) modificado por Bieysse et al.

(1993) permitié obtener embriones somaticos en forma rapida y simple.
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RECOMENDACIONES

. Se debe asperjar dos veces por semana con una solucidon
bactericida (Agri-mycin) y funguicida (Benlate®) las plantas de café
mantenidas en el invernadero, por o menos una semana antes de la

introduccién in vitro con el fin de reducir las pérdidas por contaminacion.

. El medio de cultivo Yasuda et al. (1985) modificado por Bieysse et
al. (1993) se recomienda para la induccién de la embriogénesis somética

directa en café.

. Se recomienda uutilizar material vegetal joven para la induccion de
la embriogénesis somaética directa en café, pues es el que presenta mayor

potencial embriogénico.

. Se debe evaluar la respuesta a la induccion de la embriogénesis
somatica directa utilizando el medio de cultivo Yasuda et al. (1985)
modificado por Bieysse et al. (1993) en segmentos de hoja de café que

hayan sido transformados.

. Para obtener una poblacion homogénea de plantulas se recomienda
utilizar en la germinacién solamente los embriones soméaticos en estado
torpedo en el medio de cultivo Yasuda et al.(1985) modificado por Bieysse et
al.,(1993).

. Se debe continuar la investigacion en cuanto a la composicion del

medio de cultivo para la germinacién de embriones somaticos de café.
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" Se recomienda adaptar el sistema de inmersion temporal
automatizado (RITA) para la germinacion de los embriones somaticos, pues
permite reducir costos y obtener una mayor cantidad de embriones

somaéticos.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicién quimica del medio base Murashige y

Skoog (1962)*

Macronutrientes

Férmula

Concentracion

(mgl™)
Nitrato de amonio NH;NO; 1650
Nitrato de potasio KNO; 1900
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,-2H,0 440
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,-7H,0 370
Fosfato diacido de potasio K,H, PO, 170

Micronutrientes
Acido borico H,BO, 6.2
Sulfato de manganeso tetrahidratado  Mn SO4-4H,0 22.3
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0O,-7H,0 8.6
Yoduro de potasio Kl 0.83
Molibdato de sodio dihidratado Na,Mo0O,-2H,0 0.25
Sulfato de cobre dihidratado CuS0O,-5H,0 0.025
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl,-6H,0 0.025
Na Fe-EDTA

EDTA de Sodio Férrico Na Fe -EDTA 43

! Tomado de Alvarenga, 1999.
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Anexo 2. Diagrama de flujo de la metodologia.

Coffea arabica cv. Caturra
Coffea arabica cv. Catuai
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