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I. INTRODUCCION

El empleo de las biotecnologias se difunde cada vez més. E! desarrollo de estas
nuevas tecnologias se debe a las multiples ventajas y los enormes posibilidades que
ofrece en numerosos sectores de investigacion: Bioquimica, Fitopatologia, Morfogenesis,
Fitomejoramiento y Genética.

Si bien es cierto que dicha técnica se ha desarrollado més rapidamente en cultivos
ornamentales o0 anuales por varias razones, su uso en el caso de plantas tropicales
perennes es cada dia més importante.

Una parte importante de lo que se denomina "Biotecnologia”, reposa esencialmente
en el empleo de técnicas de cultivo de tejidos, conocido también como Método in vitro.
Entre las diferentes posibilidades que ofrece el cultivo in vitro (obtencién de haploides,
obtencién de plantas libres de virus, ingenieria genética), la multiplicacién vegetativa in
vitro es la forma més difundida de estos métodos de cultivo de tejidos.

Ademés, la multiplicacién vegetativa es el Unico procedimiento que permite reproducir
en gran escala los genotipos sobresalientes y cuya fijacién por via masiva no puede
considerarse por varias razones entre las cuales estan la compatibilidad, depuracién
genética prolongada, etc.

Il. PRINCIPIOS Y ORIENTACIONES

La mayoria del café consumido en el mundo proviene de dos especies: Coffea Arabica
y Coffea Canephora. En el caso del Coffea Arabica cultivado principaimente en América
Latina es autégama. Por lo tanto se puede reproducir fielmente por semillas. Su
mejoramiento hecho hasta ahora, ha llevado a la creacién de cultivares relativamente
homogéneos (Caturra, Mundo Nuevo).

Hasta el momento, los principios y orientaciones del me]oramientb genético del café
ha sido la obtencién de variedades homogéneas reproducidas y distribuidas por semillas
al productor, lo que significa cerca de 30 a 40 arios de trabajo.

La tendencia actual en muchos paises productores de café es la creacion de hibridos
intra e interespecifico no fijado con caracteristicas agrondémicas similares a las variedades
comerciales.

Por eso los progresos realizados en biotecnologia y especiaimente en cultivo de
tejidos, abren nuevas perspectivas a los investigadores, utilizando la multiplicacién
asexual in vitro para producir variedades mejoradas heterocigotas.






Los ultimos resultados obtenidos por PROMECAFE, deberian apoyar la definicion de
nuevos enfoques para el mejoramiento genético del café.

lil. PROMECAFE (1983-1990)
A. GENERALIDADES

Desde 1980, uno de los objetivos principales de PROMECAFE ha sido la evaluacion
y la distribucién de variedades con resistencia a la Roya. Generalmente dicha variedad
se distribuya por semillas después de un largo proceso de seleccion.

Debido a la importancia de esta nueva enfermedad y con el fin de responder a las
necesidades de los productores, se incluyd en el programa de trabajo de PROMECAFE
el desarrollo de una metodologia de multiplicacion asexual de las variedades promisorias
resistentes a la Roya. Los numerosos trabajos realizados desde 1970 en cultivo de
tejidos en café, demuestran que las especies cultivadas C. Arabica y C. Canephora
responden favorablemente a este tipo de cultivo.

B. OBJETIVOS GENERALES

El objetivo del programa era establecer una metodologia de multiplicacién asexual de
café mediante cultivo in vitro.

Por esta razén, a nivel de lICA-PROMECAFE y con el apoyo del IRCC-CIRAD se ha
decidido utilizar dos técnicas de trabajo:

- Propagacion asexual mediante microestacas.
- Propagacion asexual mediante embriogenesis somética.

C. TECNICAS DE MULTIPLICACION VEGETATIVA IN VITRO DE LOS
CAFETOS

El cultivo in vitro de las plantas es realizado partiendo fragmentos del vegetal completo.
Estos trozos de tejido que se usan son llamados cominmente explantes. De la parte de
la planta de la cual van a ser obtenidos dependeréa la metodologia utilizada. (Foto 1)

En todos los casos, dichas metodologias deben permitir la multiplicacién y la
produccién masiva de plantas idénticas a la planta madre. E! nivel de conformidad de
las plantas obtenidas in vitrg en relacién con la planta de origen es de suma importancia.
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C.1 Propagaciéon mediante microestacas

La propagacién vegetativa in vitro mediante microestacas consiste en obtener, a partir
de un nudo o ortotrdpico portadores de yemas preexistentes (Foto 2), una micro planta
cuyos nudos ortotropicos pueden ser utilizados como estacas in vitro asi sucesivamente
para obtener un gran numero de individuos.

Dicha metodologia incluye los siguientes pasos:

Cultivo de nudos ortotrépicos y obtencién jn vitro de tallo
ortotrépico.

Multiplicacién clonal jn vitro

Enraizamiento y aclimataciéon (paso de in vitro a
condiciones jn vivo)

Los cuatro pasos han sido estudiados y establecidos en nuestras condiciones.

a. Cultivo de nudos ortotrépicos

La alta contaminacién por bacterias y hongos es uno de los problemas méas
importantes. También la oxidacién fenélica que se manifiesta mediante la aparicion
de un color café en el medio donde se encuentran sembrados los explantes y que
puede producir la muerte de éstos. Esta etapa de la metodologia es la mas dificil
de superar.

El material vegetal utilizado puede provenir de:

- invernaderos
- directamente del campo

En el segundo caso la contaminacién por hongo es muy importante y por
consecuencia la pérdida de explantes es grande.

Los trabajos realizados en PROMECAFE han permitido establecer una metodologia
que permite la utilizacién de los dos tipos de material vegetal a través de los
siguientes pasos:
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Foto 2. Esquema de las ramificaciones
y yemas axilares que existen
en un eje ortotropico de café.
Se considera que a nivel de
cada nudo ortotrdpico existen
mas de cinco yemas axilares
capaces de dar un eje orto-
tropico cada uno.

Foto 1.

Esquema general de los diferentes
explantes que se pueden utilizar en cultivos
de tejido de una planta. En relacién con el
tipo de explante se define la técnica
utilizada.







. Desinfeccién de material vegetal

Generalmente se utiliza una doble desinfeccién con Hipoclorito de Calcio al 10% y
después al 8%. Esto permite obtener un buen porcentaje de sobrevivencia de
material vegetal y control aceptable de la contaminacion por hongos (mas del 70%).

Si el material vegetal es muy contaminado es posible utilizar en el medio de cultivo
un fungicida. En el laboratorio se utiliza de 1 g a 2 g de Benlate por litro de medio
en relacién con el origen del material vegetal (invernadero 0 campo).

De esta manera se puede obtener un 50% de explantes no contaminados
provenientes del campo.

Ademas de los hongos muchas veces aparecen bacterias en el medio de cultivo,
aunque esO no provoca directamente la muerte del explante, la contaminacion
bacteriana puede impedir un buen desarrollo y crecimiento del explante.

Los trabajos realizados han permitido controlar dicha contaminacién con el efecto
combinado de antibiéticos en el medio y el ph (400 mg de Ampicilinay ph=4, 6 -
4,8). Ademas de eso para reforzar el efecto del antibiético y del ph se utiliza una
dosis mas baja de aztcar en el medio (10 gr en lugar de 30 gr).

Oxidaci fendli

La oxidacion fendlica en el género Coffea varia en relacién con la especie y el lugar
de procedencia del material vegetal.

La produccién de fenoles es muy rapida a nivel de cada "herida" del explante y la
aparicion en el medio de cultivo puede, en 2 6 3 dias, producir la muerte del
explante. Por eso su control es muy importante.

La utilizacién de antioxidantes (Acido Ascérbico x Acido Citrico = 300 mg/1+250
mg/l) en combinacidn con un pre-tratamiento del explante con antioxidantes (15 a
20 minutos) antes de su siembra en el medio de cultivo ha permitido controlar la
oxidacién a mas de un 95%.

.Obtencién in vitro de tallo ortotrépi
Una vez desinfectado y preparado el explante se siembra en un medio con sales
minerales (Murashige y Shoog), vitaminas, azucar y reguladores de crecimiento.

Generalmente se utiliza una citocinina BAP (Benzylamino purine) a una dosis de 1
mg/| para inducir la brotacién de las yemas axilares (Foto 4).
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Foto 3.

Foto 4.

Induccién de dos yemas axilares de un
nudo ortotrépico, que después de desa-
rrollarse en eje ortotrépico con tres

o cuatro pares de hojas, sera subdivi-
dida para dar inicio a la produccion

de micro estacas.

El nimero de brotes depende del nivel
del nudo y de la concentracién en
citocininas.

Esquema general de la técnica de
multiplicacion jn_ vitro mediante micro
estacas que comprende las fases:

-obtencién in vitro de tallos ortotropicos
-multiplicacién masiva jn vitro
-enraizamiento y aclimatacion
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La aparicién de mas de dos brotes a nivel del nudo depende de la cantidad de
regulador que se utiliza (mas de 1 mg) y del nivel del nudo ortotrdpico (N,, N,, N,

Ng)

b. Multiplicacién cional in vitro

Una vez establecido el cultivo se constituye un Banco de Germoplasma in vitro a
partir del cual se puede iniciar la multiplicacion masiva del material.

La cantidad de material que constituye el Banco de Germoplasma va a depender
del nivel de produccién del laboratorio.

A nivel de PROMECAFE se habia establecido un promedio de 80 plantas por
variedades, eso en relacion con la cantidad de material vegetal necesario para la
distribucién a los paises miembros. (Foto 5)

Generalmente a nivel de cada nudo ortotrépico se induce la brotacién de dos ejes
ortotrépicos. Dichos tallos que han alcanzado un desarrollo de aproximadamente
3 a 4 pares de hojas se separan del esqueje original y se dividen en micronudos
y se colocan en un nuevo medio. (Foto 6)

En PROMECAFE los resultados obtenidos han permitido, bajo buenas condiciones
de cultivo, establecer un calendario de multiplicacién, o sea:

- multiplicacion cada 80 dias
- un explante puede producir un promedio de 8 micro-estacas
- la obtencién de 18 a 20.000 plantas a partir de un explante inicial

Debido al tipo de cultivo (café) y variedades (enana) cuyo crecimiento es muy lento,
la tasa de multiplicacion parece ser muy pequeiia en comparacion con plantas
ornamentales.

Pero los Ultimos resultados obtenidos con otros reguladores de crecimiento
(Giberellina) o el estudio mas profundizados de otros factores (luz) deberian permitir
una mejor tasa de multiplicacion.

Por ejemplo, en el caso de la Giberellina se ha logrado obtener a los 80 dias un
promedio de 12 microestacas a partir de un explante inicial, lo que significa una
produccién de mas de 100.000 plantas por ano.

La utilizacién de cantidad de luz mas importante por ejemplo en otros cultivos ha
permitido el incremento de la tasa de multiplicacién.






Foto 6.

Plantitas producidas in vitro,
de tres meses de edad listas
para ser subdividas o acli-
matadas en el vivero. En
este caso antes se sometera
la planta a un proceso de
induccién de raices durante
24 horas en solucién liquida
con alta concentracién de
Auxina.

Foto 5.

Cémara de crecimiento
donde se controla la
temperatura (252 = 1) y el
fotoperiédo (12 horas de
luz / 12 horas de noche).
Se mantiene también una
humedad relativa de 80 a
85%
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Es muy necesario e importante ahora que la metodologia esta establecida, de
poder realizar dicho estudio con el fin de ver si es posible mejorar el nivel de
multiplicacién.

c. Enraizamiento y aciimatacién

Una vez obtenida la cantidad de plantas necesarias para cada variedad, es
necesario llevarlas al vivero y después al campo.

Debido a que las microplantas que estan en condiciones asépticas no tienen raices
y estén controladas en buen ambiente, es necesario seguir los siguientes pasos:
(Foto 7)

- inducir la formacién de raices
- permitir el desarrollo de dichas raices
- aclimatar dichas plantas a las condiciones ambientales

i. Enraizamiento

Generaimente se conduce la formacion de raices (Foto 8) en condiciones in vitro
y el desarrollo de las mismas en condiciones in vivo controlada. Este proceso
requiere generalmente de 2 a 3 meses y muchas manipulaciones.

Con el fin de reducir tanto el tiempo como el numero de manipulaciones, el costo
y la posible perdida de plantas, se ha desarrollado una metodologia con la que se
ha permitido obtener un 95 a 100% de enraizamiento, con una perdida del 5 al 10%
de plantas en la fase de aclimatacion.

El objetivo principal era establecer una metodologia simple, aplicable en
condiciones locales, faciimente accesible al productor y disminuyendo asi el costo
de produccién.







Foto 7.

Micro estacas de Coffea
Arabica de tres pares de
hojas. Dicha plantita va a
ser sometida a un proceso
de induccién de raices en
medio liquido durante 24
horas.

Foto 8.

Formacién del primordio radical
de una raiz adventicia. Esta

se origina a partir de células

del floema y Cambium, y aparece
a los diez dias después de poner
la microestaca en la solucién
enraizadora.

10






| A A 8 B B 2 2 2 B F i i B BN ___AN_J__8

ii. Induccion de raices

La induccién se realiza in vivo en medio liquido, o sea se prepara un medio liquido
(no estéril), con alta dosis de reguladores de crecimiento, en el cual se ponen las
plantitas con 3 0 4 pares de hojas y de 1-1.5 cm. de altura. Las plantas se quedan
en dicha solucién enraizadora durante 24 horas y son sembradas directamente en
el suelo en bolsa plastica, llena de un substrato adecuado. Los estudios
histolégicos (Tesis de Master) (Foto 9) han permitido demostrar que las raices
inducidas en las microestacas, estan normales y bien conectada con el sistema
vascular central de la planta como cualquier raiz de una planta proveniente de
semilla.

iii. Aclimatacion
Una vez sembradas las plantas en el vivero, se deben observar dos cosas:

- el substrato que debe permitir un buen desarrollo de las raices
- el control de la temperatura y la humedad que deben permitir un desarrollo y una
sobrevivencia maxima.

Los trabajos observados permitieron establecer un substrato adecuado compuesto
de una mezcla de 3 volumen de tierras + 1 volumen de arena + 1 volumen de
pulpa de café.

Generalmente las raices empiezan a aparecer a las tres semanas.

Es muy importante que durante toda la fase de aclimatacién se mantenga una alta
humedad relativa y una temperatura no muy alta. Por eso una vez sembradas las
plantitas colocadas en las bolsas de polietileno, se hace un techo a 10 cm. de
altura de plastico o de hoja de banano. La persona encargada del vivero debe
regar las plantas en la mafana, al mediodia y en la tarde debajo y encima de dicho
techo con el fin de mantener las condiciones adecuadas. (Foto 10)

Cada semana se debe quitar una hoja de platano o levantar de 10 cm. el techo
plastico con el objeto de aclimatar poco a poco las plantas hasta llegar al fin del
mes y tener las plantas sin nada, excepto el techo normal del vivero.

Con esta técnica se han logrado obtener muy buenos resultados hasta de mas de
un 95% de plantas aclimatadas.

11
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Foto 10.

Sistema de aclimatacién de ;

la planta producida en el
laboratorio. Se coloca en
techo de plastico o de hoja
de palma o banano a diez
centimetros de la planta.
Esto permite mantener una
humedad relativa muy alta
y una baja temperatura
durante el tiempo de
aclimatacién (1 mes).
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Foto 9.

Conexibn de la raiz
adventicia neoformada con
el sistema vascular central.
Se observa dicho fenéme-
no a los 20 dias.

La raiz esta creciendo Yy
empieza a salir.
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Alos 6 6 7 meses, las plantitas tienen un tamario normal como cualquier otra planta
proveniente de semilla y estén listas para ser sembradas en el campo. (Foto 11)

Las plantas asi producidas tienen un sistema radical muy bien desarrollado y
formado con dos o tres raices tipo pivotantes. (Foto 12)

d. Ensayos en ei campo (Fotos 13 y 14)

En 1986 PROMECAFE ha decidido realizar la ultima etapa o sea el estudio del
comportamiento a nivel del campo de las plantas producidas mediante
microestacas y asi se han realizado varios ensayos a nivel de los paises de
PROMECAFE. Por esto:

- Se han sembrado varios ensayos en Costa Rica en dos zonas diferentes Turrialba
y CICAFE (Heredia).

- Se han enviado por avidn a varios paises (Guatemala, Honduras, Nicaragua y
México) plantas después de haberlas sometido a un proceso de induccién de
raices durante 24 horas.

Los resultados obtenidos después de 4 arios, demuestran que la metodologia ha
dado buenos resultados y no afecta el comportamiento de las plantas. Dichas
plantas tienen una buena uniformidad y mantienen una buena produccién. Las
diferencias pueden provenir mas del efecto genético.

En el caso de Costa Rica el primer ensayo (1986) ha cumplido su primer ciclo de
produccién y fue podado en febrero de 1991.

Como se puede observar en los Cuadros 1y 2 Anexos, generalmente los primeros
anos de produccion, la plantas producidas mediante microestacas superan a las
plantas comerciales producidas por semilla. Asi, para el impacto real de la
metodologia se ha decidido para 1992, sembrar el campo con los nuevos ensayos,
un testigo "absoluto” -Caturra y Catuai- reproducidos por microestacas. Este trabajo
se realiza en los paises a través de los laboratorios establecidos.

C.2 Propagaciéon mediante embriogenesis somética

Los primeros casos de embriogenesis somatica en el género Coffea fueron
obtenidas por Staritsky (1970) sobre explantes de Coffea Canephora. Desde
entonces varios autores han obtenido resultados tanto en C. Arabica como en
hibridos interespecificos (Arabusta). El concepto de la embriogenesis somética
esta basado sobre la extraordinaria capacidad de la célula vegetal , o totipotencia,
a regenerar una planta entera.

13







Foto 12.

Sistema Radical de plantas produ-
cidas mediante microestacas.
Generalmente se induce la forma-
cién de 2 a 3 raices.

14

Foto 11.

Plantas reproducidas

mediante microestacas de

6 a 7 meses de vivero. Se
| nota la uniformidad de
| dichas plantas.
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Foto 14.

Plantas de dos arios de edad en el
campo, producidas mediante micro
estacas.

Se puede observar una buena primera
produccion y una buena preparacion
para el afio siguiente.

15

Foto 13.

Ensayo regional de plantas
producidas in__vitro
mediante micro estacas.
Se puede observa la
homogeneidad de la
. plantacion.
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El objetivo principal de dicha técnica es producir a partir de fragmentos de hojas
embriones asexuales. Después dichos embriones se desarrollan en plantas
enteras.

Esta técnica comprende los siguientes pasos: (Foto 15)

. Cosecha y desinfeccion del material vegetal proveniente del campo para su
establecimiento in vitro.

. Induccién y formacién de embriones
. Regeneraciones de embriones y desarrolio de plantas enteras.

En PROMECAFE se ha trabajado con dos técnicas, utilizando fragmentos de hojas
y bajo los conceptos definidos por Sondhal y Sharp o sea:

-> LFSE (Low Frequency Somatic Embriogenesis) o embriogenesis somatica
directa y cuyo nivel de produccion es generalmente baja.

-> HFSE (High Frequency Somatic Embriogenesis) 0 embriogenesis somética
indirecta (Callo secundario) cuya tasa productiva es muy alta.

Ademéas PROMECAFE, utilizando las dos técnica, ha realizado trabajos con:

- C. Arabica con el objetivo de multiplicar masivamente plantes resistentes a la
Roya y otras enfermedades.

- C. Canephora con la finalidad de producir patrones de plantas resistentes o
tolerantes a nematodos y otras plagas de las raices.

a. Cultivos de fragmentos de hojas

La utilizacién de materiales vegetales provenientes del campo puede limitar la
técnica debido a:

la alta contaminacién por hongos y bacterias

el estadio fisiolégico del material vegetal

el tipo de explantes que se utiliza (hojas jévenes)
la variedad utilizada

El proceso establecido en el laboratorio ha permitido tener un buen control de
la contaminacién, utilizando una triple desinfeccién con: Benlate (1 gr./litro),
Hipoclorito de Calcio al 10% y Hipoclorito de Calcio al 8%.

16






Los trabajos realizados durante dos o tres anos nos han permitido conocer las
épocas mas criticas en cuanto a la alta contaminacién. Ademas, a través de
los resultados obtenidos se ha permitido establecer que el primer par de hojas
jévenes dan la mejor respuesta.

b. Induccién y formacién de embriones

Es importante resaltar que la respuesta a la embriogenesis somatica responde
no solamente al estado fisioldgico del explante (nivel de elementos minerales
nivel interno de reguladores de crecimiento), pero también al genotipo de la
planta (especie, variedad).

- LFSE briogenesi stica direct

Se ha adaptado a las condiciones locales, el medio de Yasuda lo que ha
permitido obtener buenos resultados en variedades de Arabica y Canephora.

Actuaimente la introduccidn en cultivos jn vitro de plantas seleccionadas se
realiza mediante microestaca y embriogenesis somética directa.

En general el Coffea Canephora tiene un nivel de produccion de embriones
bastante superior al de la C. Arabica. El caso de esta se produce de 2-3 a 60-
70 embriones por explante de 1 cm?. En el caso de C. Canephora puede ser
de 3 a 4 veces mas. (Foto 16)

- ri i i i

Dicha técnica comprende dos fases:

- fase de induccién en la obscuridad
- fase de regeneracién a la luz indirecta o directa

17
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Foto 15.
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La utilizacién de una mezcla de auxina y citocinina siempre conduce a la formacién
de un importante callo primario y después un callo secundario amarillo, friable y
embriogénico.(Foto 17)

Este callo embriogénico esto formado por miles de células embriogénicas, capaces
en condiciones adecuadas, de regenerar miles de embriones y al final plantas.

La importancia de dicha metodologia es:

- La alta capacidad de produccién 10 a 15 veces méas en comparacién con la
LFSE.

- La posibilidad de industrializar la produccion
A nivel de C. Arabica los resultados obtenidos son prometedores, pero variables, no
se ha logrado definir una técnica aplicable a cualquiera variedad de Arabica. Es
necesario continuar la investigacion.

Con la variedad C. Canephora se ha logrado establecer una metodologia que permite
producir embriones en cualquier linea de robusta y en cualquier momento del ano.

Los resultados obtenidos han permitido empezar a trabajar sobre la fase de
regeneracién de los embriones y plantas tanto en medio sélido como liquido. (Foto 18)

Ademés los resultados obtenidos con C. Canephora nos permiten estudiar y entender
mejor el fendmeno de la embriogenesis somética. Esto deberia permitir en un futuro
cercano, lograr los mismos resultados en C. Arabica.

Actualmente estamos en la fase de optimizacién de la produccién de embriones en
medio liquido, o sea:

- produccién de callo secundario embriogénico con cualquier tipo de robusta todo
el ailo
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Foto 18.

Embriones sométicos regene-
rados y germinados en medio |
sélido. Se puede observar

la cantidad producida a

partir de un callo formado
sobre un explante de

hoja de un centimetro.

Foto 17.

Callo secundario
embriogénico  producido
sobre un explante de hoja.
Este callo es de color
amarillo y muy friable y
puede ser sometido a un
proceso de multiplicacién
(medio liquido) o de
regeneracion de embriones
(medio sdlido o liquido).







- multiplicacién en medio liquido del callo secundario embriogénico: de 1 gr/l hemos
obtenido 350 gr/l en 10 semanas (Foto 19)

- regeneraciébn de embriones en medio liquido (equilibrio de reguladores de
crecimiento, condiciones fisico-quimicas del medio) (Foto 20)

Los resultados obtenidos nos han permitido entrar a otra etapa de la investigacion,
al nivel de cultivos celulares en medios liquidos, lo que nos permitira en el futuro:

- Una optimizacién y produccién comercial de plantas de café
- induccién y creacion de variabilidad genética por ingenieria genética

Ademés de estos trabajos se han realizado varios estudios de histologia de suma
importancia para entender los fenébmenos que ocurren en el cultivo de tejidos. (Fotos 21
y 22)

Actualmente se estan preparando las publicaciones sobre dichos trabajos y se
considera que la técnica, en el caso de Robusta podria estar lista para ser transferida a
los paises en 1991.

C.3 Cultivo de apices

Generalmente el cultivo de apices, debido a su crecimiento lento, se utiliza para
la conservacion in vitro del material vegetal.

A nivel de PROMECAFE se ha trabajado con este tipo de explante, con el fin
de disponer de una metodologia que permite la conservacién jn_vitro de
especies y variedades de café.

En el laboratorio del CATIE se ha logrado establecer la metodologia utilizando
directamente material vegetal del campo (Foto 23). Ademas se ha logrado
regenerar plantas a partir del cultivo de 4pices (Foto 24).

Mientras que los estudios de crio-conservacién u otros procesos no estén terminados

o bien establecidos, el cultivo de 4pices puede ser una alternativa como las microestacas
a mediano plazo para la conservacidn de recursos genéticos en café.
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Foto 19.
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Foto 22.

Corte de un callo secundario
en proceso de regeneracion.
Se observa el desarrollo de
un pro embridn con su suspe-
nsor (5).

Foto 21.

Estudio histolégico del
callo secundario
embriogénico. Este callo
estd formado por células
pequeiias, redondas, no
diferenciadas. Se ve (3) la
formacibn de un pro
embrién con dos células y
la pared para aislarla del
resto del tejido.







24

Foto 23.






D. CAPACITACION
D.1 Técnicos nacionaies

Para el establecimiento de los laboratorios ha sido necesario la capacitacion de
técnicos nacionales en esta técnica.

Se ha realizado capacitacién en servicio de 3 meses para dos técnicos de cada pais
tanto de los, en los cuales se acaba de establecer los laboratorios como en los otros
paises miembros.

- Guatemala, Honduras, Salvador = 2 por cada uno

- Nicaragua, México = 2 por cada uno

- Republica Dominicana = 1

D.2 Estudiantes

Con el fin de apoyar la investigacién y los resultados se han realizado dos tesis de
maestria en el CATIE.

Estudio heterolégico de la micro injertacién de Coffea Arabica sobre Coffea
Canephora

Estudio histoldgico de la formacién de raices en plantas producidas in vitro
El primero de los resultados obtenidos muestran que:
- No hay incompatibilidad entre el patrdn (C. Canephora) y el injerto (C. Canephora)

- que la unién patrén/injerto se realiza muy temprano en condiciones jn vitro (10
dias)

- que hay una unién perfecta entre los sistemas vasculares del patrén y del injerto
- que se han logrado mas del 90% de éxito en la injertacién
- que la tecnologfa esta disponible para los paises

En el segundo, se ha mostrado:

- el origen de la formacion del primordio radical de las raices adventicias(Floema
y Cambium)

- el buen desarrollo y formacién de dichas raices
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- establecimiento de una buena conexién entre la raiz adventicia y el sistema
vascular central de la planta

- que la utilizacién de plantas con varias raices adventicias es algo posible y
viable.

IV. JUSTIFICACION Y PERSPECTIVAS DE LA BIOTECNOLOGIA EN
CAFE EN AMERICA LATINA

Es evidente que la sostenibilidad de una agricultura moderna esta muy ligada a la
utilizacién y aplicacién de técnicas de puntas. Hoy en dia en cultivos anuales o perennes
no se puede hablar de logros importantes sin hablar de biotecnologia.

En los diez ultimos afios los grandes progresos realizados en biotecnologia en
general, y en cultivo in vitrg en café, abren nuevas perspectivas y esperanzas tanto para
los investigadores como para los productores.

A. SITUACION ACTUAL DE LA CAFICULTURA

El aparecimiento de plagas y enfermedades endémicas como la Roya del Cafe
(Hemileia vastratrix), han incrementado los costos fitosanitarios por el uso de
agroquimicos, ocupando actuaimente un 20% de los costos de produccién y existiendo
la posibilidad de aumentar en mayores costos ante la amenaza de otros paréasitos
potenciales: nematodos, CBD, Cochinilla de raices, etc.

En el Continente Americano, ante estas amenazas y sabiendo de que Coffea Arabica
dispone de una estrecha base genética en cuanto a fuentes de genes de resistencia a
enfermedades y plagas, la tendencia actual, es recuperar a través de cruces
intraespecfficos con “variedades" silvestres o exponténeas de C. Arabica (Etlopla) o]
interespecificos, genes de resistencia a otros parasitos creando hibridos con exigencias
ecolégicas y caracteristicas agronémicas similares a las variedades comerciales
actualmente cultivadas.

La creacibn de nuevas variedades comerciales para ser distribuidas a los
productores por semilla, requiere 35 a 40 anos de trabajo.

Frente a este plazo, tan largo y con el incremento rapido de la problematica de estos
paréasitos, el investigador se veréa obligado a hacer una seleccién més precoz al nivel F,
oF,.
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La multiplicacion vegetativa es el Unico procedimiento que permitira reproducir a gran
escala los genotipos excepcionales productos de cruces intra o interespecificos, cuya
fijacién por via tradicional (semilla), es dificil por diversas razones:

Depuracion genética larga y onerosa

Pérdida de variabilidad genética _
Pérdida de vigor hibrido o efecto de heterosis
Viabilidad corta de algunos hibridos

B. AVANCES Y LOGROS EN CULTIVOS IN VITRO EN LA REGION

B.1 Establecimiento de iaboratorios

Los paises como Honduras, El Salvador, Guatemala y Costa Rica (CATIE), disponen
de un laboratorio de cultivos de tejidos donde con la colaboracién y asesoramiento de
PROMECAFE/IRCC, y el apoyo financiero de USAID-ROCAP se han alcanzado logros
muy significativos.

Se ha capacitado personal en las técnicas de cultivo de tejidos a nivel de Ingeniero
Agrénomo o Msc.

Actualmente, dichos paises disponen de un laboratorio totaimente equipado (¢32.000

de equipo, productos y materiales) capaz de apoyar a los programas de mejoramiento
y producir mediante microestacas gran cantidad de plantas.

El volumen de plantas producido dependera del espacio de la camara de crecimiento
y el nimero de personal asignado al laboratorio ademés del responsable. El buen
funcionamiento de los laboratorios depende Unicamente del interés y de la voluntad de
las instituciones nacionales. Por ejemplo, en 1988-89 se han capacitado dos técnicos de
ANACAFE. Ninguno de los dos esta trabajando actualmente en esta éarea.

PROMECAFE a través de la formacion de un estudiante de Maestria del CATIE pudo
apoyar en esto. Este estudiante, quien termind su tesis en cultivo de tejido de cafe,
empezara a trabajar en mayo de 1991 con ANACAFE.

B.2 Programa de trabajo

a. Objetivos generales
El programa de trabajo debe enfocarse hacia tres actividades:

1) Muttiplicacién de hibridos F, o F, seleccionados por los programas de
mejoramiento
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2) Conservacion in vitro de recursos genéticos: variedades y especies

3) Intercambio de material genético

b. Objetivos especificos

En relacién con el programa de fitomejoramiento, el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos, debera realizar los siguientes trabajos:

1.

Muttiplicacién de hibridos de C. Arabica F,, F, para:

- ensayos regionales (estudio y seleccion)
- multiplicacién y produccién de las mejores plantas seleccionadas

Otras especies

Multtiplicacién y produccién de patrones con énfasis a resistencia o tolerancia
a nematodos y enfermedades y plagas de las raices.

Establecer una red de intercambio de material genético entre paises.

c. Estrateglas

Para alcanzar los objetivos definidos se deberan seguir los siguientes pasos:

1.

Constitucién de un banco de germoplasma jn vitro de las mejores plantas
seleccionadas por el programa de fitomejoramiento, mediante microestacas y
embriogenesis somaética.

Multiplicar y producir patrones de C. Canephora con resistencia o tolerancia a
nematodos u otras especies.

Seguir la investigacion por la transferencia y adaptacion de la metodologia de
la embriogenesis somatica.

Introducir clones diferenciales de Roya y otras especies de utilidad.

Mantener un intercambio de materiales e informacién entre los laboratorios de
la region.






d. Necesidades para ios iaboratorios

1. Personal que debe tener la institucion contraparte: un responsable a nivel de
Ingeniero Agrénomo o Master y un asistente de laboratorio.

2. Presupuesto para materiales y productos por afio.

Reactivos quimicos US$2,500.00
Cristaleria y materiales 2,000.00
Insumos y materiales locales 300.00
Otros 700.00
Total USS$ 5,500.00

C. PROGRAMA 1991

Para el afio 1991, los laboratorios disponen de nuevas lineas de la variedad
Colombiana (microestacas y embriogenesis somética) de Caturra y Catuai y algunos
otros hibridos, los cuales deberan ser multiplicados para ser sembrado en 1992 para su
estudio y seleccion.

Se espera al fin del aflo tener entre 3000 y 5000 plantas producidas por cada
laboratorio.

D. RED DE BIOTECNOLOGIA EN CAFE

Dicha tecnologia ha despertado un gran interés en la regién. Otros paises como
Nicaragua y Costa Rica estan interesados en iniciarse en esta area. '

Eso serfa de suma importancia para la caficultura centroamericana ya que permitiria
reforzar los lazos entre los diferentes palses. El establecimiento de laboratorios en Costa
Rica y Nicaragua permitirfa implantar la primera Bed de biotecnologia del café
permitiendo, ademéas del apoyo a los programas de investigacién en mejoramiento
genético, un intercambio de recursos genéticos y otros materiales seleccionados.

Se considera que esta Red esta pronta a establecerse y dinamizarse.







E. PERSPECTIVAS

E.1 Nuevos enfoques en mejoramiento

Como se ha mencionado anteriormente, los programas de mejoramiento deben
plantear nuevos enfoques para aumentar la sostenibilidad de la caficultura
moderna.

Algunos palses como Kenya lo decidieron hace varios afios y actuaimente estan
trabajando con hibridos F, o F, que se obtuvieron después de 15 arios de trabajo.
Pero ellos no disponen aparentemente de una metodologia y un potencial para
reproducirios asexualmente.

Los trabajos y programas realizados a través de PROMECAFE en los paises con
el apoyo de USAID-ROCAP han permitido hacer un paso adelante muy prometedor
pues los resultados obtenidos demuestran que la metodologia no afecta la planta.
Se ha demostrado tanto a nivel del laboratorio (tesis) como a nivel de campo, que
el sistema radical de la microestaca es tan funcional como la planta de donde
proviene la semilla.

Es importante resaltar ademés, que desde 1979 a través de una red de trabajo,
PROMECAFE ha obtenido logros importantes para la caficultura de la region:
- capacitando personal en mejoramiento y cultivo de tejidos

- dinamizando una red de intercambio entre instituciones e investigadores dentro
de la region y fuera de ella.

Debido a esto es muy importante aprovechar estos esfuerzos en general y los
resultados de la biotecnologia en particular, para dar nuevos enfoques al
mejoramiento con el fin de obtener a corto y mediano plazos, nuevas variedades
de café.

i) A corto plazo

- evaluacién y produccidn de patrones resistentes o tolerantes a plagas de
raices

- multiplicacién y produccién de nuevas fuentes de diversidad genética a
través de un programa de hibridaci6n intra e interespecifico (F, o F,)

- conservacion de material genético
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i) Mediano plazo

Creacién y evaluacion de nuevos hibridos con resistencia a la Roya,
Nemétodos, BCD y Cochinillas de raices.

- Obtencién y utilizacion de haploides para la creacidon de nuevas lineas
(cuttivos in vitrg)

- utilizacion de la biotecnologia (cultivos celulares, transformacion genética)
para la creacién de variabilidad genética

E.2 Presupuesto
a. CATIE Uss

Personal
1 Biotecnélogo ( )

1 Asistente 13.000

1 Auxiliar 4.800

Funcionamiento

Materiales y productos 5.000

Viajes 8.000

Otros 3.000
b. PAISES

Personal en cada pals

1 Blotecnélogo responsable

1 Awdiar

(Costa Rica y Nicaragua)

Equipo (20.000 x 2) 40.000

Materiales y productos (400 x 2) 8.000

I
Materiales y productos (4000 x 5)  20.000

Repuestos (1500 x 5) 7.500
Otros (publicaciones, etc.) (1000 x 5) 5.000
Equipo 20.000
c. REUNIONES
2 reuniones por afio (6000 x 2) 12.000
d. CAPACITACION 5.000
TOTAL US$150.000
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F. PRESUPUESTO GENERAL POR 5 ANOS

DESCRIPCION 1° ANO 2° ANO 3° ANO 4° ANO 5°ANO  TOTAL
Personal
Internacional PM PM PM PM PM PM
Nacional 17.800 18.500 20.430 22.860 25.140 82.210
Equipo 60.000 - - - - 60.000
Materiales v
Productos 33.000 2.500 2.500 2.750 2.750 43.500
Mantenimiento v
Equipo . 7.500 - 7.500 - 15.000
Viajes v viaticos 8.000 8.000 8.000 8.800 9.600 42.400
Capacitacion - 5.000 5.000 5.000 - 15.000
Reuniones 12.000 12.000 12.000 13.200 13.200 62.400
Otros 8.000 8.000 8.000 9.600 9.600 43.200
Overhead 20.820 12.610 11.760 14.170 12.760 71.670
TOTAL 159.620 96.240 90.190 108.630 97.800 435.380
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V. CONCLUSIONES

Los trabajos realizados en PROMECAFE han permitido no solamente establecer una
metodologia de multiplicacién asecual in vitro de C. Arabica, sino también dinamizar el
interés de la biotecnologia a través de la capacitacion de técnicos y del apoyo para el
establecimiento de laboratorios de cultivos de tejidos.

Ademés, los prometedores resultados a nivel de campo abren nuevas perspectivas

para la caficultura centroamericana a través de nuevos enfoques de mejoramiento
genético.

Varios paises tienen ya el potencial fisico (laboratorios) y humanos (técnicos), y otros
(Costa Rica y Nicaragua), estan interesados en desarrollar dicha tecnologia.

Eso depende ahora de la voluntad de las instituciones nacionales para continuar
adelante.
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Foto 25. Micro estacas o semilla ? No se nota
diferencia en el fenotipo. Sin cambiar
fundamentaimente el aspecto de la planta, la
biotecnologia debera permitr una mejor
sostenibilidad de la caficultura moderna, un
aprovechamiento méas adecuado de los recursos
y la variabilidad genética.
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VI. ANEXOS
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