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La Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia inicié investigaciones sobre el cultivo in vitro del café
en el afio de 1977 en el LIQC (Laboratorio de Investigaciones sobre la Quimica del Café y Productos
Naturales) y, tres afios mds tarde, en CENICAFE (Centro Nacional de Investigaciones de Café).

Los primeros proyectos de investigaciéon fueron aquellos tendientes a la definicién de métodos que
permitieran estudiar en las células y bajo condiciones controladas, los mecanismos de defensa del cafeto
contra la roya (5).

Posteriormente la Federacién continué apoyando las investigaciones tantoen el LIQC como en CENICAFE,
conrecursos y personal propios, lo cual permiti6 la ampliacién de los objetivos hacia la obtencién de plantas
mejoradas.

De las investigaciones desarrolladas y en progreso, se pueden destacar los resultados obtenidos en cuanto
al desarrollo de técnicas para la propagacion in vitro de varias especies del género Coffea; la regeneracién
de plantas por embriogénesis somdtica, su adaptacién, cultivo y evaluacién bajo condiciones de campo; el
aislamiento y cultivo de protoplastos, tanto de tejido del meséfilo como a partir de células en suspensién y
la propagacion de hibridos interespecificos, a través del rescate de embriones (14, 12).
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Més recientemente, a partir de 1987, se han estudiado y adaptado nuevas técnicas, tales como el cultivo de
anteras y la embriogénesis somdtica directa.

CENICAFE ha adaptado y desarrollado una tecnologia bdsica para el cultivo de tejidos en café, la cual se
estd aplicando esencialmente con propésitos genéticos. Algunos de estos trabajos, como el cultivo de
embriones, con resultados evidentes en el aumento del nimero y la obtencién de nuevas combinaciones
genéticas a partir de plantas hibridas recuperadas de cruzamientos interespecificos.

El objetivo primordial es obtener por todos los medios, nuevas combinaciones genéticas, ttiles en el
programa de fitomejoramiento tales como: plantas de C. arabica con nuevos genes de resistencia a
enfermedades, plagas o condiciones ambientales adversas.

A continuacién se describe el estado actual de investigacién y desarrollo de las distintas técnicas
biotecnolégicas en CENICAFE.

PROPAGACION POR MICROESTACAS

Las microestacas son trozos de tallo con un nudo en los cuales se induce in vitro el desarrollo de yemas que
producen brotes, los cuales se subdividen.

En CENICAFE se ha logrado el desarrollo de brotes desde los ocho dias después de sembradas las
microestacas. De un mismo nudo, sucesivamente se han obtenido numerosos brotes ortotropicos. Se ha
superado el nimero reportado en la literatura (médximo 12). En algunos casos se han obtenido hasta 25 brotes
de un mismo nudo (microestaca). Ademds cada brote se puede subdividir, obteniéndose en varios subcultivos
numerosas plantas a partir de una estaca (9).

Microestaca con brotes. Cultivo de brotes subdivididos
provenientes de una
microestaca.
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Esta técnica ofrece las siguientes ventajas:
- Reproduccién genética idéntica de la planta original.
- Tasa de multiplicacién alta, con relacién a la produccién de estacas en condiciones de enraizador.

- Utilizacién de materiales excedentes (hojas y meristemas terminales) para la conservacién y propagacién
in vitro.

- Asepsia, que puede facilitar el intercambio internacional.
- Permite conservar germoplasma.

En CENICAFE se estd utilizando este sistema de propagacién para multiplicar materiales valiosos y
promisorios de origen hibrido.

CULTIVO DE MERISTEMAS

Los meristemas son los puntos de crecimiento de la planta (yemas) los cuales pueden extraerse y cultivarse
in vitro. En café se utilizan para propagacion las yemas ortotrépicas.

En CENICAFE se estandarizé esta técnica para materiales de C. arabica provenientes del campo y se
pretende iniciar, con su aplicacién, la conservacion in vitro de germoplasma valioso genéticamente y de
algunas especies y variedades de la coleccién de germoplasma de CENICAFE. Las plantas propagadas por
este método tienen crecimiento lento y estabilidad genética (1, 8).

Meristema recién sembrado.

t ey i L K

Pléantula proveniente de un meristema.
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CULTIVO DE EMBRIONES

Es una técnica bdsica en hibridacién interespecifica en café, mediante la cual se pueden aumentar las
posibilidades de introducir caracteristicas de las especies diploides a las variedades cultivadas de la especie
C. arabica. Muchas semillas de origen hibrido interespecifico no se desarrollan (mueren), debido a la
incompatibilidad en el endospermo. Al aislar y cultivarin vitro los embriones inmaduros se puede dar origen
a nuevos hibridos.

En CENICAFE se ha logrado, durante los afios 1988 - 1989, cultivar in vitro, més de 3.800 embriones
hibridos entre la especie C. arabica y las especies diploides, C. canephora, C. liberica, C. stenophylla 'y C.
racemosa. Se ha aumentado el nimero de combinaciones hibridas y se han obtenido algunas nuevas plantas,
lo que es imposible por métodos tradicionales.

La técnica permite, ademds, llevar a cabo estudios de nutricién y estudios fisicos y ambientales, ya que las
pldntulas responden rdpidamente a cambios fisicos y qufmicos muy leves en el medio (7).

Embriones inmaduros recién
sembrados.

Embriones en germinacion. Plantulas provenientes de
embriones de hibridos.

EMBRIOGENESIS SOMATICA DIRECTA

Esta técnica consiste en obtener embriones directamente a partir de tejido somdtico como hojas, tallos y
raices. Las caracteristicas genéticas de los embriones somdticos son diferentes a las de los embriones
cigéticos o de semillas.

Mediante la embriogénesis, a partir del trozo de tejido (explante) inicial, hay mayor probabilidad de obtener
plantas genéticamente idénticas a la original. Esta técnica puede usarse en la propagacioén clonal de materiales

de importancia genética.
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Trozo de hoja con numerosos embriones.

Embriones en desarrollo con
nuevos embriones.

Los primeros embriones somdticos obtenidos directamente del trozo de tejido se observan 10 semanas
después de sembrado el explante. Es posible obtener numerosos embriones somdticos directos de tejidos de
plantas hibridas (8).

Una hoja posee entre 30 y 50 cm? y cada cm? de hoja produce 120 embriones in vitro en 100 dias. Algunos
embriones somdticos pueden ser nuevas combinaciones genéticas (variantes somaclonales).

La embriogénesis somdtica se estd utilizando con el propésito de obtener nuevas combinaciones genéticas
de origen interespecifico y como sistema probable de multiplicacién masiva de plantas sobresalientes.

CULTIVO DE ANTERAS Y DE GRANOS DE POLEN AISLADOS

Mediante el cultivo de anteras o de granos de polen in vitro, es posible inducir la transformacién de los
granos de polen inmaduros en embriones, origindndose asi plantas haploides (con la mitad de las
caracteristicas genéticas del padre). Alduplicarse natural o artificialmente el juego cromosémico, se origina
una planta completamente homocigética (con dos juegos de cromosomas idénticos), en una sola generacién.

En mejoramiento genético esta técnica permite la produccién de combinaciones hibridas homocigéticas en
corto tiempo. Es decir, se pueden obtener plantas hibridas que no segregan y se pueden propagar por semilla
en pocas generaciones (13).

Se determind el estado 6ptimo de desarrollo del botén floral para el cultivo de anteras y se hicieron las
variaciones del medio de cultivo. Actualmente se tienen méds de 400 pldntulas y 2.000 embriones
provenientes de anteras de hibridos interespecificos cultivados in vitro y probablemente haploides, éstos,
después de su duplicacidn, se seleccionardn para detectar las combinaciones hibridas deseables (9).

Latécnica de cultivo de polen aislado permite controlar y estudiar todos los factores que est4dn determinando

el desarrollo esporofitico del polen, y se constituye en una interesante alternativa para la obtencién de
haploides en café.
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Microesporas de café cultivadas Polen de café en plena division celular.
in vitro y tefiidas por la técnica
de epifluorescencia.

Los estudios realizados han permitido utilizar una metodologia eficiente para aislar, cultivar y evaluar el
desarrollo del polen de café bajo condiciones in vitro. Se analizé el efecto de factores tales como el
tratamiento de induccién y algunos componentes del medio de cultivo (sales bdsicas, hormonas y azicares),
sobre la formacién de estructuras celulares (microcolonias) derivadas del polen (6). Actualmente se estd
estudiando el uso de nuevas técnicas que permitan la regeneracién de plantulas a partir de las estructuras
embriogénicas obtenidas.

CULTIVO DE TEJIDOS DE OTRAS ESPECIES DE LA ZONA CAFETERA

Adicionalmente, se han llevado a cabo investigaciones con especies distintas al café tales como: platano
(Musa sp.) (10), naranja (Citrus sinensis) (5), pitahaya (Hilocereus sp.) (5) y pifa (Ananas comosus), con
resultados que permiten el desarrollo de futuras investigaciones en micropropagacién, limpieza de material
de siembra y, eventualmente, el mejoramiento genético.

Proliferacion de yemas in vitro.
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Se han llevado a cabo en CENICAFE estudios sobre el desarrollo de todas las yemas del cormo del pl4tano
y se plantaron in vitro, encontrdndose que todas las yemas son susceptibles de su cultivo con altas tasas de
propagacién. Se estableci6 asf una metodologia adecuada y eficiente para la propagacion de variedades de
platano.

CITOLOGIA

Complementariamente, CENICAFE estd desarrollando observaciones y andlisis de células y tejidos del
cafeto, al microscopio, con el objetivo de conocer las caracteristicas de las células, de los tejidos y de las
pléntulas que se producen in vitro, y con el propésito de aumentar el conocimiento basico de la planta de
café y sus partes. Para tal efecto se estdn adelantando estudios cromosémicos de anteras, granos de polen y
raices (10,2,3 y 4).

Granos de polen de C. arabica.

CENICAFE trabaja actualmente en el cultivo de células y tejidos de café como una tecnologia bésica con
aplicaciones genéticas, para facilitar, aumentar y obtener nuevas combinaciones y variantes genéticas y
propagar masivamente materiales valiosos, especialmente de origen hibrido, facilitando la obtencién de
nuevas variedades. En un futuro se pretende ingresar a la etapa de la utilizacién de la ingenierfa genética en
café, con el propésito de introducir a nuestras variedades los genes que éstas requieran y no existan, o sea
imposible incorporarlos a partir de las especies diploides, tanto por los sistemas tradicionales de cruzamiento,
como mediante las técnicas de cultivo in vitro ya mencionadas. Por su parte, en el LIQC se contindan las
investigaciones utilizando cultivos de células en suspensién orientadas a la selecciénin vitro, estudios sobre
fitoalexinas, cultivos haploides, aislamiento y regeneracién de plantas de café a partir de protoplastos.

Las investigaciones realizadas coordinadamente por los dos laboratorios, constituyen la base de programas
de investigacién en Biotecnologia Vegetal de la Federacién Nacional de Cafeteros de Colombia.
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