CONCLUSIONES

El protocolo desarrollado en el laboratorio de biotecnologia de
la Estacion Experimental Litoral Sur del INIAP permiti obte-
ner clones de cuatro genotipos de café (dos hibridos tipo
arabigo y dos clones tipo robusta), seleccionados por el equi-
po técnico de la ESPAMMFL, por sus caracteristicas superiores
de rendimiento y resistencia a enfermedades como la roya
(Hemileia vastatrix L).

La tecnologia generada, es de utilidad para los programas de
mejoramiento genético 'de este cultivo en el Ecuador y paises
caficultores, debido a que, al mismo tiempo que permite clo-
nar a gran escala genotipos seleccionados, amplia la posibili-
dad de implementar técnicas avanzadas de ingenieria genéti-
ca como la edicion génica para el mejoramiento genético de
este cultivo.
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Embriogenesis somatica a partir de segmentos de la hoja de cafe (Coffea sp.)

INTRODUCCION

El INIAP y la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi (ESPAMMFL) evallGan en conjunto, la respuesta en
campo de genotipos de café obtenidos a partir del cruza-
miento de variedades resistentes a la roya como Catimor
(Caturra x Hibrido de Timor), Cavimor (Catuai x Catimor) y
Sarchimor (Villa Sarchi x Hibrido de Timor) con variedades
arabigas puras (Caturra, Pache y Bourbén) e hibridos de
tipo robusta procedentes de la region amazonica. Eso con el
objetivo de identificar y seleccionar individuos que retnan
las caracteristicas de alta produccion por planta, morfoldgi-
camente de porte bajo y con tolerancia o resistencia a la
roya.

Estos hibridos deben multiplicarse de manera clonal para su
cultivo y evaluacién en diferentes zonas productoras del
Ecuador, con el objetivo de validar la alta productividad y
nivel de resistencia a la roya (Hemileia vastatrix L).

En cafeto los métodos convencionales de propagacion como
esquejes o semillas, pueden perder rapidamente su viabili-
dad, en cambio, las técnicas biotecnoldgicas como la em-
brlogene5|s somatlca permiten la micropropagacion masiva
de genotipos deseables en menos tiempo (Gatica et al.,

2007). Esta técnica, es un método de regeneracion efi icien-
te en café, que mediante la aplicacién de reguladores de
crecimiento en un medio de cultivo nutritivo, se logra una
tasa de multiplicacion elevada, formando embriones a partir
de células somaticas (dlrecta), 0 requiriendo una fase de
callo previa (indirecta), permitiendo la propagacion clonal
(Séndahl and Sharp, 1977; Zamarripa et al., 1991; Van Box-
tzedzazr;d Berthouly, 1996; De Feria et al., 2003, Aguilar etal,

Este trabajo se realizé con el objetivo de desarrollar un pro-
tocolo de propagacion clonal in vitro via embriogénesis so-
matica a partir de segmentos foliares de cuatro genotipos
de café seleccionados por su rendimiento y resistencia a
roya.

METODOLOGIA

Seleccion de plantas donadoras

El proceso de regeneracion
de plantas mediante embrio-
génesis somatica en café
inicia con la seleccion en
campo de genotipos con ca-
racteristicas superiores en
cuanto a rendimiento y resis-
tencia a roya. Se selecciona
hojas sanas y jovenes de
ramas ortotropicas en activo
crecimiento y se trasladan al
laboratorio. A esto le sigue la
fase de formacion de callos
(FC) in vitro.

Formacion de callos a partir de la hoja

Las hojas se desinfectan con
hipoclorito de sodio al 1% por
20 min y con ayuda de pinzas y
tijeras en condiciones estériles,
la lamina foliar se _divide en
fragmentos de 1 cm?. Estos se
siembran en un medio de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962)
con auxinas y citoquininas en
proporcion 1:4 y se cultivan en
oscuridad y 28+2 °C de tempe-
Irlatura para la formacion de ca-
os

Diferenciacion de callos embriogénicos

A los 60 dias, los callos que se
forman por los bordes del ex-
plante (Foto C) se separan del
segmento y se transfieren a un
medio de cultivo MS con cito-
quininas para la diferenciacion
y formacion de los embriones
somaticos (ES).
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ESBF: se forman menor canti-
dad ES en estado avanzado de
desarrollo (Foto. D).

La aparicién de la embriogé-
nesis somatica puede ser de
Baja (ESBF) o alta frecuencia
(ESAF).

ESAF: Se caracteriza por in-
contables ES en estado tem-
prano de desarrollo (Fig. E),
los cuales se inoculan en er-
lenmeyers con medio de culti-
vo MS liquido con auxina y se
cultivan en oscuridad y agita-

cién constante (100 rpm)
para formar suspensiones
celulares embriogénicas (SCE)

Multiplicacion y diferenciacion de SCE

La formacion de los ES se
puede lograr también en
medio de cultivo liquido en
agitacion para ello se inocu-
lan 0.5 g de masa fresca de
agregados celulares de la
SCE en medio de cultivo MS
que contiene citoquinina y a
los 45 se observa la forma-
cién de ES de color blanco en
estado de torpedo (Foto H).

Regeneracion de plantas

A los 30 dias los ES germina-
dos se transfieren a medio de
cultivo fresco de igual compo-
sicidbn y permanecen en las
mismas condiciones de culti-
vos hasta la formacion de
plantas completas con hojas
verdaderas (Foto H). Después
de 4 meses de Iniciada la
germinacion las plantas estan
listas para la transferencia al
invernadero.

Cada semana se renueva el
40% del medio de cultivo y
cada 45 dias se subdividen
en nuevos erlenmeyers y se
mantienen en las mismas
condiciones de oscuridad y
agitacion para la multiplica-
cion (Foto G).

Los ES se transfieren a me-
dio de cultivo MS con 0.22
mg L-! de citoquinina y con-
diciones de luz para la ger-
minacién. Estos se alargan y
se tornan de color verde y a
los 30 dias se puede obser-
var la emergencia de las
hojas cotiledonales y de las
raices (Foto I).

En esta fase del proceso se
encuentra la metodologia
estandarizada por el INIAP
para cuatro genotipos de
café ecuatorianos.



