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MORA, E. 1999. Estudio histoldgico del microinjerto de
embriones cigdticos y somaticos de café (Coffea spp). Tesis
Mg. Sc., Turrilaba, Costa Rica, CATIE. 72p.
Palabras claves: Microinjerto, portainjerto, injerto, Coffea
arabica, Coffea canephora, histologia.

RESUMEN

Esta investigacidn se realizd en la Unidad de
Biotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultivos
Tropicales del CATIE, con el objetivo de determinar los
eventos histologicos que ocurren en el proceso de la
microinjertacion entre embriones cigéticos v somaticos de
cate y ademas si es factible o no la obtencion de injertos
exitosos ¥y funcionales.

En el procesn  de microinjertacion se utilizaron
plantulas provenientes de embriones cigdticos vy somaticos de
L. canepbora, cv. Robusta y como injerto, embriones
cigdticos v somaticos de . arabica, cv. Caturra vy LC.
canephora, cv. Robusta. Se ensavaron embriones de dos
especies del género Coffea, en edades y origen diferentes.
El estudio histoldgico se realizd con microscopia de luz y
las combinaciones de microinjertacion ensavadas permitieron
observar los diferentes periondos para la ocurrencia de los
eventos morfeldgicos, relacionados al desarrcllo de los
microinjertos. Todas las microinjertaciones culminaron con
éxito, presentandose un prendimiento del 100% para todas las
combinaciones ensayadas. Los eventos histolégicos que
caracterizan la union patrédn-injerto, se cobservaron en forma
similar para todas las combinaciones de microinjertacion
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ensayadas, sin embargo estas ocurren cronclédgicamente a
diferentes velocidades de acuerdo con la especie, sdad vy
origen de los embriones microinjertados. El estudio
histoldgico permitid® observar los siguientes eventos: a)
formacidon de uma caps de contactn constituida por células
muertas de ambos componentes del sistema, debido a la lesidn
ocasionada por el corte en el patrén e injertos b}
reactivacidn de las células del patrdn e injerto cercanas al
corte, las que expresan uh aumento en la actividad del
Aaucleo v nucleolo, debido a la preparacidn de éstas para el
proceso mitoticeoy ¢) acumulacion de almidon en la region
medular v cortical del patrdn 8 injerto, donde posiblemente
estos glucidos seran transformados y movilizados como fuente
de energia hacla las celulas que se encuentran en divisidn
activa en gl cambium vascular; d) cohesidn del patrdn e
injerto; ) proliferacion de callo en la zona de unidn como
resultado de las divisiones celulares en todos los planos

que sufren los tejidos parenquimaticos tanto del patrdan como

del injerto; ) formacidn de una zona cambial en el tejido
neoformado o callo a partir del qgque se diferenciard
progresivamente el tejido wvascular gue estabhlecerd la

coneccidn vascular efectiva. Esta se did entre los 25 y &0
dias de cultivo dependiendo de la combinacidn
microinjertada.

Los resultados de este trabajo permiten establecer que

la técnica de microinjertacidn in vitro, s una alternativa
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viable para lograr injertos exitosos y funcionales entre

patrones e injertos de C. cangphora v C. arabica.
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MORA, E. 1998. Histological study of micrografting of
coffee (Cgffea spp) cygotic and somatic embrvos. Thesis
Mag. S5c. Turrialba, Costa Rica, CATIE. 72 p.

Keywords: micrografting, rootstock, grafting, Coffea
arabica, Coffea canephgra, histology.
SUMMARY
The research was conducted, in the BHiotechnology Unit

of the Tropical Crpos Improvement Program at EATIE, to
determine histological events in the micrografting process
of coffee cygotic and somatic embryos and the possibility to

obtain viable grafts.

The material used fTor the micrografting process were
cygotic and somatic embryos of [. canephora, cv. Robusta, as
graft, cygotic and socmatic embryocs of L. arabica, CV.
Caturra and C. canephgra, cv. Robusta. Embryvos of two

Coffea species of different ages and origin were tested.

The histologic study was done using light microscopy
and selected micrografting combination allowed observation
at different periods for the appearance of morphologic
events related to micrografts development. All
micrograftings were successful with 100% performance for
tested combinations. The histologic events characterizing
the union pattern-graft were similar for all micrografting
combinations; nevertheless, they occur chronolcocgically at
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different speeds according with the species, age and arigin
of micrografted embrvyos. The following events also were
cbserved: a) formation of a contact coat of dead cells from
both systems components due to injury caused by a cut made
to the pattern or graft; b) reactivation of pattern and
graft cells near the cut expressing an increasing activity
of nucleus and nucleclus as preparation for the mitotic
process; c) starch accumulation of pattern and graft
medullar and cortical regions where these glucoside will be
transformed and moved as energy source to cells in active
division at the wvascular cambiumg ¢) pattern and graft
cohesion e) callus proliferation in the union aregas as a

result of cellular divisions in all parenchyma tissues of

pattern and graft; f) formation of cambial zone in the
neoformed tissue from where vascular tissue, for an
effective connection, will progressively differentiate.

This happened between 25 and &0 days of culture depending of

micrograftted combinations.

The final results of this research allow to conclude
that in vitro micrografting technique is a viable
alternative to obtain successful and functional graftings

with patterns and grafts of C. canephora and C. arabica.
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I. INTRODUCCION

Para algunos paises de Ameérica Latina como Brasil,
Colombia, Centroamerica etc, la actividad cafetalera
constituye una de las principales fuentes de divisas, que
sustenta directamente su desarrollio social y econdmico.
Ello Jjustifica la conduccion de investigaciones &an este
cultivo con miras a profundizar en aspectos relacionados con
S propagacion, fisiologia, manejo, vy mejoramisnto hacia
fuentes de resistencia, lo que permitiria incrementar 1la

productividad del mismo.

En la region latinoamericana, las nematodos
fitoparasitos constituyen uno de 1lops facteres limitantes
para la caficultura, pues se ha demostrado que pueden ser
responsables de un alto porcentaje de pérdidas, estimadas
hasta en el 6@B%. Estos parasitos causan su dafo al
alimentarse de las raicillas de la planta, lo gue afecta la
absorcicdn de agua y nutrientes con un resultado indirecto
sobre la cantidad y calidad de los frutos. Ademds se sehala
la posibilidad de gue los nematodos, sobre todo los del

genero Meloidogyne formen parte de un complejo stiocldégico en

2l que participan también hongos del género Eusarium spp,

Cylindrocladium spp Yy Phialepphora, causantes de severa

marchitez en el café (Calderdn, 1989).



El dificil combate de esta plaga una vez gue ha
infestado las raices de la planta, asi como la naturaleza
perenne del cultivo, han hecho de este, un problema de
dificil solucidn. S8in embargo se ha tratado de afrontar
especialmente de las siguientes maneras: a) combate gquimico
mediante el uso de nematicidas, el cual ademas de tener
altos costos, es un contaminante peligroso del ambiente Y
con eficacia por corto tiempo3 b) utilizacién de genotipos
tolerantes o resistentes obtenidos a través de mejoramiento
geneético, posibilidad qQue =1= encuentra aun &n
experimentacidn v ) Injertacidn de materiales productivos
sobre patrones tolerantes o resistentes. Este Gultimo método
se considera adecuado Yy econdmico para hacer frente a este

problema.

El cultivo de tejidos in vitro, tiene un sinnumero de

aplicaciones, siendo la microinjertacidn una de ellas. Esta
constituiria una alternativa para producir plantas
injertadas con resistencia a nematodos mediante el uso de
portainjertos de variedades resistentes, gque ademas cuenten
con un sistema radical abundante, de regeneracian rapida,
con injertos de variedades comerciales de la especie Coffea.

arabica, altamente productivas.

Hasta el momento, se ha realizado muy poca
investigacion en los diferentes aspectos relacionados con la

microinjertacion v a la fecha para el caso particular de



café, no existen reportes en la microinjertacion de esta
especie. ni un estudio histoldgico que muestre los eventos

gue ocurren en el proceso.

En esta investigacion se proponen las siguientes
hipatesis: a) el método de microinjerto in vitro es una
tecnica que permite el desarrollo de injertos compatibles
entre patrones de €. canephora e injertos de L, arabica; b)
la técnica ofrece la posibilidad de micreoinjertar embriones

cigoticos y somaticos de €. canephora v_C. arabica in vitro;

) la compatibilidad de los microinjertos no se ve afectada
por 1la edad del embrién al momento de injertar, por el
origen del embridn, o por el genotipo vy edad del injerto; d)
la funcionalidad de microinjertos de C. arabica sobre C.
canephora, se puede comprobar en etapas tempranas del
microinjerto mediante el estudio histoldgico de la wunidn

injerto-patrdn.



II. REVISION DE LITERATURA

1. LOS NEMATODOS Y EL CULTIVO DEL CAFE

1.1. Importancia de los nematodos en el cultivo del cafe.

Lima y Almeida (198%9) y Ldopez vy Velez (1983), coinciden
en seralar que después de las enfermedades fungosas que
atacan el cafeto, los nematodos son la plaga mas
destructora, la cual i no es tratada a tiempo, hace
declinar la produccidn, terminando por matar las plantas.

El nematodo Melpidogyne exigua fue iddentificado en
América por Gueldi (Lordello y Fazuoli, 1980), v esta es la
especie mas comunmente asociada a este cultivo en la mayoria
de los cafetales del continente (Di Pietro et al, 1981;
Garcia % al, 1988; Lima y Almeida, 198%9). Ferraz (1988),

en un estudic sobre caracterizacion de nematodos realizado

en Brasil, concluye que ios géneros mas comunmente
encontrados en plantaciones de cafeto fueron
eli nehus, Pratilenchus vy Meloidogyne, dentro de 34

géneros identificados.

Técnicos del Instituto Mexicano del Café,
( INMECAHFE, 1987), realizaron un estudio en Veracruz, e
identificaron a Meloidogyne incognita como el factor
limitante de mas peso en la produccidn cafetalera, yva que es
el causante de los dafos mas importantes y severos al

cafeto. Campos et al (19835), reporta para Brasil, a los

géneros Megloidogyne v Pratylenchus, como los mas encontrados



en asociacidn, perjudicando las raices del cafeto. Schieber
(197&), cita para Guatemala a Meloidogyne exigua,
Pratvlenchus coffeaes y Xiphinems americana, como las
principales plagas de la produccion cafetalera en ese pais y
respansables de una reduccion marcada en el rendimiento.
Colbert (1979), se refierg a una disminucién del rendimiento

del orden de hasta 21 604, en plantacicones de café atacadas

par nematodos del género Meloidogyne.

1.2. Resistencia a los nematodos en diferentes especies del

genero Coffea.

Cook vy Evans, (1987), consideran & una planta
completamente resistente como aquella qgue no permite la
reproduccion del nematodo. Parcialmente resistente si
soporta niveles intermedios de reproduceitn v susceptible
aquella que permite gque 21 nematodo se reproduzca
libremente.

Diversos auvtores concuerdan en que la identificacion vy
utilizacidn de fuentes de resistencia genética para manejar
poblaciones de nematodos es uwna alternativae adecuada,
efectiva v econdmica para enfrentar 1 problema de los
nemadtodos en el cultivo del cafeto. (Fazuoli vy Lordello

(19773 1978a,b); Fazuoli et al (1978); Sasser et al (1987).

En general se indica a las variedades de (. arabica

como susceptibles, mientras gue en otras especies de ese



generoc como C. canephora vy E. liberica, se informa de
variedades tolerantes o resistentes a los nematados. De
hecho en la especie L. canephora es en la que existe mas
informacidén sobre resistencia a HMeloidogyne exigua vy H.
incognits. Por ello en algunos casos como E1 Salvador,
Guatemala vy Brasil ésta es utilizada como patrdon en injertos
con cultivares de C. arabica y ademas en programas de
mejoramiento genético sobre resistencia (Curi y Silva
(1977); Curi et al (1977); Medina gf al (1981)3; Rodriguez
(1980). Ademas de su resistencia a 1os nematodos antes
anotados, (. canephepra posee urn sistema radical may
desarrollado lo que le confiere importantes ventajas para
usarla como portainjerto. Otras especies que poseen
caracteristicas utiles como portainjertos de cultivares de
L. grabica son el Q. congensis, el L. dewevrei, el (.
racemosa, v el (. eygenioides (Fazuoli et al (1978); Fazuoli
y Lordello (1977) y Arevalo gt al (1977).

Los nematodos del genero Meloidogyne, se citan como muy
importantes en la produccidn cafetalera de los paises
centroamericanos, debide a su distribucidn geografica vy a
los dafins que ocacionan Yy el mecanismo mas eficaz y menos
costoso para enfrentar el problema lo constituye gl uso de
plantas con resistencia genética, siendo la especie (.
canephora una de las mas sobresalientes. (. ganephora puede
utilizarse como portainjerto en la injertacidn con otras
variedades de café mas productivas. Sin embargo C.

canephora es de naturaleza aldgama, por lo que podria



presentar variabilidad en su resistencia a esta plaga si se
trabaja con semilla obtenida por polinizacidn no controlada
(Avendaro vy Morera, 1988).

Entre los injertos realizados en café, el conocido como
Matodo Reyna (Reina 19468; 17808), se considera sencillo,
practico y ademas su ejecucidn ha ayudado a resclver
exitosamente el problema de nematodos en Guatemala.
Consiste en injertar C. arabica, sobre un portainjerto de C.
canephora var. Robusta. Los semilleros de . canephora var.
quusta s& hacen alrededor de diez dias antes que el de la
variedad o cultivar de C. arabica que se desea multiplicar.
Cuando estas plantulas tienen cinco dias de germinadas
(antes de gue los cotiledones abran), se puede proceder a
realizar el injerto de cufa. Para el vendaje se usa una
tira de polietileno de medio centimetro de ancho vy de largo
convenliente pars facilitar el amarre gue se hace en la parte
inferior de la herida del patrdn. Las plantulas injertadas
se deben sembrar en un propagador, a una humedad relativa
entre B0 v 904 y una temperatura promedio de 20 a 25 °*€. En
el propagador las plantas permanecen de 5@ & 60 dias,
posteriormente son trasladadas a bolsas de polietileno
(Reyna, 1%968; 1980). Sin embargo este metodo presenta el
incaonveniente, como vya se sefiald, de que la semilla del
patron de C. canephara % de polinizacidn abierta, lo cual
no garantiza la misma respuesta genética de resistencia a

los nematodos.



En la actualidad, el injerto con el Método Reyna ha
sido aprovechado por varios paises del mundo, (Revyna, 1988),
simn embargo no se han realizado estudios histoldgicos, que
muestren los eventos que ocurren en este proceso.

El microinjerto de patrones provenientes de embricnes
somaticos de C. canephora, vendria a minimizar el riesgo de
utilizar semilla sexual, lo cual no garantiza 1a misma

respuesta genética del material al atague de nematodos.

2. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CAFE

l.a embriogénesis somatica in vitro es un proceso
bioldgico en &1 ctual a partir de celulas somaticas, se llega
a la formacidn de embriones perfectamente organizados en los
cuales las caracteristicas morfologicas, son idénticas a las
encontradas en los embriones sexuales (Michaux-fFerriere, et
al., 1i989). En algunas especies estas celulas tienen la
capacidad de desarrollarse en plantas completas, proceso que
ocurra asociado a diferentes tejidos de la planta tales como
la epidermis, parénquima vy tejido vascular {(Amirato 7y
Steward, 19713 Amirato, 1983 vy 1989). lLos embriones
somaticos vy cigdticos presentan gran similitud en sus
estados morfogénicos, observandose en ambas rutas
mor fogenicas la ocurrencia del estado globular,
caracterizado por su activa divisidn celular, el estado de

corazon, 8l cual se presenta seguido al embridn globular y



finalmente el estado de torpedo (Sung, 1985; Buchheim et al,
1989).

Debido a la alta tasa de multiplicacidn de individuos
que provoca esta tecnica, se ha considerado ideal para
reproducir en gran estala genotipos de café de buen
comportamiento. Desde los afinos setentas, hasta el presente
s@ han realizado estudios del cultivo de tejidos de diversas
variedades de cafe, bésicamente las de wvalor comercial
(Arévalo, 1985).

En este aspecto se han regenerado plantas por medio de
neoformacidn de vyemas (Dublin, 1980, 1981), a partir de
secciones de entrenudos de tallos ortotrdpicos y por
embriogénesis somadtica a partir de tejidos de diferentes
drganos: fragmentos de tallo ortotrdpico (Nassuth gt al.,
(1980); Dublin {198@); Staritsky (1970), secciones de tejido
foliar {(Dublin (1981); Pierson et al, {1983); Sondhal vy
Sharp (1977); Michaux—-Ferriere, (1987 vy 1989), tequmentos
ovulares (Lanaud, 1981} v de tejido somadtico de anteras
(Ascanio y Arcia, 1987).

Como metodo de multiplicacidn vegetativa la
micropropagaciéon por yemas presenta la ventaja de que
permite la reproduccidon de individuos, en los cuales se
espera mantener la identidad genética del material {(Michaux-
Ferriere, 198%9).

En 1970, Staritsky, reportd la obtencidn de embriones
somaticos derivados de callo obtenidos partir de fragmentos

de tallo ortotrépico de £. canephora. Estos callos se



desarrollaron en un medio base de Linsmaier y Skoog,
supolementado con 2,4~D (@.1 mg*1-*) y cinetina (1 mg+1-3*),
Para el caso de (. arabiga, Sondhal y Sharp (1977},
establecieron las condiciones adecuadas para la formacién de
embriones somdticos en callos producidos a partir de tejido
foliar, lo cual se conoce como embriogénesis somatica

indirecta. {Amirato y Steward, 1971).

Yasuda et al, (1985}, definieron la metodologia para la
obtencidon de embriones somaticos sin pasar por un estado de
callo, {embriogénesis somdtica directa), empleando como
medio basal el de Murashige y Skoog (19462), complementado

con benciladenina {(BA) (1 mg+:1—1).

La ambriogenesis somatica de explantes de hoja en cafeé,
descrita por Garcia y Méndez (1987), se inicia con el
desarrolle del callo, el cual fue observado seis dias
despues de establecido el cultivo. Este callo, color crema,
comienza a proliferar sobre la superficie del corte v con el
tiempo va tomando un color marrédn oscuro, aparentemente a
consecuencia de la oxidacion de fenoles. Es en este callo
donde se inicia la embriogénesis pasando por las formas
tipicas de embridn globular, acorazonado y torpedo (Dublin
(1981); Pera (1983) y Sondhal y Sharp (1977). El analisis
microscopico de las secciones de hoja, revelaron que el
callo se origina a partir del mesofilo, especialmente el

esponjoso en la zomna de la lamina, posteriormente la
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proliferacitn de las células ocasiona la ruptura de 1la
epidermis.

La presencia de auxinas vy de citocininas en &l medio de
cultivo, es necesaria para la inducecldn del callo
embriogénico vy para la proliferacidn de embricides (Ascanio
y Arcia (1987): Pefa (1983); Pierson gt al (1983); Sondhal vy
Sharp (1977). La tecnica de embriogénesis somatica se
presenta como una alternativa para la produccidn de grandes
cantidades de plantas en un tiempo relativamente corto, en

relacidn a la propagacidon por métodos convencionales.

3. MICROINJERTACION

3.1. Uso del microinjerto in vitro

La injertacicdn es la técnica que permite unir partes de
tejido de individuos diferentes o no, de manera QqQue
continden su desarrollo como un solo individuo. El injerto
tendra exito si se establece una wunién funcional de los
componentes que culminara con &1 prendimiento (Moore,
1984a). A la parte superior de la nueva planta , se le llama
pua, espiga 0 injerto, mientras que la parte que constituira

2] sistema radical se conoce como patroén, pie )

portainjerto.

£l éxito del injerto depende de la compatibilidad entre
la pda vy el patrén. La propagacidn por injertos se realiza

con variados fines, entre los que se consideran: a)

il



aprovechar el sistema radical de un patrédn resistente a
plagas v enfermedades v la seccidn aérea de un genctipo de
buena produccidn; b) acelerar el crecimiento de plantas, va
gue el injerto es mas precoz que la planta producida por
semilla; c) reparar partes dafadas de plantas atacadas por
enfermedades o plagas; d) perpetuar clones o variedades, con

el objetivo de conservar sus caracteristicas de produccién,

calidad, época de cosecha, etc (Barahona, 1984; Garner,
1983).

Los injertos pueden ser establecidos entre: a) una
planta de la misma especis, en cuyo caso se llaman
autoinjertos o injerto autoplastico, b)) entre plantas

diferentes de la misma especie en cuyo caso se l1laman
injertos homoplasticos c) entre plantas de diferentesg
especies llamados injertos heteraoplasticos (Kollmann vy

Glockkmann, 1983 , Kollmann et al, 1985).

La unidn depende de dos causas principales: afinidad
botanica entre los individuos a injertar (compatibilidad} vy
el estrecho contacto del cambium y otros tejidos de ambas

partes.

FPara lograr la unidn patrdn-injerto y el desarrollo de
injertos compatibles es requisito la ocurrencia de los
siguientes eventos, a) adhesion entre el injerte y el

patréon, como causa directa del contacto del cambium de ambas
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partes, h) transformacidén de tejido diferenciado advacente
a la zona de injertacion, que es reactivado para favorecer
la formacidn de callo y c) la conexidn vascular a través de
la zona, donde no existia procambium antes de realizar la

injertacion (Garner, 1983; Moore, 1984 a,b,c).

Con respecto a la microinjertacion in vitro, esta fue
una técnica originalmente desarrollada vy aplicada para
resolver el problema de virosis en los citricos, en la cual
s@ plantea la posibilidad de microinjertar in vitro apices
caulinares, sobre plantulas provenientes de semilla
{Murashige et al, 19723 Navarro, 1973:; Navarro st al, 1975;

Paiva gt al, 1988).

.2, Uso del microinjerto en citricos

Las enfermedades virales en losg citricos s0n
respansables en conjunto de una disminucidn an la
produccion, provocando el decaimiento y pérdida de vigor en
logs arboles, ademas de reducir 1la cantidad de frutos.
Tambien impiden la wutilizacidn de portainjertos en 1la
reproduccion vegetativa (Murashige gf gal, 19723 Navarro gif
al, 1975)., Para tratar de lograr plantas libres de virus en
citricos se han utilizado varios métodos: la temoterapia, la
cual es Uutil para eliminar de apices ciertos virus como la
psoriasis y la tristesa, pero es totalmente ineficaz para

eliminar la expcortis v la xiloporosis. El1 segundo método
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estudiado, es el basado en el cultivo de plantas n@celares,
el cual es conveniente para eliminar los virus mencionados
anteriormente, sin embargo estas plantas presentan el
problema de expresar sus caracteres juveniles, o cual no
las hace aptas para el mercado, al tener gue esperar largos
periodos hasta la produccidn. El tercer método que permite
la obtencidn de plantas libres de virus, es la técnica de
microinjerto de apices sobre patrones provenientes de
semilia. Mediante esta técnica se consigue eliminar los
virus de 1la tristesa, psoriasis, xyloporosis, exocortis vy
stubborn, sin el problema de juvenilidad prolongada. Se ha

aplicado el las especies Citrus sinensis, C. reticulata v C.

limon {(Navarro et al, 197553 Mosella v Ascui, 1984; Jeffree

et al, 1983; Plastira, 1987; Shengeliva vy Butenko, 1988).

3.3. Uso del microinjerto en otras especies

Esta técnica se ha aplicado en manzano donde permitid
la limpieza del "stem groving virus" 86V}, lo cual no se
lograba aplicando el tratamiento de termoterapia (Huang, vy

Millikan, 1980@).

También se ha wutilizadeo en damasco y vid, con los
mismos propésitos (Mosella y Ascui, 1984a). En duraznero se
logrd obtener plantas libres de los virus "sharka” o "plum
pox" v filtrados del "mecrotic ring spot" (NRSV), Mosella gt

al (1980a), han tenido éxito en duraznero lograndc eliminar



virus tales como el "prune dwart" (PDV) v el "clorotic leaf
spot" (CLSV). También Gebhardt y Goldbach (1988) aplicaron
esta técnica en especies del género Prunus. En esta
investigacidn los estudios histolédgicos de la unidn injerto-
patrén, revelaron la formacidn de callo, citodiferenciacidn
y la xilogénesis, responsable de la formacién de las

conexiones vasculares.

También se ha considerado al wmicroinjerto como una
herramienta adecuada para especies forestales tales como

Pipus pinaster, Cedrelila odorata, Eucaliptus sp y

Sequoiadendron iganteum, Eucaliptus sp {(Pamiano et al,

198653 Tranvan y David, 1985 ;3 QOjeda, 198&).

En el geénero Rpsacease €] microinjerto fue wuwtilizado
para realizar la injertacion entre dos de sus especies. En
esta experiencia sg aprovecht 1a cualidad de Lowania
mexicanag de fijar nitrdogeno, debido a la simbiosis en sus
raices con una especie de actinomicete (Erankia sp) vy se
injertd con la especie Eallugia paradoxa que no posee esta

cualidad. (Kyle gt al, 1987).

En el cultivo del cafe, Guzman (198B9), realizd una
experiencia, en la cual las plantulas microinjertadas
presentaron crecimiento lo que hace suponer que las
conecciones vasculares entre el injerto y el patrén se

dieron.
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Couturon y Berthaud, (1979), utilizaron el método de
microinjertacidon en embriones de semillas no maduras o mal
desarrolladas y su utilizacion también haria posible la
recuperacion de embriones provenientes de hibridacidnes

interespecifica.

Couturon, 1982; Velazco y Cueto, 1978, proponen un tipo

de injerto in vivo, con el objetivo de rescatar haploides

expontaneons de C. canephora provenientes de semillas
poliembridnicas. Dada su reducida frecuencia de aparicidn y
su dificultad de recuperacion, la técnica permitiria

injertar estos embriones provenientes de semillas inmaduras.

Mas recientemente Aguilar (19980), en un trabajo que
puede considerarse pionero , ha utilizado la técnica del
microinjerto de embriones somaticos_jin vitro para solucionar

problemas de micropropagacidn en cacao.

4. HISTOLOGIA DE LA UNION PATRUON--INJERTO

La cohesion inicial del patron v el injerto es mediada
por algunea interaccion entre las partes injertadas.
Koltlmann 2t al., {1985) sugieren que para €]l desarrollo del
injerto debe de darse un recongcimiento celular. Jeffree v
Yeoman, (1983), indican que la deposicidén vy subsecuente

polimerizacidn de materiales en la pared celular
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(posiblemente pectinas), gue ocurre en respuesta de la
lesidn, es la base para la cohesion del injerto. Moore vy
Walker (19Bla,b), indican gue esta cohesion inicial es un
evento pasivo que no estd relacionado directamente con la
compatibilidad.

Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar la
compatibilidad~incompatibilidad de injertos, los cuales
involucran &1 reconocimiento celular mutuo. El modelo
propuesto por Jeffree v Yeoman,(1983), esta basado en la
disolucitn de las paredes celulares de células cercanas, con

el subsecuente contacto de las plasmalemas de células de las

diferentes partes del injerto. Parkinson et al (1987),
sugliere que moléculas de proteina liberadas de las
plasmalemas se combinan para formar un coampleioc  con

actividad catalitica llamado complejo de compatibilidad, que
traerd como resultado la Tormacidn de wun injerto exitoso.
El modelo sugerido propone que: a) 21 complejo catalitico es
formado despué#s del contacto de las superficies injertadas,
b) que la compatibilidad se consigue sdlamente cuando el
complejo es formado, c) que la incompatibilidad ocurre
cuando el sistems catalitico no es generado, d) la difusién
de las dos sustancias que forman el complejo catalitico
pueden ser diferentes y cada una de las partes contribuye
con un componente diferente al complejo v e) las moléculas
de las dos sustancias pueden combinarse para formar

estimulantes para la transcripcién de ARN.
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Es bien conocido qgque en los injertos de plantas
superiores se realizan intercambios de varias sustancias
entre el patrion y el injerto. La traslocacidn de sustancias
entre células de ambas partes parece ser tanto simpléstica
como apoplastica. En el caso del simplasto, estas ocurren
mediante plasmodesmos de ambas partes del sistema, los
cuales se encuentran arreglados en pequefios grupos en areas
donde la pared celular e8s delgada interconectando
continuamente 1o0s protoplastos de células advacentes.
Ademas participan conecciones citoplasmaticas entre células
no relacionadas (Kollmann y Blockmann, 1985, Kollmann gt al
1985). Se han observado dos tipos de plasmodesmos: aj)
plasmodesmos de interconexidn continua entre ceélulas del
patrén e injerto v b)) plasmodesmos medios que atraviesan una
parte de la pared celular sin conexion con otras celulas.
Conecciones simples o ramificadas ocurren en ambos tipos de
plasmodesmos y su distribucion varia con las diferentes
areas de la interface del injerto. En la regidn del tejido
vascular predominan las conecciones celulares continuas
mientras Que en el 4&rea de la corteza o médula predominan

lag discontinuas (Kollmann y Glockmann,1985).

Recientemente se ha demostrado que un injerto
compatible o incompatible es determinado por diferenteés
sistemas de reconocimiento celular como pudieran ser las

superficies receptoras de glicoproteinas, lectinas, etc



(Martinez et al, 198l; Jeffree y Yeoman, 1983), los cuales

.S |

son el disparador para hacer un injerto exitoso o no.

deffree v Yeoman, (1983), han sugerido que aunque el
plasmodesmata no este en contacto, un intercambic de
moléculas portadoras de mensajes tiene lugar entre células
cercanas lo que hace qgue los tejidos del patrdn e injerto
incrementen su  actividad mitdtica, dando como resultado la
formacién del callo, el cual es el pase siguiente en la
constitucidén de un injerto exitoso. Este proliferacidn de
callo se da como resultado de activas divisiones celulares
en todos 1os planos, principalmente en el periclinal, del
parénguima medular, tanto del patrdn como del injerto.

El suceso posterior al callo, es la diferenciacion
vascular, la cual es considerada como el evento critico en
la formacidn de injertos exitosos, va que hace posible que
2l flujo de nutrientes v agua (continuidad simplastica v
apoplastica) se restablezca, proparcionando ademas el sostén
mecanico para el sistema establecido (Jeffree v Yeoman,

19833 Parkinson et al., 1987).

Las ronecciones vasculares son el evento final que
pcurre en injertos tipicamente compatibles, en €1 cual la
diferenciacidn de ceélulas del callo y la activacidn del
cambium vascular favorece la formacidn de nuevoes elementos
vasculares (fioema y xilema) (Gebhardt y Golbach, 1988). En

el caso del xilema, su desarrollo es acrdpeto y conforme se
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va diferenciando, aparecen puntuaciones y placas perforadas,
simples o compuesitas, mientras el floema se interconecta
mediante poros cribosos en areas cribosas (Kollmann et al.,
1983). l.a extension vy polaridad de la diferenciacion
vascular segun Gebhardt y Goldbach (1988B), se explica en
respuesta a la liberacidn vy transporte basipeto de auxinas
provenientes del apice vegetativo movilizado por el sistema
vascular preexistente. Esta fitohormona proporciona el
estimulo necesariu para la formacidn del nuevo sistema
vascular (Jeffree vy Yeoman, 19833 Sachs, 1981) v estudiocs
realizados por Sachs (1981), demostraron gue auxinas
aplicadas sobre una masa de callo, indujeran la
diferenciacidn vascular, mientras que la ausencia de un
flujo de auxinas en areas adyacentes al tejido- vascular,—-poar
ejemplo, médula vy corteza- correlaciona positivamente con la

ausencia de rediferenciacidn vascular en estas areas.
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I11. MATERIALES Y METODOS

1. LOCALIZACION DEL ESTUDIO

La presente investigacidon se realizd en la Unidad de
Biotecnologia del Centro Agrondmico Tropical de
Investigacidn v Ensefanza (CATIE), Turrialba, Costa Rica,

durante el periddo de octubre de 1989 a noviembre de 1990.

2. MATERIAL VEGETAL

Los materiales vegetales (frutos vy hojas de café), se
obtuvieron de la coleccion de café del Banco de Germoplasma

del CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Como portainjertos se utilizaron embriones sexuales
provenientes de frutos maduros de polinizacion libre vy
embriones somaticos directos provenientes de explantes de
hoja, de la especie canesphora cv.Robusta. Como injertos se
emplearon embriones sexuales de lag especies arabica
cv.Caturra v cganephors cv.Robusta provenientes de frutos
maduros de polinizacidon libre, asi como embriones somaticos

de canephpra cv. Robusta provenientes de explantes de hoja.

En cada caso, el origen de los materiales fue una sola

planta de cada especie, seleccionada previamente.
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3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

3.1, Medio de cultivo para embriones sexuales de Coffea
canephora cv.Robusta usados como patron.

Se empled el medio Murashige y Skoog (1962) con los
siguientes suplementos: tiamina (4,8 mg+1-* ), mio-inositol
(10,0 mg+1—*}, glicimna (1,8 mg+1—2), ascido nicotinico (8,5
mg+l—*}, piridoxina (@,3 mg*1—%*), caseina hidrolizada (100
mg+l1=*}, bencil adenina (1,8 mg+l1-*), Fe EDTA (5,0 mg+1—2*),
cisteina (48 mg+1™*), sacarosa (38 g+*1-%) vy Gelrite (2,0
gel—*). El pH del medio se ajustd a 3,6 con NalOH @.1 N
antes de autoclavar. Se vertid 1@ nl de medio por frasco,
los cuales fueron esterilizados en autoclave durante 20
minutos, a una temperatura de 120 *C y una presidn de 1,2

kgrem—=.

3.2. Medio para induccidn de embriones somaticos de Coffea
canephora cv.Robusta usados como patron.

Se utilizd como medio basico, el de Yasuda (Yasuda, et
al, 1985}, el cual contiene los macro v microelementos de
Murashige vy Skoog al 25%4 y S@4, respectivamente (Murashige y
Skoog,1962) . fdemas a este medio se le adicionaron los
siguientes suplementos: KHaPO0s4 (42,5 mg:l1—%),tiamina (1@G,0

mg+l1l—t), mio-inositol (108 mg+1—t), Acido nicotinico (1,@



mg+*1~*), piridoxina (1,0 mg'l1-%), bencil adenina (1,8 mg*'1-
1), Fe EDTA (2,9 mg+l—1), sacarosa (30 g*'l1-t)y v QGelrite
(1,753 g+17%), una vez incorporados todos los componentes se
ajustd #1 pH a 5,6 con NalOH 8.1 N, v se utilizd igual

temperatura de esterilizacidn que en &l caso anterior,.

3.3. Medio para el desarrollo de embriones somaticos de
Coffea canephora cv.Robusta usados como patrdn.

Se utilizd como medio base €] de Murashige vy Skoog
(1962), al 5@% como fuente de macro y microelementos.
Ademas se le adiciond como suplementos: tiamina (1@0,0
mg+i-*), mio-inositol (1080,¥® mgel—2), Aacido nicafinicn (1,0
mg+1—%), piridoxina (1,0 mg+1~%*), bencil adenina (1,80 mg+1™
1), Fe EDTA (2,5 mg+*1—*), extracto de malta (208G mg+:1—2),
caseina hidrolizada (100 mg+1~-*) v sacarosa (30 g:17*). Una
vez agregados todos los componentes, el pH del medio se
ajustd a 5,48 con NalOH B,IN vy se vertid 50 ml de medio en
erlenmeyers con capacidad para 230 ml, los cuales habian

sido esterilizados de la misma forma que los otros medios.
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4. OBTENCION DE PORTAINJERTOS E INJERTOS

4.1. Patrones provenientes de embriones sexuales

24

L.os embriones se obtuvieron de frutos maduros de Coffea

canephora, los cuales se desinfectarcon de la siguiente

maneras

Los frutos se lavaron con agua del grifo por 10
minutos, luego fueron sumergidos en uha solucion de
hipoclorito de calcio al 180%4 con tres gotas de Tween BB por
20 minutos. Se lavaron tres veces con agua destilada
esteril, vy posteriormente se sumergieron en hipoclorito de
calcio al 8% con tres gotas de Tween 880 por 13 minutos.
Nuevamente se lavaron tres veces con agua destilada esteril.
Los frutos se colocaromn en un plato petri dentro de la
camara de flujc laminar.

FPara aislar el embrion de la semilla se procedid de la
siguiente manera: A cada semilla se le realizd un corte
triangular superficial (4 a 5 mm) en su cara convexa, Con un
escalpelo. Una vez localizado el embridn, se le separd del
endospermo v se colocd en una solucion de cisteina-HCI a 100
mg+*l~* durante cinco minutos para evitar su oxidaciédn.
Posteriormente fue pasado al tubo de ensayo, el cual se
flamed vy se cerrd herméticamente. L.os embriones vya
envasados se transfirieron a una camara de crecimiento con
una temperatura de 26%1 *C durante el dia v de 24%1 °C, en

la noche, con un fotoperiodo regulado de 12 horas y una



intensidad luminica de 2080 lux proporcionados por lamparas

flunrescentes.

4.2 Patrones provenientes de embriogénesis somatica directa

Para inducir estos embriones se utilizaron explantes de
hoja de Eoffea canephora v se procedid segun la metodologia
descrita por Berthouly vy Guzman, (1987). Las hojas se
desinfectaron de la siguiente manera: Se lavaron con agua
del grifo por 1@ minutos, Se sumergieron en una solucidn de
Benlate (1,8 g+*17%*), por 30 minutos. GSe lavaron tres veces
con agua del grifo. Fosteriormente se sumergieron en una

solucidn de hipoclorito de calcio al 108% con tres gotas de

Tween B@ por 38 minutos. Se lavaron tres veces con agua
destilada estéril. Después se sumergieron en una solucidn

de hipoclorito de calcio al B4 con tres gotas de Tween B0
por 20 minutos v se lavaron tres veces con agua destilada

esteril.

En la camara de flujo laminar se cortaron secciones de
hoja de 1,0 cm®+« Posteriormente se colocaron esos trozos en
el medio de cultivo, a razdn de uno por tubo de ensayo. Los
trozos de hoja se llevaron a una camara de crecimiento con
una temperatura durante el dia de 26%1 °C y de 24%1 °C en la
noche con luz indirecta. En estas condiciones se mantuvieron
por espacio de 14 semanas. tUna vez que los embriones

somaticos alcanzaron el estado gleobular fueron transferidos
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a recipientes con medio liquido en agitacidn para favorecer
su desarrollo. Este periddo tuvo wna duracion de cinco
SEMANSS . Posteriormente, los enbriones somaticos
desarrollados fueron transferidos a recipientes a razdon de
uno por tubo de ensayo, gue contenian 21 mismo medio de
cultivo empleado para el desarrollo de los embriones
sexuales. EIl periodo de desarraollo para lograr S

injertacidn fue de 15 semanas.

4.3. Preparacion de los portainjertos

a) Los patrones provenientes de embriones sexuales de
L. cangphora ¢v. Robusta se injertaron en edad de ocho v
diez semanas posteriores a la separacion de estos del tejido
materno. B) Los patrongs provenientes de embriones
somaticos de C._canephora cv. Robusta se injertaron a las 36

semanas posteriores a su induccidn.

S. MICROINJERTACION

9.1. Tratamientos de microinjertacidn

Los tratamientos aplicados se resumen en los cuadros 1
y 2. Sobre los patrones provenientes de embriones cigdoticos
y somaticos de gansphbora cv. Robusta, se utilizaron injertos
de embriones ciqdticos maduros de canephora cv. Robusta, de
arahica cv. Caturra vy embriones somdticos de ganephora cv.

Robusta. Los embriones wtilizados como injertos fueron
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injertados en edades de cero vy wuna semanas despues de

separados del tejido materno.

Para su utilizacidn en edad de una semana los embriones
fueron colocados en el mismo medio utilizado para favorecer

@] desarrollo de los embriones sexuales gque se usaron como

patrén.



Cuadro 1. Microinjertos,

seqgun la edad del patrdn e in-

Jerto, utilizando embriones cigdticos de Coffea
canephora y Coffea arasbica.
Patran Injerto
Especie/EdadX Especie/Edadxt

Coffea canephora

(B8 semanas)

Coffea canephors

(8 semanas)}

Coffea canepbors

{1®@ semanas)

Coffea canephora
(1@ semanas)

Coffea capephora

(B semanas)

Cnfiea canephoras

(8 semanas)

Coffea canephora
(L@ semanas)

Coffea canephora

(10 semanas}

Coffea canephara

(@ semanas)

Coffea canephora

(1 semana)

Coffea canephora

(@ semanas)

Coffea canephora

(1 semana)

Coffea arabhica

(@ semanas)

Coffea arabica
{1l semana)

Coffea arabica

(@ semanas)

Coffea canephora

{1l semana)

X Las edades de los patrones de L. ganephora.
embriones cigdticos
alrededor de 290 dias de edad,
les ditd un desarrallo de ocho v diez semanas en el medio de
cultivo antes de injertarlos.

3% Las edades de los injertos de (.
embriones cigdticos
dias, los cuales se
caso de 0 semanas,

antes de injertarlaos.
injertos corresponden

alrededor de 240 dias,

manejo anterior

microinjertacidn.

de frutos maduros de

Para el
a embriones
cuales se
proceder

canephora corresponden a
alrededor de 2906
microinjertaron inmediatamente en el
desarrollaron durante
caso de

a realizar

corresponden a
encuentran en frutos maduros de

los cuales se extrajeron v se

una semana
C. arabica, los
cigdticos de frutos de
les did el mismo
la



Cuadro 2. Microinjertos utilizando como patrones, em-
briones cigdticos de Coffes canmephora vy como
injertos embriones cigoticos vy somaticos de
Coffea arabica vy Coffea canephora.

Patran

Especie/Origen/Edads

Injerto

Especie/Origen/Edadix

Coffea canephora
Embridon somatico
(36 semanas)

Coffea canephora
Embrion somatico
(346 semanas)

Coffea canephora
Embridn somético
(36 semanas)

Loffea canephora
Embrion cigodtico
(@ semanas)

Coffea arabica
Embridn cigdtico
(@ semanas)

Coffea canephorsa
Embridon somatico
(346 semanas)

% Las edades de los patrones de Q. canephora. corresponden a
embriones somaticos de 3& semanas de desarrollo en 2] medio
de cultivo, antes de proceder a la microinjiertacion.

X% Las edades de los injertos de 0. arabica corresponden a
gmbriones cigoticos de frutos maduros de alrededor de 240
dias, los ruales se microinjertaron inmediatamente de
extraidos del fruto. Para el caso de C. canephora, los
injertos corresponden a embriones somdticos de 346 semanas de
desarrollo en el medio de cultivo, antes de proceder a la
microinjertacidn.



9.2. Realizacion del microinjerto

Fue utilizada una variacidn del injerto hipocotiledonar
usado en injertos de cafe 1n vivo descrita por Reyna,
(1980).

Los patrones se extrajeron del tubo de ensavo vy se
procedid a realizar el injerto, Estos se decapitaron a
nivel del hipocdtilo, donde se practicdé L corte
longitudinal con un  bisturi esteril, para facilitar la
insercion de lios embriones cigoticos que se utilizaron como
injertos.

A los embriones usados como injertos se les practicd un

corte a bisel en ambos lados, de tal forma gque pudiese
empatar con el portainjerto o patrdn. Posteriormente, se
insertd en la incision longitudinal practicada al

portainjerto v para facilitar la unidn patron-injerto se
utilizaron cintas de papel aluminio esteril, con las gue se
envolvid la zona de injertacidn (Aguilar, 1990)}.

En caso necesario a las plantulas injertadas se les realizo
una poda de raices para permitir su colocacidn nuevamente en

el tubo de ensavyo.

Pousteriormente a la microinjertacidn, las plantulas se
colocaron nuevamente en las camaras de crecimiento bajo las

condiciones referidas anteriormente.
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6. HISTOLOLGIA

Con el objetivo de estudiar los eventos histoldgicos de
la unidn patrdn-injerto, se fijaron cinco muestras de todos
los microinjertos en las diferentes etapas de su desarrollo
(2,4,6,8,10,12,14,22,30,45 y 60 dias despues de injertados),
las cuales comprendian la zona de unidn injerto-patrén.

Para 1los respectivos estudiocs, se procedid de 1la
siguiente manera: las muestras fueron infiltradas en una
solucidn de agar al 2%, esto con el fin de eaevitar el
desprendimiento en etapas tempranas de la unidon patrén-
injerto por efecto de la manipulacidn. Seguidamente fueron
colocadas en la solucidn fijadora F.A.A {(Formalina, Alcohol,
Acido acético) por 24 horas, aplicando vacio por 15 minutos
¥y la adicidn de una gota de Tween B@. Posteriormente, las
muestras se deshidrateron progresivamente, con una bateria
ascendente de alcohol etilico (70-1@6@ °). El proceso de
impregnacion se realizd 24 horas méds tarde haciendo uso de
tolueno.

Sequidamente, 1las muestras fueron infiltradas en
bloques de Paraplast plus vy se efectuaron cortes con  un
micrdtomo de rotacion a 18 um de grosor. Los cortes
montados en portaobjetos fueron tefidos mediante la técnica
de coloracidn cuadruple, con safranmina, cristal violeta,

"fast green" FCF y "arange" G.(CIRAD, 198%9). Finalmente se
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pusieron los cubreobjetos y se procedid a su observacion vy

toma de fotografias al microscopio de luz.
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1v. RESULTADOS

1. MORFOLOGIA E HISTOLGGIA DE LAS DIFERENTES COMBINACIONES
MICROINJERTADAS.

1.1. Patrones de embriones cigoticos de €. canephora en
edades de ocho y diez semanas.

Los embriones de . fanephora de ocho y diez semanas
usados como patrones presentaron a la altura del hipocotilo
un diametro aproximado de dos milimetros. En este momento
las plantulas mostraron su primer par de hojas verdaderas vy
su raiz principal inicid el desarrollo. Se escogieron
portainjertos con eje erecto y con un grosor proporcional al
del injerto. Mediante cortes bhistologicos en secciones
transversal y longitudinal del hipocotilo, se encontraron
los siguientes tejidos: cuticula hialina en la cual se
observa una deposicidn de materiales lipidicos la gue fue
mayor en las plantulas de diez semanas de edad gue en las de
acho. La epidermis se observd ¢laramente diferenciada
dentro de los demas tejides del hipocotilo y consta de una
stla capa de células de paredes gruesas, caracterizadas por
su forma cuadrada en seccidn transversal vy un  poco mas
rectangulares en seccidn  longitudinal. La corteza
constituida en su totalidad por tejido parenguimatico, se
caracteriza por presentar varias capas de células grandes en
forma de poligono en su seccidén transversal. Sus paredes
celulares son delgadas y 1los nucleos se presentan claramente

visibles. l.os espacios intercelulares de naturaleza
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esquizagena fueron muy evidentes v en algunas células de la
periferia de la medula comienza a notarse la deposicion de
pared celular de naturaleza secundaria. En los patrones de
diez semanas de edad el anillo vascular presentd una
diferenciacion mas evidente gue en los patrones de o©cho
semanas, lo que fue constatado por la presencia de fibras
libriformes v elementos conductores proplios del xilema vy
floema secundarios. En el caso del xilema 1los elementos

canductores observados estan constituidos por elementos de

los vasos anulares, helicoidades, reticulados,
escalariformes v puntiados. l.os dos ultimos tipos
presentaron placas perforadas simples en sSus paredes

terminales vy puntuaciones alternas en sus paredes laterales,
En lo que respecta al floema se observd elementos de los
tubog cribosos, los que mediante las Areas cribosas
interconectan sus protoplastos con elementos cribosos

contiguos, en ublcacidn tanto lateral como vertical.

1.2. Patrones de embriones somdticos de €. canephora de 36
semanas de edad.

A esta edad las plantulas provenientes de embriones
somaticos fueron similares morfoldgicamente a las plantulas
provenientes de embriones cigoticos. El estudio histologico
del hipocotilo mostrd la misma disposicion de tejidos
observados, similar a la que se encontro en el estudio
histolégice de los embriones cigoticos. Solamente en el

sistema vascular se observd diferencia con respecto a los
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anteriores. S presenta un sistema vascular mas

diferenciado v por lo tanto mas eficiente en conduccion.

1.3. Morfolagia e histologia de los injertos de C.
canephora v . arabica en edades de cero y una semana.

Los embriones injertados de (. canephora presentaron
una longitud entre 4,6 vy 5,6 milimetros y wun diametro
aproximado entre 1 y 2 milimetros, mientras que los de C.
arabica son de menor tamafo (4,0 - 4,5 mm) v el mismo grosor
(medidas obtenidas como rangos de medicidn de 20 embriones).
Los embriones recién aislados en ambas especies, mostraron
una coloracion blanco traslucida vy consistencia suave,
mientras gue los embriones con una semana en ! medio de
cultivo presentaron una coloracidn verde vy su consistencia
es mas fuerte. La composicidn histoldgica del hipocotilo de
estos embriones fue similar al de las pléntulas de ocho
semanas de edad usadas como patrdn. Sin embargo el sistema
vascular fue ontogenéticamente menos desarrolladoc. En los
embriones de cero semanas de edad se encontrd un anillo

meristematico en e1 gue se observa bandas de cambium

fascicular unidas entre si por bandas de cambium
interfascicular. En los embriones de wuna semana de edad
comienzan a diferenciarse en mayar grado elementos

vasculares en g1 anillo meristematico, observandose en el

xilema secundario fibras libriformes, asi como elementos
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tragueales, constituidos basicamente por elementos de los
vasos con  engrosamientos en  las paredes laterales de tipo
escalariforme v reticulado. Estos elementos conductores se
observan mezclados con tejido vascular de naturaleza
primaria (elementos de los vasos anulares y helicoidales).
El floema se observd formado por tubos cribosos y parénguima

floematico.

Las combinaciones de microinjertacidn realizadas
permitid observar diferentes periodos en el tiempo en
relacion al desarrollo de los microinjertos. Todas las
microinjertaciones culminaron con éxito, presentandose un

prendimiento del 180% en todas las combinaciones ensayadas.

2. ESTUDIO HISTOLOGICO DEL MICROINJERTO DE CAFE

l.os eventos morfoldgicos se observaron en forma similar
para todas las combinaciones de microinjertacidn utilizadas.
Tanto entre emhriones cigdticos coma entre embriones
somaticos v cigdticos (usados como patron e injerto), estos
ccurren cronoloégicamente a diferentes velocidades de acuerdo
con la egpecie, edad N4 origen e los embriones

microinjertados (Cuadro 3).
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Ademas de los eventos referidos en el Cuadro 3, se
observd la formacion de una capa de contacto (Fig. 1}, en la
cual la capa de celulas de ambos tejidos lesionados por el
corte del patrdn e injerto, se oxidan, mueren y necrosan.
Posteriormente v conforme avanza la edad del injerto esta
capa necrotica es reabsorbida por el sistema. En este
tiempo, (Cuadre 3), las celulas cercanas a la zona de corte
del patrdn e injerto, sufren una reactivacidn gue es
expresada por un aumento en la actividad del nacleo vy
nucleonlo, los que al ser el centro de control celular se
hacen mas visibles, presentan una formse esfeéerica y se
preparan para el proceso mitdtico. La ocurrencia de este
evento fue comun en todos los casos y se observd entre los
dos vy cinco dias dependiendo de la micrainjertacidn

realizada.

£En todas las combinaciones ensayadas, tanto en el
patron como en el injerto, se observd la acumulacion de
almiddn (Fig. 2). La aparicidn de éste tuvo lugar entre el
segundo v sexto dia posterior a8 la microinjertacidon y se
mantuvo hasta el final del proceso. Al wutilizar embriones
somaticos como patrdon, el almidédn aparece en forma mas
tardia, desde el dia diez hasta el fimal de la unidn
vastular (Cuadvro 3). En la mavoria de los casos, @l almiddn
se presento como granos, en los cuales fue posible

distinguir una estratificacion de capas concentricas,
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Figura 1.

Corte longitudinal a los dos dias de cultivo,
mostrando las superficies de contacto de
ambos tejidos lesionados (médula en el patrdn
y torteza en el injerto}, del microinjerto de
embriones cigodticos de L. canephora de 1@
semanas de edad usados como patréon, con

embriones de (. canephora de wuna semana,
usados como injerto (X 450).
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Figura 2.

Corte longitudinal a los 3@ dias de cultivo,
mostrando la acumulacidn de almiddn en la
meédula, corteza vy células perivasculares, en
el microinjerto de embriones cigoticos de (.
canephora de ocho semanas de edad usados como
patrdn, con embriones cigdticos de Q. arabica

de c¢ero semanas de edad, usados como injerto
(X 900).

4@



observandose basicamente en la region medular y cortical
cerca de las células perivasculares. La acumulacidn de este
polisacarido de reserva se presentd durante todo el proceso,
o sea hasta gue se did la unidn vascular del sistema v el

microinjerto concluyd con exito.

Seguidamente se presento la cohesidn del sistema
patréon-injerto (Fig. 3). Este evento, que se inicid al
entrar en contacto las superficies lesionadas del patrdn vy
del injerto, se observd entre los seis y diez dias
siguientes a la microinjertacidn, dependiendo de ia
combinacidn de componentes usados en el proceso. Después de
la cohesitn, la lesitn de los tejidos involucrados en el
proceso estimuld la proliferacidn de células de callo sobre
las heridas (Fig. 4). Este tejido esta constituido de masas
parenguimatosas, las que se fTormaron a partir de emisiones
celulares en tejidos parenguimaticos de la corteza v la
médula, segun sea el tejido lesionado por el corte. Las
cbservaciones demuestran que para este caso, el callo
prolifera como resultado primero de divisiones en gl plano
periclinal v luego en los planos anticlinal y oblicuo,
principalmente del parengquima medular del patron v del
parenguima cortical del injerto. El inicio de las divisones
periclinales en el patron ocurrid entre el sexto v décimo
dia despueés de realizada la microinjertacidn, mientras gue
en el injerto ocurrid antes o a lo sumo igual que en el

patron (Cuadro 3). El tiempo de ocurrencia de estas
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Figura 3.

Corte longitudinal a los diez dias de
cultivo, mostrando el inicio de la cohesidn

del sistema,
cigaticos de
edad usados
cigdticos de
edad, usados

en el microinjerto de embriones
C. cangphora de 10 semanas de

como patron, con embriones
C. arabica de cero semanas de
como injerto (X 18@).
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Figura 4.

A) CLCorte longitudinal a 1los 12 dias de
cultivo, mostrando el inicio de las divisiones
celulares, en todos 1los planos que daran
origen al callo, en el microinjerto de
embriones cigodticos de £. canephora de ocho
semanas de edad usados como patroéon, con
embriones cigdticos de C. canephora de cero

semanas de edad, usados como injerto (X 90@).
B) Corte longitudinal del mismo microinjerto
mostrando el callo formado en la interfase del
injerto (X 450).
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divisiones celulares dependid de la edad, origen y especies
microinjertadas. Cuando se utilizaron embriones somaticos
como patrones, el inicio de este evento ocurrico en todos los
casns a Jjos diez dias, al igual gue en los embriones que se

usaran como injertos {(Cuadro 3).

Aparentemente, la formacion del callo, se inicia

44

primero al microinjertar embriones cigoticos de C. arabica

sobre L. gangphora que al microinjertar embriones cigodticos
de L. canephora sobre C. canephora. Algo similar ocurrio al
microiniertar embriones cigdticos de L(. arabica sabre
patrones somaticos de . ganephora. Sin embargo, estas
diferencias en el tiempo de inicio de la formacion del
callo, no parecen ser importantes va gque en todos los casos
el proceso concluye con  la unién vascular exitosa entre el
patron e injerte (Cuadro 3). E1l calle también proporciond
las celulas gue lograron el restablecimientoc de la region
medular lesionada del patron (Fig. 5). LLa ocurrencia de
dicho evento se observd entre los 10 vy los 20 dias

dependiendo de la combinacidn de especies, origen y  edad

micrainjertadas (Cuadro 3). Es importante anotar gue el
tiempo de restablecimiento de la medula dependid
praobablemente de la longitud de la incisién inicial

practicada al patron para insertar el injerto. Con respecto
al uso de patrones somdticos, se observd que tanto el callo
comp la medula, se completan mas rapidamente en 21 tiempo,

cuando se microinjertaron embriones cigodticos de €. arabica



Figura 5.

Corte longitudinal a los 22 dias de cultivo,
mostrando la completa regeneracion de la
médula del patron, en el microinjerto de
embriones cigbHticos de L. cangphora de diez
semanas de edad usados como patrén, con

embriones cigéticos de L. cansphora de cero
semanas de edad, usados como injerto (X 180).
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gue cuando se injertaron embriones cigoticos o somaticeos de
C. canephora (Cuadro 3). En el callo se observd el inicio
de la formacidn de una zona cambial a partir de la cusl se
diferencid progresivamente el tejido wvascular. En la zona
de interfase del injertp, se observaron celulas del xilema
entre los 10 v 22 dias, dependiendo de la combinacidn
utilizada en el proceso de micreinjertacion (Cuadro 3, Fig
&) . En todas las microinjertaciones se observd también en

la zona cambial,la aparicidn de elementos conductores v no

conductores del floema vy xilema, Este tejido did origen
primeramente a elementos vasculares aislados Y
pasteriormente a verdaderos centros de formacidn Y
diferenciacitn de tejido vascular. Se observd gue las

células gue primero comienzan a diferenciarse son las gque se
encuentran cerca del tejido vascular existente. Estas
células se fueron ensancharon gradualmente hasta adguirir la
forma caracteristica de elementos madurcs del xilema vy
floema los que se conectaron poco a poco entre si (Fig. 7)),
y mas tarde al sistema vascular existente del patrdén y del
injerto, lo que tiene lugar entre los 22 vy 45 dias, de
acuerdo con la combinacidn microinjertads (Cuadro 3). Se
obhservd gque el tejido cambial neoformado produce en forma
centripeta el xilema secundaric vy en forma c@ntfifuga el
floema secundario. El xilema secundario observado en la
union vascular inicial se observo constituido basicamente
por elementos de los vasos con engrosamientos secundarios en

las paredes laterales de tipo escalariforme y punteada,
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Figura 6.

Corte longitudinal a los 22 dias de cultivo,
mostrando el inicio de la diferenciacion
vascular a partir de la zona cambial
neoformada en la interfase del microinjerto
de embriones cigdticos de C. canephora de
diez semanas de edad usados como patrdn, con

embriones cigdticos de . ganephora de cero
semanas de edad (X 900).
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Figura 7.

Corte longitudinal a los 22 dias de cultivo,

mostrando la coneccion entre los elementos

vasculares formados del callo. El
microinjerto corresponde a embriones
cigoticos de (. ganephgra de diez semanas de
edad usados come patran, can  embriones

cigoticos de (. arabica de una semana de edad
(X 45@).
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tanto altermnas como opuestas. £n

observd gue las placas perforadas s

con otros elementos de los vasos e
Vasos proplamente dichos que
especializadas en la conduccion
encantraraon fibras libriformes intr

conductoras su especializacion

Y

mecanicas de soporte. Estas células

largas, puntiagudas, de paredes sec

puntuaciones simples. También

fibrotragueidas, que son un estadico

los tragueidas vy las fibras librifo

rebordeadas en sus paredes laterales.

parenquima acompafiande al xilema.
secundario, se observaron elementos
que s conectan entre si mediante

formar los tubos cribosos.

£1 proceso de recongccidn vasc

que el injerto culmine con exito se

680 dias despues de realizada

dependiendo de la combinacidn entre

(Cuadro 3, Fig. 8).

La unidn vascular efectiva se realizd

coma patrén, embriones somaticos de

dias). Ademds, el usar embriones som

sU seccion terminal se

imples, sirven de uniodn
n la formacidn de los
S0N las estructuras
de agua. Ademas se
axilares, que no sonN

obedece a funciones

se caracterizan paor ser

undarias gruesas, con

fueron observadas
o tipo intermedio entre
rmes, con puntuaciones

Tambieén fue observado
Con respecto al floema
de los tubos cribosos,
cribosas

placas para

ular efectivo, gue hace
observd entre los 25 v
la microinjertacidn,

patron e injerto usado

mas pronto al utilizar
L. canephora (3@ a 35

Aaticos de la misma edad
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Figura 8.

Corte longitudinal a los 6@ dias de cultivo.
Se observa la coneccidn vascular continua
entre 2l tejido vascular del patréon y el

injerto, en el microinjerto de embriones
cigoticos de (. gcansphora de diez semanas de
edad usados como  patrdén, con embriones

cigoticos de (. arabica de una semana de edad
(X 45@).
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como injerto, se logra la unidn efectiva a los 25 dias luego
de realilzada la microinjertacion, 1o que representa
aproximadamente la mitad del tiempo en que se realizaron en

las demds combinaciones ensavadas (Cuadro 3).



V. DISCUSION
1. MICRGINJERTO

£l microinjerto utilizado consistio en decapitar los
patrones al nivel del hipocotilo, mientras que a los
embriones usados como injertos se les practicd un corte a
bisel en ambos lados de tal forma que pudiese "empatar" de
manera adecuada con el portainjerto o patrémn. La zona de
injertacidn se envolvid con una cinta de papel aluminio
estéril lo cual es recomendado por Aguilar, (199Q), como una

forma de facilitar el proceso de unién patrén~injerto.

En el caso de café los portainjertos alcanzaron un
desarrollo adecuado para la microinjertacion a las ocho
semanas. Navarro et al, (1975), en microinjertos de
citricos encontrd que la edad optima de injertacidén de los
patrones era de dos semanas. Posiblemente en cafeé, los
portainjertos presentan un desarrcollo mas lento, por lo gue
se debid esperar mas tiempo para proceder a su injertacidon.

Se encontrd la misma respuesta para el desarrcllo de
los microinjertos al wtilizar patrones cigéticos de achn v
diez semsnas Yy scmaticos de 346 semanas, los cuales se
caracterizaron por un buen eje vertical v un sistema de
raices en crecimiento activo. Esta respuesta similar a la

microinjertacién pudo deberse a la presencia en todos los

patrones de tejidos apropiados ontogenéticamente que
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favorecieron la cicatrizacion vy la unidn vascular. Ademas,
la afinidad botanica entre las especies ensavadas, hace que
2l origen cigdtico o somatico de los embriones no resulte
impartante;, por lo que este no fue un factor que afectara
la unidn vascular efectiva vy por ende el éxito del injerto.
Los tejidos encontrados en los embriones de ambos origenes
fueron los mismos, 10 que supondria no gncontrar problemas
de compatibilidad. l.os microinjertos realizados en este
ensayo permnecieron en crecimiento activo, no importando la
combinacidn ensayada, lo cual se debid a gque las conecciones
vasculares fueron completas. Guzman (1989}, encontrd un
comportamiento similar al microinjertar embriones de cafe,
sin  embargo el crecimiento de los microinjertos fue mas
lento, lo que fue atribuido a que las conecociones vasculares
no se completaron posiblemente debido a que las pléantulas
usadas como patrdn presentaron diferencia de grosor con

respecto a la yema.

lLa técnica ofrece la posibilidad de microinjertar iﬁ

vitro embriones cigédticos y somaticos de ambas especies de
café, donde la compatibilidad de estos microinjertos no se
ve afectada por la edad del patron al momento de injertar,

por su origen, o por el genotipo y edad del injerto.
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2. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA UNION PATRON-INJERTO

La afinidad de las especies microinjertadas permitid el
exito logrado en todos los tratamientos evaluados,
demostrando la posibilidad que ofrece esta tecnica para el
desarrollo de microinjertos de café. Como menciona Kallmann
y Glockmann (1985), el eéxito de una unidn permanente, al
realizar un injerto, depende de la afinidad botanica entre
los individuos a injertar vy del estrecho contacto gue se
establezeca entre los cambia u otros tejidos de naturaleza
meristematica de ambas partes. . Los eventos anatomicos

observados en el desarrollo de la micraoinjertacidon ocurren

ern un  ftiempo maximo de 6@ dias. Moore (1%84a}), vy Garner
(1983), mencianan como condicidn basica para lograr una
vardadera unidn patrdn—-injerto, la ocurrencia de tres

eventos secuenciales: a) la adhesidn entre el injerto v el
patrdédn, como causa directa del contacto de los cambia de
ambas partes: ) la transformacion del tejide diferenciado
advacente & la zona de injertacidn, gque es reactivado para
favorecer la formacion del ecalleo, probablemente como
respuesta a estimulos hormonales o fisicos Yy &) la
diferenciacidn vascular & partir de las células del callo,
con la formacion de tejido vascular de unidn entre los
tejidos existentes, donde no existia procambium o cambium
antes de realizar 1la injertacidn. l.os eventos referidos
anteriormente se observaron en todos los tratamientos de

microinjertacion utilizados, varisndo unicamente el tiempo
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al inicio de su ocurrencia, lo cual demuestra la posibilidad
de esta tecnica para ser usada en el desarrollo de
microinjertos exitosos en &l cultivo del café, no importando

la combinacién de especies, origen y edades gue se utilice.

La formacidn de la capa de contacto es el primer suceso
gque se observa en el desarrollo de los injertos, donde las
capas de células de ambos tejidos lesionados par el corte se
oxidan, necrosan y nueren. Posteriormente esta capa de
contactos es reabsorbida por el sistema. Las c¢élulas
cercanas a la zona de corte de ambos componentes del
sistema, sufren una reactivacidn expresada por un aumento en
la actividad del nucleo vy nualeclm,' los que se tornan
esfericos v visibles. Lo anterior no ha sido reportado en
atros trabajos, sin embargo, esta actividad es razonable va
gque son el centra de control celular, la que se incrementa
debido a que estas células entrardn rapidamente en proceso

de mitosis para la formacién del callo.

LLa aparicion y acumulacidn de almidon en la regidn
medular vy cortical de todos los microinjertos ensavados,
constituye el polisacdrido de reserva que se forma en los
leucoplastos de células de naturaleza parenquimatica {(Esau,
1977} . FPosiblemente estos glucidos, producto de la
fotosintesis, seran transformados y movilizados como fuente
de energia hacia las células que se encuentran en division

activa en el cambium wvascular (Flores, 198%9; Fanh, 1974).
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Thorpe vy Meier {(19735), trabajando en tabaco indican la
importancia de la acumulacion de almiddn en los tejidos del
explante, el cual se degrada posteriormente por accion
enzimatica, para ser usado como fuente de energia en los

procesos de formaclon de nuevos tejidos.

En orden cronoldgico seguidamente se observd  la

cohesidn del sistema patron-injerto €1 cual sesgun  las

investigaciones de Kollmann et al (1985), es mediado por
interacciones entre las partes del sistema para lo cual
debe darse un sistema de reconocimiento celular. Jeffree vy

Yeoman (1983), explican este evento como el resultado de la

deposicidn v subsecuente polimerizacidn de materiales en las

paredes celulares de ambos componentes. Posiblemente el
material mas representativo durante esta etapa lo
constituyen las pectinas. Moore (1984a) y Moore vy Walker

(198la,b) encontraron gue este reconocimignteo inicial es un
evernto de naturaleza pasiva en donde no es necesario el
reconocimiento celular mutun para gue ocurra. Ademas este
evento no esta relacionado directamente con la
compatibilidad de los componentes del injerto. £1
reconccimiento celular mutuo, segun Jeffree vy Yeoman,
(1983), es importante para explicar la compatibilidad de
injertos v estd basado en la disolucidn de las paredes de
celulas cercanas, lo que permitiria el contacto del
plasmalema de las células involucradas vy Parkinson t al

{1987)., sugieren qQue moleculas liberadas del plasmalema,



son  las encargadas de formar wun  complejo con actividad
catalitica liamado complejo de compatibilidad.
Pogteriormente a la cohesidn descrita anteriormente, en los
tejidos invaolucrados, se estimula la proliferacidon de
células de callo, tanto en las paredes externas como
internas del patrdén e injerto. Este tejido neoformado se
desarrolla tanto en injertos compatibles como en injertos
incompatibles. En investigaciones sobre el desarrollo de
conecciones entre celulas opuestas en la unidn de injertos
Jeffre vy Yeoman, (1983), han sugeride que aungue &l
plasmalema de celulas proximas no estén en contacte, un
intercambio de moléculas portadoras de mensajes guimicos
tiene lugar entre ellas. Estos mensajes S0n los
responsables de gque los tejidos parenguimaticos, tanto del
patran como del injerto, incrementen =181 actividad
meristematica en la zona de unidn, conllevando las
divisiones celulares en todos los planos a la formacidn del
callo. En otras especies se observd este mismo
comportamiento y Moore vy Walker (198la), reportan  al

respecto la formacidn del callo en Sedum telephoides como el

praducto de divisiones celulares del patrén e injerto en la
primera semana de realizado el microinjerto. En el caso de
las microinjertaciones llevadas a cabo en cafe, sste evento
sucede en las primeras dos semanas y estas observaciones
también concuerdan con lo encontrado por Moore (19B4c) vy
Moore v Walker (1981 a, b ), al trabajar con microinjertos

de pera, membrillo, Sedum telephoides vy Solanum penelli.
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También Huang v Millikan {198@) v Gebhardt vy Goldbach
(1988), reportan aspectos similares en trabajos
desarrollados en microinjertaciones in vitro de manzanas vy
durazneros.

Jeffree y Yeoman (1983), consideran que intervienen
procesos de reconocimiento entre las células de ambos
componentes vy como ejemplo Martinez et al (1981), indican en
sus investigaciones la aparicion de superficies receptoras
de glicoproteinas vy lectinas, las cuales parecen ser el
disparador para que un injerto sea o no exitoso. Esta
continuidad inicial que se da entre los tejidos de ambos
componentes mediante el callo, s2 establece debido a la
aparicion de plasmodesmos entre ambas partes del sistema,
los cuales tienen lugar a traves de poros en las paredes
celulares interconectando continuamente los protoplastos de
células adyacentes (Kollman y Glockmann, 1985; Kallmann et
al (1989). Los plasmodesmos se farman al final de 1la
mitosis, en los sitios donde la placa celular s atravesada
por  segmentos de reticulo endoplasmatico (Flores, 1989).
Los plasmodesmos actuan como canales de transporte

simplastico de soalutos a corta distancia (Fanh, 1974).

En 21 callo se inicia la formacion de una zona cambial
a partir de la cual se diferencia progresivamente el tejido
vascular. Esta formacion vy diferenclacion del tejido
vascular segun Jeffree y Yeoman (1983) 3 Parkinson t al

(1987) v Moore y Walker (198ia, b} es considerado como el
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evento critico en la formacidn de injertos exitosos, va que
hace posible que el flujo de agua y nutrientes se
restablezca, proporcionanda  ademas el sostén mecanico para
el sistema. La diferenciacion de las celulas del callo, asi
comg la activacidon del cambium vascular, favorece la
formacion de nuevos elementos vasculares. La diferenciacion
de tejido wvascular se inicidéd en algunas combinaciones
microinjertadas a partir de las dos semanas de cultivo vy el
establecimiento de una unidn vasculdar efectiva seg observo

entre las cuatro vy ocho semanas, lo gue coincide con Moore

(19840), el cual en trabajos con microinjertos de Sedum

telephoides encontré el inicio y el final de la
diferenciacitdin vascular a los 12 vy 21 dias de cultivo,
respectivamente. LLa polaridad y extension de la
diferenciacion vascular, se puede explicar en respuesta a la
liberacitdn vy transporte basipeto de auxinas provenientes del
apice vegetativo y movilizadas por el sistema vascular
preexistente en 21 sistema (Gebhardt vy Goldbach, 19883
Koilmann et al, 1985). l.a liberacidn de auxinas.
giberelinas vy citocininas que se encuentran basicamente en
los 4pices de crecimiento del injerto son movilizadas por el
tejido wvascular existente en Fforma basipeta hacia las
células del tejido cambial neoformado. Agui estos
compuestos son los responsables de proporcionar el estimulo
haormonal necesario para la formacidn del nuevo tejido

vascular (Sachs, 1981).
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Otras experiencias que refuerzan 1o anterior han
demostrado la existencia de dos grupos importantes que
afectan la actividad cambial. Los giberelinas parecen
inducir en el cambium wvascular divisiones celulares
aceleradas, pero no seguidas de diferenciacidn, mientras que
lag auxinas parecen ser las encargadas de promover esta
diferenciacidn vascular (Flores, 1989). Wareing, citado por
Fanb (1974) encontrd que el efecto de ciertas hormonas en la
planta favorecen una normal actividad cambial. Esau (1977},
afirma que la division celular en este tejido cambial, es
estimulada por la accion conjunta de los citocininas,
auxinas vy giberlinas vy gue el alargamiento celular v la
lignificacion de las paredes celulares estd influenciado por
el complejo auxina-citocinina, ya que estos son importantes
ern la regulacion de la sintesis de celulosa vy nemicelulosa,
constituyentes de las paredes celulares. Ademas refiere gue
las giberlinas influyen en el patrén de deposicidn de la

pared celular en los slementos vasculares.

Se observéd que las células que primero empiezan a
diferenciarse son las qgue se encuentran cerca del tejido
vascular existente va gue esta es la via de transporte de
auxinas en forma basipeta del meristemo apical del injerto

al resto del sistema.

Sachs, (1981) al realizar estudios de rediferenciacion

vascular saobre masas de callo, llegd a la conclusidn de que
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la aplicacion exogena de auxina sobre estas celulas las
indujo a diferenciarse en tejidos vasculares, mientras gue
la ausencia de un flujo de auxinas correlaciona
positivamente con la ausencia de diferenciacidn vascular.

El método de microinjertacidn desarrollado en este
estudio, permitira ayudar a solucionar el problema de
nematodos en café de la siguiente manera: Aprovechar la
tecnica de embriogénesis somatica, la cual debido a la alta
tasa de multiplicacidén de individuos, permitiria reproducir
en gran escala genotipos de café de buen comportamiento,
los cuales al ser utilizados comg portainjertos se espera
mantengan la identidad geneética del material. El uso in
vivo de patrones de (L. canephora provenientes de semilla de
polinmnizacion abierta no garantiza la misma respuesta
genética de resistencia a los nematodos, situacidn gue se
espera sea corregida al wuwtilizar patrones provenientes de
embriones somaticos,

El estudio histoldédgico de la unién patran—injerto
permitid comprobar la funcionalidad de los microinjertos
entre L. ganephora v C. arabica, lo gue demuestran gque el
método de microinjerto in vitro es una tecnica gue permite
el desarrollo de microinjertos compatibles entre patrones de
e. canephora e injertos de C. arabica, en los cuales el

prendimiento fue del 10@%.



Vi. CONCLUSIONES

Con  base e los resul tados obtenidos bajo las

condiciones experimentales en que se llevd a cabo el

presente estudio, se puede concluir lo siguiente:

La técnice del microinjerto in vitro permite desarrollar

injertos entre QCoffea canepbora vy Coffea arabica en

forma eficiente para todas las combinaciones
estudiadas,

El estudio histoldgico realizado, mostraé la
compatibilidad de todas las combinaciones

microinjertadas para formar plantas completas.

La compatibilidad del microinjerto no se ve afectada por

los genotipos microinjertados.

La compatibilidad del microinjerto no se ve afectada por

ia gdad de los embriones al momento de microinjertar.

La compatibilidad del microinjerto no se ve afectada por
el origen cigotico o somatico de los embriocnes

microinjertados.
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&. Los eventos que se desarrollan a través del periodo de
microinjertacidn, se observan de forma similar para

todas las combinaciones de microinjertos.
7. l.os eventos observados durante la microinjertacicdn se
suceden a wvelocidades diferentes de acuerdo a la

combinacidon de microinjerto realizado.

8. Al usar embriones somaticos de Coffea canephora como

patron, se observd la unidn vascular efectiva entre los

23 v 35 dias posteriores a la microinjertacion.

. La unidn vascular efectiva al usar como patrones
embriones cigdticos de (offea canephora, se observd
entre los 45 Y &0 dias posteriores a la

microinjiertacion.
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VII. RECOMENDACIONES

Desarrollar investigaciones que incluyan trabajos bajo
condiciones de invernadero, que permita realizar pruebas
de seleccidén tendienktes a observar el comportamiento de
los materiales microinjertados al ataque de poblaciones
de nematodos, para una posterior evaluacidan en

condiciones de campo.

Realizar estudios histolodgicos al microscopio glectrdnico
de transmisidn, con el aobjetivo de cbservar los eventos
ultraestructurales que caracterizan a la unidén patron-

injerto.

Conducir estudios bioguimicos que permitan determinar
los compuestos qQuaimicos involucrados en los diferentes
eventos morfologicos que ocurren durante el proceso de

microinjertacidn.
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