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TREVINO, J. E. Estudio del cultivo in vitro de embriomes inmaduros de
Cofgea arabica L. Tesis Mag. Sc., Turrialba, Costa Rica, UCR-CATIE,
1986,

Palabras claves: café (Coffea arnabica L.}, cultive in ﬁitro, caracterig-

ticas fenotipicas, embriones inmaduros, medios de culti-
vo.

RESUMEN

La presente investigacién se realizd entre febrero y noviembre de 1984,
en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del CATIE - PROMECAFE, Turrialba,
Costa Rica. Los objetivos generales fueron: 1)} determinar si es posible
obtener plantulas a partir de embriones immaduros cultivados in vitro; 2)
desarrollar una metodologia que permita el aislamiento y cultivo in vitro
de embriones imnmaduros de café&. Los objetivos especificos fueron: 1) de-
terminar desde que edad del embridn cultivado in vitro pueden desarrollar
pléntulas normales; 2) encontrar en que medio de cultivo y con qué mate-
rial genético se obtienen los mejores resultados; 3) determinar la aplica-
bilidad del cultive in vitro de embriones inmaduros, para multiplicar plan~
tas de hibrides ¥, provenientes de cruces intervarietales de la especie C.
arabica L., 4) estudiar si hay relacidn entre las caracteristicas fenotim
picas de los frutos immaduros utilizados (volumen, ancho mayor, ancho me-

nor, longitud, etc.) y la forma y tamafio de los embriones encontrados.

El trabajo de aislamiento y cultivo in vitro de embriones inmaduros se
hizo con las variedades CATIMOR T8664 y CATURRA T2308 y sus respectivos

cruces, en la floracidn del 12 de marzo de 1984.

Los medios de cultivo utilizados tuvieron un medic basal en comin deno-
minado Murashige y Skoog, asi como otios suplementos tales como: sacarosa

al tres por ciento, agar al 0,7 por ciento, tiamina 4 mg/l, mio-inositol
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100 mg/l y Fe EDTA 5 mg/l. Sobre toda la mezcla anterior se hicieron dife-
rentes preparaciones con los reguladores del crecimiento BAP (bencilamino-

purina) én tres concentraciones (0, 1 v 2 mg/l) e IAA (dcido indol&cetico)

en tres concentraclones (0; 0,2 y 0,4 mg/1); con la combinacidn de estas

fitohormonas se elaboraron nueve medios de cultivo,

Se consideraron nueve edades de embriones (de la 10° a la 26° semana
después de la floracifn), de las cuales s6lo en cinco se enceontraron em-

briones inmaduros y en una embriones maduros.

Las variables medidas en las pléntulas provenientes de embriones fue-
ron: 1) tamafio y forma del embridn al momento del aislamiento, 2) porcen-
taje de supervivencia, 3) longitud de plantula, 4) didmetro del cauliculo,
5) didmetro de hojas cotiledonares, 6) vigor, 7) porcentaje de plantulas

con raices y 8) porcentaje de contaminacidn.

Se realizaron andlisis de varianza y pruebas de Duncan al cinco por
ciento para la mayoria de las variables mencionadas ¥y por edad de aisla-

miento.

Se encontrd un crecimiento de plintulas a partir de los embriones in-
maduros y maduros de café cultivados in vitro, dependiente de la edad del

embridn y de los constituyentes del medio de cultivo.

La metodologia desarrollada para aislar y cultivar in vitro embriones
inmaduros, demostrd ser eficiente, cousiderando el porcentaje de supervi-
vencia y el porcentaje de contaminacién por edad. Se encontrd germinacidn
precoz en los embriones inmaduros cultivados in vitro con 16.y 18 semanas
de edad (edades 4 y 5). Hay un desarrollo normal de plantulas de café a

partir de embriones inmaduros aislados a las 20, 22 ¥y 24 semanas después
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de la floracidn (edades 6, 7 y 8).

Fue posible hacer el cultive in vitro de embriones inmaduros de hi-
bridos Fi provenientes de cruces intervarietales de la especie C. arabica
L., de 22 semanas de adad, pues se obtuvo un crecimiento y desarrolilo
normal de plantulas. El medio de cultivo 7 {(medio basal més suplementos
mds 2,0 mg/l de BAP y 0 mg/l de IAA) fue el que did los mejores resulta-
dos en las edades 6 y 7, ya que en las edades 8 y 9 no hubo una clara

tendenciaz para seflalar un medio de cultivo sobresaliente.

Se encontrd una relacién diferencial de cada variedad, entre las ca-
racteristicas fenotipicas observadas en los frutos inmaduros cosechados

por edad v la forma y tamafio de los embriones encontrados.
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TREVINO, J. E. Study of the in vitro culture of immature embryos of Coffea
arabica, L. Master of Science Thesis, Turrialba, Costa Rica, UCR-CATIE,
1986."

Key words: coffee (Cofgea arabica L.), in vitro culture, phenotypical

characteristics, immature embryos, culture medium.

SUMMARY

The present research was carried out betwaen February and November,
1984 in the Tissue Cultures Laboratory of CATIE-PROMECAFE, Turrialba,
Costa Rica. The general objectives were: 1) to determine if it is
possible to obtain seedlings from immature embryos. cultivated in vitro;
2) to develop a methodology that permits the isolation in vitro culture
of immature coffee embryos. The gpecific objectives were: 1) to deter-
mine from what age the embryo cultivated in vitre can develop normal
seedlings; 2) to find in which culture medium and with what genetic ma-
terial the best results are obtained; 3) to determine the applicability
of the in wvitro culture of immature embryos, to multiply hybrid F; plants
coming from intervarietal crosses of (. arabica L. species; 4) to study
if there is any relation between the phenotypical characteristics of the
immature fruits utilized (volume, greatest width, least width, length,
etc.) and the shape and size of the embryos found.

The work of isolating and in vitro cultivating of immature embryos
was done with the CATIMOR T 8664 and CATURRA T 2308 varieties and their
respective crosses in the flowering of March 12, 1984,

The culture media used had a common basal medium named Murashige y
Skoog, as well as other supplements such as: sucrose at 3 %, agar at

0.7 %, thiamine 4 mg/l, myo-inositol 100 mg/l and Fe EDTA 5 mg/l.
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Different preparation were made on all of the afore mentioned mix with
growth regulators BAP (benzylaminopurine) im three concentrations {0, 1
and 2 mg/l) and TAA (ndoleacetic acid) in three concentrations (0, 0.2 and
0.4 mg/l); nine culture media were elaborated using a combination of phy-
tohormones.

b to the 26th=week

Nine embryo ages were considered (from the iOt
after flowering), of which immature embryos were found in only five and
mature embryos in one,

The variables measured in the seedling coming from embryos were: 1)
size and shape of the embryo at the moment of isolation; 2) percentage of
survival; 3) lenpgth of seedling; 4) diameter of the cauliculum; 5) diame-
ter of the cotyledonary leaves; 6) vigour; 7) percentage of seedlings with
roots; and 8) percentage of contamination.

Analysis of varlance and Duncan tests at 5 % were done for the majori-
ty of the variables mentioned and for the age of isolation.

A growth of the seedlings from immature and mature embryos of coffee
cultivated in vitro was found, depending on tﬁe age of the embryoi:and the
constituents of the culture medium,

The methodology developed to isolate and cultivate immature embryos
in vitro, was shown to be efficient, considering the survival percentage
and the percentage of contamination per age. Early germination was found
in the immature embryos cultivated in vitro with 16 and 18 weeks of age
(ages 4 and 5). There is a normal development of coffee seedlings coming
from immature embryos isolated at 20, 22 and 24 weeks after flowering
(ages 6, 7 and 8).

It was possible to do the in vitro culture of immature embryos of F1

hybrids coming from intervarietal crosses of the (. arabdca L. species,
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of 22 weeks of age, and a normal seedling growth and development were
obtained. The culture medium 7 (basal medium plus supplements plus
2.0 mg/l of BAP and O mg/l of IAA) gaﬁe the best results in the ages 6
and 7, since there was no clear tendency to show a culture medium that
stands cut in the ages 8 and 9,

A differencial relation of each variety was found, between the pheno-
typical characteristics observed in the immature fruits harvested by age

and the shape and size of the embryos found.
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y porcentaje de plantulas con raices, para el efecto

de 9 medios de cultivo en embriones inmadures de café
de las variedades CATIMOR T 8664 (Var. 1) vy CATURRA T
2308 (Var. 2), cultivados in vitro durante la 52 edad
de ailslamiento ¥y CUltivO....even e vneneennnnnnnnnnnn.
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Cuadro N°

7

10

11

Comparacidn de los promedios de las variables porcenta-—
je de supervivencia, longitud de plintula, difmetro del
cauliculo, didmetro de hojas cotiledonares, vigor y por-
centaje de plantulas con raices, para los efectos de A
(IAA), B (BAP) y variedad (Var. 1= CATIMOR T 8664 v
Var. 2= CATURRA T 2308), en embriones inmaduros de café
cultivados in vitro durante la 62 edad de aislamiento y
=

Comparacién de los promedios de las variables porcentaje
de supervivencia, longitud de pléntula, difdmetro del
caulfculo, difmetro de hojas cotiledonares, vigor y por-
centaje de plantulas con raices, para el efecto de 9 me-
dios de cultivo en embriones inmaduros de café de las
variedades CATIMOR T 8664 (Var. 1) y CATURRA T 2308 (var.
2}, cultivados in vitro durante la 62 edad de aislamiento
¥ cultivo...........................“...................

Comparacidn de los promedios de las variables porcentaje
de supervivencia, longitud de plédntula, didmetro del cau-
liculo, difmetro de hojas cotiledonares, vigor y porcen=-
taje de plantulas con raices; para el efecto de 9 medios
de cultivo en embriones inmaduros de café de las varieda-
des CATIMOR T 8664 (Var. 1) y CATURRA T 2308 (Vvar. 2),
cultivados in vitro durante la 7% edad de aislamiento v
e 5 N

Comparacidn de promedios de las variables porcentaje de
supervivencia, longitud de pldntula, diimetro del cauli-
culo, di&metro de hojas cotiledonares, vigor y porcenta-
je de plantulas con rafces, para los efectos de A (IAA),
B (BAP) y variedad (Var. l= CATIMOR T 8664 y Var, 2=
CATURRA T 2308), en embriones inmaduros de café ecultiva-
dos in vitro durante la 72 edad de aislamiento y cultivo.

Comparacifn de promedios de las variables porcentaje de
supervivencia, longitud de plantula, diZmetro de cauli-
culo, didmetro de hojas cotiledonares, vigor y porcentaie
de plantulas con raices, para los efectos de A (144), B
(BAP) y variedad (Var. l= CATIMOR T 8664 y Var. 2=
CATURRA T 2308), en embriones inmaduros de caf@ cultiva-
dos in vitro durante la 8a edad de aislamiento ¥y cultivo.
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Cuadro N°

12

i3

L4

15

i6

Comparacidn de los promedios de las variables porcentaje
de supervivencia, longitud de plintula, diimetro del
caulicule, didmetro de hojas cotiledonares, vigor y por-
centaje de pl&ntulas con raices, para el efecto de 9 me-
dios de cultivo en embriones inmaduros de café de las
variedadades CATIMOR T 8664 (Var. 1) y CATURRA T 2308
(Var. 2), cultivados in vitro durante la 82 edad de ais~-
lamiento ¥ cUltdvo. i ne ittt

Comparacién de los promedios de las varilables porcentaje
de supervivencia, longitud de pléntula, didmetro del
cauliculo, difmetro de hojas cotiledonares, vigor y por-
centaje de plantulas con raices, para los efectos de A

(IAA), B.(BAP) y variedad (Var. l= CATIMOR T 8664 y Var.

2= CATURRA T 2308), en embriones maduros de café culti-
vados in vitro durante la 92 edad de aislamiento y cul-

thO...........-..-.....-.-.....--......-.........--..-.

Comparacidén de los promedios de las variables porcentaje
de supervivencia, lengitud de pléantula, difmetro del
cauliculo, difmetro de hojas cotiledonares, vigor y por-
centaje de plantulas con raices, para el efecto de 9 me-
dios de cultivo en embriones maduros de café de las va-
riedades CATIMOR T 8664 (Var. 1) y CATURRA T 2308 (Var.
2), cultivados in vitro durante la 92 edad de aislamien-~
Lol =

Comparacién de los promedios de las variables longitud

de pléntula, didmetro del caulfculo, didmetro de hojas

cotiledonares, vigor y porcentaje de plantulas con rai-
ces, para el efecto de 10 medios de cultivo en embriones
inmaduros de café& cultivados in vitro 22 semanas después
de la floracidén de las cruzas 1 y 2 (Cuadro 2) realiza-
das en el Experimento ED-4 de PROMECAFE.....evenernnnn..

Comparacidén de los promedios de las variables longitud
de plantula, difmetro del caulicule, didmetro de hojas
cotiledonares, vigor y porcentaje de pliantulas con rai-
ces, para el efecto de 10 medios de cultivo en embrio-
nes inmaduros de café cultivados in vitro 22 semanas
después de la floracién de las cruzas 3 ¥y 5 (Cuadroe 2)
realizadas en el Experimento ED-4 de PROMECAFE........
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Cuadro N°

17

i8

19

20

21

Resultados de las variables medidas en embriones inma-
duros de café cultivades in vitro 22 semanas después de
la floracidn, de la cruza 4 (Cuadro 2) realizada en el
Experimento ED-4 de PROMECAFE.....0viviennnnrnennnnns.

Comparacidn de promedios de las variables longitud de
pléantula, difmetro del cauliculo, didmetro de hojas co-
tiledonares, vigor y porcentaje de pldntulas con ralces,
para el efecto de 10 medios de cultivo en embriones in-
maduros de café cultivadoes in vitro 22 semanas después
de la floracién, de la cruza 6 y la autofecundacidn 1
(Cuadro 2) realizadas en el Experimento ED-4 de
PROMECAFE . ittt it tts it ettt re e,

Resultados de las variables medidas en embriopes 1nma-
duros de café cultivados in vitro 22 semanas después

de la floracidn, de la cruza 1 (Cuadro 2) realizada en
la Finca comercial de café del L0 )

Comparacién de los promedios de las variables longitud
de plantula, difmetro del caulfculo, difmetro de hojas
cotiledonares, vigor y porcentaje de plantulas con
raices; para el efecto de 10 medios de cultivo en em-
briones inmaduros de café cultivados in vitro 22 sema-
nas después de la floracidn, de la cruza 2 {Cuadro 2)
realizada en la finca comercial de caf@ del EATIE.....

Resultados en porcentaje de comtaminacién (hongos y
bacterias) observada por edad de aislamiento y cultivo
in vitro de embriones........ovuiniinninnnnn .
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Cuadrados medios, coeficientes de variacién y signifi-
cancia de las variables estudiadas en el cultivo in

vitro de embriones inmaduros de café@ de las variedades
CATIMOR T 8664 y CATURRA T 2308, 42 edad de aislamien-
to de la evaluacién cdon 9 medios de cultive...v.uun.,.

Cuadrados medios, coeficientes de variacidn y signifi-
cancia de las variables estudiadas en el cultivo in

vitro de embriones inmaduros de café de lag variedades
CATIMOR T 8664 y CATURRA T 2308, 53 edad de aislamien-
to de la evaluacidn con 9 medios de cultivo.,.vvun.. ..
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3A

4a

SA

6A

7A.

8A

94A

Cuadrados medios, coeficientes de variaecién y significan-
cia de las variables estudiadas en el cultivo in vitro de
embriones immaduros de café de las variedades CATIMOR T
8664 y CATURRA T 2308, 62 edad de aislamiento de la eva-
luacion con 9 medios de CULEIVO . v et vravsenesesnnssss

Cuadrados medios, coeficlentes de variacién y significan-
cia de las variables estudiadasz en el cultive in vitro de
embriones inmaduros de café& de las variedades CATIMOR T
8664 y CATURRA T 2308, 72 edad de aislamiento de la eva-
luacidn con 9 medios de cultivo....... P r et vt ees e

Cuadrados medios, coeficientes de variacifn y significas-
cia de las variables estudiadas en el cultivo in vitro

de embriones inmaduros de café de las variedades CATIMOR
T 8664 y CATURRA T 2308, 82 edad de aislamiento de la
evaluacidn gon 9 medios de cultivo....veuvrenns Cras e

Cuadrados medios, coeficientes de variacifn y significan-
cia de las variables estudiadas en el cultivo in vitro de

embriones madurcs de café& de las variedades CATIMOR T
8664 y CATURRA T 2308, 9% edad de aislamiento de la eva~
luacidn con9 medios de cUlEIVO. . v in et intennnseseones ..

Cuadrados medios, coeficientes de variacidn y significan-
cia de las variables estudladas en el cultive in vitro de
embriones inmadurcs de café de 22 semanas de edad, prove-
nientes de las cruzas intervarietales y autofecundacién

realizadas en el experimento ED~4 de PROMECAFE vy la finca
comercial de café del CATIE.....uvtvrnmrnnnrsnnens Cereen

Componentes del medio basal de cultivo de Murashige y
] - e i b e aneaa.

Promedios de las variables (longitud, ancho mayor, ancho
menor, volumen, peso fresco y peso seco), medidas en los
frutos de las variedades CATIMOR T 8664 (V1) y CATURRA
T 2308 (V2) durante cada muestreo de frutos previo al
aislamiento y cultivo in vitro de embriones. Inicioc de
muestreos a las 10 semanas después de la floracién del
12 de marzo de 1984, terminacidn de muestreos a las 30
semanas despuds de 1a f£loracifi....uevssveneneoreannnnas
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