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RESUMEN

Se presenta una revisién sobre el cultivo del café, uno de los
mas importantes en el mundo, resaltando las técnicas de cultivo in vitro
e ingenieria genética dirigidas a su mejoramiento, con las cuales se
persigue obtener cultivares altamente productivos y resistentes a estrés
bidtico (enfermedades y plagas) o abidtico. En este sentido, se ha logrado
ha logrado establecer eficientes sistemas de regeneracion in vitro,
particularmente por embriogénesis somatica indirecta a partir de secciones
foliares, destacando la ventaja potencial de la embriogénesis somatica
secundaria en la regeneracion de plantas transgénicas. La transformacion
genética se realliza tanto por métodos directos como indirectos, permitiendo
ya en campo la obtencion de plantas transformadas con el gen cry, el cual
confiriere resistencia al ataque del minador de la hoja. Este es un trabajo
de apoyo a fitomejoradores en café, pudiendo ser mas eficaces en el logro
de nuevos cultivares con caracteristicas agronémicamente importantes.
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ABSTRACT

Review about coffee, one of the most important plants on the
world, highlighting the in vitro culture techniques and genetic engineering
aimed at its improvement, in order to obtain highly productive cultivars
resistant to biotic (diseases and pests) or abiotic stress. In this sense, it has
managed to establish efficient in vitro regeneration systems, particularly for
indirect somatic embryogenesis from leaf sections, emphasize the potential
advantage of secondary somatic embryogenesis on the regeneration of
transgenic plants. Genetic transformation has been achieved by both
direct and indirect methods, to stand out in field the production of plants
transformed with the cry gene, which confers resistance to attack leaf
miner. In this context, this work will be of great help to breeders in coffee,
may well be more effective in achieving new cultivars with agronomically
important characteristics.

Key words: Coffee; genetic transformation; in vitro cultur

INTRODUCCION

Café es el nombre comun de las semillas provenientes de
los arbustos del género Coffea, de la Familia de las Rubiaceas. De la
treintena de especies que comprende este Género, solo tres son
econémicamente importantes: Coffea arabica (tetraploide 2n=44), la
cual produce aproximadamente el 90% del café comercializado en el
mundo, seguido por Coffea canephora (café robusta, diploide 2n=22) y
Coffea liberica (diploide 2n=22), que producen un aproximado de 9% y 1%
respectivamente (Ascanio, 1994; Jaramillo, 1996).

Su cultivo es de gran importancia agrondémica y comercial, por lo
que ha sido blanco de mejoramiento mediante ingenieria genética. Este
mejoramiento por medio de técnicas moleculares ha sido combinado con
el mejoramiento tradicional (basado en cruzamientos) para facilitar la
obtencién de variedades mejoradas, debido a que esta planta es semi
perenne y tomaria mas de 30 afios mediante el mejoramiento clasico
obtener cultivares tolerantes a estrés bidtico y abiético que la afectan
(Etienne, et. al, 2002).
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Considerando la importancia histérica y econdmica del café, asi
como su potencial futuro como fuente de ingresos para Venezuela, en
este trabajo se exponen aspectos relacionados al cultivo y la aplicaciéon
de técnicas de transformacion genética a esta planta, con el fin de apoyar
futuras investigaciones en el campo.

METODO

Se refiere a una investigaciéon de tipo documental fundamentada
en una extensa revisidbn bibliografica sobre el tema, para lo cual
se seleccionaron revistas cientificas especializadas nacionales e
internacionales considerando como criterios para su seleccion los
puntos a tratar y los autores e investigadores reconocidos en el area. La
informacion histérica y estadistica que se presenta se obtuvo de la revision
y procesamiento de la informacidén en paginas Web de portales oficiales
de la Republica Bolivariana de Venezuela.

RESULTADOS

El café constituye la segunda mercancia comercializada en el
mundo, después del petréleo. El mayor productor es Brasil, especialmente
el estado de Sao Paulo, donde se situa el primer puerto cafetalero del
mundo, el puerto de Santos, seguido por Colombia y Vietham, este ultimo
el productor mas importante del café robusta.

Segun Purseglove (1968), el café es originario del continente
africano, la planta fue llevada por mercaderes a la peninsula arabiga en
fechas no conocidas, probablemente en el siglo Xlll o el siglo XV d C
(Sondahl y Lauritis, 1992; Coffee Universe -World of Coffee, 2002). La
bebida revistio tal importancia que se abrieron establecimientos publicos
denominados “cafés” para su consumo. El primer “café” fue abierto en
Constantinopla (Estambul actual), alrededor de 1475 y en 1615 llega
por primera vez al Continente Europeo, especificamente a Venecia, por
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intermedio de los mercaderes venecianos que visitaban el Medio Oriente.
Hacia 1650, en Roma, el Papa Clemente VIII permite su consumo en Italia
(Hill, 1965; Coffee Universe -World of Coffee, 2002).

Se cree que el café llegdb a Norte América en 1607, cuando el
Capitan John Smith establece la Colonia de Virginia en Jamestown. En
1723, el joven oficial naval francés Gabriel Manthieu de Clieu trasladé
plantulas de cafeto desde Paris hasta la isla de Martinica. Desde esta
isla, el cultivo fue llevado por misioneros Jesuitas franceses al resto de
las Antillas vy, de alli, a América Central y del Sur, a mediados del siglo
XVIII. A Brasil, el café llega desde la Guyana Francesa en 1720 y a
Colombia, es introducido desde las Antillas Francesas en 1808 (Coffee
History, 2002; Coffee Universe/Coffee Universe-ity/A brief History of
Coffee, 2002). El cafeto llega a Venezuela en 1730, proveniente de
Cayena y es el misionero Jesuita Gumilla quien establece plantaciones
en las misiones de su Orden, en las riberas del rio Orinoco. Para 1783 se
lleva al Valle de Caracas, especificamente en lo que hoy se conoce como
Chacao, estableciéndose las famosas haciendas Chacaefas: “Blandin”,
“San Felipe” y “La Floresta”, pertenecientes a Bartolomé Blandin (MAT,
1994). Posteriormente, en 1798, se llevo el cafeto a las Vegas, Estado
Tachira, donde el cultivo se dispersa por los Andes y el resto del pais (op
cit, 1994; Jaramillo, 1996; Coffee Universe/World of Coffee, 2002). El café
fue el primer producto de exportacion desde 1820 hasta 1925, cuando
fue desplazado por el petréleo; no obstante, siguié siendo el principal
rubro agricola de exportacién y segundo en produccién después del maiz
(Bustillo, 1998; Bricefio, 1999), existiendo varios cultivares en Venezuela
(ver Cuadro 1).

La superficie cultivada de café, por Entidad Federal, se distribuye
de la siguiente manera: Lara (40.416 ha), Tachira (32.665 ha), Portuguesa
(33.327 ha), Mérida (28.648 ha) y Trujillo (28.220 ha); en cuanto al
rendimiento (Kg/ha), el primer lugar es del Estado Lara (544), seguido por
Trujillo (436), mientras, que Tachira rinde 351 Kg/ha y Mérida 343 Kg/ha
(MAT, 2008; OCEI, 2000).
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Composicion del grano y ecologia del café

El grano de café crudo contiene aproximadamente 6% de acidos
cafeicos y clorogénicos, acido tanico, trigonelina (que se transforma en
acido nicotinico durante el proceso de torrefaccion), 8% de azucares
diversos, alrededor de 15% de lipidos y 1 a 2% de cafeina, segun las
especies (Cartay y Ablan, 1997).

Segun el nivel de cafeina (% de peso seco), el café se ha organizado
en tres grupos: alto (1.61-2,2%), representado por C. canephora; medio
(0.74-1.09%), representado por C. arabica, C. dewevrei, C. racemosa; y
bajo (0.57-0.23%), que incluye las especies C. eugenoides, C. libericay C.
salvatrix (Mazzaferaet, et. al., 1997).

Cuadro 1. Principales cultivares de café presentes en Venezuela
Cultivar Caracteristicas

Cultivar de porte alto, proveniente de la isla Ramoni,
Bourboén antes llamada Bourbon. En este cultivar destaca la linea
Bourbén Salvadorefio, altamente productivo y vigoroso.

Cultivar de porte alto originado en Caripe, al oriente del

Caripe pais

Cruce de Caturra con el hibrido de Timor, de porte bajo y
resistente a la roya del cafeto

Cultivar de porte bajo, originario de Brasil, obtenido por
el cruzamiento artificial de Caturra con Mundo Novo. Se
adapta facilmente a las condiciones del pais y tiene alto
rendimiento

Cultivar de porte bajo, originario de Brasil, obtenido
probablemente por una mutacion ocurrida en plantas
de Bourboén. Ofrece buen rendimiento bajo manejo y
condiciones agroecolégicas adecuadas

Cruce del Catuai con el hibrido de Timor, de corte bajo y
resistente a la roya del cafeto

Catimor

Catuai

Caturra

Cavimor

Criollo o Typica Cultivar de café americano de porte alto

Cultivar de porte alto, empleado para efectuar cruces
Hibrido de Timor que aseguren una mayor resistencia contra la roya del
cafeto

Maragogipe Cultivar de porte alto, con granos grandes
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Cultivar Caracteristicas
Cultivar de porte alto, muy vigoroso y productivo,
Mundo Novo originario del Brasil. Resulta de un cruce natural entre
Bourbon y Sumatra
Cultivar de porte bajo, originario de EI Salvador, muy
Pacas .
parecido al Caturra
Pache Cultivar de porte bajo y compacto, originario de
Guatemala
Cultivar de C. canephora que produce un café de sabor
Robusta ) .
fuerte por su mayor contenido de cafeina
S. Bernardo Cultivar de porte bajo, originario de Centroamérica
Sarchimor Cruce, de porte bajo, entre Villa Carchi y el hibrido de Timor
Semperflorens Cultivar de porte alto
Cultivar de porte bajo originario de Costa Rica, producto
Villa Carchi de una mutacién del cultivar Bourbén, vigoroso y con alta
produccion
Villalobos Cultivar de porte bajo o compacto

La rentabilidad del cultivo de café depende de una serie de factores
agroclimaticos: macroclima, microclima y topoclima. El primero esta
determinado por la altitud, latitud, precipitacion y temperatura, mientras
que el segundo se refiere a los factores que inciden directamente en la
plantacioén y, por ultimo, el topoclima se relaciona con la configuracion del
terreno (plano, inclinado, concavo, convexo, etc) (Jaramillo, 1996).

El café se cultiva en lugares con una precipitacion que varia
desde los 750 mm anuales (7.500 m?®ha) hasta 3000 mm (30.000 m3/
ha), con altitudes de 1300 a 1700 metros y temperatura media anual
de 16°C a 22°C. El cultivo requiere una lluvia (o riego) abundante y
uniformemente distribuida desde comienzos de la floracion hasta finales
del verano para favorecer el desarrollo del fruto y de la madera. Después
es conveniente un periodo de sequia que induzca la floracion del afio
siguiente (Agroinformacion, 2004).

La planta del café se propaga en gran escala por medio de
semillas, o vegetativamente por medio de injertos o estacas que prosperan
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en un suelo profundo, bien drenado, que no sea ni demasiado ligero,
ni demasiado pesado. Los limos volcanicos son ideales. La reaccion
del suelo debe ser mas bien acida. Ademas, los diferentes niveles de
clorofilas, carotenoides, alcaloides, etc., se ven modificados en funcion
de las temperaturas, de la humedad y de la intensidad luminica (Damatta,
et. al., 1997). La produccion es mayor a plena exposicion solar, siempre
y cuando se lleven a cabo correctas practicas culturales (emplear otras
plantas que proporcionen sombra parcial, con el fin de atenuar la intensa
evaporacion de agua del suelo).

Conelfindecontrolarlaincidenciadelgrannimerode enfermedades
y plagas que afectan al café, es necesario implementar un programa de
control riguroso de tipo preventivo, quimico, biolégico y biotecnolégico. El
control preventivo representa esencialmente a las practicas culturales, el
quimico representa la aplicacion de pesticidas (insecticidas, nematicidas
y fungicidas), mientras que el biol6gico se fundamenta en la utilizacién de
competidores o patdgenos especificos de las plagas o agentes causales
de las enfermedades. El recurso biotecnolégico incluye las técnicas de
cultivo de tejidos y la transformacién genética, permitiendo obtener
cultivares tolerantes o resistentes a diferentes patégenos o plagas, como
la roya y o el minador de la hoja del café respectivamente.

Cultivo de tejidos en café

A diferencia de las técnicas de propagacién tradicional, las de
cultivo de tejidos permiten la micropropagacion clonal de un determinado
genotipo vegetal en un tiempo relativamente corto, util en programas de
mejoramiento genético convencional o por transformaciéon genética. Estas
técnicas también son poderosas herramientas para el estudio fisiolégicos,
de crecimiento y desarrollo, morfogénesis, criopreservacion, produccion
de semillas artificiales, produccién industrial de diferentes compuestos
quimicos, preservacion del germoplasma de genotipos élite o la produccién
de metabolitos secundarios (Menéndez-Yuffa y Garcia, 1998).
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El cultivo in vitro de distintas especies de cafeto esta registrado a
partir de tejidos aislados de todos los érganos, con excepcién de la raiz
(Baumann y Neuenschwander, 1990) (ver Cuadro 2).

La propagacioén in vitro del café puede ser por organogénesis
(microesquejes) o embriogénesis somatica (Dublin, 1984; Garcia y Rafael,
1989), siendo la ultima la principal via de regeneracién, ya que presenta
la mayor tasa de multiplicacion (Baumann y Neuenschwander, 1990); la
cual se establecido a partir de distintos explantes, tales como secciones
de tallo, hojas, ovarios y estambres (Dublin, 1981).

El primero en establecer exitosamente la regeneracion in vitro
del café fue Staritsky (1970), a partir de secciones de tallo de brotes
ortotropicos utilizando el proceso de embriogénesis somatica indirecta. El
primer sefialamiento de regeneracién por embriogénesis somatica en C.
arabica, a partir de secciones de hoja, fue presentado por Séndahl y Sharp
(1977), encontrandose que, a diferencia de otros explantes, las secciones
foliares tenian una mayor frecuencia embriogénica (Sondahl & Monaco,
1981). Las hojas mas cercanas al apice de la rama (ultimo par) son las
que poseen el mayor potencial embriogénico, segun lo sefialan Londofio y
Orozco (1986a) y Noceda et. al. (1998).

Cuadro 2. Explantes utilizados para el cultivo in vitro de Coffea spp

Explante Especie Resultado Referencia

Staritsky (1970), Buckland
(1972); De Voort y Townsley

Secciones C. canephora, (1974) y Townsley (1974) en
de ramas C. arabica, ES, Br, Herman y Haas (1975); Custer
C. liberica Callo (1980) en Sondahl y Monaco,

ortotropicas 1981), Nassuth et.al.(1980),

Berthouly et. al. (1987), Garcia
y Rafael (1989)
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Explante Especie Resultado Referencia
Crocomo et. al. (1975) en
C. arabica, Sondahl y Monaco, 1981);
. C.eugenioides, Dublin (1981) ; Herman y Haas
Secciones Callo, ] )
foliares C. canephora, ES (1975), Garcia y Menéndez
C. heterocalys (1987) ; Michaux-Ferriere et.
al.(1989) ; Marques (1993) ;
Samson et. al.(2006)
Meristemo Kartha et. al.(1981), Londofio y
C. arabica Br Orozco (19864a,b); Zok y Dublin
(1991)
Tejido o C. arabica Callo Keller et. al. (1972) en Herman
endospérmico y Haas, 1975
- Monaco et. al. (1974) en Sondahl
szrliioérmico g (s:toennoep nhs};za’ ggllo, y Monaco, 1981; Sreenath et.
perisp - cong al.(1995)
. . C. canephora; Keller et. al. (1972) en Herman y
Pericarpio C. arabica Callo Haas, 1975
Fruto verde C. arabica Callo Sharp et. al.(1973), Sondahly
Monaco, 1981
C. arabica,
C. canephora, Sharp et. al.(1973), Sondahly
Antera C. liberica, Callo Monaco, 1981
C. racemosa
Ovarios C.canephora ES Dublin (1981, 1984)
Ovulos C. canephora ES Lanaud (1981)
Embriones g 2:)?1blgi;si3' Montes (1982), Bertrand-
. ’ 9 ' G, ES Desbrunais et. al. (1991),
cigoticos C. canephora; . )
o Naidu y Sreenivasan (2004)
C. liberica;
C. racemosa
Semillas C. arabica Callo Sharp et. al. (1973)

Callo: solo se desarrolla el callo; ES: regeneracion por embriogénesis somatica
indirecta; Br: regeneracion a través de brotes; G: Desarrollo de plantula.
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El desarrollo embriogénico se presenta tanto en secciones foliares
de vitro-plantas como en plantas de invernadero, aunque el rendimiento
es mayor en las primeras (Menéndez-Yuffa y Hermoso, 1998; Hermoso
y Menéndez, 2000). El callo puede ser de dos tipos: embriogénico y no
embriogénico. El primero es friable y de color amarillo, y el segundo
puede ser de color blanco o marrén (Dublin, 1981), observandose que en
la mayoria de los casos los embrioides se diferencian a partir del marrén
(Garcia y Menéndez, 1987).

El callo se forma por proliferaciéon de células en la zona de corte
del explante, desarrollandose en la zona periférica de las células del
parénquima esponjoso después de seis dias (Soéndahl, et. al., 1979), o del
mesofilo esponjoso. Es importante destacar que el rendimiento del proceso
regenerativo estara influenciado por el genotipo (Bieysse, et.al., 1993) y
que el origen de los embriones en café es unicelular, tal como lo sefialan
Menéndez-Yuffa y Garcia (1997) y Quiroz-Figueroa, et. al., (2002).

Los embriones que se forman por embriogénesis somatica
pasan por los estadios embriogénicos tipicos de los embriones cigéticos:
globular, corazén y torpedo. Generalmente se pueden observar todos los
estadios simultaneamente sobre la superficie lisa del callo, por lo cual la
diferenciacion de éstos es asincrénica. También se puede observar con
frecuencia el desarrollo de nuevos embriones sobre la superficie de los
embriones somaticos de mayor desarrollo, tal como lo sefala Marques
(1993), especificamente en la zona basal del hipocotilo, lo que pone en
evidencia la gran capacidad de embriogénesis somatica secundaria de
este cultivo (Menéndez-Yuffa y Garcia, 1997; Menéndez-Yuffa , et al,,
1994).

Engeneral, lainduccién de embriogénesis somatica requiere que el
medio tenga la combinacién de una auxina (acido 2,4-diclorofenoxiacético:
2,4-D) y una citoquinina (cinetina: KIN; 6 Bencilaminopurina: BAP), siendo
ésta ultima la de mayor concentracion, incrementandose la frecuencia
embriogénica alemplear BAP (Garciay Menéndez, 1987; Neuenschwander
y Baumann, 1992; Berthouly y Michaux-Ferriere, 1996). Sin embargo,
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Yasuda, et al., (1985); Hatanaka, et al., (1991, 1995); Fuentes, et, al.,
(2000); Fernandez, et al., (2005) y Giridhar, et. al., (2004) obtuvieron
una alta frecuencia de embriogénesis somatica empleando como Unico
regulador de crecimiento una citoquinina (KIN, BAP, iso-pentiladenina o
Tidiazuron (TD2Z).

Los embriones somaticos formados bajo estas condiciones pasan
por un proceso directo (sin la formacién previa de callo), a partir de las
células mesofilares en las zonas de corte del explante foliar (Quiroz-
Figueroa, et.al., 2006; Gatica, et. al., 2007; Pereira, et. al.., 2007; Costa
de Rezende et. al., 2008), mientras que al utilizar dos hormonas (auxina
2,4-D y citoquina KIN) se distingue una embriogénesis indirecta (Quiroz-
Figueroa, et. al., 2002).

Por otra parte4, Lanaud (1981) logré obtener plantas haploides
por embriogénesis somatica a partir de évulos de C. canephora. Sin
embargo, se ha obtenido mas éxito en la regeneracion de haploides a
partir de anteras, sometiendo los callos a bajas temperaturas (5°C) por
24-48 h (Ascanio y Arcia, 1994). También se ha incrementado la eficiencia
del proceso suplementando el medio de cultivo con 16% de agua de coco
(Neuenschwander y Baumann, 1995) y trabajando con microsporas, al
pre-tratarlas por 48 h con colchicina (Herrera, et al., 2002).

Cultivos en suspension, metabolitos secundarios y sistemas de
inmersion temporal

Los cultivos en suspension son de gran interés, ya que se puede
ejercer un mejor control en las condiciones de cultivo, permitiendo dos
potenciales aplicaciones: la produccion de metabolitos secundarios y la
generacion de embriones soméaticos en gran escala (Menéndez-Yuffa y
Garcia, 1998).

La concentracion de los gases es importante para el logro de una
alta regeneracion por embriogénesis somatica a partir de suspensiones
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embriogénicas de C. arabica. En cuanto a la concentracién de oxigeno,
se ha encontrado que a un 80% de oxigeno se obtiene gran cantidad
de agregados de células embriogénicas, embriones en estadio globular
y corazdn, mientras que a bajas concentraciones (50%), las formas
globulares y corazén disminuyen, pero se incrementan los niveles de
embriones tipo torpedo (Jiménez y et. al., 1998). Este proceso se optimiza
empleando biorreactores, en donde se asegura con alta eficiencia la
regeneracion de plantas completas por embriogénesis somatica (Afreen,
et. al., 2002; Ethienne, et. al., 2001; Ethienne. et.al., 2002), obteniéndose
hasta un 75% de conversion de plantas normales (Albarran, et.al., 2005).
En el caso del diéxido de carbono, Barbon, et .al.,, (2008) sefialaron
que a una concentracion de 2,5% de CO, es posible encontrar la mayor
proliferacion de embriones somaticos.

Otras condiciones que influyen en un mayor rendimiento en la
produccion de embriones somaticos son la consistencia del medio y la
incidencia de la luz. En este sentido, se ha encontrado una gran proporcion
embriogénica con un medio semisolido (2% gelrite), en oscuridad continua
o a dieciséis horas de fotoperiodo (Gatica, et. al., 2008a).

Con respecto a la producciéon de metabolitos secundarios en café,
se ha producido cafeina a partir del cultivo de callo de C. arabica luego
de doce a trece dias de iniciado (Frischknecht, et. al., 1977; Frischknecht
y Baumann, 1980; Baumann y Rohrig, (1989), mientras que a partir de
cultivo en suspensién inmovilizado en cubos reticulados de poliuretano,
se ha logrado eficientemente la transformacion de tebromide en cafeina
(Furuya, et. al., 1991).

Sin embargo, mediante la utilizacién de biorreactores se produce
el metabolito con mayor eficiencia (mas de nueve veces), tomando en
consideracion el tamafio del inéculo, la concentracién de oxigeno y la
tasa de recirculacion de los gases solubles (Baumann y Neuenschwander,
1990; Dubuis, et. al., 1995). A través del cultivo en suspensién también
se pueden obtener protoplastos, los cuales constituyen un material que
puede utilizarse para el intercambio de material genético, ya sea por
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hibridacién somatica o por ingenieria genética mediante métodos directos
o indirectos (Potrykus y Shillito, 1988; Puite, 1992; Cocking, 2000).

Otra via para obtener altos rendimientos en la produccién de
embriones somaticos de Coffea arabica es el sistema de inmersion
temporal (IT), a partir del cual se obtienen embriones torpedo que se
desarrollan rapidamente (seis semanas) en plantulas, en un substrato
estéril (no especificado); de éste modo se evita el paso de germinacion in
vitro en medios con agar, lo cual minimiza la vitrificacién y reduce el costo
en medios y mano de obra (Ethienne-Barry, et. al., 1998, 1999).

Efectos de las condiciones del cultivo in vitro

Se ha sefialado que la adaptacion a tierra de las plantas de
café obtenidas in vitro es exitosa y que el crecimiento es igual al de las
plantas obtenidas a partir de semilla (Pefia, 1983; Pefia y Serna, 1984).
Sin embargo, Barry, et. al., (2002) indican que la fase de aclimatacion ex
vitro puede ser problematica y ocasionar pérdidas. Es posible que esto se
relacione al uso excesivo de reguladores de crecimiento, lo que a su vez
pudiera causar alteraciones en el material genético de las vitro-plantas y
afectar negativamente el proceso de adaptaciéon ex vitro. Otra causa de
variantes somaclonales es la edad del cultivo celular, observandose que
a medida que se hace mas viejo, se obtienen de 80-90% de variantes
(Etienne y Bertrand, 2003). Asimismo, su potencial embriogénico esta
concatenado a la variacion del ADN nuclear, tal como se demostrd
mediante citometria de flujo (Zoriniants et. al., 2003).

Cabe mencionar que para evaluar eventos morfo-genéticos en el
proceso regenerativo in vitro se utilizan técnicas moleculares como RFLP,
AFLP y RAPD, asi como andlisis de isoenzimas y patrones de proteinas
(Menéndez-Yuffa, et. al., 1994; Menéndez-Yuffa y Garcia, 1996; Rani, et.
al., (2000).
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Cultivo in vitro, criopreservacion y bancos de germoplasma

El cultivo in vitro es muy importante para la preservacion
del germoplasma, ya que las semillas de café tienen la desventaja de
perder su viabilidad con el tiempo. Estos métodos permiten mantener el
germoplasma en espacios reducidos, transportarlo facilmente y garantizar
un alto grado de limpieza desde el punto de vista fitosanitario (Menéndez-
Yuffa y Garcia, 1998). Se ha logrado criopreservar eficientemente (con
nitrégeno liquido) embriones cigoticos de C. arabica y C. canephora,
(Esquivel, et. al., 1992). También se han producido semillas artificiales,
encapsulando embriones cigoticos de C. arabica en una solucién de 6%
de alginato de sodio, logrando de 20-30% de supervivencia y regeneracion
por embriogénesis somatica (Muniswamy y Sreenath, 2000).

Antecedentes de la transformacion genética de café

A pesar del éxito reportado por diversos investigadores, en
relacién a la introduccion de genes foraneos (reporteros y/o de seleccién)
en café utilizando diferentes métodos de transformacion, el registro
de regeneracion del material transformado y la obtencién de plantas
transgénicas es limitado. Es solo en los ultimos afios, después de
diferentes pruebas y modificaciones que se han realizado en las distintas
metodologias, cuando se ha logrado la regeneraciéon del material sometido
a transformacién genética.

En cuanto a la transformacion por Agrobacterium, se han utilizado
las especies A. tumefaciens y A. rhizogenes, asi como los genes gus,
nptll, hpt, csr1 y cry1ac (Spiral, et. al., 1993; De Pefia, 1995 en Carneiro,
1999; Ribas, et. al., 2006). Hatanaka, et. al., (1999), LeRoy, et. al., (2000),
Perthuis, et. al., (2005) y Kumar, et. al., (2006) reportan regeneracion
del material transformado con evaluacién positiva al nivel de fenotipo y
mediante PCR.
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En la transformacién por electroporacién se han empleado los
genes gus y bar (van Boxtel, 1994 en Fazouli, et. al., 2000); destaca el
trabajo de Fernandez y Menéndez (2003), quienes reportan la regeneracion
del material transformado con resultados positivos en la reaccion GUS y
en la PCR para los genes mencionados. La transformacioén por biobalistica
se ha llevado a cabo con los genes gus, bar, nptll y ahas, con resultados
positivos en la expresién transitoria del gen gus y en la PCR para los
genes introducidos (Van Boxtel, et. al., 1995; Noceda, et. al., 1998; Barros,
et. al., (2001); Ribas, et. al., 2005).

Mas recientemente se ha logrado la transformacion de C. arabica
cv Catimor mediante biobalistica con el gen cry 1ac de Bacillus thuringiensis
utilizando un plasmido completo y un bloque o casette genético constituido
por la secuencia promotora, el gen cry 1acy la secuencia terminadora; con
este tipo de construcciones es menor la cantidad de genes o secuencias
foraneas que se introducen en el material bombardeado y se disminuye o
elimina el posible riesgo de transferencia (horizontal o vertical) de genes
de resistencia a antibi6ticos o herbicidas usados como genes marcadores
de seleccion en el procedimiento de transformacion, lo cual es ventajoso
al nivel de la bioética y la bioseguridad (De Guglielmo, et. al., 2010).

Dentro de la transformacién por biobalistica Rosillo, et. al,,
(2003) bombardearon suspensiones celulares de C. arabica cv. Colombia
con varios plasmidos de la serie pCAMBIA (Centre for the Application
of Molecular Biology to International Agriculture-Canberra, Australia);
los autores lograron la expresion transitoria del gen reportero gus, sin
embargo, no reportan la regeneracién de plantas. Gatica-Arias y col.
(2008b) también bombardearon agregados de suspensiones celulares de
C. arabica cvs Caturra y Catuai con el gen gus, y lograron la regeneracion
vegetal via embriogénesis somatica indirecta.

Las técnicas de Ingenieria Genética también se han usado en
café para modificar el contenido de cafeina; Ogita, et. al., (2004), mediante
la tecnologia del ARN de interferencia (ARNi) inhibieron la expresion del
gen CaMXMT1 que codifica a la N-metiltransferasa teobromina sintetasa,
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involucrada en la biosintesis del alcaloide, reduciendo el contenido final
de cafeina en un 70% y entre 65-85% en C. canephora y C. arabica,
respectivamente.

En relacién al control de la maduracion del grano de café, proceso
fundamental a nivel de la calidad y el valor del producto, se han clonado
dos genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de etileno,
la amino 1-ciclopropano carboxilico sintetasa o ACC sintetasa y la
amino 1-ciclopropano carboxilico oxidasa o ACC oxidasa, los cuales se
perfilan como elementos claves para el establecimiento de sistemas de
transformacion genética de café con el objetivo de controlar el proceso de
maduracién del grano (Pereira, et. al., 2005).

Respecto a la tolerancia a estrés abiotico (condiciones de sequia,
salinidad, fitotoxicidad por metales y frio) se han producido plantas
transformadas con factores de transcripcion que, inducidos por cualquiera
de estas condiciones, activan una familia de genes que incrementan la
tolerancia del café; esta familia incluye los genes cor15a, cor6.6, rd29A,
kin1 y rd17 (Kasuga, et. al., 1999).

En la transformacion genética del café se han utilizado promotores
de origen viral, como el CaMV35S del virus del mosaico del coliflor, asi
como de origen vegetal, incluyendo el promotor de la ubiquitina del maiz,
el EF1a de A. thaliana, el de la actina de arroz y promotores propios del
café, incluyendo el promotor de la a-tubulina (nro. de accesién al Genbank
AF363630) y de la proteina de almacenamiento 11S de C. arabica (nro.
de accesion al Genbank AF055300). Con estos ultimos se han obtenido
resultados similares a los registrados con promotores foraneos en
cuanto a la expresion de los genes de interés introducidos, pero con las
ventajas que ofrece el uso de secuencias propias de la planta al nivel de
bioseguridad (Rosillo, et. al., 2003).

Finalmente, en relacién a las pruebas en campo de plantas
transgénicas de café, el primer reporte fue con la resistencia al minador de

la hojadel café (LeRoy, et. al., 2000). En invernadero, realizaron bioensayos
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exponiendo las plantas seleccionadas en base a la resistencia al agente de
seleccion, deteccion de la proteina cry7ac en extractos foliares mediante
Western Blot y evaluacion positiva al nivel de ADN (PCR y Southern Blot),
a las larvas del insecto, encontrandose una considerable reduccién en
el nimero de minas y en la defoliacion en las plantas transgénicas, en
comparacion a lo observado en las no transgénicas (plantas controles).
Las plantas que mostraron alta resistencia al minador en las pruebas
realizadas en invernadero, fueron seguidamente evaluadas en campo en
la Guayana Francesa durante cuatro afios consecutivos, encontrandose
que el 70% de las plantas fue resistente a la plaga en estas condiciones.
No se evidenciaron diferencias entre el crecimiento de estas plantas
con respecto al de las plantas controles durante el periodo de estudio.
Sin embargo, el experimento fue interrumpido forzosamente debido a la
accion de grupos ecologistas (CIRAD, 2001; Perthuis, et. al., 2005).

De la misma manera, Perthuis, et. al., (2005) reportan un estudio
de cuatro afos consecutivos en un campo plurianual de la Guayana
Francesa, donde sembraron plantas de Coffea canephora transformadas
mediante A. tumefaciens y A. rhizogenes con el gen cry 1ac y han
llevado a cabo seis infecciones con el minador de la hoja, encontrando
una reduccion significativa en el nimero de minas observadas en las
plantas transformadas, en comparacién al control (café robusta no
transformado). Esto indica la expresion de resistencia estable a la plaga
durante el periodo de estudio. Los investigadores sefalan la necesidad
de prolongar el periodo de evaluacion y la realizacién de investigaciones
complementarias en estas plantas de café.

CONCLUSIONES

El café representa un gran potencial econémico a nivel mundial, lo que
ha determinado la basqueda constante del mejoramiento de su rendimiento
como cultivo. Para ello se han utilizado diversas técnicas biotecnologicas
que abarcan desde el cultivo in vitro hasta la transformacién genética.
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La revisibn documental de la informacion y analisis de los
trabajos de investigacion seleccionados sobre el café, su historia, cultivos
y elementos de su transformacion genética representa un aporte como
recurso referencial para docentes y estudiantes en los diferentes cursos
de Biologia.

De igual forma, representa un aporte para el establecimiento
de novedosos programas de investigacion y mejoramiento dirigidos a la
obtencidén de nuevos cultivares con caracteristicas agroecoldégicamente
importantes en paises productores de café, como Venezuela, ya que se
sintetizan aspectos relevantes requeridos para tal fin.
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