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RESUMEN

El estudio se desarrollo en el Laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Nacional
Agraria (UNA), km 12.5 carretera panamericana norte Managua, Nicaragua, entre noviembre
del afio 2017 y agosto del 2019. Se estudi6 la embriogénesis somatica indirecta y la
micropropagacién por micronudos en los cultivares Centroamericano Coffea arabica L. y
Conilon Coffea canephora Pierre ex Froehner. El cultivar Centroamericano en la induccion de
callocon2 mg L de 2IP, 0.5 mg L™ de 2,4-Dy 1 mg L de IBA presentd mayor porcentaje de
explantes color café (63.75%). En la categoria mayor al 50% de cicatrizacion y en formacion de
callos friables respondieron mejor con 1.1 mg L™ de 2,4-D y 4 mg L™ de Kinetina con 47.75%
y 73.00% respectivamente. En el cultivar Conildn la induccién de callo con 2 mg L™ de 2IP, 0.5
mg L™ de 2,4-D y 1 mg L de IBA present6 similar comportamiento estadistico en los colores
café (58.25%) y amarillo (28.50%). Con 1.1 mg L de 2,4-D y 4 mg L de Kinetina se
obtuvieron los mejores resultados en la categoria de mayor al 50% de cicatrizacién y en callo
friable con 47.60% y 75.80% respectivamente. El cultivar Centroamericano en 2 mg L de 2IP,
2.21mg L*de2,4-Dy1mgL"*de IBA respondieron mejor la reactividad embriogénica (85%),
los colores de callo crema (38%), amarillo (30%) y en peso fresco de callo con 232.30 mg. En
el cultivar Conildn con 1.1 mg L™ de 2,4-D y 4 mg L de Kinetina resultd superior en reactividad
embriogénica (88%), en el color amarillo de los callos (48%) y en peso de callo fresco con
288.70 mg. En los BEIT el cultivar Centroamericano con adiciones de 0.30, 0.45y 0.60 mg L™
de AIA resultaron estadisticamente similares en germinacion de embriones y en nimero de
hojas, mientras que en el cultivar Conildn sin adicion de AIA y con 0.15 mg L™ resultaron
significativamente superiores en nimero de embriones y nimero de hojas. En los dos cultivares
los micronudos respondieron mejor con 1 mg L de AIA y de BAP.

Palabras Claves: Embriogénesis somatica, Coffea spp., biorreactores, micronudos

viii



ABSTRACT

The study was developed in the Tissue Culture Laboratory of the National Agrarian University
(UNA), km 12.5 Pan-American Highway North Managua, Nicaragua, between November 2017
and August 2019. Indirect somatic embryogenesis and micropropagation by micronude were
studied in the Centroamericano cultivars Coffea arabica L. and Conilon Coffea canephora
Pierre ex Froehner. The Centroamericano cultivar in callus induction with 2 mg L™ of 2IP, 0.5
mg L of 2,4-D and 1 mg L* of IBA presented a higher percentage of brown explants (63.75%).
In the category greater than 50% healing and friable callus formation, responded better with 1.1
mg L* of 2,4-D and 4 mg L of Kinetin with 47.75% and 73.00% respectively. In the Conilon
cultivar, callus induction with 2 mg L™ of 2IP, 0.5 mg L™ of 2,4-D and 1 mg L™* of IBA presented
similar statistical behavior in the colors brown (58.25%) and yellow. (28.50%). With 1.1 mg L~
1 of 2,4-D and 4 mg L of Kinetin, the best results were obtained in the category of greater than
50% healing and in friable callus with 47.60% and 75.80% respectively. The Centroamericano
cultivar in 2 mg L? of 2IP, 2.21 mg L™ of 2,4-D and 1 mg L of IBA responded better to
embryogenic reactivity (85%), cream callus colors (38%), yellow (30%) and in fresh callus
weight with 232.30 mg. In the Conilén cultivar with 1.1 mg L™ of 2,4-D and 4 mg L™ of Kinetin,
it was superior in embryogenic reactivity (88%), in the yellow color of callus (48%) and in fresh
callus weight 288.70 mg. In the BEIT, the Centroamericano cultivar with additions of 0.30, 0.45
and 0.60 mg L of IAA were statistically similar in embryo germination and in number of
leaves, while in the cultivar Conilon without addition of IAA and with 0.15 mg L™ were
significantly higher in number of embryos and number of leaves. In the two cultivars, the
micronudos responded better with 1 mg L™ of IAA and BAP.

Keywords: Somatic embryogenesis, Coffea spp., Bioreactors, microcuts.



I. INTRODUCCION

El género Coffea L. la especie mas cultivada comercialmente es Coffea arabica L., Coffea
canephora Pierre ex Froehner y C. liberica Bull (Fernandez et al., 2010). El café (Coffea
arabica L.) desempefia un papel importante en la economia de méas de 60 paises, principalmente
en América Latina, Africa y Asia. Es una de las bebidas mas valiosas y comunes que se
consumen casi el 75% a nivel mundial y la segunda especie mas cultivada es Coffea canephora,

que contribuye con el 25% restante de la produccion mundial (Ahmed, et al., 2013).

En el 2018, ESPANICA destaco lo siguiente:

El café ardbico originario de Etiopia, tiene calidad, es suave y aromatico, con bajos
indices de cafeina y que puede beberse sin mezclar con otras variedades. Es un cultivo
costoso y delicado debido a su poca resistencia al calor, las plagas y los cambios
meteorolégicos bruscos; mientras que el café robusto procede del Zaire (Africa
ecuatorial), tiene un alto contenido en cafeina, con un sabor fuerte y amargo. Crece a
baja altitud y es mas resistente a las plagas y a la intemperie, su cultivo es mas facil,

menos costoso Yy arroja mayores beneficios.

El café es el rubro de mayor importancia en el sector agricola de Nicaragua, ocupa el sexto lugar
en el PIB. El café es producido por 44 519 productores y productoras que cultivan un area total
de 126 154 hay genera aproximadamente 300,000 empleos directos e indirectos que representan
el 53% del total de empleos del sector agropecuario y el 14% del total de empleos a nivel
nacional. El 93% son pequefios productores ubicados principalmente en los departamentos de
Jinotega, Matagalpa, Esteli, Madriz y Nueva Segovia (MAGFOR, 2012). En el ciclo 2018-2019
la exportacién de café de Nicaragua fue de 3.1 millones de quintales oro, valoradas en US$

417.9 millones (Plan Nacional de Produccion, Consumo y Comercio, 2019-2020).

En Nicaragua el café Canephora recientemente se introdujo con el propoésito de destinar la
produccion al consumo nacional como producto de agroindustria y es por esta razon que
mediante la resolucion ministerial 187-2016, emitida por el Ministerio Agropecuario, se

autorizo la siembra de café robusta en los departamentos de Rio San Juan, Ledn, Chinandega,



Granada, Masaya, Rivas, Chontales y en las Regiones Auténomas del Caribe Norte y Sur,
excepto en Waslala (La Gaceta, 2016).

Existen variedades mejoradas de café que presentan caracteristicas con altos rendimientos,
calidad organoléptica, resistencia a plagas y enfermedades; estas caracteristicas pueden ser
propagadas utilizando técnicas biotecnoldgicas. Varios autores (Venkataiah et al., 2016;
Georgeta et al.,, 2017) afirmaron que la técnica de “Cultivo de tejidos vegetales es una
herramienta que permite propagar masivamente distintas especies de importancia economica”;
asi mismo, Otoniano (2018) explic6 que “existen otros métodos de propagacion asexual como
es el injerto utilizado fundamentalmente con miras a mejorar el crecimiento de ciertas

variedades e hibridos”.

Berthouly (1997, citado por Sanchez et al., 2019) afirma que “el cultivo in vitro de café se puede
llevar a cabo por dos vias: la micropropagacion por embriogénesis somatica indirecta (ESI) y
por micronudos, facilitando material sano, libre de plagas y enfermedades, multiplicacion
masiva de genotipos deseados, plantaciones uniformes, cosechas mas precoces y mayores

producciones”.

Aguilar y Cruz (2013) afirmaron que:
La produccion a gran escala de plantas in vitro de cualquier especie, requiere de
estrategias para bajar los costos de produccion y utilizar innovaciones que solventen esta
necesidad; como son los sistemas de inmersion temporal en biorreactores que constituye
una herramienta tecnoldgica para el sector dedicado a la multiplicacion masiva asexual
de plantas; porque mejora la eficiencia de los procesos de propagacion in vitro en

distintas especies y se reduce el costo por unidad de planta producida.

En la presente investigacion se desarrollé la micropropagacion por ESI en las fases de induccion
de callo, multiplicacion de callo embriogénico, germinacion de embriones somaticos con el
empleo de los equipos conocidos como Biorreactores Econémicos de Inmersién Temporal
(BEIT) innovados en la Universidad Nacional Agraria (UNA), asi mismo se estudio la

multiplicacion por micronudos en medio de cultivo semisolido.



I1. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Generar informacion sobre la micropropagacion de Coffea arabica L. cv.
Centroamericano y Coffea canephora cv. Conildn por embriogénesis somatica indirecta

y por micronudos.
2.2 Objetivos Especificos

Definir los mejores medios de cultivo en tres fases de embriogénesis somética indirecta
(ESI).

Evaluar en los BEIT la conversién de embriones globulares a plantas formadas en base
a la respuesta morfoldgica al efecto de cinco variantes de medios de cultivo.

Determinar las variantes de medios de cultivo que permitan una mejor respuesta

morfoldgica en micronudos apicales, centrales y basales.



I11.  MARCO DE REFERENCIA

3.1 Caracteristicas generales de Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre ex
Froehner

En el 2012, Castilla afirmd que “las especies vegetales a partir de las cuales se obtiene una

bebida producto del procesamiento de los frutos, es muy consumida a nivel mundial y se agrupan

en el género Coffea, correspondiente a un conjunto de plantas de la familia Rubiaceae. Este

género abarca unas 103 especies, de las cuales las mas utilizadas para la produccion del

estimulante néctar, son el café arabico (Coffe arabica L.) y el café canephora (Coffea canephora

Pierre ex Froehner) y en menor medida, C. liberica.

El café ardbico, es nativo de las tierras altas de Etiopia y posiblemente nativo de otras partes de
Africay Arabia en Asia (Figueroa, Pérez y Godinez, 2015). Se cultiva en zonas altas en América
Latina; planta autogama alotetraploide (2n=4X=48), autocampatible, por tanto, se reproduce por
semillas (Dublin, 1991).

Velasquez (2019) sefiala que “las variedades Tipica y Bourbdn, presentaron mutaciones
naturales o por cruzamientos espontaneos e inducidos y dieron origen a variedades como el
Caturra, Mundo Novo, Catuai, Pache, Villa Sarchi, Pacas, Maragogipe, etc. Situacién que
estrecha la base genética entre ellas, afectando la tolerancia a ciertas plagas o resistencia a

enfermedades”

Las plantaciones de café arabico presentan problemas de indole genético y fitosanitario como la
roya del cafeto (Hemileia vastatrix), por lo que es necesario renovarlas o repoblarlas con plantas
de buena calidad. Los métodos convencionales de propagacién por esquejes o semillas, pueden
enfrentarse al alto costo de la mano de obra requerida, baja tasa de enraizamiento o rapida
pérdida de la viabilidad (Etienne et al., 2002).

Este hibrido L13A44 es producto del cruce de Sarchimor T5296 x un Rume Sudan, conocido
como cultivar “Centroamericano”, tiene en comun que uno de sus progenitores es un Sarchimor,
lo cual explicaria su tolerancia a la roya. El Sarchimor es producto del cruce de la variedad Villa

Sarchi de Coffea arabica L con el Hibrido de Timor, el cual a su vez se origind del cruce



espontaneo de Coffea arabica L con Coffea. Canephora Pierre ex Froehner (Mesén y Jiménez,
2016).

El cultivar Centroamericano tiene un porte intermedio (2.15 metros de altura), estructura
compacta de forma conica, eje principal con entrenudos cortos (4.60 centimetros), bandolas
largas (88 centimetros) y un sistema radicular fuerte, con una productividad promedio en cuatro

cosechas consecutivas de 60.70 quintales oro por ha (Velasquez, 2019).

La especie café canephora, es nativa de los bosques ecuatoriales de Africa, desde la costa oeste
hasta Uganda y la parte sur de Sudan, lo mismo que de la parte de Africa occidental, entre las
latitudes de 10° norte y 10° sur, en elevaciones desde el nivel del mar hasta mas o menos 1000

metros de altura (Figueroa, Pérez y Godinez, 2015).

Varios investigadores describen que el Coffea canephora Pierre ex Froehner cv. Conilén:

Es una planta aldgama con 100% de fecundacién cruzada, es decir que su évulo
no puede ser fertilizado con su propio polen, ocasionada principalmente por la
autoincompatibilidad gametofitica que inviabiliza la autofecundacion o el cruzamiento
entre plantas que presentan la misma constitucion genética. Este tipo de cruzamiento
implica una alta variabilidad en el tipo y en la produccion cuando se trata de obtener
plantas por semilla, por eso para obtener plantas genéticamente igual a la variedad, se
debe propagar por métodos asexuales. (Ramirez, 2015)

El Conildn es una planta diploide (2n=2x=24), variable y productiva, resistente
a la roya, produce una bebida de menor calidad; su mejoramiento genético comprende
dos etapas: una sexual que conduce a poblaciones heterogéneas y una vegetativa que
resulta en clones y s6lo puede emplearse en una mezcla policlonal a causa de su
incompatibilidad. Berthouly (1997), sefiald que existen “técnicas horticolas de
multiplicacién asexual o vegetativa, como la siembra por estaca que permiten la
clonacion, pero no son aplicables a gran escala al café arabica”.

Es un arbusto mas grande que el café arabico y su crecimiento es robusto. El

sistema de raices es poco profundo comparado con arabico y la masa de raices de



alimentacion esta confinada a las capas superiores del suelo. El contenido de cafeina de
los granos es casi dos veces mayor que el de los granos de arabico (2 al 2.5% comparado
con 1.1 al 1.5%). Posee varias caracteristicas Utiles como una gran tolerancia al patégeno
de la roya de la hoja, al barrenillo blanco del tallo, a la invasion de nematodos y el

potencial de producir rendimientos constantes. (Velasquez, 2019)

Reyes y colaboradores (2016), afirmaron lo siguiente:

La propagacion por estacas es actualmente la técnica mas utilizada en café canephora y
puede ser realizada a partir de fragmentos de tallo ortotropico (tallos de crecimiento
vertical), que luego se procede a la estimulacién radicular para el éxito de prendimiento
durante el trasplante. En esta técnica se implementa la injertacion que es otro proceso
por el cual se coloca una especie de interés comercial (por lo general café arabigo) sobre
una especie de café, en este caso la variedad Robusta o Conilén.

En 1997, ICA-PROMECAFE, publicé que la técnica de propagacion por estacas, consiste en
preparar esquejes a partir de entrenudos de chupones ortotropicos; el tallo se corta a los 4 -5 cm
por debajo de cada nudo y por encima de la base de los peciolos” (p. 31). Asi mismo se puede
combinar con otras técnicas como es la injertacion de embriones de café, como lo plantearon
varios investigadores (Charrier y Berthaud, 1985; Cambrony, 1989; Berthouly, 1997),
destacando “la importancia de esta técnica para la recuperacién de material que no se hubiera
podido salvar en condiciones normales de germinacion; ademas de permitir el desarrollo de

hibridos entre especies de café genéticamente apartados”.

El nimero de estacas ortotrdpicas que puede producir una planta de café es limitado y en el caso
de una multiplicacion a gran escala, esto puede conducir a lapsos de tiempo considerables entre
la creacion de una variedad y su posterior difusion. Ademas, la reproduccion por estacas exige
la instalacién de jardines clonales, lo que implica diversos problemas, entre ellos el

mantenimiento de las superficies utilizadas (Berthouly, 1997).



3.2 Micropropagacion por embriogénesis somatica de café

De los Santos- Briones y Herndndez (2006), aseguraron que “el cultivo de tejidos vegetales ha
permitido mejorar la capacidad de multiplicacion de plantas agricolas con rasgos de interés
agronémico, ademas de ser una herramienta importante para la investigacion basica y practica
en la agricultura”. Por su parte, Torres et al. (1998) mencionan que las principales técnicas de
cultivo de tejidos vegetales son la propagacion clonal a gran escala de plantulas
(micropropagacion), la regeneracion de plantas libres de virus y patogenos (limpieza clonal), la
conservacion de los recursos genéticos de las plantas (conservacion de germoplasma),

produccidn haploide, doble haploide y la produccién de plantas transgénicas.

Cultivo de tejidos consiste en la propagacion de plantas en un ambiente artificial controlado,
empleando un medio de cultivo adecuado (Olmos et al., 2010). La reproduccion asexual del café
por medio de cultivo de tejidos, ha sido una técnica de importancia para el mejoramiento
genético, debido a las multiples herramientas disponibles para el desarrollo de nuevos métodos
de seleccidn, reproduccion y propagacion (De Los Santos- Briones y Hernandez, 2006; Etienne
et al., 2002 citados por Echeverria et al., 2014).

Las limitantes de los protocolos de micropropagacion convencional son bajos coeficientes o
tasas de multiplicacion, altos costos de la mano de obra y escasa posibilidad de automatizacion.
Estos factores repercuten negativamente en el precio unitario de la planta obtenida a través de
este proceso, ademas de limitar el empleo masivo de la micropropagacion a escala comercial,
convirtiéndose en una técnica factible de aplicar sélo a aquellas especies en las cuales el valor
unitario de la semilla propagada convencionalmente es muy alto o cuando se desea masificar la

produccion de clones de alto valor genético (De Feria et al., 2002).

La micropropagacion ademas de ser una tecnologia de alto costos, requiere de transferencias
periddicas del material plantado a un medio fresco, despues de 4-6 semanas, debido al
agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo y por el continuo crecimiento y
proliferacion de los cultivos, la cual es rapidamente limitado por el tamafio de los contenedores

de cultivo (Etienne y Berthouly, 2002).



La embriogénesis somatica indirecta (ESI) es una valiosa herramienta para la propagacion clonal
de especies de Coffea. Es un proceso bioldgico por el cual células sométicas desarrollan
embriones semejantes a los embriones cigdticos y se regeneran en plantas genéticamente iguales
a la planta madre (Campos et al., 2017). Es la reestructuracion de las células sobre la base de la
totipotencia celular de las plantas superiores. Estos embriones poseen, al igual que los embriones
cigoticos, una estructura bipolar con épices de tallo y de raiz (Lelu et al., 1993).

En las plantas, en contraste con los animales, la diferenciacion celular usualmente es un proceso
reversible, particularmente cuando las células diferenciadas son removidas de la planta y
colocadas en condiciones de cultivo in vitro. Bajo estas condiciones, las células pasan por un
proceso de desdiferenciacion en el cual pierden su destino celular y reinician la division celular
y bajo las concentraciones apropiadas de nutrientes y hormonas de crecimiento vegetal, es

posible regenerar una planta completa (Taiz y Zeiger, 2002 reportado por Rueda, 2019).

Contrario a lo que se creia no todas las células somaticas pueden formar callos. Ahora es
evidente que la formacion de callos es iniciada por la activacion de una poblacion celular
especializada que se encuentra parcialmente diferenciadas y que se esparcen a través del cuerpo
de la planta (Sugimoto et al., 2011). Los embriones somaticos se pueden formar tanto a partir
de células del explante o previo a la formacion de callo, estas dos vias diferentes se denominan

embriogénesis somatica directa (ESD) e indirecta (ESI) respectivamente (Campos et al., 2017).

Actualmente la embriogénesis somatica indirecta empleada en café incluye la introduccién de
un segmento de hoja en condiciones in vitro, asépticas y controladas, para la induccion de un
callo de alta frecuencia o secundario, del cual se obtendran masas celulares que serian
multiplicadas en medios liquidos durante un tiempo determinado, hasta alcanzar una mayor
cantidad de pro embriones (Van Boxtel y Berthouly, 1995; Etienne et al., 1999 citado por Gatica
Arias et al., 2008).

En algunas especies de café y otras que estén estrechamente relacionadas pueden presentar
algunas dificultades en el proceso de regeneracion de tejidos embriogenicos conforme a un

protocolo estandar de produccion. La dificultad en la regeneracion puede ser debida a muchos



factores: adquisicion de competencia, induccion y diferenciacion que pueden ser medidas de
diferentes manera y determinadas empiricamente (Litz y Gray, 1992). La generacion de
plantulas por ESD como por ESI, es una oportunidad para obtener altos niveles de fidelidad
genética, porque permite seleccionar las plantas deseables desde muy temprano, en caso de que

haya una respuesta bastante uniforme (Krikorian, 1991).

3.2.1 Embriogénesis directa (ESD)

De acuerdo con Lindsey y Jones (1992), es directa la ES cuando el desarrollo de los embriones
se produce a partir de células somaticas del explante original, puede utilizarse para la
micropropagacién de un namero limitado de especies. Yang y Zhang (2010), mencionan a
diferentes autores quienes afirman que la iniciacion de la via embriogénica esta restringida a
ciertas células que tienen el potencial para activar genes involucrados en la generacién de células
embriogénicas. Una vez que estos genes son activados, un programa de expresion de genes

embriogénicos sustituye al establecido patron de expresion genética en los tejidos del explante.

Los tejidos nucelares de muchas plantas tienen capacidad para la ESD in vitro. Los embriones
adventicios in vitro se forman directamente sobre los embriones cigoticos de monocotiledoneas,
dicotiledéneas y gimnospermas, sobre todo en partes de plantulas jovenes (especialmente
hipocotilos y los cotiledones) y sobre embriones somaticos en diferentes etapas de desarrollo
(George y Debergh, 2008). EIl inconveniente de la ESD es que la cantidad de embriones
obtenidos por explante cultivado es muy reducida en comparacion a la cantidad obtenida a través
de la ESI (Gatica, 2002).

3.2.2 Embriogénesis indirecta (ESI)

Gatica Arias et al. (2008) reportaron que la ESI consiste en el desarrollo del embrion a partir de
callo o suspensiones celulares los embriones somaticos pueden desarrollarse y germinar de
modo analogo a la germinacion de los embriones cigoticos, a partir de celulas, tejidos u 6rganos.
En el proceso se desarrollan callos capaces de producir embriones somaticos (callo
embriogénico), estos son faciles de obtener de un explante durante la fase inicial del cultivo y

son producidos por tejido no morfogénicos. Los callos embriogénicos se reconocen por su



aspecto nodular y son producidos de una parte de un explante, probablemente porque las células
de esa parte son embriogénicamente pre-determinadas (Sharp et al., 1980).

Las plantas regeneradas a través de la embriogénesis somatica por lo general son morfoldgica y
citolégicamente normales, pero a veces una parte de las plantas que se obtienen son aberrantes.
Esto ocurre cuando la embriogénesis es iniciada de callos o de cultivos en suspension después
de un periodo de crecimiento desorganizado o cuando los cultivos embriogénicos se mantienen

por muchos meses (George y Debergh, 2008).

3.2.3 Origen de los embriones somaticos

“Los embriones somaticos se pueden obtener de varias fuentes de tejidos tales como: hojas
jévenes, hojas inmaduras, inflorescencias, peciolos, etc.” (Gomez, 1998). Sin embargo, el
explante de hoja es el tipo mé&s utilizado para la aplicacion de embriogénesis somética directa o
indirecta en genotipos de C. arabica, esto ha estado ocurriendo desde el trabajo pionero de
Sondhal y Sharp (1977, citados por Almeida, 2020).

La ESI tiene mayor preferencia en relacion a la organogénesis, debido a que se puede desarrollar
una planta completa requiriendo Gnicamente la maduracion de los embriones, mientras en la
organogeénesis ocurre que se desarrollan brotes o raices de los callos e induccién de estructuras
complementarias, frecuentemente requiere diferentes formulaciones de medios de cultivos
(Smith y Drew, 1990; Jiménez, 1998).

Durante la ESI, las células somaticas son inducidas a formar células embriogénicas totipotentes
capaces de regenerar plantas completas. Tal desarrollo implica cambios de una serie de eventos
relacionados con el reconocimiento molecular de sefiales internas y estimulos externos (Chugh

y Khurana, 2002, citados por Yang y Zhang, 2010).

Moreira et al. (2001) mencionan que factores como el tipo de explante, la composicién del
medio de cultivo, su estado fisico, las condiciones de incubacion como luz y temperatura, puede
afectar la formacion de callos. Litz y Jarret (1991) sefialan que los factores que afectan la
respuesta morfologica del explante a la embriogénesis del callo esta en dependencia del genotipo
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y del estado de desarrollo de la planta madre. Tran Thanh Vany Trinh (1990) consideran que la
respuesta a la formacion de callos en café es de mucha importancia el pasado de la planta madre,

asi como los componentes nutricionales, fitohormonales o ambientales aplicados al explante.

3.2.4 Fases de crecimiento de la embriogénesis somatica

GOmez (1998) sefiala que Fujimura y Komamine (1980) describen cuatro fases morfoldgicas en
la embriogénesis somatica de zanahoria, fases 0 ,1 ,2 ,3. En la fase 0 la célula aislada por
continuas divisiones forma los agregados celulares embriogénicos, con la presencia de auxina
en el medio de cultivo. En la fase 1, es inducida por la transferencia de los agregados celulares
a un medio libre de auxinas, es una fase relativamente lenta y aparentemente sin diferenciacion
en los 3 primeros dias. En la fase 2, ocurre una division celular rapida a los 4 dias del cultivo en
ciertas partes del agregado celular, dando lugar a la formacion del embrién en estado globular.

En la fase 3, se produce el continuo desarrollo del embrién al estado corazén y torpedo.

Pliego y Barcel6 (2001) describen 2 fases en el proceso de ESI, en la fase 1 tiene lugar cuando
en presencia de auxina, se forman masas de células proembrionicas a partir de células
competentes presentes en el explante; en la fase 2 se hace la transferencia de los explantes a
medios sin auxinas, hay una aceleracion del crecimiento, debida a la division activa de los
agregados que contienen células con citoplasma muy denso. Desde que las células
embriogénicas se han formado, contindan su proliferacion y forman masas proembriogénicas
(PEMs). La auxina es requerida para la proliferacion de PEMs pero es inhibitoria para el
desarrollo de embriones sométicos (Yang y Zhang, 2010).

3.2.5 Factores que influyen sobre la embriogénesis somatica

a. Genético

Estudios detallados para comparar la expresién temporal de determinados genes en los procesos
de ES y embriogénesis cigotica (EC) como es el caso de los genes lea, parece ser que durante la
ES la expresion ocurre en estadios de desarrollo més tempranos en la formacion de masas
proembriogénicas y en el estado globular. En la EC estos genes se expresan fundamentalmente

durante el estado cotiledonal. La induccion de la ES esta restringida a determinadas células del
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tejido del explante, las cuales presentan potencial para activar los genes implicados en la

generacion de células embriogénicas (Pliego y Barceld, 2001).

b. Polaridad

La formacion de embriones somaticos prosigue del establecimiento de la polaridad en las células
indiferenciadas (Merkle et al., 1990). La polaridad en el desarrollo de embriones en estado
globular a embriones es regulada por el transporte de auxinas, vinculadas con la iniciacion y el
mantenimiento del crecimiento polarizado de embriones somaticos (Liu et al., 1993). Es una
expresion del proceso de desarrollo embriogénico, que se regula por secuencias temporales de
expresion génica, ocurriendo en los primeros estadios de desarrollo. Influyen varios factores

tales como la luz, la gravedad e incluso células adyacentes (Portillo y Santa Cruz, 2006).

c. Determinacion

Jiménez (1998) afirmo que las células y los tejidos estan determinados por rutas morfogenéticas
y metabolicas especificas:

En estas rutas se da un proceso ordenado y predecible, formando érganos y
regenerando plantas, dependiendo I6gicamente de la propia naturaleza del tejido, de su
estado vegetativo y del tratamiento que ha recibido, produciéndose a veces, nuevos
fenotipos que perduran en ausencia de los factores causantes del cambio.

El potencial de desarrollo del tejido cambia y se reduce a medida que procede el
estado de determinacion. Sin embargo, estos cambios no siempre son irreversibles, hay
varios tipos de células y organos, altamente determinados y que son totipotentes si
reciben un estimulo adecuado.

Hay que mencionar, que también existen una serie de especies que en estado
silvestre son capaces de regenerarse a partir de pequefios fragmentos de tejidos cortados,

esto nos muestra la gran capacidad de plasticidad del desarrollo vegetal. (p. 45)

d. Competencia

Muchas células vegetales no tienen la capacidad de regenerar nuevas plantas, aquellas que si
tienen esa posibilidad y sufren procesos de morfogénesis cuando tienen el estimulo adecuado,

se dice que tienen competencia. La competencia de una célula se expresa como la habilidad de
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esta para la regeneracion de ciertas partes de la planta, por ejemplo, si una célula tiene la facultad
de enraizar facilmente, no tendréa la misma facilidad de formar retofios (Bieberach, 1995). Las
células que han adquirido competencia para la morfogénesis in vitro 0 que ya poseen
competencia morfogénica al tiempo de establecerlas, estan preparadas para expresar un patrén
de desarrollo en un ambiente apropiado in vitro. El patron de desarrollo est& determinado por la
consistencia del medio de cultivo, factores genéticos y epigenéticos (Litz y Gray, 1992).

e. Densidad celular

Ciertas sustancias esenciales pueden pasar fuera de las células por difusion, se sabe que estas
sustancias pueden ser liberadas dentro del medio como alcaloides, aminoécidos, enzimas,
reguladores de crecimiento y vitaminas. Las pérdidas no tienen consecuencia cuando las
agrupaciones celulares crecen muy proximas entre si o donde la relacion tejidos y el medio son
altos. Sin embargo, cuando las células son inoculadas sobre un medio de crecimiento ordinario
a una baja densidad de poblacion, la concentracidn de sustancias esenciales en las células y en

el medio puede ser inadecuada para la sobrevivencia de los cultivos (George, 1993).

f.  Medio de cultivo y componentes

Existen genotipos particulares que las condiciones de cultivo in vitro y las etapas de la ES
(capacidad embriogénica, induccion, maduracion de embriones somaticos y conversion a
plantulas) deben optimizarse, especialmente con los compuestos del medio de cultivo (Reyes et
al., 2018). Aunque los factores involucrados en la condicion del medio de cultivo son
desconocidas, la presencia de proteinas de bajo peso molecular secretadas en el medio, se
correlacionan con las fases tempranas del desarrollo de los embriones somaticos (De Vries et
al., 1988 citados por Thorpe, 1993).

Varios factores pueden afectar la ESI en café, tales como la combinacion de sales, presencia o
ausencia de algunas hormonas, asi como el ambiente gaseoso de los contenedores in vitro
(Lopez-Gomez et al., 2010). La presencia de alguna auxina es siempre necesaria para la
obtencion de callo embriogénico (Van Boxtel y Bertouly, 1996; Pierson et al., 1983). Se ha
comprobado que varios componentes del medio de cultivo estimulan la ES. El hierro es esencial

para el desarrollo de los embriones somaticos; el nitrégeno, suministrado como ion amonio,
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nitrato, glutamina, alanina, caseina hidrolizada, es esencial para la iniciacién y maduracién de

los embriones somaticos (Litz y Jarret, 1991; Berthouly, 1997).

El proceso de ES se inicia muy a menudo en un medio de cultivo rico en auxinas, principalmente
el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o el &cido indolacético (AlA). Otras auxinas como el acido
naftalenacético (ANA), el picloram, el &cido paraclorofenoxiacético y el acido 2-benzothiazol
acetico han demostrado ser bastante efectivas (Litz y Jarret, 1991). En cuanto a las citoquininas
juegan un papel importante en la maduracion de los embriones somaticos. Dentro de las
citoquininas, se menciona que la bencilaminopurina (BAP) tiene cierta influencia en la ESI de
café arabico y del hibrido Arabusta. (Dublin, 1981; Yasuda et al., 1985).

3.2.6 Inmersién temporal

El uso de biorreactores para la propagacion de plantas, fue reportado por Takayama y Misawa
en 1981 para la propagacion de Begonia. A partir de este momento, esta técnica ha sido aplicada
para muchas especies de plantas incluyendo brotes, bulbos, microtubérculos, cormos, etc.,
(Preil, 1991; Debergh y Zimmerman, 1991). Los modelos de biorreactores mas utilizados en la
propagacion in vitro de plantas a nivel mundial, es el desarrollado por Teisson y Alvard (1994)
que denominaron Recipientes de Inmersion Temporal Automatizada (RITA®). Los sistemas de
inmersion temporal combinan la renovaciéon de la atmdésfera interna del recipiente, con el

contacto intermitente entre toda la superficie del tejido y el medio de cultivo en estado liquido.

Nguyen (2014) reporta que la técnica de inmersion temporal en los tejidos de café se desarroll6
con el objetivo de reducir los problemas de asfixia e hiperhidricidad, los dafios mecanicos, asi
como para lograr un aumento en la eficiencia de la micropropagacion dada por el incremento de
los ritmos de produccion y la calidad de los propagulos, permitiendo una produccién masiva de

embriones somaticos entre 15 y 35,000 embriones/litro de medio de cultivo.

El funcionamiento del biorreactor conocido como RITA® (Recipiente de inmersion temporal
automatizada) es descrito por Alvard et al. (1993) como un recipiente Gnico donde el
compartimento superior contiene los explantes y el compartimento inferior contiene el medio

de cultivo liquido. Estan unidos entre si, de modo que cuando se aplica una sobrepresion en el
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compartimiento inferior, el medio sube al compartimiento superior y cuando la sobrepresion

baja, el medio liquido regresa al compartimiento inferior.

En el disefio y construccién del biorreactor BEIT es producto de la modificacion del sistema
sistema RITA® resultandos similares en cuanto a que lainmersion de los tejidos se realiza en un
solo recipiente por inyeccién de aire comprimido que permite que el medio de cultivo liquido
suba hasta la parte superior del material de poliuretano donde se colocan los tejidos. La entrada
del flujo de aire provoca un burbujeo en el medio de cultivo, permitiendo que se remuevan los
tejidos y se oxigenen durante el tiempo de inmersidn y una vez que se suspenda la presion de

aire, el medio liquido se asienta. En el anexo 2 se presentan modelos de RITA®y BEIT.

Una ventaja adicional del disefio del BEIT es que pueden ser armados con materiales de facil
adquisicién en el mercado nacional, es sencilla su manipulacién durante la siembra de los
tejidos, se puede ajustar a diferentes volimenes del recipiente de acuerdo al objetivo que se

persigue en la micropropagacion.

El desarrollo de los biorreactores de inmersion temporal, reduce los costos de produccion de las
plantas, mejora el porcentaje de enraizamiento y supervivencia de las plantas en la fase de

aclimatacion, todos estos aspectos son limitantes en la micropropagacion convencional.

3.2.7 Micropropagacion por micronudos y microestacas

La técnica de ESI requiere de personal y laboratorios especializados, una inversién considerable
y un tiempo prolongado para la generacion de plantas listas para el campo, elevando el costo de
la planta. Segun Etienne et al. (1999), la técnica de micronudos comprende tres fases: i)
instalacion del material vegetal in vitro, seguida de la obtencion de micronudos provenientes de
la induccién de yemas axilares; ii) multiplicacion de los micronudos y iii) enraizamiento in vitro
de los micronudos y su aclimatacién a condiciones ex vitro. La principal ventaja de esta técnica

es la garantia de una propagacion genéticamente identica a la planta madre (Juma et al.,1994).

La técnica de micronudos, consiste en obtener una planta a partir de un nudo portador de yemas

preexistentes (rebrote); el tejido vegetal tiene 5-7 cm de longitud y dos entrenudos. Estos nudos
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pueden ser utilizados como estacas in vitro y asi sucesivamente hasta obtener un gran nimero
de individuos. Dicha metodologia incluye los siguientes pasos: cultivo de segmentos de tallos
ortotropicos y obtencion in vitro de nuevos tallos ortotropicos, multiplicacién clonal in vitro,

enraizamiento y aclimatacion (Berthouly, 1989).

Segln Dublin (1991) la primera etapa, donde se obtienen las ramas ortétropas en condiciones
in vitro, es sumamente delicada. En efecto, durante el paso de las condiciones in vivo a las
condiciones in vitro, se afrontan los problemas de contaminacion (bacterias, hongos) y de
oxidacion fendlica, que son mas acentuados en las regiones tropicales y ain mas cuando los

explantes se toman directamente del campo.
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IV. MATERIALESY METODOS
4.1 Localizacion del experimento

El estudio se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Facultad de Agronomia
(FAGRO) perteneciente a la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicado en el km 12 %
carretera Norte, Managua, Nicaragua sus coordenadas geogréaficas son: 12.1480° N, 86.1613°
W. La investigacion se llevd a cabo en el periodo comprendido entre los meses de mayo y
diciembre del 2018.

4.2 Descripcion del material genético

En el estudio se emplearon dos genotipos, uno de café arabica, hibrido Hi conocido como
cultivar "Centroamericano” elegido para el desarrollo del presente estudio por su alto
rendimiento y resistencia a la roya del café (Hemileia vastatrix Berk & Br.) y el segundo
genotipo de café canephora, cultivar "Conilon™ que se destaca por su alto rendimiento y

tolerancia a los nematodos.

4.3 Lavado de cristaleria e instrumentos y su esterilizacién

Para el lavado de frascos de vidrio con capacidad de 220 mL, los biorreactores (BEIT) con
capacidad de 1000 mL, Beaker y Erlenmeyer de 2000 mL, se utilizé hipoclorito de sodio
(NaClOs) diluido al 1% que se agreg6 en una tina plastica con capacidad de 30 litros, donde la
cristaleria fue sumergida durante 20 minutos. Posteriormente se extrajeron del recipiente y se
procedio a lavarlos con detergente, enjuagarlos con agua del grifo para eliminar los residuos de

cloro y se dejaron escurrir durante 30 min.

Para el lavado de placas metalicas, pinzas y escalpelos se realizé el mismo procedimiento
utilizado para el lavado de cristaleria. Una vez que los instrumentos se secaron a temperatura
ambiente, se procedié a empacarlos en papel kraft de forma separada de acuerdo al tipo de
instrumento y se procedié a esterilizarlos en un horno a temperaturas de 180 °C durante 1 hora.
Previo a la siembra de los tejidos in vitro, el area de trabajo de la camara de flujo laminar se
desinfectd con alcohol al 70%, posteriormente se expuso a luz ultravioleta (UV) durante 30

minutos, iniciando la siembra 15 minutos después de la desactivacion de la UV.
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4.4 Preparacion y desinfeccion de explantes

De los genotipos Centroamericano y Conildn se extrajeron hojas de plantas madres localizadas
en el sombreadero del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la UNA. Tres dias antes del
corte de las hojas, las plantas madres de los dos genotipos fueron asperjadas con una solucién
fungicida de Amistar ® 50 WG (Azoxystrobina) a razon de 1 g L.

Se procedié a la colecta del material vegetal seleccionando hojas planas, jovenes (sin
ondulaciones en los bordes) sin dafios fisicos ni manifestaciones de enfermedades,
correspondientes al primer y segundo par de hojas expandidas en sentido basipeto. Una vez que
se seleccionaron y cortaron las hojas se colocaron en un beaker de 200 mL y posteriormente se
trasladaron al area de lavado del laboratorio donde fueron enjuagadas con agua del grifo para

eliminar las particulas de polvo.

Se prepard una solucion fungicida con Benomyl (Benlate ® 50 WG) a razén de 3 g Ly fue
aplicado por sumersion de las hojas durante 10 minutos en beaker de 2 litros, este tratamiento
se realizo dentro de la camara de flujo laminar ubicada en el cuarto de transferencia de tejidos.
Transcurridos los 10 minutos de desinfeccion, se procedio a realizarles dos enjuagues con agua
estéril y una vez finalizados el tratamiento, las hojas permanecieron en reposo en agua
esterilizada durante 10 minutos. En la Figura 1 se aprecia el estado fisioldgico y fitosanitario
optimo de las hojas de los cultivares Centroamericano y Conilon para inducirlas a la produccién

de embriones somaticos.

Figura 1. Estado de desarrollo optimo de la hoja de café para iniciar la embriogénesis
somatica. Izquierda: cultivar centroamericano. Derecha: cultivar Conilén.

Se efectud una segunda desinfeccion que consistié en la inmersién de las hojas durante 5
minutos en una solucion de NaClO3z a una concentracion de 1% (v/v). Transcurridos los 5

minutos se procedid a enjuagar las hojas tres veces con agua esteril y se les agrego una solucion
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constituida por 30 g L de sacarosa, 100 mg L™ de &cido ascorbico y 150 mg L de 4cido citrico
permaneciendo en esta solucién durante el periodo de siembra. Este procedimiento se realiz6 de

acuerdo al protocolo modificado por Lépez-Gdmez et al. (2010).

4.5 Experimentos en micropropagacion por embriogénesis somatica y micronudos

En los cultivares Centroamericano y Conilon para el estudio de micropropagacion por ESI, se
determind la mejor respuesta de los tejidos a diferentes variantes de medios de cultivo en la
induccion de callos, multiplicacion de callo embriogénico y germinacién de embriones
somaticos. En los dos cultivares se estudié la micropropagacion por micronudos en base a la

respuesta a cuatro variantes de medios de cultivo.

45.1 Induccién de callo

Finalizados la desinfeccion de las hojas dentro de la camara de flujo laminar se procedio6 con el
bisturi a efectuar cortes longitudinales descartandose como explantes para la induccion de callo,
las nervaduras centrales, los bordes, los extremos basales y apicales de las hojas. Las franjas de
las hojas se cortaron en segmentos de aproximadamente 1 cm? que fueron transferidos a frascos
de vidrio transparente con capacidad de 220 mL que contenia 20 mL de medio de cultivo. En la
Figura 2 se presenta el proceso de corte y establecimiento de los explantes.

Figura 2. Izquierda: secciones de hoja a descartar a, b y ¢. Centro: segmentos de hojas.
Derecha: segmentos de hojas establecidos en la fase de induccion de callos.

a. Medios de cultivo

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 1.5 atmasfera de presion por

15 minutos, posteriormente se almacenaron en condiciones de oscuridad a una temperatura de
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26 = 1 °C durante tres dias para detectar posibles contaminantes previo a la siembra de tejidos.
El ensayo de induccion de callo consistié en la comparacién de tres protocolos: el propuesto por
Van Boxtel y Berthouly (1996) nombrado en el estudio como Py, el protocolo de Teixeira et al.
(2004) nombrado P y el protocolo de Séndhal y Sharp (1977) nombrado P3. Los constituyentes

de cada protocolo se detallan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Medios de cultivo en la fase de induccién de callo en segmentos foliares de café
Centroamericano y café Conilon

Compuestos (P1) (P2) (Ps)
Concentracion de sales MS (%) 50 50 50
Cysteina (mg L) 0 0 25
Caseina (mg L) 100 100 0
Glycina (mg L™?) 1.0 1.0 0
Tiamina (mg L™?) 10.0 10.0 10.0
Pyridoxina (mg L™) 1.0 1.0 0
Acido nicotinico (mg L™?) 1.0 1.0 0
Myo-inosotol (mg L) 100 100 100
Extracto de malta (mg L) 400 400 0
2IP (mg L) 2.0 1.0 0
2.4-D (mg L) 0.5 2.21 1.1
IBA (mg L 1.0 1.0 0
Kinetina (mg L™?) 0 0 4.0
Azlcar (g LY 30 20 40
Agar (g L) 3.0 3.0 3.0
pH 5.7 5.7 5.7

Nota: Protocolos: P; (Boxtel and Berthouly. 1996); P, (Teixeira et al., 2004); P3 (Séndhal and Sharp. 1977)

En cada tratamiento se emplearon veinte frascos y en cada frasco se colocaron cinco explantes
para un total de cien tejidos por tratamiento. Los explantes se incubaron bajo condiciones de
oscuridad total a 26 £ 1°C y 85% de humedad relativa hasta que se realizd la evaluacion
determinada en cada protocolo. El protocolo de Teixeira et al. (2004) fue modificado del 100%
al 50% en el contenido de las sales de Murashige y Skoog (MS), (1962). (Anexo 1)

b. Variables evaluadas

Para determinar el mejor tratamiento en los explantes de hojas se evaluaron las siguientes

variables:

v Reactividad. Se definieron tres rangos de escala en base a la formacién de

callogénesis: Sin reaccion (SR), menor o igual a 50% (<50%), mayor a cincuenta
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(>50%) del explante.
v' Color de los explantes. Se establecieron tres categorias de coloracion de los
explantes: verde, amarillo y café.

v Tipo de callo: friable o acuoso.

c. Disefio estadistico

En todos los experimentos comprendidos en el presente estudio, la introduccién de datos y su
procesamiento estadistico se realiz por cultivar. Para el estudio de la induccion de callos en
cada cultivar se constituyo la unidad experimental conformada por 100 explantes de segmentos
de hojas, para cada tratamiento se establecio un total de 20 frascos en cada frasco se sembro 5

explantes. Se empled un disefio completo al azar (DCA) con arreglo unifactorial.

A los datos obtenidos en la fase de inducciédn de callo se procesaron estadisticamente mediante
un andlisis de varianza de clasificacion simple, se les practico la prueba de normalidad con
Shapiro-Wilks y producto del resultado obtenido se procedié a efectuar la prueba no paramétrica
Kruskal Wallis, con el objetivo de determinar el grado de significancia, las sumas de rangos se
compararon por la prueba de Student-Newman-Keuls (SNK) con un nivel de significancia de
0.05 %. Los datos se procesaron y analizaron en el programa estadistico INFOSTAT versién
2020. EIl anélisis estadistico practicado en la induccion de callo se realizé de acuerdo a la
metodologia propuesta por Hernandez et al. (2010).

Las variables porcentaje de reactividad, coloracion de tejidos y consistencia del callo, se
evaluaron a los 30 dias después del establecimiento de los tejidos en los protocolos P1 y Po;

mientras que en el protocolo P3 se evaluaron a los 40 dias.

4.5.2 Multiplicacion de callo embriogénico

Se estudio la respuesta en la multiplicacion de callos secundarios por efecto de los constituyentes
adicionados a cada protocolo (P1, P2 y P3) como se detalla en la Cuadro 2. Para estimular la
formacion de callos de segunda generacion o callos embriogénicos, se seleccionaron callos
primarios de consistencia friable formados en el estudio de induccion. Se emplearon frascos de

vidrio transparente con capacidad de 220 mL; cada uno se le agregaron 20 mL de medios de
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cultivo y se establecieron 5 explantes de hoja con capacidad embriogénica alta.

a. Medios de cultivo

El protocolo P2 en la multiplicacion de callo embriogénico se modificé la concentracion de las
sales MS al 50%.

Cuadro 2. Medios de cultivo en fase de induccion de callo embriogénico en segmentos
foliares de café Centroamericano y café Conildn

Boxtel y Teixeira et Sondhal
Compuestos g N DR et
(P:) P (P3)
Concentracion de sales MS (%) 50 50 50
Cysteina (mg L™?) 40 40 40
Glycina (mg L™?) 20 20 0
Tiamina (mg L™?) 20 20 10
Myo-inosotol (mg L) 200 100 100
KNOs (mg. LY) 1900 0 0
Extracto de malta (mg L™?) 0 400 0
21P (mg L) 0 1.0 0
2,4-D (mg L) 1.0 2.21 0
BAP (mg L) 4.0 0 0
IBA (mg LY 0 1.0 0
ANA (mg L) 0 0 0.09
Kinetina (mg L™?) 0 0 0.54
Azicar (g L) 30 20 20
Agar (g L™ 3.0 3.0 3.0
pH 5.7 5.7 5.7

Nota: Protocolos: P; (Boxtel and Berthouly, 1996); P, (Teixeira et al., 2004); P3 (Séndhal and Sharp, 1977)

b. Variables evaluadas

Para determinar el mejor tratamiento en la formacion de callo embriogénico se evaluaron las

siguientes variables:

v Reactividad del explante en formacion de callo embriogénico.

v Color del callo embriogénico en la Gltima semana de evaluacién: blanco cremoso,
cremay amarillo.

v’ Peso fresco de callo expresado en miligramos, se utilizé una balanza analitica de

0.001 mg de precision.
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Las variables de reactividad de callo embriogénico, coloracion de la masa y peso del callo

embriogénico, se evaluaron a los 120 dias.

c. Disefo estadistico

Cada unidad experimental se conformé con 10 frascos que contenian 50 explantes por
tratamiento y un total de 150 por cultivar. Se utiliz6 un disefio completo al azar DCA con arreglo
unifactorial. A los datos obtenidos se les practico la prueba de normalidad con Shapiro-Wilks,
se realizo la prueba no paramétrica Kruskal Wallis y la prueba de SNK con el programa
estadistico descritos en el acapite 4.5.1 inciso c. En el caso de la variable peso fresco de callo se
efectud el anélisis de varianza de clasificacion simple y para determinar las diferencias entre
medias la prueba de rangos multiples de Tukey al 5% de probabilidad. Los datos del peso fresco

de los callos se procesaron y analizaron en el programa estadistico INFOSTAT version 2020.

453 Germinacién de embriones somaticos en Biorreactores

Tomando en cuenta los éxitos reportados por Sanchez y Rocha (2016) con el uso de BEIT en la
produccién de microtubérculos de papa, asi como en la micropropagacion de platano por Castro
y Maradiaga (2015) y en cafia de azucar por Navarro (2018) se incluy6 el empleo de este modelo
de biorreactores considerando que en la embriogénesis de café en estado globular se facilita la
germinacién y maduracion de los embriones, siempre y cuando las condiciones nutritivas y

ambientales fuera y dentro de los biorreactores sean las adecuadas.

La esterilizacion de los medios se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en el acapite
4.5.1 inciso a. Se utilizaron recipientes polipropileno de un galén por cada tratamiento; una vez
esterilizados los medios de cultivo se llevaron al cuarto de siembra donde permanecieron
durante tres dias para descartar posibles contaminantes, transcurrido ese tiempo se procedié a la

distribucion de los cinco tratamientos en los BEIT dentro de la camara de flujo laminar.

Despueés de tres dias de distribuido los tratamientos en los BEIT, se procedio a realizar la
inoculacion de los embriones globulares a los biorreactores (Figura 3.a). Finalizado el proceso
de siembra se procedié a sellar cada BEIT con cinta de plastico transparente y después se

Ilevaron al cuarto de crecimiento, con un periodo de permanencia de 85 dias en condiciones
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ambientales de 26 + 1°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas en oscuridad y una
intensidad de 2000 lux. Se suministré un riego de inmersion al dia con duracion de tres minutos.
Para el suministro de aire los BEIT se conectaron a un filtro central Millipor de 0.22um que se
conecta al sistema de aireacion (bomba de vacio) a una presion de salida de 0.2 bar para que

impulse el medio de la camara inferior a la superior durante el periodo de inmersion (Figura
3.b).

Figura 3. a) Espatula metélica, conteniendo un peso aproximado de 150 mg callo en estado
globular. b) Biorreactores Econdmicos de inmersion Temporal (BEIT).

a. Medios de cultivo

La modificaciéon del protocolo de Van Boxtel y Berthouly (1996) consistié en agregar 5
variantes de concentraciones de la hormona Acido Indol Butirico (AIB). En el Cuadro 3 se

presentan las variantes de medios de cultivo.

Cuadro 3. Medios de cultivo en fase de germinacién de embriones somaticos de café
Centroamericano y café Conilon

Variantes de medio de cultivo

Compuestos M Mz Ms Ma Ms
Concentracion de sales MS (%) 100% 100% 100% 100% 100%
Glycina (mg L) 1 1 1 1 1
Tiamina (mg L™?) 10 10 10 10 10
Pyridoxina (mg L ™) 1 1 1 1 1
Acido nicotinico (mg L™?) 1 1 1 1 1
Myo-inosotol (mg L) 100 100 100 100 100
AIB (mg L) 0.00 0.15 0.30 0.45 0.60
Azlcar (g L) 30 30 30 30 30

Nota: Variantes de medios de cultivo (M1, M2, M3, M4, Ms)
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b. Variables evaluadas

El experimento se evaluo 85 dias despues de establecido y se analizaron las siguientes variables:
v" Numero de plantas formadas
v Longitud de plantas (cm)
v NUmero de hojas
v

Longitud de raices (cm)

c. Disefo estadistico

Se utilizé un Disefio Completo al Azar (DCA) con cinco tratamientos, empleandose por cada
tratamiento 5 BEIT cada uno conteniendo 40 embriones. A los datos obtenidos en los cinco
tratamientos se les realiz6 un analisis de varianza de clasificacion simple y para determinar el
grado de significancia entre las medias se utilizé la prueba de Tukey al 5% de probabilidad. Los
datos se procesaron y analizaron en el programa estadistico INFOSTAT version 2020.

4.5.4 Propagacion por micronudos en medios de cultivo semisolidos

De las plantas formadas en la germinacion de los embriones en los BEIT, se seleccionaron los
que presentaban tres pares de hojas y se procedié a diseccionarlas en tres estratos conformados
cada uno por micronudo de segmento apical, micronudo de segmento central y micronudo de
segmento basal como se aprecia en la Figura 4. Cada tipo de micronudo se sembro por separado

en cada uno de los cuatro tratamientos.

Sl S i
Figura 4. Izquierda: planta de café obtenida de embriogénesis somatica. Centro: micronudos.
a: Apical. b: Central. c: Basal. Derecha: siembra en medio de cultivo.
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a. Medios de cultivo

Se evaluaron cuatro tratamientos (medio de cultivo semisélido) como se detalla en el Cuadro 4.
Todos los tratamientos contenian las sales de MS al 100% de concentracion; se emplearon cinco
frascos por cada tratamiento y por cada tipo de micronudo. Los micronudos sembrados se
incubaron a temperaturas de 26 + 1 ° C con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Todos los
medios de cultivo utilizados en este estudio fueron esterilizados en autoclave de acuerdo a la

temperatura, duracion y presion descrita en el acapite 4.5.1 inciso a.

Cuadro 4. Medios de cultivo para la propagacion de micronudos de segmentos apicales,
centrales y basales centroamericano y café Conilon

Compuestos M M2 Ms Mz
Concentracion de sales MS (%) 100% 100% 100% 100%
Glycina (mg L) 1 1 1 1
Tiamina (mg L) 10 10 10 10
Pyridoxina (mg L™?) 1 1 1 1
Acido nicotinico (mg L) 1 1 1 1
Myo-inosotol (mg L) 100 100 100 100
6-BAP (mg L?) 0 1 0 1
AIA (mg L) 0 0 1 1
Azicar (g L) 30 30 30 30

Nota: Variantes de medios de cultivo (M1, Mz, M3z, Ma)

b. Variables evaluadas

Para determinar el mejor tratamiento se evaluaron las siguientes variables:
v Longitud de la planta
v" Numero de hojas
v NUmero de raices
v Longitud de raices

c. Disefo estadistico

Cada tratamiento consistio de 25 unidades por tipos de micronudos (apicales, centrales y
basales), contenidas en 5 frascos con 5 plantas cada uno. A los datos obtenidos se les practicd
un analisis de varianza de clasificacion simple y para determinar el grado de significacion entre
las medias se empled la prueba de Tukey al 5%. Se utiliz6 un DCA con arreglo unifactorial. Los
datos se procesaron y analizaron en el programa estadistico INFOSTAT version 2020.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Induccién de callo
5.1.1 Cultivar Centroamericano

En el estudio de induccion, a las tres semanas de establecidos los explantes de hojas presentaron
contaminacion por hongos en un 10% de los explantes en los tres tratamientos. De acuerdo con
Roca et al. (1991), la contaminacién se debe porque en la nervadura central y las nervaduras
secundarias poseen domacios que son poros profundos (alrededor 0.18 mm de didmetro) en los

cuales se acumulan microorganismos contaminantes endofitos y simbiontes.

Los tejidos foliares en el tratamiento P1 presento un porcentaje del 63.75% con coloracion café,
resultando significativamente superiores a los explantes de color amarillo y verde con
porcentajes del 21.25% y 15% respectivamente. En el tratamiento P, se observd los colores
amarillo y café con una respuesta estadistica de 35.26% y 45.78% superior a la media de los
explantes de color verde con el 19.04%. En el tratamiento P3 no se presentaron diferencias
significativas entre las medias obtenidas en los tres colores. Los resultados se presentan en la

Figura 5.

BVerde OAmarillo @Café
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Figura 5. Influencia de las diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en el
cultivar Centroamericano, a las tres semanas de iniciada la induccion de callo en la variable

color presente en los explantes.
P1 (Boxtel and Berthouly, 1996); P, (Teixeira et al., 2004); Ps; (S6ndhal and Sharp, 1977). Letras distintas
indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis; Student-Newman-Keuls, p< 0,05).
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5.1.2 Cultivar Conilén

En el tratamiento P1 el 58.25% de los explantes de hoja presentaron color café, resultando
similar estadisticamente a los explantes que expresaron el color amarillo con porcentaje de
28.50%. Unicamente los explantes con color amarillo presentaron una respuesta estadistica sin
reflejar diferencias significativas con las medias obtenidas en el color verde (13.25%) ni con la

media del color café.

En el tratamiento P2 en los colores de los explantes amarillo y café se obtuvieron porcentajes
respectivos de 40.50% y de 43% con similar y mejor categoria estadistica. Estos resultados
superaron significativamente al porcentaje de 16.50% que se obtuvo en el color verde. Por efecto
de los constituyentes del tratamiento Pz el 53.25% de los explantes presentaron el color amarillo
que resulto superior a los porcentajes que se lograron en los colores verde y café con 26 y
20.75% respectivamente. No se registraron diferencias estadisticas entre las medias obtenidas
en los colores de explantes verdes y cafés. En la Figura 6 se presentan los resultados de los tres
tratamientos y en la Figura 7 se observan explantes de hojas que presentaron color verde,

amarillo y café.

BVerde OAmarillo @ Café
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Figura 6. Influencia de las diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en el
cultivar Conilon, a las tres semanas de iniciada la fase de induccion de callo en la variable

color presente en los explantes.
P1 (Boxtel and Berthouly, 1996); P2 (Teixeira et al., 2004); P3 (Sondhal and Sharp, 1977). Letras distintas
indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis; Student-Newman-Keuls, p< 0,05).
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Figura 7. Formacion de callos en los bordes de explantes de hojas que presentaron color verde,
amarillo y café.

En la induccién de callos de los dos cultivares de café es evidente que intervinieron varios
factores que propiciaron que en el haz y el envés de los explantes de hojas se presentaran de
color verde, amarillo o café. Entre estos factores destacamos el efecto de los reguladores del
crecimiento (PGR) adicionadas a los medios de cultivo y del genotipo de los cultivares. En los
dos cultivares en estudio se observd que en el tratamiento P: al que se le agregd una
concentracion de 0.5 mg L de la auxina 2,4-D fue predominante el porcentaje de explantes que
presentaron color café con el 63.75% en el cultivar centroamericano y de 58.25% en el cultivar
Conilén. Cuando la concentracion de 2,4-D se incrementd a 2.21 mg L prevalecieron los
colores amarillo y café en porcentajes del 80.98% en el cultivar centroamericano y el 83.50%

en el cultivar Conildn.

En el tratamiento Pz se adicionaron 1.1 mg L de 2,4-D y una alta dosis de la citoquinina
conocida como kinetina a 4 mg L™ se redujo el porcentaje de explantes que se tornaron color
café en los dos cultivares. EI comportamiento de los genotipos de café, se debié posiblemente
al efecto de la citoguinina de retardar la senescencia de las hojas permitiendo que permanezcan
mas tiempo verde gracias a que prevalece un mayor contenido de clorofilas funcionales. Esta
respuesta no significa necesariamente que los callos que se formaron en los bordes de los

explantes fuesen en un alto porcentaje callos no embriogénicos (Jordan y Casaretto, 2006).

En la etapa de establecimiento in vitro, luego de ser cortados muchos de los explantes empiezan
a perder el color verde e inician un oscurecimiento, liberando frecuentemente exudados oscuros
al medio de cultivo, cuya naturaleza no es precisa, aunque se conoce gque son una mezcla

compleja de sustancias fendlicas (metabolitos secundarios que modulan el desarrollo de la
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planta y su respuesta a estreses bioticos y abiodticos). Por ejemplo, en explantes de tomate se ha
reportado la presencia de vainilina, &cido p-coumarico, p-hidroxibenzaldehido y siringaldehido
(Harms et al., 1983; Rao et al., 1985; Abdelwahd et al., 2008).

Liu et al. (2015) mencionan que el color marron de los explantes generalmente es causado por
la oxidasa; por ejemplo, el polifenol oxidasa (PPO), oxida los fenoles para producir ubiquinoles
de color marron, que se acumulan en los explantes y se liberan en el medio. Sin embargo, el
color marron del explante también puede ser causado por el estrés ambiental u otras condiciones

adversas, incluida la muerte celular programada (PCD) y la muerte natural (necrosis).

Quiroz-Figueroa et al. (2001), destaca el efecto de factores como los compuestos fenolicos que
pueden actuar como sustancias inductoras o inhibitorias de la embriogénesis somatica. Gonzalez
et al. (2005), determinaron para la formacién de callos la época del afio en que se toman los
explantes foliares ejerce un marcado efecto en la respuesta morfogénica y bioquimica en los
genotipos evaluados. Comprobando que los periodos mayo - junio, enero - febrero y noviembre-
diciembre resultaron mas favorables para obtener un alto porcentaje de formacién de callos, son
bajos los indices de actividad enziméatica peroxidasa, oxidacion fendlica y contaminacién

fangica, asi como un mayor contenido de proteinas totales.

Azofeifa (2009) destaca que en el cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidacidn son
causados principalmente por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la
asepsia del explante, los cortes que sufre el explante, composicion del medio de cultivo, el
volumen y la calidad del recipiente de cultivo. Asimismo, Cérdova (2014), reportd que bajo las
condiciones de estrés los explantes expresan varias enzimas oxidasas como los polifenoles
oxidasas, fenolasas, tirosinasas y peroxidasas que al actuar sobre sus sustratos generan radicales

libres que causan el ennegrecimiento y eventualmente la muerte del explante.

En los tres protocolos estudiados se presentaron los colores verde, amarillo y café en el segmento
de los tejidos que no incluye el area de cicatrizacion con callos, pero no se observé la produccién
de exudados de sustancias oxidativas disgregadas en los medios de cultivo, posiblemente debido

a tres factores: a) los explantes se extrajeron de hojas en estado juvenil b) a los tres tratamientos
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se agregaron las sales al 50% de su concentracion c) a la fecha del afio en que se tomaron las
hojas para la siembra de los tejidos.

Sanchez et al. (2019), reporta que los explantes provenientes de hoja inmadura y hoja joven de
Coffea spp., presentaron mejor capacidad de respuesta morfogénica que los de hoja madura, en
cuanto a la induccion de callo. Esta induccion de callo también vario entre genotipos, y el callo

generado no siempre fue embriogénico (Lopez et al., 2010).

Los compuestos fendlicos pueden actuar como sustancias inductoras o inhibitorias de la
embriogénesis somatica (Quiroz-Figueroa et al., 2001). Azofeifa (2009) recomienda para la
reduccién de la oxidacion en los explantes de hojas de café se deben seleccionar en estado
juvenil, ademas de agregar las sales del medio de cultivo a la mitad de concentracion y la

incubacidn de los tejidos en oscuridad.

Samson et al. (2006) mencionan que la concentracion de los reguladores de crecimiento y
especialmente el balance entre las auxinas y citocininas es un factor clave en la induccién de
callo y la iniciacion de la embriogénesis somética. La citoquinina promueve la formacion de
embriones somaticos posiblemente por la sintesis de una sustancia inductora o por la

eliminacién de un inhibidor (S6ndhal et al., 1991).

5.1.3 Cicatrizacion de explantes de hoja y consistencia de los callos.
a. Cultivar Centroamericano

En el tratamiento P1 se observo cicatrizacién con callos en los bordes de los explantes, resultando
significativamente superior la escala de cicatrizacion <50% con el 62.50% en relacion a la escala
>50% de cicatrizacion que fue del 11.00%. EI 26.50% de los explantes no formaron callo. En el
tratamiento P> no se presentaron diferencias estadisticas entre las escalas que formaron callo
con medias respectivas de 51.25% en la escala <50% y 43.00% en la escala >50%; Unicamente
el 5.75% de los explantes de hoja no formaron callo. Similar comportamiento estadistico se
observo en el tratamiento P3 con porcentajes de 45% en la escala de cicatrizacion <50% y

47.75% en la escala >50%; el 7.25% de los explantes no formaron callo.
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Se registro la formacion de callos friables en el tratamiento P1 con el 54.75% superando en
respuesta estadistica a los callos acuosos que se formaron en el 18.75%. En el protocolo P2 no
se presentaron diferencias significativas entre callos friables y acuosos con medias respectivas
de 48.25% y 46.00%. La respuesta a la formacion de callos friables en el protocolo Pz con una
media de 73.00% result6 significativamente superior al tipo de callo acuoso que presenté una
media del 20.75%. Los resultados se presentan en la Cuadro 5.

Cuadro 5. Respuesta del cultivar Centroamericano a la cicatrizacion de los explantes de hojas y
la consistencia de los callos a los 42 dias de establecidos

Cicatrizacion Consistencia
Tratamientos (%) (%)
SR* <50% >50% Friable ACU0S0
P1 26.50 b 62.50 a 11.00 b 5475 a 18.75 b
P2 5.75b 51.25a 43.00a 48.25a 46.00 a
P3 7.25b 45.00 a 47.75a 73.00 a 20.75b

P1 (Boxtel and Berthouly, 1996); P, (Teixeira et al., 2004); P; (S6ndhal and Sharp, 1977). *SR: Sin reaccion
Letras distintas entre filas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis; Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

b. Cultivar Conilén.

En los tratamientos P1y P>, la cicatrizacion de callos en los bordes de las hojas en la escala de
cicatrizacion <50% resultaron con mejor respuesta estadistica con el 50% y 48.20%
respectivamente en comparacion a la escala >50% que les correspondio el 20% y el 25.52%. En
el tratamiento Pz las medias obtenidas en las dos escalas de cicatrizacion con callos, presentaron
similar comportamiento estadistico, en la escala de cicatrizacion <50% fue de 35.40% mientras

que en la escala >50% de 47.60%.

En el tratamiento P1 se presentaron diferencias estadisticas entre las medias de callos de
consistencia friable con el 62.80%, superior a los callos de consistencia acuosa con el 7.20%.
La consistencia friable en los tratamientos P2 y Ps con medias respectivas de 54.20% y 75.80%,
resultaron significativamente superiores a la media de callos de consistencia acuosa de 17.60%
en el tratamiento P, y de 7.20% en el tratamiento P3. Los resultados de cicatrizacién en los
explantes y de consistencia de los callos se presentan en la Cuadro 6y en la Figura 8 se presentan
la cicatrizacion de callos y los tipos de callos acuoso y friable.
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Cuadro 6. Respuesta del cultivar Conildn a la cicatrizacion de los explantes de hojas y la
consistencia de los callos

Cicatrizacion Consistencia
Tratamientos (%) (%)
SR* <50% >50% Friable ACU0S0
P1 30.00 b 50.00 a 20.00 b 62.80 a 7.20b
P2 26.28 b 48.20 a 25.52 b 54.20 a 17.60 b
P3 17.00 b 35.40 ab 47.60 a 75.80 a 7.20b

P, (Boxtel and Berthouly, 1996); P, (Teixeira et al., 2004); P; (Sondhal and Sharp, 1977). *SR: Sin Reaccion.
Letras distintas entre filas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

s 7

Figura 8. Izquierda: cicatrizacion de callos en los bordes de explantes de hojas: Centro: callo
acuoso. Derecha: callo friable.

Santos et al. (2013) reportaron que la induccion de callos ejecutada en 15 clones de Conilon,
solo en 12 de ellos se formaron callos, pero solo en 9 de ellos la induccién fue del 100%,
considerando que los resultados diferentes de callogénesis estan en dependencia de las distintas

constituciones genéticas de los clones.

Contrario a lo que se creia no todas las células sométicas pueden formar callos, se sabe que la
formacion de callos es iniciada por la activacion de una poblacion celular especializada que se
encuentra parcialmente diferenciadas y que se esparcen a través del cuerpo de la planta
(Sugimoto et al., 2011).

Sanchez y Alvarenga (2015) afirman que la induccion del callo en (Uncaria tomentosa Willd
DC) se inicio en las zonas de corte (bordes) y en las regiones de incisién de las hojas y aducen
que la tendencia de los tejidos vegetales a formar callo a partir de las heridas es resultado de una

reaccion defensiva natural. Santana (1993) reportd que al emplear segmentos de hojas en el
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cultivo del café para inducir la formacion de los callos en explantes de tallos se inicio en la zona
en que se hicieron los cortes, es decir, a partir del tejido de cicatrizacion y a continuacion se
produjo un engrosamiento de las células perivasculares del haz, con un posterior crecimiento en

todas las direcciones.

Resultados obtenidos por Sanchez et al. (2019) mencionan que los explantes y cicatrizacion de
callos se oscurecieron a las cinco semanas de iniciado el cultivo, pero no impidié en la induccién
de embriones somaticos en tres variedades de café. Sin embargo, algunos de estos callos tienen
la capacidad de formar embriones somaéticos, lo que indica que parecen haber estado "latentes"
durante este tiempo. Ademas, se observa que no todos los explantes de C. arabica forman callos,
reflejo de que la capacidad embriogénica somatica puede variar entre los explantes de la misma

planta o de la misma hoja.

Gatica (2002) sefiald que cuando utilizd como medio de cultivo el protocolo de Yasuda et al.
(1985) para la induccion de callos via embriogénesis directa a partir de hojas de plantas in vitro
de Coffea arabica cv. Caturra y Catuai y posteriormente un medio para el desarrollo de
embriones el protocolo de Hatanaka et al. (1991) observo que la cicatrizacién se volvié marrén
oscuro después de cuatro semanas de cultivo. Lopez-Gémez et al. (2010) consideran que la
induccion de callo puede ser variable y s6lo en algunos tejidos se logra una mayor proporcion
de callo embriogénico, caracterizado por la presencia de células isodiamétricas con ndcleos
grandes; otros tejidos producen mayor cantidad de callo conformado por células

parenquimatosas alargadas no embriogénicas.
5.2 Multiplicacién de callo embriogénico

5.2.1 Cultivar Centroamericano

En los tres tratamientos la produccién de callo embriogénico se evalud a las 12 semanas,
presentandose diferencias significativas en cuanto a las categorias callos con reaccion
embriogeénica y callos sin reaccion embriogénica. Observandose en los tres tratamientos que los
callos sin reaccion embriogénica presentaron diferencias significativas inferiores en

comparacion a los callos que presentaron reactividad.
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En la coloracion que presentaron los callos embriogénicos se observd que en el tratamiento Py
con media del color crema de 36% resultd mejor estadisticamente a las medias que se lograron
en los colores blanco cremoso y amarillo con el 22% y 16% respectivamente. En el tratamiento
P2 con una media de 18% de callos de color blanco cremoso, resulto significativamente inferior
a las medias obtenidas en los callos de color crema y amarillo con medias respectivas de 38% y
30%. En el tratamiento Ps la media de color blanco cremoso con el 38% resultd
significativamente superior a las medias de 10% y los 12% logradas en el color cremay amarillo
respectivamente. Los resultados de reactividad embriogénica y del color de los callos
embriogénicos se presentan en la Cuadro 7 y en la Figura 9 se observan los callos embriogénicos

formados en el borde de los explantes de hoja.

Cuadro 7. Respuesta del cultivar Centroamericano a la reactividad embriogénica y colores que
presentaron los callos embriogénicos a las doce semanas

Color callo embriogénico

Reactividad embriogénica (%)
) (%)
Tratamientos :
. Blanco Crema Amarillo
Sin Con
Ccremoso
P1 26.00 b 74.00 a 22.00b 36.00 a 16.00 b
P2 15.00 b 85.00 a 18.00 b 38.00 a 30.00 a
Ps3 40.00 b 60.00 a 38.00a 10.00 b 12.00 b

P, (Boxtel and Berthouly, 1996); P, (Teixeira et al., 2004); P3 (Séndhal and Sharp, 1977). Letras distintas entre
filas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

Figura 9. Callo embriogénico del cultivar Centroamericano producidos en explantes de hojas.

5.2.2 Cultivar Conilon

En los tres protocolos se registraron diferencias significativas que favorecieron a los callos que
presentaron reactividad embriogénica. En el tratamiento P el 42% de los callos embriogénicos
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exhibieron el color blanco cremoso Unicamente superando estadisticamente a la media de 14%
de callos color amarillo. En el protocolo P2 con media del 40% el color crema resulto superior
a los colores blanco cremoso y amarillo con medias respectivas de 20 y 16%. El color amarillo
registrO mejor respuesta estadistica en el tratamiento Ps con media de 48%, en relacion a los
colores blanco cremoso y crema con medias respectivas de 24 y 22%. Los resultados de
reactividad embriogénica y del color de los callos embriogénicos se presentan en el Cuadro 8 y

en la Figura 10 se observa la formacion de callo embriogénico en los bordes de los explantes.

Cuadro 8. Respuesta del cultivar Conilon a la reactividad embriogénica y colores que
presentaron los callos embriogénicos a las 12 semanas

Reactividad Color callo embriogénico
Embriogénica (%)
Tratamientos (%)
. Blanco Crema Amarillo
Sin Con
Cremoso
P1 16.00 b 84.00 a 42.00 a 28.00 ab 14.00 b
P2 24.00 b 76.00 a 20.00 b 40.00 a 16.00 b
P3 12.00 b 88.00 a 24.00 b 22.00 b 48.00 a

P, (Boxtel and Berthouly, 1996); P, (Teixeira et al., 2004); P3 (Séndhal and Sharp, 1977). Letras distintas entre
filas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls; p< 0,05).

Figura 10. Callo embriogénico del cultivar Conildn producidos en explantes de hojas.

En los dos cultivares de café estudiados no se formo el 100% de callo embriogenico en los
bordes de las hojas debido posiblemente a factores como el genotipo, la competencia entre
conglomerados de células, los constituyentes de los medios de cultivo, el contacto de los callos
con la superficie de los medios de cultivo y el efecto de la oxidacion enzimatica. Teixeira et al.

(2004) establecieron rangos para su estudio entre 0 y el 100% para varios genotipos; estos
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presentaron porcentajes de callos embriogénicos superiores al 25% que se pueden emplear para
la produccion de plantulas clonales a escala comercial.

Lopez-Gomez et al. (2010) sefialan que la capacidad de formacion de callo no siempre conduce
a la capacidad de formacion de embriones somaticos. Rezende (2011) refuerza la hipétesis de
que la produccion de embriones sométicos depende en gran medida de factores genotipicos. Sin
embargo, destaca que la composicion quimica del medio de cultivo junto con las caracteristicas
genéticas del material vegetal a evaluar, ejercen una marcada influencia en la respuesta

morfogenética del material cultivado in vitro.

Basandonos en los resultados obtenidos que podemos considerarlos como satisfactorios es
posible impulsar la produccién masiva de plantas in vitro empleando el tratamiento P2 en el
cultivar Centroamericano en el que obtuvo el 85% de reactividad embriogénica, callos de color
crema el 38% y de color amarillo el 30%. En el cultivar Conilén el tratamiento Ps resultd el
mejor en reactividad embriogénica con el 88%, color crema de los callos del 22% vy color
amarillo el 48%. Gonzélez (2003), considera que el comportamiento de las variables coloracion,
crecimiento rapido y callos friables, en café canephora se deben a la existencia de una acentuada
diferencia entre las combinaciones hormonales méas que al genotipo del explante.

Algunos autores estudiando diversos genotipos de café robusta mencionan que es necesaria la
presencia de auxinas e incluso un balance entre auxinas y citocininas, que favorezcan la
formacion de callo con potencial embriogénico (Gonzélez, 2003; Van Boxtel and Berthouly,
1996; Denchev et al., 1992). Berthouly and Etienne (1999) afirman que la obtencion de
embriones somaticos a partir de callos se logra con el uso de dos medios de cultivo, uno de
induccidn de callo embriogénico y otro para la regeneracién de embriones; el primero, con altas
concentraciones de auxinas, solo o en combinacién con citoquininas; y el segundo,

disminuyendo la concentracion de auxinas o eliminandolas del medio de cultivo.

En cuanto a la respuesta de reactividad de acuerdo al genotipo, se coincidié con los resultados
reportados por diferentes autores (Berthouly and Michaux-Ferrire, 1996; Fuentes et al., 2000;
Quiroz-Figueroa, 2002; Santana et al., 2004; Gatica et al., 2007), quienes destacan que en cafée
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canephora generalmente es mejor la respuesta de induccién del callo embriogénico en relacion

a café arabico.

5.2.3 Peso fresco de callo embriogénico cultivar centroamericano

El cultivar de café Centroamericano en el peso fresco del callo embriogénico se obtuvo una
media de 232.30 mg en el tratamiento P> que resulto significativamente superior a las medias
logradas por los tratamientos P1 y Ps que fueron de 114.70 y 69 mg respectivamente. Esta
respuesta indica que los constituyentes adicionados al tratamiento P resultaron favorables para
alcanzar un alto porcentaje de embriones germinados y con buenas caracteristicas morfolégicas
y fisioldgicas. Los resultados se presentan en la Figura 11.
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Figura 11. Peso fresco de callo embriogénico cultivar Centroamericano en los protocolos P1

(Boxtel and Berthouly, 1996), P> (Teixeira et al., 2004) y Pz (Séndhal and Sharp, 1977).
Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

El tratamiento P1 se diferenci6 de los tratamientos P2 y Ps por contener altas cantidades de KNO3
a razon de 1900 mg L méas 1 mg L de la auxina 2,4-D y de una alta concentracion de la
citoquinina BAP con dosis de 4 mg L. El tratamiento P3 se caracteriz6 por contener una baja
dosis de la auxina ANA con 0.09 mg L™ y baja dosis de la citoquinina kinetina (0.54 mg L™).
En el tratamiento P, fue mayor el peso fresco de los callos embriogénicos posiblemente porque
favorecid la adicion combinada de una citoquinina (1 mg L de 2IP) y dos auxinas (2.21 mg L

1 de 2,4-D méas 1 mg L't de IBA) y 400 mg de extracto de malta.

Sanchez et al. (2019) mencionan que en el caso de la variedad Catuai de Coffea arabica, se

observaron embriones sométicos en los medios de cultivo con solo 2,4-D como regulador de
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crecimiento a razon de 0.1, 0.50 y 1 mg L™, aduciendo ese comportamiento a que las hojas

jovenes de esta variedad presentan alta concentracion de citoquininas endogenas.

5.2.4 Peso fresco de callo embriogénico cultivar Conilon

En el tratamiento Ps con peso fresco de callo embriogénico de 288.70 mg resultd
significativamente superior a las medias de 195.80 mg y 142.30 mg obtenidas en los
tratamientos P1 y P2 respectivamente. En la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos en

peso de callo embriogénico.
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Figura 12. Peso fresco de callo embriogénico cultivar Conildn en los protocolos P1 (Boxtel

and Berthouly, 1996), P, (Teixeira et al., 2004) y P3 (S6ndhal and Sharp, 1977).
Letras distintas indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p< 0,05).

En al cultivar Conil6n el mejor resultado en peso fresco de callo embriogénico se obtuvo en el
tratamiento P3 que se caracterizd por no contener glycina y bajas concentraciones de los
reguladores del crecimiento ANA vy Kkinetina. Los resultados demuestran que la fase de
multiplicacién de callos esta influenciada por los constituyentes agregados a los medios de
cultivos y por el genotipo. Rezende et al. (2012) experimentando en café arabico con el clon 28
en fase de multiplicacion de callo embriogénico con los medios de cultivo reportados por
Albarran et al. (2004) conteniendo las sales MS al 50% y los reguladores del crecimiento de 1
mg L de 2,4-D con 1 mg Lt kinetina, obtuvieron un peso fresco de los callos de 7.11 gy en el
medio de cultivo descrito por Teixeira et al., (2004), con las sales MS reducidas al 50% y los
reguladores del crecimiento con 1.1 mg L™ 2,4-D, 1 mg L IBAy 2 mg L de 2iP el peso fresco

39



de los callos fue 6.40 g. Los mejores resultados en peso fresco de los callos a los 63 dias de

establecidos los obtuvieron en ambos medios con consistencia semisolida o gelatinosa.

Gonzalez (2003) report6 que en el medio de cultivo con 2 mg L de kinetina mas 0.9 mg L™ de
RIZOBAC obtuvo en los clones de C. Canephora M-229 peso fresco de callo de 1.5 g, seguido
del clon k-234 con una media de 1.48 g y el clon M-28 con media de 0.58 g, aunque este ultimo

clon resulto inferior estadisticamente a los dos clones anteriores y superior al tratamiento testigo.

5.3 Germinacion de embriones sométicos en Biorreactores (BEIT)
5.3.1 Cultivar Centroamericano

Con las adiciones de AIA de 0.30, 0.45 y 0.60 mg L™ se presentaron respuestas estadisticas
similares en nimero de embriones con medias de 173, 174 y 177 respectivamente y en nimero
de hojas que le correspondieron medias de 1.99, 1.83 y 1.83. En los tratamientos a los que no se
les adiciond AIA o solamente la cantidad de 0.15 mg L™ se obtuvieron medias respetivas en
namero de embriones de 147 y 152 y en nimero de hojas medias correspondientes de 1.31y
1.12. En las variables longitud de embriones y longitud de raices no se presentaron diferencias

significativas entre las medias de los cinco tratamientos como se aprecia en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Respuesta del cultivar Centroamericano a la germinacion de embriones somaticos

Varlan'ges AlA NUmero de Longlt_ud ge NUmerode Longitud de
de Medios i : embriones : .
) (mg L% embriones hojas raices
de cultivo (cm)
Mz 0.00 147 b 1.29a 1.31b 0.97a
M2 0.15 152 b 1.34a 1.12b 0.98 a
Ms 0.30 173 a 1.74a 1.99a 1.23a
Ma 0.45 174 a 1.82a 1.83a 137a
Ms 0.60 177 a 144 a 1.83a 1.35a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segiin Tukey (p< 0.05).

5.3.2 Cultivar Conilén

Cuando no se adiciond AIA o solo 0.15 mg L™ en la variable nimero de embriones se
presentaron medias respectivas de 172 y 164 obteniéndose mayor significancia estadistica en

relacion a los tratamientos que se les agregaron cantidades AIA entre 0.30 y 0.60 mg L. En
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longitud de embriones y nimero de raices no se presentaron diferencias estadisticas entre las
medias de los diferentes tratamientos. En nimero de hojas la adicion de 0.60 mg L™ Gnicamente
resultd con una media estadisticamente inferior a la media obtenida en el tratamiento sin AlA.
Entre las medias de niumero de raices no se presentaron diferencias estadisticas. Los resultados
se presentan en la Cuadro 10. En la Figura 13 se presentan el BEIT y plantas obtenidas del

proceso de germinacion de embriones en los cultivares Centroamericano y Conilén.

Cuadro 10. Respuesta del cultivar Conilon a la germinacion de embriones somaticos

Varlant_es AIA NGmero de Longlt_ud de NGmero de Num?ro de

de Medios (mg L) dmbriones embriones hoias raices

de cultivo g (cm) ) (cm)
M1 0.00 172 a 1.75a 1.89a 1.15a
M2 0.15 164 a 1.56 a 1.67 ab 1.05a
M3 0.30 138 b 147 a 1.50 ab 1.16 a
Ma 0.45 143 b 1.30a 1.36 ab 1.13a
Ms 0.60 138 b 1.33a 1.28 b 1.06 a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segin Tukey (p<0.05).

Figura 13. a: Plantas germinadas en Biorreactores (BEIT). b: plantas del cultivar
Centroamericano. c: plantas del cultivar Conilon.
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La embriogénesis somatica como sistema de propagacion de plantas presenta una serie de
ventajas: La enorme capacidad de multiplicacion aplicable industrialmente, permitiendo obtener
en un solo proceso estructuras completas con apice y raiz, que pueden ser almacenadas y
encapsuladas perfectamente (Encinay Quesada, 1997). Los sistemas de cultivo en medio liquido
para produccion a gran escala de embriones somaéticos en biorreactores, permite la

automatizacion de la produccién de embriogenica y su uso comercial (Salaj et al., 2007).

El cultivar Centroamericano (género Coffea arabica) es necesario adicionar AlA al medio de
cultivo en dosis de 0.30 a 0.60 mg L™ porque produce mayor nimero de embriones y de hojas,
ademas, se incrementa la longitud de los embriones y de las raices. El cultivar Conilon (género
Coffea Canephora) respondié mejor al medio de cultivo sin adicion de la hormona AIA o
agregando dosis bajas de 0.15 mg L. Von Arnold et al. (2002) afirma que la respuesta genética

esta predeterminada por los tipos de hormonas y segun la especie que se esté estudiando.

Ammirato (1983) destaca que los embriones somaticos sufren una serie de rapidas y sucesivas
divisiones celulares en distintas zonas del centro embriogénico y se conforman embriones
globulares, pasando a los estados de corazén y torpedo, seguido por la fase de maduracion y

germinacién que daran lugar a plantas completas.

Después de inoculados los embriones globulares en los BEIT paulatinamente pasaron a la
conversion de los estados de corazédn, torpedo, maduracion, germinacién y finalmente la
formacion de plantas durante un periodo de 12 semanas, sin necesidad del refrescamiento del
medio de cultivo. Con la respuesta favorable a la ESI lograda con el empleo de los BEIT se
posibilita la reproduccién masiva de plantas de café con una mayor estabilidad genética de los

genotipos, reduciéndose el riesgo de aparicidn de variantes somaclonales.

Resultados similares con el empleo de biorreactores en la propagacion por embriogénesis
somatica indirecta en café los reporta Rezende (2008), haciendo alusion a diferentes autores que
obtuvieron una produccion masiva de embriones somaticos utilizando inmersién temporal. En
todos los estudios se obtuvieron altas frecuencias de tejidos embriogénicos y regeneracion de

plantas.
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5.4 Propagacion por micronudos en el cultivar centroamericano.
5.4.1 Cultivar centroamericano
a. Micronudos de segmentos apicales

En longitud de brotes apicales en los tratamientos Ms con media de 3.42 cm y el tratamiento My
con media de 3.71 cm, resultaron superiores estadisticamente al tratamiento M1 que no contenia
reguladores del crecimiento cuya media fue de 3.07 cm. Mientras que el tratamiento M2 con
media de 3.38 cm en longitud de planta present6 igual comportamiento estadistico que las
medias obtenidas en los tratamientos Msy Ma. Los tratamientos M1y M. con medias respectivas
de 2.13y 2.53 hojas emitidas, resultaron significativamente inferiores a los valores de las medias
que se obtuvieron en los micronudos que crecieron en los tratamientos Msy M4 con medias de
hojas de 3.27 y 3.73.

En ndmero y longitud de raices producidas se presentaron similares categorias estadisticas en
los tratamientos My, M2 y Mz con medias de nimero raices de 0.47,0.80 y 1.00 respectivamente
y medias de longitud de raices respectivas de 0.36, 0.41y 0.75 cm. El tratamiento M4 con media
de numero de raices de 1.33 y longitud de raices de 1.17 cm resultd superior estadisticamente
Unicamente al tratamiento M1. Los resultados se presentan en la Cuadro 11.

Cuadro 11. Respuesta del cultivar Centroamericano a la propagacion por micronudos de
segmentos apicales

Variantes de Medios LengIiue g Nume_ro de NUmero de Long[tud
i brotes hojas . de raices
de cultivo raices

(cm) (cm)

M1 3.07b 2.13Db 047D 0.36 b

M2 3.38ab 2.53Db 0.80 ab 0.41b
M3 3.42a 3.27a 1.00 ab 0.75 ab

My 3.71a 3.73a 1.33a 117 a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segiin Tukey (p< 0.05).

b. Micronudos de segmentos centrales

La longitud del brote principal lograda con la siembra de micronudos de segmentos centrales en
el tratamiento M4 con media de 3.91 cm superd significativamente solamente a la media de 3.11
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cm obtenida en el tratamiento M1, aunque en este tratamiento esa misma variable presento
similar comportamiento estadistico a las medias obtenidas en los tratamientos M2y Ms con
medias respectivas de, 3.49 cmy 3.68 cm. Se presento similar respuesta estadistica en la variable
numero de hojas con medias respectivas 2.87, 3.20 y 3.47 en los tratamientos Mz, M3y Ma. Solo
el tratamiento M1 con una media de nimero de hojas de 2.20 resulto significativamente inferior

a los tratamientos Mz y Ma.

En las medias de numero de raices la respuesta estadistica fue similar en los tratamientos M1,
Mz y M3 con medias respectivas de 0.73, 0.87 y 1.13 raices, aunque las dos primeras fueron
superadas significativamente por la media de 1.73 raices que se logro en el tratamiento Ma4. No
se presentaron diferencias significativas entre las medias de longitud de raices obtenidas en los
cuatro tratamientos. Los resultados de longitud de brotes, nimero de hojas, niUmero de raices y

longitud de raices se presentan en la Cuadro 12.

Cuadro 12. Respuesta del cultivar Centroamericano a la propagacion por micronudos de
segmentos centrales.

Variantes de Longitud de , , Longitud
; NUmero de Numero de .
Medios de brotes . , de raices
: hojas raices
cultivo (cm) (cm)
M1 3.11b 2.20b 0.73b 0.75a
M2 3.49 ab 2.87 ab 0.87b 1.13a
M3 3.68 ab 3.20a 1.13 ab 1.15a
Mg 391a 3.47 a 1.73a 143 a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segin Tukey (p<0.05).

c. Micronudos de segmentos basales

La respuesta estadistica en longitud de brotes en los tratamientos Mz, M3 y M4 fue similar con
medias respectivas de 3.51 cm, 3.74 cm y 3.87 cm. Solo la media de 3.24 obtenida en el
tratamiento My resulté significativamente inferior a la media alcanzada en el tratamiento Ma.
Con media de 3.47 hojas emitidas en el tratamiento M4 superd significativamente a las medias

producidas de los tratamientos M1, M2 y Mz que fueron de 2.47, 2.67 y 2.93 respectivamente.
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Entre las medias de nimero de raices producidas en los cuatro tratamientos no se presentaron
diferencias estadisticas entre si. En longitud de raices, el tratamiento M4 con media de 1.70 cm
superd significativamente a las medias obtenidas en los tratamientos M1 y M2 con medias
respectivas de 0.70 cm y 0.81 cm. El tratamiento Mz con media de 1.10 cm resultd
estadisticamente similar a las medias de los tratamientos M1y M2 y Ma. En el Cuadro 13 se
presentan los resultados de longitud de brotes, nimero de hojas, nimero de raices y longitud de
raices.

Cuadro 13. Respuesta del cultivar Centroamericano a la propagacion por micronudos de
segmentos basales.

Variantes de Longitud de NUmero de NUmero de Long[tud
. i brotes . , de raices
Medios de cultivo hojas raices
(cm) (cm)
M1 3.24b 247 ¢ 1.27 a 0.70b
M2 3.51ab 2.67 bc 1.33a 0.81b
M3 3.74 ab 293b 1.40a 1.10 ab
Mg 3.87a 3.47 a 147 a 1.70 a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segin Tukey (p<0.05).

5.4.2 Cultivar Conildon
a. Micronudos de segmentos apicales

En longitud del segmento apical se logré mejor respuesta estadistica en los tratamientos M3 y
M4 con medias respectivas de 4.25 y 4.37 cm, superando a las medias de 3.10 y 3.18 cm
obtenidas en los tratamientos M1 y M2 respectivamente. Con medias en nimero de hojas de
3.00, 3.33y 3.67 correspondiente a los tratamientos M2, M3 y M4 no se presentaron diferencias
estadisticas entre si. Solo el tratamiento M1 con media de 2.34 resulté inferior estadisticamente
al tratamiento M4. En el tratamiento M3 se obtuvo una media de nimero de raices de 2.00
resultando solamente superior en respuesta estadistica a la media de 1.20 cm lograda en el
tratamiento M1 que contenia reguladores de crecimiento. Con longitud de raices de 2.31 cm en
el tratamiento M4 resultd superior estadisticamente a los tratamientos M1y M2 que alcanzaron
medias respectivas de 1.37 y 1.50 cm. Los resultados de longitud de brotes, nimero de hojas,

numero de raices y longitud de raices se presentan en la Cuadro 14.
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Cuadro 14. Respuesta del cultivar Conildn a la propagacion por micronudos de segmentos
apicales.

Variantes de Medios Longitud de NUmero de NUmero de Longl,tud
: brotes . , de raices
de cultivo hojas raices

(cm) (cm)

M1 3.10b 2.34Db 1.20b 1.37b

M2 3.18b 3.00 ab 1.40 ab 150b
M3 425a 3.33ab 2.00 a 2.01 ab

Ma 437 a 3.67a 1.67 ab 231a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segun Tukey (p< 0.05).

b. Micronudos de segmentos centrales

En los tratamientos Mz y M4 con medias de longitudes del brote principal respectivos de 4.41y
4.56 cm resultaron significativamente superiores a los tratamientos M1 y M2 con medias
respectivas de 3.28 y 3.39 cm. En la variable numero de hojas se observé igual orden de
respuesta de las categorias estadisticas obtenidas entre los tratamientos con la variable longitud
del brote. Entre las medias de numero de raices no se registraron diferencias estadisticas. En
longitud de raices con media de 2.08 cm el tratamiento M4 superd estadisticamente a los
tratamientos M1, M2 y M3z que presentaron medias respectivas de 1.30, 141 y 161 cm. En el
Cuadro 15 se presentan los resultados de longitud de brotes, nimero de hojas, nimero de raices

y longitud de raices.

Cuadro 15. Respuesta del cultivar Conilén a la propagacion por micronudos de segmentos
centrales.

Variantes de Longitud de Numero de NUmero de Long[tud
. . brotes . , de raices
Medios de cultivo hojas raices
(cm) (cm)
M1 3.28b 2.20b 1.33a 1.30c
M2 3.39b 2.33b 1.47 a 1.41 bc

M3 441 a 3.27a 1.67 a 161b
Mas 456 a 340a 1.60 a 2.08 a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segin Tukey (p<0.05).
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c. Micronudos de segmentos basales

En longitud del microesquejes basales el tratamiento My resulto ser estadisticamente el mejor
con una media de 4.17 cm, superando a las medias de 3.44 y 3.37 cm obtenidas en los
tratamientos M1 y Mo respectivamente. Los tratamientos Mz y Mg resultaron con similar
comportamiento estadistico. La emision de numero de hojas de los micronudos que crecieron
en el tratamiento M4 con media de 2.87 supero6 significativamente a los tratamientos M1 y M»

que alcanzaron medias respectivas de 2.00 y 2.07.

No se presentaron diferencias estadisticas entre el nimero de raices producidas en los cuatro
tratamientos. La longitud de raices de las micronudos en el tratamiento M4 con media de 2.53
cm resultd significativamente superior a las medias de 1.26, 1.51 y 1.71cm obtenidas en los
tratamientos M1, M2 y Mz respectivamente. En el Cuadro 16 se presentan los resultados de
longitud de brotes, nimero de hojas, numero de raices y longitud de raices. En la Figura 14 se

presentan plantas los cultivares centroamericano y Conildn.

Cuadro 16. Respuesta del cultivar Conilén a la propagacion por micronudos de segmentos
basales

Variantes de Longitud de , , Longitud
) NUmero de Ndmero de .
Medios de brotes hoi . de raices
; ojas raices
cultivo (cm) (cm)
M1 3.44b 2.00c¢c 1.20a 1.26b
M2 3.37b 2.07 bc 1.60 a 151b
M3 4.08 ab 2.80 ab 1.80a 1.71b
Mas 417 a 287a 1.60 a 2.53a

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segin Tukey (p<0.05).

Figura 14. Plantas reproducidas por micronudos. lzquierda: plantas del cultivar Conildn.
Derecha: olantas del cultivar Centroamericano.
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Los brotes de los micronudos centrales en los dos cultivares presentaron mayor crecimiento y
vigor en relacion a los apicales y basales. Con los micronudos apicales la brotacion axilar fue
reducida, por tanto, la mayoria de ellos contindan su crecimiento como una consecuencia de la
ausencia del fenomeno de la dominancia apical, misma que se ha observado en gran nimero de
especies vegetales independientemente del origen del material donante. EI mayor vigor
mostrado por los brotes producidos en los tres tipos de micronudos, se debi6 posiblemente a un
equilibrio favorable entre las hormonas enddgenas y a la adicion de auxina al tratamiento Mz y

la adicion de auxina y citoquinina al tratamiento Ma.

Es minima la literatura cientifica que reporta el empleo de la micropropagacién de café por
medio de micronudos extraidos directamente de plantas obtenidas por embriogénesis somatica
indirecta. Dublin (1991) realizé investigaciones en las especies de café arabusta y en arabico a
partir de plantas producidas por ES, obteniendo los primeros tallos ortotropicos que
posteriormente cortaron en micronudos; cada micronudo conteniendo un par de hojas con sus
laminas reducidas a la mitad y con fragmento de entrenudo. Los primeros micronudos los cultivé
en un medio caulégeno (BAP entre 1y 5 mg L™ con 40 g L de sacarosa) favoreciendo
exclusivamente el desarrollo de yemas latentes en los nuevos tallos ortotrépicos. De éstos se

cortan nuevos micronudos que se colocan en el mismo medio de cultivo, y asi sucesivamente.

La propagacion de micronudos de café es otra técnica que podria potenciar el proceso de ES.
Segun Georgeta et al. (2017) es dificil propagar los arboles de café arabico mediante técnicas
horticolas convencionales, como los esquejes, ya que son enraizantes recalcitrantes o mediante

injertos, lo que requiere demasiada mano de obra.

De acuerdo a los resultados obtenidos el empleo de micronudos en café es una alternativa para
propagar material in vitro procedente de los biorreactores BEIT, permitiendo la seleccion de
plantas que expresen las mejores caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas bajo condiciones de
asepsia, de manera que de cada planta seleccionada se pueda obtener tres micronudos libres de

contaminacion.
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VI. CONCLUSIONES

El cultivar Centroamericano a las tres semanas de la fase de induccién de callo los explantes de
hoja color café presentaron el mejor comportamiento estadistico en el tratamiento 2 mg L-1 de
2IP, 0.5 mg L-1 de 2,4-D 'y 1 mg L de IBA con un porcentaje de 63.75%. En La categoria
mayor al 50% de cicatrizacion en los bordes de las hojas y formacion de callos friables
presentaron resultados superiores en el medio con 1.1 mg L™ de 2,4-D 'y 4 mg L de Kinetina

con porcentajes respectivos de 47.75% y 73.00%.

En el cultivar Conildn en la induccion de callo se observo que en el tratamiento 2 mg L™ de 2IP,
0.5mg L1de2,4-Dy1mgL™de IBA los explantes de hoja presentaron similar comportamiento
estadistico en los colores café (58.25%) y color amarillo (28.50%). En el tratamiento 1.1 mg L~
1 de 2,4-Dy 4 mg L™ de Kinetinase obtuvieron los mejores resultados estadisticos en la categoria
de mayor al 50% de cicatrizacion y en la variable callo friable con porcentajes respectivos de
47.60% y 75.80%.

En la fase de multiplicacion de callo embriogénico el cultivar Centroamericano en el tratamiento
2mg Lt de 2IP, 221 mg L de 24-D y 1 mg L de IBA resulté mejor en reactividad
embriogénica con el 85%, en los colores de callos crema (38%), amarillo (30%) y en peso fresco
de callo con 232.30 mg. En el cultivar Conildn el tratamiento 1.1 mg L de 2,4-Dy 4 mg L de
Kinetina respondié mejor en reactividad embriogénica con el 88%, en el color amarillo de los

callos con porcentaje del 48% y en peso de callo fresco con 288.70 mg.

En el cultivar Centroamericano con las adiciones de AIA de 0.30, 0.45 y 0.60 mg L en los
BEIT se presento respuesta estadistica similar en nimero de embriones con medias de 173, 174
y 177 respectivamente y en nimero de hojas que le correspondieron medias de 1.99, 1.83y 1.83.
En las variables longitud de embriones y longitud de raices no se presentaron diferencias

significativas entre las medias de los cinco tratamientos.

En el cultivar Conilon cuando no se adiciond AIA o solo 0.15 mg Lt en el nimero de embriones
se presentaron medias respectivas de 172 y 174 que resultaron con mayor significancia

estadistica en relacion a los tratamientos con adiciones entre 0.30 y 0.60 mg L*AIA. En nimero
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de hojas con la adicién de 0.60 mg L™ resulté con una media de 1.28 significativamente inferior
al tratamiento sin AlA que obtuvo una media de 1.89 hojas. En longitud de embriones y nimero
de raices no se presentaron diferencias estadisticas entre las medias de los diferentes

tratamientos.

En los micronudos extraidos de segmentos apicales, centrales y basales de los cultivares
Centroamericano y Conildn, se present6 la mejor respuesta estadistica en el tratamiento que
contenia 1 mg Lt de AIAy 1 mg L™ de BAP en las variables longitud del brote, nimero de

hojas, nimero de raices y longitud de raices.
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VIl. RECOMENDACIONES

En base a las expresiones morfologicas y fisioldgicas observadas en la fase de induccion de
callo, deben ser evaluadas de acuerdo a su particularidad por separado en cada una de las fases
posteriores de la ESI de acuerdo a los siguientes factores: a) mes del afio en que se colectan las
hojas; b) color que presenten los explantes al final de la fase de induccidn de callo; c) ubicacion

de los explantes en el limbo de la hoja; d) efecto de los constituyentes de los medios de cultivo.

Los buenos resultados obtenidos en el presente estudio de ESI con el empleo de los BEIT,
demuestran que es posible utilizarlos en la produccidn a gran escala de plantas in vitro de café.

Realizar estudios con suspensiones celulares en base a la experimentacion con variantes de
medio de cultivo en estado liquido, con el objetivo de potenciar la capacidad embriogénicay el

incremento exponencial de las células.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Constituyentes del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (1962)

Soluciones Madres

Constituyentes

Cantidad en Medio MS

(9/L)

1 NHiNOs3 24.75
KNOs3 28.5
MgSO47H20 5.55
KH2PO4 2.55

2 H3BO3 0.62
MnSO4 H20 21.76
ZnS04 7H20 0.86
Na:Mo0O4 2H>0 0.025
CuS0O45H0 0.0025
CoCl26H20 0.0025

3 KI 0.075

4 CaCl>2H20 13.2
Na,EDTA 1.492

> FeSO4 7H20 1.114

6 Tiamina HCI 0.02

7 Myoinositol 0.100
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Anexo 2. Biorreactores Recipientes de Inmersion Temporal (RITA®) y Biorreactor Econdmico
de Inmersion Temporal BEIT.

Filtro millipore Filtro acetato de celulosa

mw-—a A

Figura. a) accesorios del Recipientes de Inmersion Temporal (RITA®). b) accesorios del
Biorreactor Econdomico de Inmersion Temporal (BEIT).
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