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RESUMEN

El café es uno de los cultivos mas importantes en el mundo. Existen mas de 124 especies, pero
solo dos tienen importancia comercial, arabica (Coffea arabica) y robusta (Coffea canephora var.
Robusta), mismas que representan el 70 % y 30 % respectivamente, de la produccion mundial. La
embriogénesis somatica ha permitido la propagacion masiva de diferentes genotipos de café; no
obstante, la eficiencia de los protocolos de propagacién por embriogénesis somatica depende del
genotipo, motivo por el cual es necesario establecer las condiciones de cultivo para cada variedad
0 especie. El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un protocolo para la produccién in vitro
de plantas de café (Coffea arabica L. var. Colombia) mediante embriogénesis somatica. En este
estudio se cultivaron segmentos foliares (explantes) en el medio Murashige y Skoog suplementado
con 1 mg L de 2,4-D, 1 mg L™t de BAP, 109 mg L™ de sorbitol mas 2.3 0 5.0 g L de phytagel,
con lo que se logrd que 90 % de los explantes formaran callo embriogénico (31.38 % fue friable y
68.62 % compacto). El nimero més alto de embriones por gramo de callo se obtuvo cuando se
combino el callo compacto con 5.0 g L de phytagel. En cuanto a embriogénesis somatica
indirecta, el mayor nimero de embriones por gramo de callo se formo en los callos obtenidos con
0.5mgL'de2,4-D,1.1 mgL'de BAPy5.0g L™ de phytagel. EI medio de desarrollo que contenia
0.25 mg L™ de BAP y 0.25 mg L de AIA, permitié que 51 % de los embriones globulares

alcanzaran la etapa cotiledonar. Veinte por ciento de los embriones cultivados en una mezcla
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vermiculita:perlita (3:1) se convirtieron en plantas. EI nGmero de embriones por gramo de callo
formados mediante embriogénesis indirecta (153.2) fue significativamente mayor que aquellos

generados por embriogénesis directa (10.3).

Palabras clave: Embriogénesis somatica, callogénesis, vitroplantas, micropropagacion, café
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ABSTRACT
Coffee is one of the most important crops in the world. There are more than 124 species, but only
two have commercial importance, arabica (Coffea arabica) and robusta (Coffea canephora var.
Robusta), which represent 70 % and 30 % respectively, of worldwide production. Somatic
embryogenesis has allowed the massive propagation of different coffee genotypes; however, the
efficiency of propagation protocols for somatic embryogenesis depends on the genotype, for that
reason, is necessary to establish the culture conditions for each variety or species. The objective
of this research was to develop a protocol for the in vitro production of coffee plants (Coffea
arabica L. var. Colombia) by somatic embryogenesis. In this study foliar segments (explants) were
grown on the Murashige and Skoog medium supplemented with 1 mg L™ 2,4-D; 1 mg L™* BAP,
109 mg Lt sorbitol plus 2.3 or 5.0 g L* phytagel, which allowed 90 % of the explants to form
embryogenic callus (31.38 % was friable and 68.62 % compact). The highest number of embryos
per gram of callus was obtained when the compact callus was combined with 5.0 g L™ phytagel.
Regarding indirect somatic embryogenesis, the greatest number of embryos per gram of callus was
formed in calli obtained with 0.5 mg L 2,4-D, 1.1 mg L BAP and 5.0 g L™ phytagel. The
development medium containing 0.25 mg L' BAP and 0.25 mg L AIA, allowed 51 % of the
globular embryos to reach the cotyledonary stage. Twenty percent of the embryos grown in a

vermiculite:perlite mixture (3:1) became plants. The number of embryos per gram of callus formed
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by indirect embryogenesis (153.2) was significantly higher than those generated by direct

embryogenesis (10.3).

Key words: Somatic embryogenesis, callogenesis, vitroplants, micropropagation, coffee
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INTRODUCCION GENERAL
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Café es el nombre comun de las semillas provenientes de los arbustos del género Coffea
(Rubiaceae), cuyo cultivo tiene gran importancia agronémica y comercial en el mundo. Aunque
incluye mas de 124 especies (Davis, 2011), solo dos son importantes a nivel comercial, ardbica
(Coffea arabica) y robusta (Coffea canephora var. Robusta) (Wintgens, 2012), mismas que
representan el 70 % y 30 % respectivamente, de la produccion mundial (USDA 2012).
Actualmente, el mayor volumen de produccidn de café se concentra en Brasil, Vietnam y Colombia

(USDA, 2018).

En México, en 2017, la produccion fue de 835,380 toneladas distribuida en diez estados
productores principalmente; siendo las identidades de Chiapas, Veracruz y Puebla donde se
generan los voliumenes mas significativos, y por consiguiente el mayor aporte al valor de cosecha;
estas entidades representan el 79 % del total de la produccion nacional (SIAP, 2018). La especie
Coffea arabica constituye el 97 % de la produccion nacional y solo 3 % de la produccion
corresponde Coffea canephora, conocida como robusta la cual se cultiva en zonas bajas de

Veracruz, Chiapas y Oaxaca (PENITTEC, 2003).

Hasta 2017, los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Puebla, fueron los principales estados
productores de café organico, con un volumen de produccion de 350 mil sacos de 60 kg, lo que
colocé a México como el segundo productor mundial. En cuanto a la exportacion, México es el
principal proveedor mundial, cada afio envia mas de 28 mil toneladas a paises europeos

(SAGARPA, 2017).
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El café es un cultivo de enorme trascendencia, no solo desde el punto de vista econémico y social,

sino cultural y ecoldgico; ya que es una de las mayores fuentes generadoras de empleo en el medio
rural, su produccion emplea a mas de 500 mil productores de 15 entidades federativas y 480
municipios, en particular en las comunidades marginadas enclavadas en las serranias; donde
hombres, mujeres y nifios intervienen en el proceso productivo del cultivo (SADER, 2018; SIAP
2018; SAGARPA, 2017), cerca de 300 mil familias dependen del grano (SAGARPA, 2017; Cafes
de México, 2001). Genera mas de 700 mil empleos directos e indirectos, de los que dependen mas
de 3 millones de personas gque participan en todo el sistema agroindustrial (SAGARPA, 2017,
Cafés de México, 2001). El café ha ocupado el 9 % de la fuerza de trabajo empleada en la

agricultura nacional (Cafés de México, 2001).

Asimismo, el café es un cultivo de relevancia econémica en México; representa el 0.66 % del
producto interno bruto (PIB) agricola nacional y el 1.34 % de la produccién de bienes

agroindustriales; sus exportaciones generan 383 millones de ddlares (SIAP, 2018).

La siembra de café se caracteriza por ser un sistema agroforestal que proporciona servicios
ambientales tales como: captura de carbono y contaminantes; generacion de oxigeno; provision de

agua; control de erosion; conservacion de suelos y biodiversidad; paisaje y recreacion (Soto, 2007).

La produccion de café en México, desde 2012, presenta una tendencia decreciente provocada
principalmente por la enfermedad conocida como roya del café (SIAP, 2018), la cual ha provocado
una disminucion de 4.5 millones de sacos de 60 kg (2011) a 2.2 millones de sacos de 60 kg (2016)
(USDA, 2016). La roya del café es una enfermedad foliar, considerada la mas devastadora para el

cultivo y es causada por el hongo Hemileia vastatrix (USDA, 2017).
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Para enfrentar el problema de la baja productividad una alternativa economica es el uso de

variedades resistentes a plagas o enfermedades, ya que la variedad del cafeto también juega un
papel importante en cualquier sistema de produccién, pues del genotipo y su adaptacion depende
la cantidad y la calidad de frutos a cosechar (Hein y Gatzweiler, 2006; Kathurima et al., 2009). La
variedad Colombia es una variedad compuesta resistente a la roya (Hemileia vastatrix), cuyos
progenitores son la variedad Caturra, de la especie Coffea arabica y el hibrido de Timor. Ademas
de ser resistente contra la roya, cuenta con altos estandares de calidad de la bebida y del grano,
porte bajo, alta produccién, uniformidad fenotipica, adaptabilidad y rendimiento (Alvarado-

Alvarado y Puerta-Quintero, 2002).

La mejora del café es un tema actual de interés debido a la importancia econémica del cultivo,
herramientas biotecnoldgicas como la transformacion genética y la micropropagacion
(embriogénesis somaética) han sido utilizadas para proporcionar resultados practicos en su
mejoramiento. Las metodologias para inducir la embriogénesis somatica y el posterior desarrollo
de los embriones dependen del genotipo, por lo que el desarrollo de protocolos especificos para
cada cultivar siguen siendo casi empiricos (Santana-Buzzy et al., 2007). Por lo anterior la presente

investigacion tuvo como objetivos:
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Desarrollar un protocolo para la produccion in vitro de plantas de café (Coffea arabica L. var.

Colombia) mediante embriogénesis somatica.

2.2 Especificos

e Determinar el efecto del tipo de callo (friable y compacto) y la concentracion de

phytagel en la capacidad embriogénica de C. arabica var. Colombia.

e Establecer un protocolo para la propagacion in vitro de plantas de café mediante
embriogénesis somatica indirecta a partir de explantes foliares de C. arabica var.

Colombia.

e Establecer las condiciones de cultivo para inducir la embriogénesis somatica directa e

indirecta en C. arabica var. Colombia a partir de tejidos foliares.

OBJETIVOS
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3. HIPOTESIS

3.1 General

El protocolo desarrollado permitira la produccion in vitro de plantas de café (Coffea arabica

L. var. Colombia) mediante embriogénesis somatica.

3.2 Especificas

e Tanto el callo friable como el compacto tendran la capacidad de formar embriones

somaticos cuando se cultiven en un medio con alta concentracion de phytagel.

e Al menos uno de los tratamientos probados permitira obtener callos embriogénicos,
asi como la diferenciacion, el desarrollo, la maduracién y la conversion de los

embriones somaticos en plantas.

e Es posible inducir la embriogénesis somatica directa e indirecta a partir de segmentos

de hoja de C. arabica L. var. Colombia.

HIPOTESIS
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4. REVISION DE LITERATURA
4.1 Generalidades del cultivo

El café es uno de los productos méas importantes a nivel mundial debido a su impacto econémico
en muchos paises, cuyo cultivo requiere de caracteristicas geograficas muy especificas para su
produccion; altitud 600 a 1,600 msnm., lluvia 1,000 a 3,000 mm, temperatura 17 a 23 °C y
condiciones edéaficas con méas de un metro de profundidad, de textura franca a migajon arcilloso,

pH de 4.5 7.0 (SIAP, 2018).

El café es una planta que se puede propagar por semillas, estacas y por cultivo de tejidos
(embriogeénesis somatica), siendo la primera la mas usada en todo el mundo (PROCAFE, 2005;
Fernandez et al., 2010). La propagacion de la especie Coffea arabica se da por semillas, mientras

que el uso de esquejes sblo se aplica en Coffea canephora (Campos et al., 2017).

Existen dos especies que se cultivan y comercializan ampliamente: ardbica (Coffea arabica) y
robusta (Coffea canephora var. Robusta) (Wintgens, 2012). Existen otras especies como C.
iberica, C. dewevrei y C. racemosa que se plantan en escala local y normalmente no entran a los
canales comerciales (PENITTEC, 2003; Kumar et al., 2006). Actualmente, se producen en el
mundo un total de 168 millones sacos de café de 60 kg, de los cuales 105 millones pertenecen a

arabicas y 63 millones corresponden a robustas (ICO, 2019).

Las importaciones del café estan concentradas en la Union Europea, Japon, Noruega, Rusia, Suiza,
Tlnez y Estados Unidos; durante el periodo 2017/18 un total de 130 millones de sacos de 60 kg

fueron importados por estos paises (ICO, 2019).
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El consumo de café se da principalmente en paises no productores como la Union Europea y

Estados Unidos, cuya poblacion tiene alto poder adquisitivo y orienta su consumo hacia el café de
especialidad; el consumo en estos paises en 2017/18 fue de 44 y 26 millones de sacos de café de
60 kg, respectivamente, que representa el 39 y 23 % del consumo de los paises importadores

(Castafieda, 2004; ICO, 2019).

En el mercado internacional se distinguen cuatro categorias de café de acuerdo con el tipo de grano.
En orden descendente con respecto a la calidad y el precio, son: suaves colombianos (10 %), granos
de ardbiga lavados, producidos principalmente en Colombia; otros suaves (18 %), granos de
ardbiga, cuyos principales productores son México y Centroamérica; brasilefios naturales (30 %),
granos de ardbiga sin lavar, provenientes de Brasil y otros paises sudamericanos; y robustas (42

%), producidos en Africa, Asia y algunos paises sudamericanos (ICO, 2019).

El café en México es producido por cerca de 500 mil productores, en una superficie aproximada
de 722 mil hectéreas en los estados de Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca, Guerrero, Hidalgo,
Nayarit, San Luis Potosi, Jalisco y Colima; el principal productor es el estado de Chiapas, entidad
que aporta el 41 % de la produccién nacional; seguido de Veracruz con el 23 % y Puebla con 15
%. El rendimiento promedio de café cereza es de 1.3 t ha con un precio de 5,872 pesos t

(SAGARPA, 2017; SIAP, 2018).

Las condiciones agroecolégicas donde se cultiva café en nuestro pais son propicias para la
produccidn de cafés de calidad. Al respecto, el 35 % de la superficie de café esta ubicada a una
altitud superior a los 900 metros sobre el nivel del mar (msnm) donde se producen cafes de altura
y estrictamente altura, el 43.5 % se encuentra a una altura entre los 600 y 900 msnm, con potencial

para producir café con calidad de exportacion prima lavado y el restante 21.5 % de la superficie se
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encuentra por debajo de los 600 msnm, donde generalmente se producen cafés de calidades

inferiores (Cafés de México, 2001).

La mayoria de las enfermedades del cultivo de café son causados por hongos patdégenos y, menos
frecuente por bacterias y virus. Las plagas mas comunes del café son la broca del café
(Hypothenemus hampei), el minador de la hoja (Leucoptera coffella, que predomina en
Latinoamérica y Leucoptera caffeina, que se encuentra en paises productores de Africa),
cochinillas (Hemiptera: Pseudococcidae y Putoidae) y nematodos (Meloidogyne sp., Pratylenchus
sp., Helicotylenchus sp., Criconemella sp.); mientras que las enfermedades principales son la roya
del café (Hemileia vastatrix), marchitez del café (Corticium koleroga) y el mal rosado (Corticium

salmonicolor) (Ribeyre y Avelino, 2012; Gil et al., 2015; Pérez et al., 2017).

Las plagas y enfermedades del café reducen los rendimientos, por causar la muerte de las
plantaciones o por afectar negativamente la calidad del café. El impacto en la calidad puede ser
sanitario, fisico y organoléptico. Las cualidades fisicas y organolépticas son elementos que se

tienen en cuenta al establecer los precios del café (Perriot et al., 2006; Ribeyre y Avelino, 2012).

4.2 Mejoramiento genético de café

El mejoramiento genético de plantas inici6é con la domesticacion de las mismas bajo condiciones
controladas y la seleccion de aquellas capaces de proporcionar una mejor fuente de alimentos; su
objetivo es incrementar la produccion, resistencia a plagas y enfermedades, y la adaptacion a
ambientes especificos, regiones y usos, mediante la seleccion de variedades cultivadas localmente,
cruzadas entre si o con las de otras areas, 0 también con plantas silvestres que tengan los genes

deseados (Gutiérrez et al., 2003).
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En algunas especies obtener plantas mejoradas de manera convencional resulta dificil, por lo que

se utilizan otros métodos para producir variantes Utiles, tales como la seleccidon celular, la variacién

somaclonal y las mutaciones inducidas, entre otros (Gutiérrez et al., 2003).

Las principales vias por las cuales se han originado y domesticado las especies cultivadas son las
combinaciones de genes por medio de hibridaciones y mutaciones, estas Ultimas tanto en la
estructura (deleciones, inversiones, translocaciones, entre otros) como en el ndmero de

cromosomas (ploidia), ocurridas en forma natural y/o artificial (Gutiérrez et al., 2003).

Las especies con variantes genéticos producidos han sido seleccionados de acuerdo con las
necesidades y gustos del hombre a través de los afios; dando origen a cruzamientos naturales y
produciendo grandes cantidades de combinaciones génicas resultando nuevos tipos (Gutiérrez et

al., 2003).

4.2.1 Convencional

Existen mas de 124 especies del género Coffea (Davis, 2011), pero solo dos son cultivadas
comercialmente: Coffea arabica L. (2n=4x=44) y Coffea canephora var. Robusta (2n=2x=22)
(Villalta-Villalobos y Gatica-Arias, 2019; Wintgens, 2012). Todas las especies son
autoincompatibles, excepto Coffea arabica L., Coffea heterocalyx L. y Coffea anthonyi L. (Davis

et al., 2006).

C. arabica L. es alotetraploide autofértil (2n=4x=44), producto de la hibridacion espontanea entre
Coffea canephora Pierre (progenitor paterno) y Coffea eugenoides L. (progenitor materno)

(Lashermes et al., 1999; Mishra y Slater, 2012).
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El género Coffea presenta limitantes para su mejoramiento genético por los métodos

convencionales por su caracter perenne y diferencias en su nivel de ploidia e incompatibilidad;
puede llevar al menos 20 afios para tener un nuevo genotipo en el mercado. Ademas, existen
caracteristicas de importancia como resistencia a plagas o patdgenos, que no se encuentran
presentes en el germoplasma disponible (Campos et al. 2017; Villalta-Villalobos y Gatica-Arias,
2019). Etienne et al., (2002) y Melese (2016) mencionan que la obtencion de variedades élite

podria tomar mas de 30 afios mediante el mejoramiento clasico.

En C. arabica el mejoramiento genético convencional se ha enfocado a la hibridacion, seleccion
genealdgica y seleccidn por cruzas y retrocruzas interespecificas, con el fin de transferir resistencia
a patégenos y plagas, mejorar la adaptacion y el rendimiento del cultivo. Ademas, se ha utilizado
la introduccién y seleccion de plantas, cruzas artificiales con parentales seleccionados y ensayos

de mutagénesis y radiacion en semillas (Berthouly, 1997; Solano, 2001).

La variedad Colombia es un cultivar generado a partir de la variedad Caturra (Coffea arabica) y
el hibrido de Timor, seleccionados por atributos agrondmicos sobresalientes y buena calidad de la
bebida y el grano; con amplia adaptacion a las condiciones geogréficas; resistencia completa e
incompleta a la roya del cafeto; porte bajo; alta produccién; uniformidad fenotipica y buen
rendimiento, caracteristica por las cuales puede ser utilizada para mejorar el cultivo de café

(Alvarado-Alvarado y Puerta-Quintero, 2002).

4.3 Biotecnologia

La biotecnologia aporta herramientas que permiten romper las barreras fisicas, bioquimicas y
genéticas que interrumpen el buen funcionamiento de las hibridaciones normales por via sexual

(Gutiérrez et al., 2003).
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La biotecnologia vegetal ofrece varias posibilidades de aumentar la productividad y la

diversificacion; incluye técnicas de cultivo de tejidos de plantas, de biologia molecular avanzada
para la transformacién de plantas, analisis gendmico junto con diagndsticos de cria y enfermedades

de la planta (de los Santos-Briones y Hernandez-Sotomayor, 2006).

La variacion somaclonal y la induccion de mutaciones in vitro, son una fuente de variacion de la
que se pueden seleccionar caracteristicas agrondmicas de interés. Esta seleccion que es factible
realizar in vitro y/o ex vitro puede estar orientada a la adaptacion por medio de resistencia o
tolerancia a factores ambientales que permitan el cultivo masivo de la especie (Gutiérrez et al.,

2003).

La transformacion genética se ha convertido en una herramienta indispensable en el mejoramiento
genético de los cultivos es considerada como una extension de las tecnologias convencionales de
mejoramiento genético (Zhong, 2001); ofrece oportunidades para superar las barreras de
compatibilidad entre especies, para asi desarrollar fenotipos con rasgos deseados que no estan
disponibles en el germoplasma de las plantas de cultivo (Mishra y Slater, 2012). En café, las
principales aplicaciones de la técnica de ingenieria genética son introducir nuevos rasgos en
genotipos de élite, desarrollar nuevos cultivares con caracteristicas deseables como la resistencia
a plagas y enfermedades, resistencia a herbicidas, tolerancia a sequia y heladas, y mejorar la

calidad de la taza (Mishra y Slates, 2012).

Los marcadores moleculares se han utilizado en café para evaluar la diversidad genética de las
especies y construir mapas genéticos (De-Kochko et al., 2010); ademas, para la evaluacion de

introgresion, determinacion del modo de herencia de enfermedad y resistencia a plagas, evaluacion
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de la calidad de la bebida y el andlisis e identificacion de loci de rasgos cuantitativos (Melese,

2016).

La ingenieria genética de plantas posee ventajas como aumentar el rango de caracteres de interés
a transferir a las especies y modificar puntualmente a los organismos al integrar uno o pocos genes,
y no el genoma completo (De-Gluglielmo, 2009). En cafeé, la ingenieria genética se ha enfocado
en conocer la funcién, regulacion e interaccion de genes agronémicos importantes e introducir
nuevos rasgos en genotipos élite, desarrollar nuevos cultivares con rasgos deseables como
resistencia a plagas, patdgenos y herbicidas, tolerancia a sequia y heladas, y mejoramiento de la

calidad de taza (Fernandez et al., 2010).

La técnica de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRIPSR-Cas9, por sus siglas en inglés), es una de las nuevas tecnologias con potencial uso en
programas de mejoramiento genético vegetal no convencional. Esta permite el corte de una
molécula de ADN de manera precisa y controlada, logrando modificar la secuencia del genoma al

eliminar o insertar nuevo ADN (Ran et al., 2013).

4.4 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales se puede definir como un conjunto de técnicas que permiten el
cultivo en condiciones asépticas de dérganos, tejidos, células y protoplastos empleando medios

nutritivos artificiales (Castilla, 2005).

Su aplicacion permite la propagacién masiva de plantas, especialmente para especies de dificil
propagacion por otros métodos, o en vias de extincién; la clonacion de individuos de caracteristicas
agronémicas deseables durante todo el afio; la obtencion de plantas libres de patégenos; la

produccidén de semillas sintéticas; la conservacién de germoplasma; la obtencion de metabolitos
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secundarios; la produccion de nuevos hibridos; la mejora genética de plantas (incluyendo
obtencion de plantas transgénicas); la germinacion de semillas; la produccion de haploides;
estudios fisiologicos diversos; facilita la comercializacion de las especies vegetales (Calva y Pérez,

2005; Castilla, 2005).

Las rutas morfogenéticas para la obtener una planta a través del cultivo de tejido son organogénesis
[estructuras unipolares (tallos o raices)] y embriogénesis [formacion de embriones (vastago y raiz)
sin la union de gametos]; ambas rutas pueden ser de manera directa [sin la formacién de callo
(masa de células desorganizadas)] o indirecta (con la generacion de callo) (Calva y Pérez, 2005,

Jiménez, 2005).

4.5 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es una herramienta biotecnoldgica utilizada en la mejora de cultivos,
se puede definir como la produccion de un embrion a partir de una célula somatica sin fecundacion,
o0 bien, como el proceso por el cual las células del explante (porcion de la planta donante) cambian

su patrén de expresion y generan los embriones somaticos (de Feria et al., 2003).

Las células embriogénicas muestran dos caracteristicas importantes: son capaces de multiplicarse
(lo que permite la produccion masiva de células) y generar un nuevo individuo a partir de una sola

célula (totipotencia celular) (de Feria et al., 2003).

La embriogénesis somatica también es utilizada para investigar los eventos morfolégicos,
fisiolégicos, moleculares y bioquimicos que ocurren en plantas superiores; ademas de ser usada
para conservar genotipos de interés y/o aquellos que estan en peligro de extincion (Yang y Zhang,

2010; Quiroz-Figueroa et al., 2006)
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Las metodologias para inducir la embriogénesis somatica y el desarrollo posterior del embrion son

dependientes del genotipo, lo que conduce a un desarrollo casi empirico de protocolos especificos
para cada cultivar (Silva et al., 2015; de Rezende et al., 2011; Santana-Buzzy et al., 2007; Molina

et al., 2002).

El proceso de embriogénesis somatica para todas las especies se inicia al exponer los tejidos de las
plantas al estimulo correcto, generalmente por la presencia de reguladores del crecimiento en el
medio de cultivo, fundamentalmente de auxinas y citocininas (Campos et al., 2017; Yang y Zhang,

2010).

Los embriones formados por embriogénesis somatica pasan por las mismas etapas de desarrollo
que los embriones cigoticos: globular, corazon, torpedo y cotiledonar en dicotiledéneas y globular,
escutelar y coleoptilar en monocotiledéneas (Yang y Zhang, 2010; Etienne et al., 2013; Padua et

al., 2014).

La propagacion de plantas por embriogénesis somatica esta bien establecida en algunas especies
de café como Coffea arabica (Gatica-Arias et al., 2008; Menéndez-Yuffa et al., 2010; Bobadilla
et al., 2013; Workia et al., 2013; Georget et al., 2017) y Coffea canephora (Cevallos et al., 2002;

Ducos et al., 2007; Ducos et al., 2009; Gonzélez-Vega et al., 2010).

Los embriones somaticos se pueden obtener por dos vias, directa e indirecta; de manera directa los
embriones se generan directamente sobre el explante sin una fase previa de callo (masa de células
desorganizadas); mientras que por la via indirecta existe una fase previa a la formacion del embrién

donde se genera callo (Fehér et al., 2003; Jiménez, 2005; Yang y Zhang, 2010).
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La embriogénesis somatica directa se describe como un metodo de baja frecuencia, es decir, el

numero de embriones producidos es bajo; sin embargo, tiene la ventaja que se usa solo un medio
de cultivo y los embriones se obtienen en corto tiempo (aproximadamente 70 a 150 dias); mientras
que la via de regeneracion indirecta se considera un método de alta frecuencia ya que genera
embriones de manera masiva, se utilizan diversos medios de cultivo (induccion de callo,
multiplicacion de callo, diferenciacion, maduracion y germinacion de embriones) y el tiempo que
tarda para la produccion de embriones es de nueve a diez meses (Etienne, 2005; Loyola-Vargas et

al., 2016).

La via indirecta de la embriogénesis més utilizada consiste en suspender las células embriogénicas
en medios liquidos (células en suspensidn). Las suspensiones celulares ofrecen ventajas como
sistema de propagacion masiva de plantas por las altas tasas de multiplicacién, ademéas presentan
mayor homogeneidad en las condiciones de cultivo y la posibilidad de automatizacién (Hermoso-
Gallardo y Menéndez-Yuffa, 2000; Etienne, 2005; Simoes-Costa et al., 2009). La produccion de
plantas a gran escala ha sido posible por el uso de los sistemas automatizados para cultivar las
células. Uno de estos sistemas es el de inmersion temporal, en el cual el contacto de los explantes
con el medio de cultivo liquido se reduce a pocos minutos por dia, lo que permite eliminar
desordenes fisiolégicos ligados a la inmersion permanente propia de los biorreactores clasicos y
los matraces Erlenmeyer, incluyendo el desarrollo asincrénico de la poblacion de embriones,
anomalias morfologicas y heterogeneidad del tamafio (Etienne et al., 2002; Kumar et al., 2006;

Ducos et al., 2007).

Distintos autores afirman que la frecuencia embriogénica es mayor a partir de secciones foliares,
resaltando el dltimo par de hojas mas cercanas al apice de la rama como el que poseen mayor

potencial embriogénico (Lopez-Gdmez, 2010; Yangy Zhang, 2010). Las hojas utilizadas como
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explante inicial pueden provenir de vitroplantas o de plantas de invernadero; no obstante, se ha
reportado que las primeras ofrecen mayor nimero de embriones que las segundas (Van Boxtel y

Berthouly, 1996; Menéndez-Yuffa y Hermoso- Gallardo, 1998).

Para llevar a cabo la seleccion de las hojas que seran utilizadas como explante se deben tener en
cuenta varios parametros, como el estado fisiologico de la planta madre, la edad de la hoja
(inmadura, joven, madura), las condiciones ambientales donde se encuentra la planta madre, y la
época de afio en la que se recolectan las hojas (Molina et al., 2002; Santana et al., 2004; Lopez—

GOmez et al., 2010).

La induccion de embriogénesis somatica frecuentemente requiere de la combinacién de una auxina
y una citocinina (normalmente mayor concentracion de auxina); aunque es posible obtener
embriones somaticos con el uso de una citocinina solamente (Papanastasiou et al., 2008). Para el
desarrollo embrionario generalmente se disminuye o elimina la auxina del medio de cultivo (Padua

etal., 2014).

4.5.1 Maduracion, germinacion y conversion de embriones somaticos

Las metodologias para inducir la formacion, el desarrollo, maduracion y germinacion de
embriones somaticos son dependientes del genotipo (Santana-Buzzy et al., 2007). Los embriones
somaticos se pueden obtener por dos vias, directa e indirecta. En la via directa, los embriones se
forman directamente sobre el explante y de manera indirecta, primero se forma un callo
embriogénico (masa de células desorganizadas) y de este se generan los embriones (Yang y Zang,

2010).
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La forma de los embriones somaticos es normalmente mas irregular que los embriones cigoticos
debido a las condiciones fisicas y quimicas del cultivo in vitro (Bertrand et al., 2012; Etienne et
al., 2013). En dicotiledoneas, como el café, el desarrollo de los embriones se divide en cuatro
fases; globular, corazon, torpedo y cotiledonar (Etienne et al., 2013; Padua et al., 2014). La
metilacion del ADN aumenta en la etapa globular del desarrollo de los embriones (Bobadilla et
al., 2013). En café, se han identificado 14 proteinas relacionadas con las diferentes fases del
desarrollo embrionario durante la embriogénesis somatica, las mas abundantes son las relacionadas

con la produccioén de energia (Tonietto et al., 2012).

Una baja densidad celular beneficia la maduracion de embriones somaticos in vitro (Santana et al.,
2004; Etienne, 2005). La eficiencia de las fases de ontogénesis y maduracion del embrién es clave
para el éxito de la conversidn en plantas. Las tasas de conversion de embriones somaticos a plantas
mediante la micropropagacion siguen siendo bajas y requiere de mejoras para que pueda ser
rentable comercialmente (Etienne et al., 2013). El bajo vigor de las plantas somaéticas de café se
debe a la falta de acumulacion de sustancias de reservas al inicio del proceso de germinacion
(Etienne et al., 2013). Una alternativa para optimizar el proceso de conversion de embriones
somaticos a plantas es utilizar la alta plasticidad fenotipica de los embriones con respecto a ciertas
funciones fisiol6gicas como la fotosintesis para estimular la autotrofia durante los primeros pasos

de la germinacion (Etienne et al., 2013).
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CAPITULO I. TIPO DE CALLO Y PHYTAGEL EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA
INDIRECTA DE CAFE (Coffea arabica L. var. Colombia)

RESUMEN

El café es cultivo de relevancia mundial, son dos las principales especies cultivadas, Coffea
arabica y Coffea canephora. La embriogénesis somética indirecta representa una herramienta
biotecnoldgica importante para la regeneracion rapida y a gran escala de plantas de café; es la via
de regeneracion mas utilizada debido a la cantidad de embriones que se puede obtener. Las
caracteristicas de los callos obtenidos afectan su capacidad para regenerar embriones somaticos,
dichas caracteristicas pueden variar de acuerdo al genotipo. El objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto del tipo de callo (friable y compacto) y de la concentracion de phytagel en la
capacidad embriogénica de café (Coffea arabica L. var. Colombia). Se cultivaron segmentos de
hoja (explantes) en medio MS suplementado con 1 mg L de 2,4-D, 1 mg L de BAP, 109 mg L
! de sorbitol mas 2.3 0 5.0 g L de phytagel. La diferenciacion de embriones se llevo a cabo en un
medio de cultivo que contenia las sales Yasudaetal., 1.1mg L2 de BAPy23gL?052gL?tde
phytagel. Embriones en estado globular, corazon y torpedo inicial fueron colocados en un medio
de cultivo que contenia las sales Yasuda et al., 0.25 mg L™ de BAP y 0.25 mg L de AIA. Los
embriones en etapa cotiledonar fueron transferidos a frascos de 200 mL que contenian una mezcla
de vermiculita:perlita. Los explantes generaron dos tipos de callo con caracteristicas morfoldgicas
diferentes: friables y compactos, los callos friables eran de color beige y de facil disgregacion,
ademas estaban formados de células de parénquima con espacios intercelulares abundantes y
grandes, nucleos poco evidentes y vacuolas grandes. El callo compacto era de color blanco y de
dificil disgregacion, sus células eran alargadas, con cierto grado de organizacion, espacios

intercelulares pequefios y ntcleos evidentes. El nivel de phytagel (2.3 y 5.0 g L™%) y el tipo de callo
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(friable y compacto) de manera independiente no mostraron diferencias significativas en la

capacidad para formar embriones somaticos. El nUmero mas alto de embriones por gramo de callo
(127.47) se obtuvo cuando se combing el callo compacto con 5.0 g L™ de phytagel. El callo friable,

asi como el compacto tienen la capacidad para formar embriones somaticos en C. arabica.

Palabras clave: Callo friable, callo compacto, embriones somaticos, café
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TYPE OF CALLUS AND PHYTAGEL ON INDIRECT SOMATIC EMBRYOGENESIS

OF COFFEE (Coffea arabica L. var. Colombia)

ABSTRACT

Coffe is a crop of global importance, there are two main cultivated species, Coffea arabica and
Coffea canephora. Indirect somatic embryogenesis represents an important biotechnological tool
for rapid and large-scale regeneration of coffee plants; it is the most used propagation route due to
the amount of embryos that can be obtained. The characteristics of the calli obtained affect their
ability to regenerate somatic embryos, these characteristics may vary according to the genotype.
The objective of this investigation was to determine the effect of the type of callus (friable and
compact) and the concentration of phytagel on the embryogenic capacity of coffee (Coffea arabica
L. var. Colombia). Leaf segments (explants) were cultures on MS medium supplemented with 1
mg Lt 2,4-D, 1 mg L BAP, 109 mg L* sorbitol plus 2.3 or 5.0 g L™ phytagel. Embryo
differentiation was carried out on a culture medium containing Yasuda et al. salts, 1.1 mg L™* BAP
and 2.3 g L or 5.2 g L! phytagel. Globular, heart and initial torpedo embryos were placed in a
culture medium containing the Yasuda et al. salts, 0.25 mg L™ BAP and 0.25 mg L AIA. The
cotyledone embryos were transferred to 200 mL bottles containing a mixture of vermiculite:perlite.
The explants generated two types of callus with different morphological characteristics: friable
and compact, the friable calli were beige and easy to disintegrate, they were also formed of
parenchyma cells with abundant and large intercellular spaces, little evident nuclei and large
vacuoles. The compact calli were white and difficult to disintegrate, their cells were elongated,
with some degree of organization, small intercellular spaces and evident nuclei. The level of
phytagel (2.3 and 5.0 g L) and the type of callus (friable and compact) independently showed no

significant differences in the ability to form somatic embryos. The highest number of embryos per
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gram of callus (127.47) was obtained when the compact callus was combined with 5.0 g L

phytagel. The friable callus, as well as the compact have the ability to form somatic embryos in C.

arabica.

Key words: Friable callus, compact callus, somatic embryos, coffee
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1.1.  INTRODUCCION

El café es uno de los cultivos de importancia mundial debido a su valor comercial y agricola. Las
especies arabica (Coffea arabica) y robusta (Coffea canephora var. Robusta) son las mas
cultivadas y comercializadas, representan el 70 % y 30 % de la produccion mundial,

respectivamente (Davis, 2011; USDA, 2012; Wintgens, 2012).

El género Coffea L. presenta limitantes para su mejoramiento genético a través de programas
convencionales por su caracter perenne y diferencias en su nivel de ploidia e incompatibilidad;
puede llevar al menos 20 afios para tener un nuevo genotipo en el mercado. Ademas, existen
caracteristicas de importancia como resistencia a plagas o patdgenos, que no se encuentran
presentes en el germoplasma disponible (Campos et al. 2017; Villalta-Villalobos y Gatica-Arias,

2019).

La embriogénesis somatica es una herramienta biotecnolégica utilizada para la regeneracion rapida
y a gran escala de plantas de café; consiste en la produccion de embriones sin fecundacion a partir
de células somaticas (de Feria et al., 2003; Padua et al., 2014). La embriogénesis somatica indirecta
en el cultivo de café, es decir, la generacion de embriones somaticos pasando por una etapa previa
de callo, es la via de regeneracion mas utilizada en la actualidad debido a la cantidad de embriones

que se puede obtener (de Feria et al., 2003).

En café, el callo embriogénico derivado de explantes foliares es el mas utilizado en el proceso de
embriogénesis somatica (Ribas et al., 2011). Las caracteristicas del callo repercuten en la
capacidad de regeneracion de embriones somaticos, ya que las células embriogénicas deben ser
capaces de multiplicarse y ser competentes para formar embriones; dichas caracteristicas pueden

variar de acuerdo al genotipo (de Feria et al., 2003; Santana-Buzzy et al., 2007).
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Algunos autores clasifican los callos que se forman en café en embriogénicos y no embriogénicos
de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas y su capacidad para formar embriones (Padua et al.,
2014, Silva et al., 2015). La distincion entre callo embriogénico y no embriogénico se considera
relevante para mejor los protocolos de embriogénesis somatica (Fernandez-Da Silva y Menendéz-

Yuffa, 2006).

Por otro lado, el tipo de agente gelificante y las concentraciones a ser empleadas pueden ser tan
importante como la mezcla de nutrimentos (Lépez-Escamilla et al., 2016). El agente gelificante
puede afectar el potencial hidrico del medio permitiendo mayor o menor toma de agua y
nutrimentos por el tejido (explante), lo que se refleja en las caracteristicas fisioldgicas,

morfolégicas y morfogenéticas del explante (Chacén et al., 2000; Veitia et al., 2012).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto del tipo de callo y

de la concentracion de phytagel en la capacidad embriogénica de C. arabica var. Colombia.

1.2. MATERIALES Y METODOS
1.2.1. Desinfestacion

El primero y segundo par de hojas jovenes sanas y sin dafio obtenidas de plantas crecidas en el
invernadero, se sumergieron en una solucion fungicida al 0.1 % (Promyl®: metil-1-butil carbamoil-
2-bencimidazol carbamato) durante 15 minutos; posteriormente, éstas se colocaron en hipoclorito
de sodio (1.2 % de cloro activo) por 20 minutos, para después enjuagarlas con agua destilada

esterilizada.

CAPITULO |
31



@ ] Establecimiento de un Sistema de Produccién y Multiplicacién in vitro de Plantas de
Café (Coffea arabica L. var. Colombia). Consuelo Margarita Avila Victor. Tesis Doctoral. 2019

1.2.2.  Induccidn de callo embriogénico

Segmentos de 1 cm? (explantes) de las hojas previamente desinfestadas se colocaron en cajas Petri
de 90 x 15 mm que contenian 30 mL de los medios induccidn que consistian en las sales basales
de Murashige y Skoog (MS) (1962), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (1.0 mg L) y 6-
bencilaminopurina (BAP) (1.0 mg L), sorbitol (109 mg L™) y dos distintas concentraciones de
phytagel (2.3 g Ly 5.0 g L) (Cuadro 1.1). Los medios de cultivo fueron adicionados con 200
mg L de &cido ascdrbico, 100 mg L™ de 4cido citrico y 30 g L™* de sacarosa; el pH de los mismos
se ajustd 5.7 y fueron esterilizados en autoclave a 121 ° C durante 20 min. Los cultivos

permanecieron en una camara de crecimiento en oscuridad a 26 + 2 °C por dos meses.

Cuadro 1.1. Medios utilizados en la etapa de induccion de callo embriogénico en Coffea arabica

L. var. Colombia.

Medio Reguladores de crecimiento Phytagel

(mg L) (gL
2,4-D, 1.0

M1 2.3
BAP, 1.0
2,4-D, 1.0

M2 5.0
BAP, 1.0

2,4-D, acido 2,4-diclorofenoxiacético; BAP, 6-bencilaminopurina
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1.2.3. Diferenciacion (formacion) de los embriones sométicos

Los callos formados en los explantes cultivados en cada uno de los medios de induccion se clasificd
en friable (color beige y facil disgregacion) y compacto (color blanco y dificil disgregacion). Un
gramo de callo (friable o compacto) se colocé en cajas cajas Petri de 60 x 15 mm con 15 mL de
medio de diferenciacion, el cual contenia las sales basales de Yasuda et al. (1985), 1.1 mg L™ de
BAP, 30 g L™ de sacarosa, 2.3 g L 05.2 g L™ de phytagel. Los cultivos fueron incubados a 26 +
2 °C en oscuridad y después de cuatro meses se cuantificd nimero de embriones por gramo de

callo.

El experimento tuvo un disefio factorial completamente al azar con dos factores: concentracion de
phytagel (2) y tipo de callo (2), dando lugar a 4 tratamientos; cada tratamiento consté de 10

repeticiones y una repeticion consistié de una caja Petri con callo.

1.2.4. Andlisis estadistico

Para probar el efecto del nivel de phytagel (2.3 y 5.0 g L) y el tipo de callo (friable y compacto)
de manera independiente los datos se analizaron mediante la prueba de F para varianzas de dos
muestras; la diferencia entre las medias se compard mediante la prueba de “t de student” a un nivel
de significancia de 5 %. Para la combinacion de tipo de callo (friable y compacto) y phytagel (2.3
y 5.0 g L) los datos se procesaron utilizando un andlisis de varianza (ANOVA). Las medias de
los tratamientos fueron comparadas mediante una prueba de Tukey con un nivel de significancia

del 5%. Se utilizo el programa estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute, 2002).

1.2.5. Histologia

Callos embriogénicos friables y compactos fueron fijados en una mezcla de formaldehido 10 %,

acido acetico 5 %, etanol 52 %, agua 33 % (v/v); luego se deshidrataron con etanol al 30 %, 40 %,
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50 %, 70 %, 85 %, 100 % y alcohol etilico 50 %-xileno 50 %, xileno puro, para luego embeberse
en parafina. Cortes de 10 um de grosor se realizaron con un micrétomo de rotacion (American
Optical®, modelo Spencer 820, USA). Las muestras fueron tratadas con xileno (100 %), y etanol
al 50, 70 %, 85, y 100 % para eliminar la parafina; luego, se tifieron con O-safranina-verde fijo, se
infiltraron y se embebieron en resina sintética de acuerdo a la metodologia de Ldpez et al. (2005).
Las muestras se observaron con un microscopio optico Carl Zeiss® (Modelo Tessovar) y las

imagenes se captaron con una camara digital Paxcam®.

1.2.6. Desarrollo, germinacion y conversion de los embriones

Los embriones en estado globular, corazon y torpedo inicial fueron colocados en cajas Petri de 60
x 15 mm con 15 mL de medio de cultivo que contenia las sales basales de Yasuda et al., 5.2 g L
de phytagel, 30 g L de sacarosa, 0.25 mg L de BAP y 0.25 mg L de AIA (medio MG). Los
embriones en etapa cotiledonar fueron transferidos a frascos de 200 mL de capacidad que
contenian una mezcla de vermiculita:perlita (3:1, tamafio de particula de 0.5 mm); la mezcla de

sustratos fue humedecida con 30 mL del medio MG sin phytagel.

1.3. RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1. Nivel de phytagel

Los explantes cultivados en el medio de induccion generaron dos tipos de callo: friable y compacto,
los cuales mostraban caracteristicas morfoldgicas distintas, del total del callo generado 31.38 %
fue friable y 68.62 % compacto. Tanto los explantes que se cultivaron en los medios que contenian
2.3 como 5.2 g L™ de phytagel se generd callo compacto y friable; sin embargo, en el medio con
5.2 g L el porcentaje de explantes que formaron callos compactos fue de significativamente

mayor (82 %) (Cuadro 1.2).
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Cuadro 1.2. Efecto del phytagel en las caracteristicas de los callos generados a partir de explantes

de hoja de Coffea arabica var. Colombia.

Nivel de phytagel Tipo de callo Formacién de callo
(LY (%)

Friable 4491 Db

2.3
Compacto 55.09 b
Friable 17.84 ¢

5.0
Compacto 82.16 a

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (t de student a=0.05).

Por otro lado, el numero de embriones formados por gramo de callo no se vio significativamente
afectado por la concentracion de phytagel en el medio de cultivo (Cuadro 1.3). La embriogénesis
somatica se induce en las células cuando se exponen a estrés y/o alta concentracién de reguladores
de crecimiento, como se ha podido constatar por distintos autores quienes durante la embriogénesis
somatica detectaron la expresion de un gran nimero de genes asociados al estrés; en especies como
algodon (Gossypium hirsutum), zanahoria (Daucus carota), soya (Glycine max) (Fehér, 2015; Jin
et al., 2014); por lo tanto, las condiciones del medio de cultivo son determinantes en la formacion
de embriones sométicos. Aun cuando estadisticamente no hubo diferencias entre las dos
concentraciones de phytagel probadas, el nimero de embriones tendié a incrementarse conforme

aumento la concentracion de phytagel.
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Cuadro 1.3. Numero de embriones formados por gramo de callo de Coffea arabica var. Colombia

obtenido en distintas concentraciones de phytagel.

Nivel de phytagel Numero de embriones por gramo de callo
(gL?
2.3 4993 a
5.0 87.54 a

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (t de student a=0.05).

1.3.2. Tipo de callo

Los callos compactos al igual que los friables tuvieron capacidad para formar embriones, aun
cuando no se encontraron diferencias significativas en el nimero de embriones generados (por

gramo) por ambos tipos de callo (Cuadro 1.4).

Las células somaticas de los explantes cultivados in vitro bajo las condiciones apropiadas
comienzan a dividirse y producen una masa celular no organizada Ilamada callo, el cual esta

conformado por células con diversos grados de diferenciacion (Ikeuchi et al., 2013; Fehér, 2015).
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Cuadro 1.4. Numero de embriones generados por gramo de callo de Coffea arabica L var.
Colombia provenientes de diferentes tipos de callo (friable y compacto) después de 6 meses de

cultivo.

Tipo de callo Numero de embriones por gramo de callo
Friable 47.68 a
Compacto 85.81a

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (t de student a=0.05).

El callo inducido por heridas se deriva de varios tipos de células, que incluyen células vasculares,
corticales y de médula (lwase et al., 2011; Ikeuchi et al., 2013). Sugimoto et al. (2010)
demostraron que el callo no solo es resultado de la desdiferenciacion de células somaéticas, sino
también de la presencia de células madre que parecen existir alrededor los haces vasculares en
varios tipos de organos. Con base en lo anterior, se puede inferir que tanto en los callos friables
como en los compactos existen diferentes tipos de células y que algunas de ellas mantienen su

totipotencia, lo cual permite que en ambos tipos de callos se formen embriones somaticos.

1.3.3. Efecto de tratamientos (interaccion nivel de phytagel y tipo de callo)

Fue posible encontrar diferencias significativas entre los tratamientos probados con respecto al
numero de embriones que se formaron por gramo de callo. La mayor cantidad de embriones
somaticos (127.4) se obtuvo al utilizar 5.0 g L™ de phytagel y callo compacto y el nimero mas

bajo en la combinacidn del callo friable y 5.0 g L™ de phytagel (37.63) (Cuadro 1.5).
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Cuadro 1.5. Numero de embriones formados por gramo de callo de Coffea arabica var. Colombia

generados en distintos tratamientos después de seis meses de cultivo.

Nivel de phytagel Tipo de callo Numero de embriones por
(L™ gramo de callo

Friable 55.72 b

2.3
Compacto 44.15b
Friable 37.63b

5.0
Compacto 127.47 a

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

Los resultados obtenidos se pueden atribuirse por un lado a la concentraciéon de phytagel en el
medio de induccion de callo embriogénico, ya que el phytagel a altas concentraciones (5 g L™)
causa estrés osmotico, el estrés puede promover la formacion de embriones (Fehér, 2015). La
respuesta al estrés y la desdiferenciacion estan asociados con un estado celular transitorio
requerido para la extensa reprogramacion genética y el cambio de destino celular (Grafi et al.,
2011). Los distintos tipos de estrés (abidticos y biodticos) pueden alterar la expresion de genes
(modulacién dindmica) involucrados en la metilacion del ADN (Luo et al., 2012). Asimismo, la
respuesta observada, pudo deberse también al tipo de células que conformaban ambos tipos de
callo, ya que aun cuando los callos friables también regeneraron embriones cuando se cultivaron

en 5.0 g L de phytagel, la respuesta fue menor que cuando se utilizo el callo compacto.
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La fase de induccion en la embriogénesis somatica tiene por objetivo que las células del explante
adquieran competencia embriogénica, para lograrlo es necesario una reprogramacion de la
expresion génica seguida de un crecimiento polarizado de las células (Corredoira et al., 2019). Se
puede inferir que la presencia de reguladores de crecimiento como el 2,4-D, altas concentraciones
de phytagel y las condiciones de cultivo in vitro per se contribuyeron significativamente a la

adquisicion de competencia embriogénica de las células somaticas de C. arabica.

1.3.4. Analisis histologico del callo embriogénico

Después de 60 dias de cultivo en el medio de induccién de callo, los explantes comenzaron a
formar en la periferia y en la nervadura central dos tipos de callo: friable de consistencia acuosa,
de color beige y facil disgregacion (Figura 1.1a, b). Este tipo de callo presentaba células de
parénquima poliédricas, con espacios intercelulares abundantes y grandes, nucleos poco evidentes

y vacuolas grandes (Figura 1.1e).

El callo compacto por su parte, era blanco y dificil de disgregar; dicho callo estaba conformado
basicamente de células de parénguima, alargadas, con cierto grado de organizacion, con espacios

intercelulares pequefios y nucleos poco evidentes (Figura 1.1f).

Aun cuando en un inicio ambos tipos de callo eran visualmente muy diferentes, después de que
fueron subcultivados en el medio de diferenciacién (dos meses), tanto los callos friables como los
compactos perdieron turgencia, se tornaron de color café oscuro y comenzaron a formar estructuras
nodulares (masas proembriogénicas), las cuales posteriormente dieron lugar a embriones

somaticos (Figura 1.1c-f).

CAPITULO |
39



@ ] Establecimiento de un Sistema de Produccién y Multiplicacién in vitro de Plantas de
Café (Coffea arabica L. var. Colombia). Consuelo Margarita Avila Victor. Tesis Doctoral. 2019

Dichas masas proembriogénicas estaban constituidas de células pequefias e isodiamétricas, con
nucleos grandes, espacios intercelulares escasos, que se dividian activamente (Figura 1.1e-f), tal
como lo observaron otros autores en cultivos embriogénicos de C. arabica cvs. Caturra, Catuai y

Catiguéa (Gatica-Arias et al., 2008; Padua et al., 2014; Silva et al., 2015).

Las masas proembriogénicas al principio tenian coloracion cremosa pero conforme transcurri el
tiempo de cultivo también se oscurecieron (Figura 1.1c, d). El oscurecimiento de los callos y de

las masas proembriogénicas se atribuye a la presencia de compuestos fenolicos (Figura 1.1e, f).

La presencia de estructuras nodulares y el oscurecimiento de las mismas marcaron el inici6 de la
formacion de embriones somaticos, ya que los callos que no presentaron estas caracteristicas no

formaron embriones.

Los resultados parecen indicar que para que ocurra la formacion de embriones somaticos es
necesario que las células pierdan agua y produzcan compuestos fenolicos. Al respecto, Martins et
al. (2016) observaron que en Arbutus unedo y Allagopappus canariensis el oscurecimiento del

explante y del callo fue un pre-requisito para la formacion de embriones somaticos.

Los resultados obtenidos permiten inferir que la presencia de fenoles y el estrés estan asociados a
la adquisicion de la capacidad embriogénica de las células de C. arabica var. Colombia. De la
misma manera, este estudio permitié confirmar que las estructuras que se originaron tanto de los

callos compactos como de los friables son embriones somaticos (Figura 1.1g-h).
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A diferencia de lo reportado por otros autores, los callos friables y compactos de C. arabica var.
Colombia obtenidos bajo las condiciones de cultivo probadas en la presente investigacion,
mostraron capacidad para formar embriones somaticos (Gatica-Arias et al., 2008; Padua et al.,
2014; Silva et al., 2015). Lo anterior permite utilizar todo el material vegetal (callo) que se genera
en la fase de induccion, reduciendo el tiempo y mano de obra requeridos para la seleccion de los

callos embriogénicos.

1.3.5. Desarrollo, germinacién y conversion de los embriones

Cuarenta y ocho por ciento de los embriones en estado globular, corazén y torpedo inicial que se
cultivaron en el medio Yasuda et al. adicionado con partes iguales de BAP y AlA, llegaron a la
etapa cotiledonar. Asimismo, 23.4 % de los embriones que alcanzaron la etapa cotiledonar
germinaron y se convirtieron en plantas, mismas que lograron adaptarse a las condiciones de

invernadero (Figura 1.2).
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Figura 1.1. Tipos de callo embriogénico en Coffea arabica L. var. Colombia. (a) Callo friable a
las ocho semanas de cultivo. (b) Callo compacto dos meses después de la siembra. (c) Formacion
de masas proembriogénicas en callo friable. (d) Callo compacto con masas proembriogénicas. (e)
Histologia de callo friable. (f) Histologia de callo compacto. (g) Formacidn de embriones a los seis
meses de cultivo a partir de callo friable. (h) Embriones formados en callo embriogénico después
de seis meses de cultivo. cf: callo friable, cc: callo compacto, mpe: masas proembriogénicas; f:

fenoles; e: embriones.
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Figura 1.2. Plantas de Coffea arabica L. var. Colombia regeneradas por embriogénesis somatica

indirecta.

1.4. CONCLUSIONES

El phytagel a altas concentraciones puede promover la formacion de embriones somaticos en C.
arabica var. Colombia. El estrés y la produccion de fenoles estan estrechamente relacionados con
la capacidad de las células para formar embriones. Las células de los callos friables asi como las
de los compactos poseen capacidad embriogénica, por lo que es factible el uso de ambos tipos en

los protocolos de regeneracion de plantas por embriogénesis somatica.
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CAPITULO II. PROPAGACION IN VITRO DE PLANTAS DE CAFE (Coffea arabica
L. var. Colombia) MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA INDIRECTA

RESUMEN

Coffea arabica L. es uno de los genotipos de café mas importantes a nivel comercial. La
embriogénesis somatica constituye una herramienta biotecnologica que ha permitido la
propagacion masiva de diferentes genotipos de café; sin embargo, la regeneracion de plantas in
vitro depende del genotipo. El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo para la
propagacion in vitro de plantas de café var. Colombia mediante embriogénesis somatica a partir
de explantes foliares. EI medio de induccion que contenia las sales basales de Murashige y Skoog
(MS) suplementado con 2 mg L™ de 2,4-D, 0.2 mg L de BAP y 2.3 g L de phytagel indujo a
que 90 % de los explantes formaran callos embriogénicos. La acumulacion de biomasa fresca de
callo en la fase multiplicacion fue mayor (18.9 g) cuando no se realizaron subcultivos y los
matraces que los contenian se colocaron inclinados en el agitador; el tamafio del matraz utilizado
no influy6 significativamente el peso fresco del callo. EI mayor nimero de embriones por gramo
de callo (118.74) se formd en los callos obtenidos con 0.5 mg L™ de 2,4-D, 1.1 mg L de BAP y
5.0 g L de phytagel. EI medio de desarrollo que contenia 0.25 mg L™ de BAP, 0.25 mg L™ de
AIA y 5.0 g L de phytagel indujo a que 51 % de los embriones globulares alcanzaran la etapa
cotiledonar. Cultivar los embriones en una mezcla de perlita:vermiculita permitio que 21 % de

éstos se convirtieran en plantas.

Palabras clave: Café, embriones somaticos, propagacion in vitro, cultivo de tejidos
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IN VITRO PROPAGATION OF COFFEE PLANTS (Coffea arabica L. var. Colombia) BY

INDIRECT SOMATIC EMBRYOGENESIS

ABSTRACT

The species Coffea arabica L. is one of the most important commercial coffee genotypes. Somatic
embryogenesis is a biotechnological tool that has allowed the mass propagation of different coffee
genotypes; however, in vitro plant regeneration depends on the genotype. The objective of this
research was to establish a protocol for the in vitro plant propagation of coffee var. Colombia by
somatic embryogenesis from leaf explants. The induction medium containing the basal salts of
Murashige and Skoog (MS), supplemented with 2 mg L 2,4-D, 0.2 mg L™ BAP and 2.3 g L™
phytagel, induced that 90 % of the explants form embryogenic calli. The accumulation of fresh
biomass of callus in the multiplication phase was higher (18.9 g) when subcultures were not carried
out and the flasks containing them were placed inclined in the agitator; the size of the flask did not
influenced the fresh callus weight. The highest number of embryos per gram of callus (118.74)
was formed in the calli obtained with 0.5 mg L™ 2,4-D, 1.1 mg L™ BAP and 5.0 g L™ phytagel.
The development medium containing 0.25 mg Lt BAP, 0.25 mg L™ IAA and 5.0 g L phytagel
induced 51 % of the globular embryos to reach the cotyledon stage. Cultivating the embryos in a

perlite:vermiculite mixture allowed 21% of these to be converted into plants.

Key words: Coffee, somatic embryos, in vitro propagation, tissue culture
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2.1. INTRODUCCION

El café es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial, las especies arabica (Coffea
arabica) y robusta (Coffea canephora var. Robusta) representan 70 % y 30 % de la produccion

global, respectivamente (Davis, 2011; Wintgens, 2012; USDA, 2012).

En Meéxico el cultivo de café contribuye con 0.66 % al producto interno bruto (SIAP, 2018). En
los ultimos afios la produccion de café se ha visto afectada por la roya del café, enfermedad causada
por el hongo Hemileia vastatrix, considerada la mas devastadora para el cultivo (SADER, 2018).
La incidencia de esta enfermedad provoco que de los 4.5 millones de sacos (de 60 kg) que se

producian en 2011, solo se produjeran 2.2 millones de sacos en 2016 (USDA, 2016).

En 2015, la SAGARPA implement6 el Plan Integral de Atencién al Café (PIAC), cuyo objetivo es
alcanzar una produccion de 4.5 millones de sacos. Para cumplir con tal objetivo, dicho programa
tiene como meta renovar 300,000 hectareas de plantaciones en los préximos afios, para lo cual se

requeriran alrededor de 459 millones de plantas (USDA, 2017).

Una alternativa para mejorar la produccion de café, asi como reforzar una agricultura rentable,
sostenible y amigable con el ambiente, es renovar las plantaciones con variedades resistentes a
plagas o enfermedades (USDA, 2017). Colombia es una variedad compuesta derivada de la
variedad Caturra (Coffea arabica) y el hibrido de Timor. Esta variedad ademas de ser resistente a
la roya, tiene altos estandares de calidad de taza y de grano, porte bajo, alta produccion,
uniformidad fenotipica, adaptabilidad y buen rendimiento, por lo tanto, puede ser utilizada para

mejorar el cultivo de café (Alvarado-Alvarado y Puerta-Quintero, 2002).

Herramientas biotecnoldgicas como la micropropagacién mediante embriogénesis somatica han

sido utilizadas en el mejoramiento de café por proporcionar resultados practicos, ya que permite
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producir plantas de cultivares selectos en forma masiva a partir de células somaticas (de Feria et
al., 2003; Gatica-Arias et al., 2008; Menéndez-Yuffa et al., 2010; Etienne et al., 2012; Georget et

al., 2017).

Aun cuando, se han desarrollado protocolos para la produccion de embriones somaticos en
distintas variedades de café (Molina et al., 2002; Ducos et al., 2007; Etienne et al., 2013), las
metodologias para inducir la embriogénesis somatica dependen del genotipo, por lo que es
necesario definir las condiciones de cultivo in vitro para cada cultivar (Santana-Buzzy et al., 2007).
Por lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo desarrollar un protocolo que permita

regenerar plantas de Coffea arabica L. var. Colombia mediante embriogénesis somaética.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Desinfestacion

El primero y segundo par de hojas jovenes sanas y sin dafio obtenidas de plantas crecidas en el
invernadero, se sumergieron en una solucion fungicida al 0.1 % (Promyl®: metil-1-butil carbamoil-
2-bencimidazol carbamato) durante 15 minutos; posteriormente, éstas se colocaron en hipoclorito
de sodio (1.2 % de cloro activo) por 20 minutos, para después enjuagarlas con agua destilada

esterilizada.

2.2.2.  Induccion de callo embriogénico

Segmentos de 1 cm? (explantes) obtenidos de las hojas previamente desinfestadas se colocaron en
cajas Petri de 90 x 15 mm que contenian 30 mL de medio basal de Murashige y Skoog (MS) (1962)
(medio de induccion) que contenia seis distintas combinaciones de reguladores de crecimiento y

dos niveles de phytagel (Cuadro 2.1). Los medios de cultivo fueron adicionados con 200 mg L
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de 4cido ascorbico, 100 mg L* de 4cido citrico y 30 g L de sacarosa; el pH de los mismos se

ajustd 5.7 y fueron esterilizados en autoclave a 121 ° C durante 20 min.

Los cultivos permanecieron en una camara de crecimiento en oscuridad a 26 + 2 °C y después de
dos meses se evalud el porcentaje de explantes que generaron callo y la cantidad de éste que formo
cada explante. Para evaluar la cantidad de callo se utilizé la siguiente escala considerando el area
del explante cubierta con callo: 1: 0-20 %; 2: 21-40 %; 3: 41-60 %; 4: 61-80 %, 5: 81-100 %. El
experimento para la induccion de callo tuvo un arreglo factorial con dos factores: combinacion
hormonal (3) y concentracion de phytagel (2), dando lugar a seis tratamientos. Cada tratamiento
estuvo conformado de diez repeticiones y una repeticion consistio de una caja Petri con seis

explantes.

2.2.3.  Multiplicacion de los callos embriogénicos

Un gramo de callo se colocd en matraces de 250 mL con 100 mL de medio MS al 100 %
suplementado con 1 mg L de 2,4-D, 1 mg L de BAP y 30 g L de sacarosa; asimismo, 0.5
gramos fueron colocados en matraces de 125 mL con 50 mL de medio. Los matraces se pusieron

en un agitador orbital (Thomas Scientific®) a 110 rpm en oscuridad.

Para evaluar el incremento en biomasa de los callos se probaron tres condiciones de cultivo: la
primera consistié en colocar los callos en matraces de 250 mL y 125 mL y subcultivarlos cada
cuatro semanas durante tres meses en posicion vertical en un agitador orbital. En la segunda y
tercera condicién de cultivos, el callo se cultivd en matraces de 250 mL y 125 mL sin realizar
subcultivos, después de tres meses se registro el peso del callo. La diferencia entre la segunda y
tercera condicidn consistio en colocar los matraces en el agitador en posicion vertical o inclinada

(30° aproximadamente), respectivamente.
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Cuadro 2.1. Tratamientos utilizados en la etapa de induccién de callo embriogénico.

Tratamiento Reguladores de crecimiento Phytagel

(mg L) (gL
2,4-D, 0.5

T1 2.3
BAP, 1.1
2,4-D, 0.5

T2 5.0
BAP, 1.1
2,4-D, 1.0

T3 2.3
BAP, 1.0
2,4-D, 1.0

T4 5.0
BAP, 1.0
2,4-D, 2.0

T5 2.3
BAP, 0.20
2,4-D, 2.0

T6 5.0
BAP, 0.20

2,4-D, &cido 2,4-diclorofenoxiacético; BAP, 6-bencilaminopurina
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Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres tratamientos y 10 repeticiones,

se considerd un matraz como una repeticion.

2.2.4. Diferenciacion (formacion) de los embriones somaticos

El callo formado en cada uno de los medios de induccidn se separé y se colocé en cajas Petri de
60 x 15 mm con 15 mL de medio de diferenciacion, el cual contenia las sales basales de Yasuda
etal. (1985), 1.1 mg L™ de BAP, 5.2 g L™ de phytagel y 30 g L™ de sacarosa. Los cultivos fueron
incubados a 26 + 2 °C en oscuridad y después de cuatro meses se cuantificé nimero de embriones

por gramo de callo.

El experimento tuvo un arreglo factorial con dos factores: combinacién de reguladores de
crecimiento del medio de induccion (3) y concentracion de phytagel (2) dando lugar a seis
tratamientos; cada tratamiento constd de 10 repeticiones y una repeticién se conformo por una caja

Petri con callo.

2.2.5. Desarrollo y maduracion de los embriones

Los embriones en estado globular, corazon y torpedo inicial fueron colocados en cajas Petri de 60
x 15 mm con 15 mL de dos medios de cultivo elaborados con las sales basales de Yasuda et al.
(1985), 5.2 g L* de phytagel, 30 g L* de sacarosa mas 0.5 mg L de cinetina'y 0.5 mg L™ de 4cido
indolacético (AIA) (medio MD1) 0 0.25 mg L™ de BAP y 0.25 mg L™ de AIA (medio MD2). El
numero de embriones en etapa cotiledonar se evalud después de cuatro semanas. Se utilizd un
disefio experimental completamente al azar con dos tratamientos. Cada tratamiento (medio de
cultivo) constd de 15 repeticiones considerando como unidad experimental una caja Petri con 10

embriones.

CAPITULO Il
53



@ ] Establecimiento de un Sistema de Produccion y Multiplicacién in vitro de Plantas de
Café (Coffea arabica L. var. Colombia). Consuelo Margarita Avila Victor. Tesis Doctoral. 2019

2.2.6. Conversion

Los embriones en etapa cotiledonar fueron transferidos a frascos de 200 mL de capacidad que
contenian 30 mL de medio MS al 50 %, 2.3 g L™ de phytagel y 20 g L™ de sacarosa o una mezcla
de vermiculita:perlita (3:1, tamafio de particula de 0.5 mm); dicha la mezcla fue humedecida con
30 mL del medio antes descrito sin agar . Los cultivos permanecieron a 26 + 2 °C y 16 horas de
luz blanca fria fluorescente (60 pmol m2 s1). Después de dos meses se contabilizd el nimero de
embriones que lograron convertirse en plantas. El disefio experimental fue uno completamente al
azar con dos tratamientos y 10 repeticiones; un frasco con 10 embriones se consideré como una

unidad experimental.

2.2.7. Anélisis estadistico

Los datos se procesaron estadisticamente utilizando un analisis de varianza (ANOVA); las medias
de los tratamientos fueron comparadas mediante una prueba de Tukey con un nivel de significancia

del 5 %. Se utilizé el programa estadistico SAS versidn 9.0 (SAS Institute, 2002).

2.2.8. Histologia

Callos embriogénicos en distintas etapas de desarrollo fueron fijados en una mezcla de
formaldehido 10 %, acido acético 5 %, etanol 52 %, agua 33 % (v/v); luego se deshidrataron con
una serie de etanoles (30, 40, 50, 70, 85, 100 %) y xilenos (alcohol etilico 50 %-xileno 50 %,
xileno puro) y se embebieron en parafina. Cortes de 10 um de grosor se realizaron con un
micrétomo de rotacion (American Optical®, modelo Spencer 820, USA). Las muestras fueron
tratadas con xileno (100 %), y una serie de alcoholes (etanol 50 %, 70 %, 85 %, 100 %) para
eliminar la parafina; luego se tifieron con O-safranina-verde fijo y se infiltraron y se embebieron

en resina sintética (LOpez etal., 2005). Las muestras fueron observadas con ayuda de un
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microscopio optico Carl Zeiss® (Modelo Tessovar) y las imagenes se captaron con una camara

digital Paxcam®.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1.  Induccion de callo embriogénico
2.3.1.1. Efecto de la combinacién de reguladores de crecimiento

El porcentaje de explantes que generaron callo no se vio significativamente afectado por la
combinacion de reguladores de crecimiento del medio de cultivo; més de 75 % de los explantes
formaron callo en las tres combinaciones de reguladores de crecimiento probadas (2,4-D, 0.5 mg
L1yBAP, 1.12mg L*%; 2,4-D,1.0mg Lty BAP, 1.0 mg L?; 2,4-D, 2.0 mg L1y BAP, 0.2 mg L
1) después de dos meses de cultivo (Cuadro 2.2). Al respecto, Workia et al. (2013) encontraron
que el mayor porcentaje explantes con callo (96 %) se logré cuando los explantes del hibrido de
café (Coffea arabica) “Ababuna” se cultivaron en un medio MS adicionado con 1.0 mg L de 2,4-
Dy 2.0 mg L'* de BAP durante 90 dias. Asimismo, 87 % y 67 % de los explantes de las variedades
Caturra y Catuai, respectivamente, formaron callo en presencia de 6-furfurilaminopurina (cinetina)
(4 mg LYy 2,4-D (1 mg L) después de cuatro meses (Gatica-Arias et al., 2008). Los resultados
observados indican que las combinaciones de reguladores utilizadas pueden promover la
formacion de callo en la variedad Colombia en menor tiempo que el reportado para otros genotipos

de café.
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Cuadro 2.2. Formacién de callo en los explantes de hoja de Coffea arabica var. Colombia
expuestos a distintas combinaciones de reguladores de crecimiento, después de dos meses de

tratamiento.

Combinacién de reguladores de Explantes con callo ~Cantidad de callo
crecimiento (%)
(mg LD
2,4-D,0.5; BAP, 1.1 84.29 a 1.02b
2,4-D, 1.0; BAP, 1.0 76.63 a 1.17a
2,4-D, 2.0; BAP, 0.2 87.42a 1.20a

~Area del explante cubierta con callo: 1: 0-20 %; 2: 21-40 %:; 3: 41-60 %; 4: 61-80 %, 5: 81—

100 %. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).

La induccion de callos embriogénicos esta estrechamente relacionada con la concentracion de
reguladores de crecimiento y el tiempo de exposicion a los mismos (Yang y Zhang, 2010). El tipo
de regulador de crecimiento, la concentracion optima y el tiempo de exposicion que promueva la
embriogénesis somatica depende del genotipo, el tipo de explante y su estado de desarrollo (Silva

etal., 2015).
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Por otro lado, la mayor cantidad de callo se obtuvo al utilizar 2,4-D, 1.0 mg Lt y BAP, 1.0 mg L
102,4-D,2.0mg Ly BAP, 0.2 mg L (0-20 %) (Cuadro 2.2); es decir, en ambos tratamientos
estuvo presente el 2,4-D en igual o mayor cantidad que la citocinina (Bobadilla et al., 2013; Workia
et al., 2013; Lopez-Gdmez et al., 2010). El 2,4-D es un herbicida que en bajas concentraciones
puede promover la embriogénesis somatica; este compuesto ademas de funcionar como auxina es
un inductor de estrés, caracteristicas que contribuyen a su eficacia como inductor de la
embriogénesis somatica (Song, 2014). La presencia de 2,4-D en el medio de cultivo conduce a la
reprogramacién gendémica en las células sométicas y de cientos de genes requeridos

especificamente para la adquisicién de la competencia embriogénica (Karami y Saidi, 2010).

2.3.1.2. Efecto de la concentracion de phytagel

La concentracion de phytagel mostro efecto significativo tanto en el porcentaje de explantes que
formaron callo como en la cantidad de callo producido. EI mayor porcentaje (90 %) de explantes
que formaron callo y la mayor cantidad de callo (0-20 %) se observé en aquellos cultivados en
presencia de 2.3 g L™ de phytagel (Cuadro 2.3). El hecho de que en la concentracion mas baja de
phytagel se formara la mayor cantidad de callo, podria indicar que la desdiferenciacion y division

celular ocurre de manera mas eficiente cuando hay mas agua libre en el medio.
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Cuadro 2.3. Respuesta de los explantes de hoja de Coffea arabica var. Colombia a distintas

concentraciones de phytagel despues de dos meses de cultivo.

Concentracion de phytagel Explantes con callo - Cantidad de callo
(LY (%)
2.3 90.00 a 1.20a
5.0 77.04b 1.06 b

“Area del explante cubierta con callo: 1: 0-20 %; 2: 21-40 %; 3: 41-60 %; 4: 61-80 %, 5: 81—

100 %. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

2.3.1.3. Efecto de la interaccion combinacién hormonal y phytagel (tratamientos)

Con excepcion del tratamiento T4 (2,4-D, 1.0 mg L!; BAP, 1.0 mg L%; phytagel, 5.0 g L), todos
los tratamientos probados promovieron la formacién de callo en mas del 75 % de los explantes; en
tanto que la mayor cantidad de callo se observo en los explantes cultivados en la combinacion de
2.0mg Lt de 2,4-D, 0.2 mg L de BAPy 2.3 g L de phytagel (T5) (Cuadro 2.4). Los resultados
muestran que la capacidad de los explantes para formar callo tiende a reducirse conforme se
incrementa la concentracién de phytagel; asimismo, indican que la combinacién de reguladores y
de phytagel que conforman el tratamiento T5 pueden ser utilizados para lograr que un mayor

numero de explantes produzcan callo embriogénico en mayor cantidad.
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Cuadro 2.4. Respuesta de los explantes de hoja de Coffea arabica var. Colombia a distintas

concentraciones de reguladores de crecimiento y phytagel después de dos meses de tratamiento.

Tratamiento Explantes con callo ~Cantidad de callo

(%)

T1:2,4-D,05mg L*; BAP, 1.1 mg L;

90.00 a 1.03 bc
phytagel, 2.3 g L?
T2:2,4-D,05mg L?; BAP, 1.1 mg L;
75.74 ab 1.00c
phytagel, 5.0 g L
T3:2,4-D,1.0mg L*; BAP, 1.0 mg L%;
90.00 a 1.20b
phytagel, 2.3 g L
T4:2,4-D,1.0mg L*; BAP, 1.0 mg L%;
69.00 b 1.15 bc
phytagel, 5.0 g L
T5:2,4-D,20mg L*; BAP, 0.2 mg L%;
90.00 a 1.38 a
phytagel, 2.3 g L?
T6: 2,4-D, 20 mg L*; BAP, 0.2 mg L%;
85.05a 1.03 bc

phytagel, 5.0 g L

“Area del explante cubierta con callo: 1: 0-20 %; 2: 21-40 %; 3: 41-60 %; 4: 61-80 %, 5: 81—

100 %. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).
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2.3.2. Multiplicacion de callo embriogénico

No se encontraron diferencias significativas en la acumulacion de biomasa al utilizar matraces de
250 mL (9.67 g) o de 125 mL (6.18 g). Probablemente el tamafio del matraz no tuvo efecto
significativo en esta variable debido a que la cantidad inicial de células fue proporcional al

volumen de medio y del matraz.

Por otro lado, fue posible observar diferencias significativas por efecto de la posicion del matraz
y el tiempo de subcultivo de los callos del cultivar Colombia. De esta forma los callos cultivados
en los matraces (250 y 125 mL) con inclinacién y sin subcultivar durante tres meses incrementaron
su biomasa 18.9 veces (18.9 g), el maximo peso fresco acumulado en los distintos tratamientos
probados. En contraste, los callos que se cultivaron en posicion vertical y no se subcultivaron, solo
aumentaron su peso cinco veces (Cuadro 2.5). Gatica-Arias et al. (2008) obtuvieron 1.4 g de peso
fresco de callo de C. arabica L. cv. Catuai a partir de 250 mg de peso fresco de callo cultivado en
matraces Erlenmeyer de 125 mL con 25 mL de medio liquido, durante cuatro semanas en
oscuridad. Asimismo, de Rezende et al. (2012) observaron que los callos del Clon 3 [Siriema (C.
racemosa x C. arabica)] cultivados en las sales MS al 50 %, 1.1 mg L de 2,4-D, 1.0 mg L de
IBA 'y 2.0 mg L de 2iP durante 63 dias (con subcultivo cada 21 dias), aumentaron su peso fresco
7 siete veces, mientras que los del Clon 28 (cruza de Red Catuai IAC 44 x Timor Hybrid CIFC

2750) incrementaron su biomasa 9.8 veces, bajo las mismas condiciones de cultivo.

En general cuando las células permanecen en suspensién, la absorcion y utilizacion de los
nutrimentos, reguladores de crecimiento y el agua es mayor que cuando se cultivan en medios
semisolidos (Gatica-Arias et al., 2008). No obstante, en un cultivo liquido pueden darse

condiciones anaerobicas debido a que el oxigeno se difunde con menor facilidad, lo que causa que
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el nivel de oxigeno en el tejido se reduzca y con ello la acumulacion de biomasa sea menor (Curtis,

2005).

Cuadro 2.5. Biomasa producida por los callos embriogénicos de Coffea arabica L. var. Colombia

durante la fase de multiplicacion.

Posicion del matraz-subcultivo Biomasa
(9)
Inclinado-sin 18.94 a
Vertical-sin 517b
Vertical-con 1.27b

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

En contraste cuando los matraces permanecieron inclinados, las células solo estuvieron sumergidas
temporalmente en el medio de cultivo, lo que pudo haber permitido que el oxigeno presente en el
matraz estuviera mas disponible para éstas, promoviendo que su metabolismo y crecimiento se

diera de manera Optima (de Feria et al., 2003).

Los resultados obtenidos en la presente investigacién muestran que los nutrimentos del medio de
cultivo soportaron el crecimiento de los callos durante tres meses sin tener que renovarlo, lo que
permite ahorrar insumos, mano de obra, reducir el riesgo de contaminacion, asi como la
probabilidad de que ocurra variacién somaclonal (Bobadilla et al., 2015). Mantener los matraces
en posicidn inclinada puede ser una alternativa para la multiplicacion exitosa de los cultivos

embriogénicos de café.
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2.3.3. Diferenciacion (formacion) de los embriones sométicos

2.3.3.1. Efecto la combinacion de reguladores de crecimiento

El andlisis de los resultados mostro diferencias significativas en el nimero de embriones formados
por gramo de callo, los callos generados en la combinacion de 0.5 mg L de 24-Dy 1.1 mg L*
de BAP formaron el mayor nimero de embriones por gramo de peso fresco (78.8) después de
subcultivarlos en un medio con 1.0 mg L de BAP (Cuadro 2.6). Al respecto, Workia et al. (2013)
obtuvieron 58 embriones el hibrido “Ababuna” de Coffea arabica L., generado en 1.0 mg L de

2,4-D y 1.0 mg L't de BAP, y cultivado durante seis meses en presencia de 4 mg L™ de BAP.

Cuadro 2.6. Namero de embriones formados por los callos de Coffea arabica var. Colombia

obtenidos en distintas combinaciones de reguladores de crecimiento.

Combinacién de reguladores de Numero de embriones por
crecimiento gramo de callo
(mg L)
2,4-D, 0.5; BAP, 1.1 78.18 a
2,4-D, 1.0; BAP, 1.0 18.13 b
2,4-D, 2.0; BAP, 0.2 24.97 b

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).
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Aunque las auxinas son esenciales para la etapa de induccién pueden afectar de manera negativa

la diferenciacion de los embriones. Por esta razon después de la etapa de induccién o
multiplicacion, se recomienda omitir o disminuir las auxinas en el medio de cultivo para lograr la
diferenciacion y el desarrollo de embriones (Campos et al., 2017; Padua et al., 2014). Lo anterior
fue confirmado en la presente investigacion, ya que cuando se retird el 2,4-D del medio, los

embriones comenzaron a diferenciarse.

2.3.3.2. Efecto de la concentracion de phytagel

Los resultados mostraron que suplementar el medio de cultivo con 5.0 g L™ de phytagel promovio
la formacion de un namero significativamente mayor de embriones (53.2 por gramo de callo) que

cuando se incluyeron 2.3 g L™ (25.17).

El hecho de que la mayor concentracion de phytagel (5.0 g L) promoviera la formacion de un
mayor numero de embriones, podria deberse a que éste actio como una matriz la cual redujo la
disponibilidad del agua y de los nutrimentos del medio de cultivo para las células. El movimiento
del agua en la superficie del medio de cultivo semisolido se ve afectado por el potencial de solutos
(W) y el potencial matricial (¥m), reducir alguno de los dos potenciales tiene como resultado
menor movimiento del agua hacia la superficie, provocando un estrés hidrico en las células (Huang
et al., 2009; 2010). El estrés desempefia un papel importante en la induccién de la embriogénesis
somatica ya que promueve la reprogramacion celular y la modificacion en las vias fisiologicas y
metabdlicas (Pasternak et al., 2002; Fehér et al., 2003; Fehér, 2005; Quiroz-Figueroa et al., 2006).
Al respecto, Fehér et al. (2003) indican que el estrés no solo afecta la desdiferenciacion celular,

sino que también promueve la formacion de embriones somaticos.
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2.3.3.3. Efecto de la interaccion combinacion de reguladores de crecimiento y phytagel

Fue posible observar diferencias significativas entre tratamientos para el nimero de embriones por
gramo de peso fresco de callo. El valor méximo para esta variable se obtuvo en los callos que
provenian del medio de induccion que contenia 0.5 mg L™ de 2,4-D, 1.1 mg L de BAPy5.0g L
! de phytagel (T2); en tanto que el nimero mas bajo de embriones se observo en el tratamiento T3
(2,4-D1.0mg L, BAP 1.0 mg L, phytagel 2.3 g L™?) (Cuadro 2.7). Los resultados mostraron que
la presencia de 2,4-D y BAP en proporcion 1:2 y alta concentracion de phytagel (5.0 g L) en el
medio de cultivo tuvo un efecto sinérgico y positivo para inducir la embriogénesis somatica en los
callos de café. La interaccion entre auxinas, citocininas y estrés lleva a la reprogramacion celular
y adquisicion de la competencia embriogénica de las células somaticas (Fehér, 2005). La
embriogénesis somatica solo es posible si las células son competentes y reciben los estimulos
inductores adecuados, ya que debe sustituirse el patrén existente de expresion génica en el tejido
del explante por un nuevo programa de expresion de genes embriogénicos (Chugh y Khurana,

2002; Zeng et al., 2007; Zavattieri et al., 2010).

Gatica-Arias et al. (2008) evaluaron el efecto de dos medios de cultivo en la formacién de
embriones de Coffea arabica cv. Catuai y encontraron que en el medio que contenia 4 mg L de
BAP produjo 307 embriones, mientras que el medio que tenia 0.5 mg L* de cinetina y 0.05 mg L

1 de ANA solo 12 embriones, después de ocho semanas de cultivo.
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Cuadro 2.7. Numero de embriones por gramo de callo generados en los distintos tratamientos de

crecimiento.
Tratamiento Numero de embriones por
gramo de callo

T1:2,4-D,05mg L?; BAP, 1.1 mgL"; 44.03 b
phytagel, 2.3 g L?

T2:2,4-D,05mg L?; BAP, 1.1 mgL"; 118.74 a
phytagel, 5.0 g L

T3:2,4-D,1.0mg L*; BAP,1.0 mg L; 7.81c
phytagel, 2.3 g L?

T4:2,4-D,1.0mg L?; BAP,1.0 mg L; 27.94 b
phytagel, 5.0 g L

T5:2,4-D,2.0mg L?; BAP, 0.2 mg L; 23.75b
phytagel, 2.3 g L?

T6: 2,4-D, 2.0 mg L; BAP, 0.2 mg L; 26.19 b

phytagel, 5.0 g L

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).
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2.3.4. Desarrollo y maduracién

El medio de maduracion que contenia 0.25 mg L™ de BAP y 0.25 mg Lt de AIA (MD2) permitio
que un mayor namero de embriones globulares pasara a la etapa cotiledonar (Cuadro 2.8; Figura
2.1d); en tanto que el porcentaje de embriones en estado de torpedo inicial que llegaron a la etapa
cotiledonar no fue significativamente diferente en ninguno de los medios probados (Cuadro 2.8;
Figura 2.1d). Los resultados muestran que incluir en el medio de desarrollo auxinas y citocininas
en proporcion 1:1 promovio la diferenciacion de los embriones somaticos y que 0.25 mg L™ de

ambos reguladores de crecimiento fue suficiente para inducir esta respuesta.

Asimismo, fue posible observar que los embriones en etapa globular pueden llegar a la etapa
cotiledonar al cultivarse en un solo medio y que no es necesario separar los embriones en las
diferentes etapas (globular y torpedo) para promover su desarrollo, ya que el medio MD2 funciona

para ambas etapas, con lo que se puede disminuir tiempo, reactivos y mano de obra.

Cuadro 2.8. Porcentaje de embriones globulares y torpedo que alcanzaron la madurez (etapa

cotiledonar) después de 30 dias de cultivo en los medios de desarrollo.

Embriones globulares Embriones torpedo
Medio de cultivo
Maduracién Maduracion
(%) (%)
MD1 39.24b 40.90 a
MD2 51.72 a 45.41 a

MD1: Cinetina, 0.5 mg L*; AIA, 0.5 mg L; MD2: BAP, 0.25 mg L%; AIA, 0.25 mg L. Medias

con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).
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2.3.5. Conversion

El porcentaje de conversion de los embriones en plantulas fue significativamente mayor cuando
éstos se colocaron en la mezcla de sustrato perlita:vermiculita (21.5 %) que cuando se cultivaron
en medio de cultivo semisolido (7.2%) (Figura 2.1e, f). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Georget et al. (2017) quienes encontraron que la tasa de conversion promedio de los
embriones somaticos de los hibridos H1 (T5296 x RS), H3 (Caturrax ET 531), H10 (T5296 x RS),
H16 (T5296 x ET01A1), H17 (Catuai x ET59A2), otros hibridos de Coffea arabica solo fue de 37
%. Etienne et al. (2013) observaron que en promedio 54.8 % de los embriones de C. arabica del
hibrido F1 T5296 x Rume Sudan lograron convertirse en plantulas. Lo anterior, indica que la baja
conversion de embriones a plantulas ain es un cuello de botella para la micropropagacién de
plantas de café mediante embriogénesis somatica; se requiere mas investigacion al respecto con el
objeto que la propagacién in vitro de café sea una técnica rentable y reproducible (Etienne et al.,

2013; Georget et al., 2017).

Las plantulas obtenidas en el medio semisolido fueron méas pequefias que las regeneradas en la
mezcla de sustratos; ademas, se aclimataron con mayor facilidad a las condiciones ex vitro. Se ha
comprobado que el uso de sustratos en la conversién de embriones a plantulas tiene ventajas sobre
los medios de cultivo, ya que el costo de los sustratos en menor que el del agente gelificante (agar,
phytagel, gelrite), el cual llega a representar hasta el 70 % del costo de las plantas propagadas in
vitro (Flores-Hernandez et al., 2017; Jiménez-Montiel et al., 2018). Otra de las ventajas de los
sustratos son sus caracteristicas fisicas, como la porosidad que ayuda a mantener un mejor balance
de agua y oxigeno, mejorando la difusion de nutrimentos, lo que ayuda a la formacién y desarrollo

de un sistema radical vigoroso en menor tiempo (Jiménez-Montiel et al., 2018).
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Figura 2.1. Embriogénesis somatica en café (Coffea arabica L. var. Colombia). (a) Callo
embriogénico generado en medio de induccion a partir de explantes de hoja después de ocho
semanas de cultivo. (b) Multiplicacién de callo embriogénico en medio liquido después de 12
semanas. (¢) Embriones en distintas fases de desarrollo. (d) Embriones germinados después de un
mes de cultivo en medio de desarrollo. (e) Vitroplanta de café cultivada en vermiculita:perlita. (f)

Planta de café regenerada in vitro cultivada en condiciones de invernadero.
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Asimismo, a diferencia de las raices formadas in vitro, las que se generaron en los sustratos fueron
ramificadas y tenian pelos radicales, caracteristicas que fueron observadas por otros autores en

vitroplantas de café (Etienne et al., 2002).

2.3.6. Analisis histoldgico de la embriogénesis somatica

Después de 30 dias de cultivo en el medio de induccién de callo, los explantes comenzaron a
formar callo en la periferia y en la nervadura central principalmente (Figura 2.2a). El callo estuvo
conformado basicamente de células de parénquima grandes, con vacuolas, nicleos poco evidentes
y espacios intercelulares abundantes, tal como lo observaron Torres et al. (2015) y Ardiyani (2015)
en C. arabica var. Catigud y C. liberica, respectivamente. Durante los 30 dias siguientes, las
células del callo sufrieron divisiones continuas que permitieron aumentar su biomasa. Después de
ocho semanas de que los callos se transfirieron al medio de diferenciacion de embriones, en su
superficie comenzaron a formarse células pequefias, con citoplasma denso, nucleos evidentes,
pocos espacios intercelulares, similares a células meristematicas, que mostraban cierto grado de
organizacion (masas proembriogénicas) (Figura 2.2a). Estructuras similares fueron observadas por
Gatica et al. (2008) y Ribas et al. (2011) en cultivos embriogénicos de C. arabica var. Caturra y
Catuai. Las masas proembriogénicas formadas comenzaron a acumular compuestos fendlicos en
alta concentracion, después de 12 semanas de cultivo; la presencia de dichos compuestos provocd
el oscurecimiento de dichas masas (Figura 2.2a); solo aquellas masas celulares que producian
fenoles lograron formar embriones. Estos resultados coinciden con los de Martins et al. (2016)
quienes observaron que la presencia de fenoles en los callos de Arbutus unedo y A. canariensis fue
un requisito previo a la formacion de embriones somaticos. Este es el primer reporte en el que se

asocia la produccidon de fenoles con la capacidad embriogénica en café.
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Tonietto et al. (2012) indican que durante las primeras etapas de la embriogénesis somatica se
generan gran cantidad de sustancias reactivas de oxigeno (SRO). Para defenderse de las SRO, las
células desarrollan distintos sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que catalizan la
descomposicion de dichas moléculas de oxigeno, entre los que se incluyen tocoferoles,
carotenoides, compuestos fenolicos, entre otros (Kulbat, 2016). Ademas, compuestos fenolicos
como los fenilpropanoides pueden llegar a formar lignina y suberina, misma que dan fuerza

mecanica a las paredes celulares (Michalak, 2006).

A las 16 semanas de cultivo en el medio de diferenciacién, embriones en estado globular se
formaron a partir de las masas proembriogénicas; dichos embriones mostraron una protodermis
que cubria la periferia del embrién (Figura 2.2c). Cuando los embriones globulares se cultivaron
en el medio de maduracién, alcanzaron la fase de corazén (18 semanas de cultivo) (Figura 2.2d) y
torpedo (19 semanas) (Figura 2.2e). Por otro lado, en los embriones en estado de torpedo y
cotiledonar fue posible observar un grupo de células alargadas y con nucleos visibles que se
distribuian a lo largo del embrién y que constituia la zona del procambium vascular, tal como lo

reportaron Bartos et al. (2018) en C. arabica var. Catuai (Figura 2.2¢, f).
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Figura 2.2 Histologia de la embriogénesis somatica de Coffea arabica L. var Colombia. (a) Masa
proembriogénica formandose a partir de un callo primario. (b) Embriones somaticos diferenciados
sobre la masa proembriogénica que produce fenoles. (c) Embrién globular a las 16 semanas de
cultivo en el medio de diferenciacion. (d) Embrién en etapa de corazon después de 18 semanas de
cultivo en medio de diferenciacion. () Embrion en etapa torpedo después de 19 semanas de cultivo
en el medio de diferenciacion. (F) Embridn en etapa cotiledonar en el que se observa la protodermis
y el procambium. Cp: callo primario; mpe: masa proembriogénica; f: fenoles; e: embriones; pd:

protodermis; pc: procambium.
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2.4. CONCLUSIONES

Las condiciones de cultivo establecidas en la presente investigacion permitieron inducir la
embriogénesis somatica indirecta en la variedad Colombia de C. arabica, a partir de explantes de
hoja. El estrés osmatico generado por la alta concentracion de phytagel en el medio aumentd la
capacidad de los explantes para formar embriones. Es posible multiplicar los cultivos
embriogénicos con baja concentracion de nutrimentos y sistemas en los que las celulas estén en
contacto con el medio temporalmente. Los embriones regenerados pudieron convertirse en

plantulas y establecerse en condiciones ex vitro.
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CAPITULO IILI. EMBRIOGENESIS SOMATICA DIRECTA E INDIRECTA EN

Coffea arabica var. Colombia
RESUMEN

México es uno de los diez principales productores de café en el mundo; sin embargo, el estado
actual de sus plantaciones enfrenta problemas de indole genético y fitosanitario, lo cual requiere
que los cafetales sean renovados o repoblados con plantas de calidad. El cultivo de tejidos mediante
la micropropagacion es una técnica que puede contribuir a cubrir dicho requerimiento. El objetivo
del presente estudio fue establecer las condiciones de cultivo para inducir la embriogénesis
somatica en Coffea arabica var. Colombia a partir de tejidos de hoja. Segmentos de hoja fueron
cultivados durante 0, 3, 5, 8 0 10 dias en medios de cultivo que contenian las sales de Yasuda et
al. o Murashige y Skoog (MS), 1.12 mg L™ de 6-bencilaminopurina (BAP), 0.5 mg L™ de acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 0.6 mM de sorbitol. El medio que contenia las sales de Yasuda
etal., 1.12 mg L't de BAP y 0.6 mM de sorbitol, promovié la formacion de embriones sin una fase
de callo (embriogénesis directa). EI medio de cultivo compuesto por las sales MS, 0.6 mM de
sorbitol, 1.12 mg L* de BAP y 0.5 mg L de 4cido 2,4-D indujo la embriogénesis somatica
indirecta en los explantes de hoja. El porcentaje de explantes que formaron embriones fue superior
en laembriogénesis directa (77.8) respecto a la indirecta (55); el nimero de embriones por explante
formados mediante embriogénesis indirecta (153.2) fue significativamente mayor que aquellos
generados por embriogeénesis directa (10.3). Las condiciones de cultivo establecidas en este trabajo

permitieron la formacion de embriones somaticos en la variedad Colombia.

Palabras clave: Coffea arabica, café, cultivo de tejidos, embriogénesis somatica, sorbitol
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DIRECT AND INDIRECT SOMATIC EMBRYOGENESIS IN Coffea arabica var.

Colombia

ABSTRACT

Mexico is one of the top ten coffee producers in the world; however, the current state of its
plantations faces genetic and phytosanitary problems that require for coffee plantations to be
renewed or repopulated with high quality plants. Tissue culture by micropropagation could help
meet this requirement. The aim of this study was to establish culture conditions to induce somatic
embryogenesis in Coffea Arabica Colombia variety from leaf tissues. Leaf segments were cultured
for 0, 3, 5, 8 or 10 days on media containing Yasuda et al. or Murashige and Skoog salts (MS),
1.12 mg L™ 6-benzylaminopurine (BAP), 0.5 mg L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and
0.6 mM sorbitol. The culture medium containing the Yasuda et al. salts, 1.12 mg L™ BAP and 0.6
mM sorbitol promoted the formation of embryos without a callus phase (direct embryogenesis).
The medium composed of MS salts, 0.6 mM sorbitol, 1.12 mg L™ BAP, and 0.5 mg L 2.4-D acid
induced indirect somatic embryogenesis in explants. The percentage of explants that formed
embryos was higher in direct embryogenesis (77.8) compared to indirect embryogenesis (55); the
number of embryos per explant formed by indirect embryogenesis (153.2) was significantly higher
than those generated by direct embryogenesis (10.3). The culture conditions established in this

study allowed the formation of somatic embryos in Colombia variety.

Key words: Coffea arabica, coffee, tissue culture, somatic embryogenesis, sorbitol

CAPITULO IlI
79



@ ] Establecimiento de un Sistema de Produccion y Multiplicacién in vitro de Plantas de
Café (Coffea arabica L. var. Colombia). Consuelo Margarita Avila Victor. Tesis Doctoral. 2019

3.1. INTRODUCCION

El cultivo de café arabica (Coffea arabica L.) en México representa una actividad estratégica que
involucra mas de tres millones de empleos, de los cuales el 70% esta vinculado a productores y
familias de comunidades indigenas del pais (AMECAFE, 2012). Los estados de Chiapas y
Veracruz aportan 72 % de la produccion nacional y constituyen del 20 al 35 % de superficie

sembrada de este producto (SIAP, 2013).

Factores como la falta de préacticas agricolas adecuadas y la presencia de la roya del café (Hemileia
vastatrix) afectan de manera significativa este cultivo en México (SENASICA, 2013). Asimismo,
las plantaciones presentan problemas de indole genético vy fitosanitario, por lo que es necesario
renovarlas o repoblarlas con plantas de buena calidad. Los métodos convencionales de
propagacion, como esquejes 0 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; Alves
et al., 2015). Por otro lado, la incidencia de la roya en el cultivo del café impacta no sélo en la
cantidad y la calidad de la produccién, sino también en el costo que representa implementar las

medidas de control en los cultivares susceptibles (CABI, 2013).

La variedad Colombia, cuyos progenitores son el “Hibrido de Timor” y la variedad “Caturra”,
presenta cualidades como alto rendimiento, buena adaptacion y calidad de taza, ademas de tolerancia

alaroya (Santana et al., 2004; Santos- Briones y Hernandez-Sotomayor, 2006).

Herramientas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos, ha permitido la propagacion masiva de
distintas especies de importancia econdémica (Venkataiah et al., 2016; Verma et al., 2016; Georget
et al., 2017), por lo que puede ser una técnica Util en la propagacion de genotipos sobresalientes

de café.
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Una de las vias morfogenéticas que permite la regeneracion de plantas in vitro es la

embriogénesis somatica, que consiste en laformacion de embriones, a partir de células somaticas,
los cuales son morfolégica y fisiolégicamente similares a los cigéticos. La formacion de los
embriones somaticos puede involucrar una fase de callo previa (embriogénesis indirecta) o

formarse sin requerir que se forme callo (embriogénesis directa) (Yang y Zhang, 2010).

Aun cuando existen protocolos para la propagacion de distintas variedades e hibridos de café
mediante embriogénesis somatica (Etienne, 2006; Ahmed et al., 2013), hasta donde se tiene
conocimiento, para la variedad Colombia no existe un protocolo de regeneracién por
embriogénesis somatica, y dado que la respuesta in vitro esta en funcién del genotipo, es necesario

desarrollar protocolos especificos para cada especie o variedad (Silva et al., 2015).

El objetivo del presente estudio fue establecer las condiciones de cultivo in vitro para inducir

la embriogénesis somatica en C. arabica var. Colombia a partir de tejidos de hoja.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Desinfestaciéon del material vegetal

El primer par de hojas jovenes obtenidas de plantas de seis meses de edad de Coffea arabica var.
Colombia, se colocaron en una solucion fungicida al 1 % (Promyl®) durante 15 min y luego en
una solucion de hipoclorito de sodio con 1.8 % de cloro activo (Cloralex®) por 20 min; para

finalmente, enjuagarlas con agua destilada esterilizada.

3.2.2. Embriogénesis somatica directa
Segmentos de 1 cm? provenientes de hojas (explantes) previamente desinfectadas se cultivaron
durante 0, 3, 5, 8 y 10 dias en el medio nutritivo que consistio de las sales de Yasuda et al. (1985),

1.12 mg L de 6-bencilaminopurina (BAP), 30 g L™ de sacarosa, 5.2 g L™ de phytagel, 100 mg
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L* de &cido citrico, 200 mg L™ de 4cido ascorbico y 0.6 mM de sorbitol (medio 1) después,

los explantes se transfirieron aun medio con la misma composicién, pero sin sorbitol. EI pH del

medio se ajusto a 6.3 y se esterilizd durante 15 min en una autoclave a 121 °C.

3.2.3. Embriogénesis somética indirecta

Los explantes se cultivaron durante 0 y 10 dias en un medio que contenia las sales basales de
Murashige y Skoog (MS) (1962) adicionadas con 0.5 mg L™ de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(24-D), 1.12 mg L' de BAP, 30 g L de sacarosa, 5.2 g L-! de phytagel, 100 mg L de acido
citrico, 200 mg L™ de 4cido ascorbico y 0.6 mM de sorbitol (medio 2); transcurrido este tiempo
los explantes se subcultivaron en el mismo medio, pero carente de sorbitol. EI medio se ajusto a

un pH de 5.7 y se esterilizd durante 15 min en una autoclave a 121 °C.

3.2.4. Condiciones de cultivo

Los cultivos se incubaron en una cdmara de ambiente controlado a 25 + 2 °C en oscuridad total.

3.2.5. Variables de respuestay disefio experimental

Después de seis meses de cultivo se cuantifico el porcentaje de explantes que produjeron
embriones y el nimero de embriones que se formaron en cada explante o gramo de callo. El
disefio experimental para la embriogénesis directa consistié en uno completamente al azar con
cinco tratamientos y 10 repeticiones cada uno, se considerd una caja Petri con seis explantes
como una repeticion. Para la embriogénesis indirecta el disefio experimental fue completamente
al azar con dos tratamientos y 10 repeticiones cada uno, una caja Petri con seis explantes se
consider6 como una repeticion. Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete estadistico

SAS version 9.0 (SAS Institute, 1997) y la comparacion de medias se llevé a cabo mediante la
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prueba de Tukey (P<0.05). Los datos expresados en porcentaje se transformaron con la funcion

arcoseno.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Embriogénesis somatica directa

Se formaron masas proembriogénicas en los margenes de los explantes de todos los
tratamientos después de cuatro semanas de cultivo (Figura 3.1a). Las masas proembriogénicas
sufrieron una serie de divisiones organizadas que dieron lugar a la diferenciacion de embriones
somaticos (Figura 3.1b-d), tal como lo observaron Gatica et al. (2007) en Coffea arabica variedad

Caturra y Catuai.

Figura 3.1. Embriogénesis somatica directa de Coffea arabica var. Colombia. (a) Masas
proembriogenicas. (b) Embriones somaticos en diferentes etapas de desarrollo. (c) Embriones

somaticos en etapa cotiledonar. (d) Embriones somaticos germinados.
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Después de seis meses de cultivo el porcentaje mas alto de explantes que formaron callo

embriogénico (77.8) y el nimero méaximo de embriones por explante (10.3) se obtuvo en el
medio 1 sin sorbitol; los valores mas bajos paraambas variables se registraron en los explantes que

permanecieron en sorbitol durante 10 dias (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Embriogénesis somatica directa en Coffea arabica var. Colombia después de seis meses

de cultivo.
Tiempo en exposicion al Explantes que formaron NuUmero de embriones por
sorbitol embriones explante
(dias) (%)
0 778 a 10.3 a
3 33.3b 36b
5 44.4b 3.8b
8 33.3b 35b
10 00c 0.0c

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

Al respecto, Cueva-Agila et al. (2015) indican que la exposicion de los explantes de Cattleya
maxima Lindl a 0.4 M de sorbitol por méas de cuatro horas en medio liquido, inhibié la formacion
de callos y caus6 la muerte de los explantes (protocormos). Por su parte, Ghane y Nikam (2014)
observaron bajo nimero de embriones somaticos en Guizotia abyssinica Cass cuando agregaron

0.01, 0.04 y 0.06 M de sorbitol al medio de cultivo.
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3.3.2.  Embriogénesis somatica indirecta

No se observaron diferencias significativas para el porcentaje de explantes que formaron callo
embriogénico ni para el nimero de embriones que se formo en un gramo de callo cuando se
cultivaron en el medio 2 con Yy sin sorbitol (Cuadro 3.2). Es posible que la concentracién o el
tiempo de exposiciéon al sorbitol utilizados generaran un nivel de estrés por arriba del que los
explantes tenian la capacidad de soportar, afectando negativamente la embriogénesis somatica

indirecta.

Cuadro 3.2. Embriogénesis somatica indirecta en Coffea arabica var. Colombia después de seis

meses de cultivo.

Tiempo en exposicion al Explantes que formaron NuUmero de embriones por
medio 2 callo gramo de callo
(dias) (%)
0 55.0a 153.2a
10 35.0a 1144 a

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

El estrés osmotico afecta el contenido de agua disminuyendo el potencial hidrico extracelulary
la turgencia, lo cual puede repercutir en la supervivencia de las células y en su capacidad

morfogenética (Lee y Huang, 2013; Odjakova y Conger, 1999).
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Después de ocho semanas de cultivo fue posible observar la formacion de callo friable

(disgregable) y compacto (no disgregable) en los margenes de los explantes, a partir de los cuales
se formaron masas de proembriogénicas que dieron lugar a la diferenciaron de los embriones

somaticos (Figura 2a, b).

Los callos generados por los explantes expuestos durante 10 dias al sorbitol, asi como aquellos
que no lo fueron, formaron embriones somaticos después de seis meses de cultivo (Figura 2c),
mismos que se convirtieron en plantulas cuatro semanas mas tarde (Figura 2d). Los resultados
obtenidos indican que la composicion medio de cultivo (sales nutritivas, reguladores de
crecimiento, agente gelificante, pH) puede determinar la ruta morfogenética (directa o indirecta)
que las células de un explante siguen para formar embriones somaticos. Pasternak et al., (2002)
y Otvos et al. (2005) postulan que las auxinas como el 24-D y factores que causan estrés
abidtico, son factores clave en la adaptacion celular, reprogramacién de la expresion genética, el
metabolismo y la fisiologia celular, que se traduce en totipotencia celular y adquisicion de la
capacidad para formar embriones somaticos. Asimismo, se ha propuesto, que la desdiferenciacion
celular y la embriogénesis somética son procesos asociados al estrés (Dutis et al., 1995). De igual
manera, Davletova (2001) encontré que varios genes relacionados con el estrés se inducen

durante los primeros estados de la embriogénesis somatica de alfalfa (Medicago sativa).

Considerando que el callo generado durante seis meses a partir de un explante (un gramo
aproximadamente) produjo hasta 153.2 embriones (embriogénesis indirecta), mientras que, en el
mismo periodo, los explantes que siguieron la via directa de la embriogénesis solo formaron un
méaximo de 10.3 embriones, se infiere que la embriogénesis somatica indirecta es una ruta
morfogeneética mas eficiente que la embriogénesis directa, bajo las condiciones de cultivo

probadas en esta investigacion.
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Figura 3.2. Embriogénesis somatica indirecta en explantes foliares de Coffea arabica cv.
Colombia. (a) Callo compacto. (b) Callo friable. (c) Embriones somaticos en distintas etapas de

desarrollo. (d) Embrién somatico germinado.

Mediante embriogénesis somatica directa, es posible producir plantas fieles al tipo en un tiempo
relativamente corto, pero su tasa de multiplicacion generalmente es baja; en tanto que la
embriogénesis indirecta, podria causar algunas variaciones genéticas, no obstante, hace factible la

propagacion masiva (Jayanthi et al., 2011; Bobadilla et al., 2013).
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La capacidad de formacion de embriones mediante embriogénesis indirecta y las caracteristicas

de los callos embriogénicos obtenidos en la presente investigacion, hacen factible su uso en la

produccién de plantas de café a gran escala por medio de biorreactores.

3.4. CONCLUSIONES

La formacién de embriones somaticos por la via directa o indirecta, estuvo en funcion de las
sales nutritivas, reguladores de crecimiento, agente gelificante y pH utilizados en el medio de
induccidn. El sorbitol mostré un efecto negativo tanto en la embriogénesis directa como en la
indirecta. Las condiciones de cultivo probadas en la presente investigacion permitieron establecer

un protocolo de propagacion in vitro de la variedad Colombia mediante embriogénesis somatica.
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CONCLUSIONES GENERALES

Tanto los callos friables como los compactos obtenidos a partir de explantes foliares de la
variedad Colombia generaron embriones somaticos.

Cultivar los callos en un medio de cultivo con 5.0 g L™ de phytagel permitio obtener el
nimero mas alto de embriones somaticos por gramo de peso fresco de callo.

La maduracion de los embriones ocurrio en presencia de 0.25 mg L™ de BAPy 0.25 mg L
1 de AIA.

Un mayor nimero de embriones somaticos pudieron convertirse en plantas cuando se
utilizé una mezcla de perlita:vermiculita que cuando se cultivaron en agar.

Fue posible regenerar plantas de la variedad Colombia mediante embriogénesis somatica

directa e indirecta, siendo mas eficiente la indirecta.
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