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Geneética y mejoramiento

Influencia del Vitrofural en la esterilizacion de medios de cultivos
en la fase de formacion de callos para la propagacion in vitro

de Coffea arabica L.’

Nosleiby Ortiz-Gomez*, Marta Turifio-Pefia*, Yusdel Ferras-Negrin* e Islien Meneses-Zamora*

Resumen

En los medios de cultivos empleados en la generacion de plantas
in vitro es imprescindible el proceso de esterilizacion. El objetivo
de la investigacion fue evaluar la influencia del Vitrofural en la
esterilizacion de medios de cultivo en la fase de formacion de
callos en la propagacion in vitro de descendiente F1 de Coffea
arabica L. Se realizd en el laboratorio de biotecnologia vegetal
de la Estacion Experimental Agro-Forestal Jibacoa, provincia
de Villa Clara, Cuba. Se evalué la contaminacidn, oxidacion,
formacion de los callos, supervivencia, coloracion, consistencia,
peso fresco y masa seca, con el empleo de la esterilizacion
de medios de cultivos semisdlidos para la formacion de callos
con el empleo de Vitrofural y se compard con el método fisico
por calor humedo (autoclave). La comparacion de valores de
las variables se realizé6 mediante una prueba no parameétrica
de Mann Whitney y la prueba paramétrica de Tukey, previa
comprobacion de los supuestos de normalidad y heterogeneidad
de varianza utilizando el paquete estadistico InfoStat version
1.0 de 2012. El Vitrofural se puede emplear en la esterilizacion
de medios de cultivos semisdlidos para la formacion de callos
del descendiente F1 de Coffea arabica L. a dosis de 116 mg/L,
redujo la contaminacion, aumentd la obtencion de callos de
mejor consistencia (friables), coloracion (blanco cremoso) y la
supervivencia de los callos.

Palabras clave: explantes, café, coloracion, consistencia,
micropropagacion.

' Recibido: 13/7/2017
Aprobado: 20/10/2017

Abstract
In the crop medium used in the generation of plants in vitro is
essential the sterilization process. The objective of the research
was to evaluate the influence of Vitrofural in the sterilization of crop
medium in the phase of callus formation in the in vitro propagation
of F1 descendant of Coffea arabica L. It was carried out in the
plant biotechnology laboratory of the Estacion Experimental
Agro-Forestal of Jibacoa, Villa Clara province, Cuba. The
contamination, oxidation, callus formation, survival, coloration,
consistency, fresh weight and dry mass were evaluated using
semi-solid crop medium sterilization for callus formation using
Vitrofural and compared with Physical method by wet heat
(auto key). The comparison of values of the variables was
done by a non-parametric Mann Whitney test and the Tukey
parametric test after checking the assumptions of normality and
variance heterogeneity using the statistical package InfoStat
version 1.0 of 2012. Vitrofural can be used in The sterilization
of semi-solid crop medium for the formation of calluses of F1
descendant of Coffea arabica L. at a dose of 116 mg/L, reduced
the contamination, increased the obtainment of callus of better
consistency (friable), coloration (creamy white) and the survival.
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micropropagation.
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Introduccion

El cultivo de células y tejidos vegetales desempena
un papel importante en la biotecnologia agricola. La em-
briogénesis somatica como método de regeneracion de
plantas se ha logrado en un gran numero de familias y
especies, utilizandose para estudios basicos de fisiolo-
gia vegetal y en aplicaciones mas practicas como la mi-
cropropagacion y la transformacion genética (Barbon y
col., 2014).

La reproduccion del café por medio de cultivo de teji-
dos es una técnica de importancia para el mejoramiento
genético debido a las multiples herramientas disponibles
en el desarrollo de nuevos métodos de seleccién, repro-
duccion y propagaciéon (Echeverria, Baquero y Rodri-
guez, 2014).

En los medios de cultivo empleados en la generacion
de plantas in vitro es imprescindible el proceso de este-
rilizacion, con el cual se obtiene un sustrato libre de mi-
croorganismos para la posterior regeneracion de plantas.
Se emplean diferentes métodos de esterilizacion; entre
estos, el método quimico, que tiene como principal pro-
blema para su uso el efecto toxico que provoca a los or-
ganos, tejidos y células vegetales.

La planta de produccion del Centro de Bioactivos
Quimicos de Villa Clara produce el Vitrofural, que se usa
como aditivo para los medios de cultivo en la produccién
de vitroplantas (Diaz y col., 2012).

El Vitrofural consiste en una dispersion sélida en po-
lietilenglicol 6000 (PEG 6000) del ingrediente farmacéuti-
co activo2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (G-1) al
30 % obtenida por el método de fusion. La dispersion so6-
lida permite la disminucion del tamafo de particulas del
ingrediente farmacéutico activo hasta el nivel molecular
utilizando el PEG 6000 como portador soluble en agua,
lo que garantiza una via adecuada para la incorporacion
de este al medio de cultivo (Silveira y col., 2010).

El ingrediente farmacéutico activo G-1 es un producto
derivado de los furfurales de la cafia de azucar (Pérez y
col., 1998).

El Vitrofural, motivado por sus ventajas, es utilizado
en el mercado nacional y extranjero con patentes regis-
tradas en Estados Unidos, México, Brasil y en toda la
comunidad europea. La estrategia seguida para la con-
cepcion y aseguramiento del G-1, principio activo del
Vitrofural, fue reconocida con la Medalla de Oro de la
Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI)
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en 2001. Esto implica el uso extendido y reconocido del
Vitrofural en un buen numero de laboratorios dedicados
al cultivo de vitroplantas (Linares y Marrero, 2016).

Scholz et al. (2013) plantean que el Vitrofural sustituye
el proceso de esterilizacion por autoclave. Con un frasco
de 6,0 g es posible preparar 50 L de medio de cultivo.
Reduce el consumo de agente gelificante en un 35 %,
aumenta el coeficiente de multiplicacion entre 0,3 y 0,5,
la productividad, mejora las condiciones de trabajo y un
considerable ahorro de energia eléctrica.

El Vitrofural se utiliza en la esterilizaciéon de medios
de cultivos en especies como platanos, bananos, cafa,
papa, eucalipto, pifia, ajo, cebolla, citricos y cerezos, en
los que se aprecia la efectividad del producto (Silveira y
col., 2010). En el cultivo in vitro del cafeto no se eviden-
cian estudios donde se muestre el efecto de este pro-
ducto en la esterilizacion de medios de cultivo en la fase
de formacién de callos. El trabajo se desarrollé con el
objetivo de evaluar la influencia del Vitrofural en la esteri-
lizacién de medios de cultivo en la fase de formacion de
callos para la propagacion in vitro de descendientes F1
de Coffea arabica L.

Materiales y métodos

El estudio se realizé en el laboratorio de biotecnolo-
gia de la Estacién Experimental Agro-Forestal Jibacoa,
en el municipio de Manicaragua, provincia de Villa Clara,
Cuba, en el periodo comprendido de noviembre de 2016
a marzo de 2017.

El material vegetal empleado fue un descendiente F1
obtenido mediante el cruzamiento de la variedad Caturra
rojo con cafetos silvestres (Lacerra y col., 2012). Se colec-
taron los segundos pares de hojas ubicadas en las ramas
plagiotropicas del tercio medio de la planta del extremo
terminal y se seleccionaron las que no presentaron de-
formaciones ni afectaciones por plagas y enfermedades.

A la planta donadora donde se seleccionaron las ho-
jas se le realizaron actividades agrotécnicas, mantenién-
dolas en un 6ptimo estado vegetativo y fitosanitario.

En el laboratorio de biotecnologia se lavaron indivi-
dualmente las hojas en agua con detergente comercial
y se enjuagaron con agua limpia. Posteriormente, en el
area aséptica se descontaminaron con hipoclorito de so-
dio. Se seleccionaron explantes de 1,0 cm? aproximada-
mente de las hojas que no estuvieran danados por el
hipoclorito de sodio y no formaran parte de los bordes
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y las nervaduras. Se colocaron por tratamiento 255 ex-
plantes, ubicados con el haz en contacto con el medio
de cultivo.

Se utilizé un medio de cultivo para formacién de ca-
llos, esterilizado de dos formas diferentes para confor-
mar dos tratamientos:

1. Esterilizacion quimica con Vitrofural.
2. Esterilizacion fisica por calor humedo (autoclave)
(tratamiento control).

El Vitrofural fue aplicado en una concentracion de
116 mg/L, segun la dosis recomendada por el fabricante
(Silveira y col., 2010). El esterilizante quimico se incor-
poré a una porcion del medio de cultivo cuando tuvo
una temperatura aproximada entre 80-85 °C y se incor-
poré al resto del mismo agitandolo vigorosamente para
lograr una homogeneizacion total y evitar la sedimenta-
cion del producto.

La esterilizacion fisica se desarrollé en una autoclave
a 121 °C por 20 min, segun Gonzalez, Santana y Lopez
(2001).

Se efectuaron evaluaciones a los 5, 10, 15, 20, 30,
60 y 90 dias de colocados los explantes en el medio de
cultivo y se evaluaron las variables siguientes:

¢ Contaminacion.
e QOxidacion.
¢ Formacion de los callos.

A los 90 dias se evaluaron de los callos formados:

e Supervivencia.
e Peso fresco.
e Peso seco.

e Coloracion.

e Consistencia.

Los porcientos contaminacion, oxidacion y formacién de
los callos de determiné mediante observaciones visuales.

El peso fresco y el peso seco se determinaron con una
balanza analitica Radwad de 0,1 mg de precision. El dltimo
se obtuvo en una estufa hasta alcanzar peso constante.

Se empled la metodologia utilizada por Gonzalez,
Santana y Lépez (2001) para evaluar la coloracion y la
consistencia.

La comparacién de valores de las variables evalua-
das se realizd mediante una prueba no paramétrica de
Mann Whitney y la prueba paramétrica de Tukey previa
comprobacion de los supuestos de normalidad y hetero-
geneidad de varianza, utilizando el paquete estadistica
versién 1.0 (InfoStat, 2012).

Resultados y discusion

El empleo del Vitrofural produjo un efecto en la dismi-
nucién de la contaminacién microbiana (Fig. 7). En todas
las evaluaciones realizadas redujo la contaminaciéon mi-
crobiana con diferencia estadistica significativa con res-
pecto al tratamiento control.

*** Valores con letras desiguales en la misma fila difieren segun prueba de Tukey para p < 0,05.

Fig. 1. Explantes contaminados (%) en los diferentes tratamientos evaluados.
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La reduccion de la contaminacion pudiera estar dada
por estar activo el Vitrofural en el medio de cultivo en
el momento de manipular los frascos para colocar los
explantes, lo que no permitié el desarrollo de contami-
nantes, que pudieran provenir de los explantes o del pro-
pio proceso de manipulacién de los frascos, mostrado
en la evaluacion realizada. Estos resultados corroboran
lo planteado por Quintana y col. (2006), los cuales refie-
ren que el Vitrofural es uno de los esterilizantes quimicos
usados con éxito para el control de contaminantes en el
cultivo in vitro de tejidos vegetales porque tiene un po-
tente efecto en el control de la contaminacién, reporta
valores inferiores al 2,5 % de contaminacién en la pro-
pagacion in vitro de Vigna luteola SC-123 y Macroptilium
atropurpureum SE-72, con una concentracioén de Vitrofu-
ral 116 mg/L (35 mg/L de principio activo).

A los 30 dias de establecidos los tratamientos se ob-
servaron explantes que no formaron callos y posterior-
mente murieron, tornando una coloracion oscura y apa-
riencia seca, con valores inferiores al 5,5 % del total de

los explantes evaluados, sin existir diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos. En la oxidacion de los
explantes no incidio el método de esterilizacién utilizado.
Corroboran lo planteado Silveira y col. (2010), que al em-
plear 116 mg/L de Vitrofural equivalentes a 35 mg/L del
ingrediente farmacéutico activo, es la concentracion reco-
mendada para la propagacion de plantas in vitro, sin re-
portarse intoxicaciones, demostrado en plantas de papa,
platano, banano y cafia de azucar, evidenciandose la ven-
taja que representa la utilizacion del producto respecto al
método tradicional de esterilizacion por autoclave.

A los 15 dias el proceso de formacion de callos en me-
dio de cultivo esterilizado por autoclave superd en 30,8 %
al empleo del Vitrofural con diferencias estadisticas sig-
nificativas entre los tratamientos (Fig. 2). La demora en
el tratamiento quimico pudo estar dado al emplear el
Vitrofural en una concentracion 116 mg/L. Quiala (2000)
refirid que el empleo del Vitrofural con concentraciones
por encima de 20 mg/L produjo una disminucién en la
germinacion de embriones somaticos de cafia de azucar.

**Barras con letras distintas sus valores difieren segun la prueba de Tukey (p < 0,01).

Fig. 2. Callos formados (%) con el empleo de los dos métodos de esterilizacién de medios

de cultivo.

A los 30 dias concluyé el proceso de iniciacion de la
formacioén de callos en los tratamientos evaluados. Con
Vitrofural formaron callos el 94,5 % de los explantes, y el
95 % con el empleo de la autoclave.
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La utilizacion del Vitrofural influyd en la supervivencia de
los explantes: se alcanzaron resultados superiores con di-
ferencia estadistica significativa con respecto al empleo de
la autoclave en la esterilizacion del medio de cultivo (Fig. 3).
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**Barras con letras distintas sus valores difieren segun la prueba de Tukey (p < 0,01).

Fig. 3. Supervivencia de los callos formados (%) a los 90 dias en los diferentes métodos de

esterilizacion.

Con la utilizacion del Vitrofural la supervivencia fue
del 90,35 % de callos formados, superior al alcanzado
con el empleo de la autoclave en el 12,95 %, se eviden-
cié la efectividad del empleo del Vitrofural en la esterili-
zacion de medios de cultivo semisdlidos para la forma-
cion de callos de café. Silveira y col. (2010) plantearon
que el Vitrofural es efectivo en la esterilizacion de los
medios de cultivo utilizados en la micropropagacion de
plantas (platanos, bananos, papa y otros), aumenta el
coeficiente de multiplicacion de los explantes con rela-

cién al coeficiente de multiplicacién por el método tra-
dicional.

Los métodos de esterilizacién influyeron sobre la co-
loracion y consistencia de los callos formados (7Tabla 7).
Con el empleo del método quimico se aprecio una co-
loracién blanco cremosa en el 80,2 % de los callos, y el
19,8 % de color carmelita claro, superior a los resultados
alcanzados al emplear la autoclave donde el porcentaje
de callos blancos cremosos fue menor en el 3,6 %, y la
de callos de color carmelita claro fue mayor en el 3,6 %.

Tabla 1. Coloracion y consistencia de los callos en los diferentes tratamientos evaluados

Tratamientos

Coloracidn del callo

Consistencia

Esterilizacién con empleo de
Vitrofural

80,2 % Blanco cremoso
19,8 % Carmelita claro

100 % Friable

Esterilizacion con empleo de la
autoclave

76,6 % Blanco cremoso
23,4 % Carmelita claro

93,4 % Friable
6,6 % Esponjoso

Se aprecio que la consistencia de los callos vari6 con el
empleo de los diferentes métodos de esterilizacién. Con el
empleo del Vitrofural se obtuvo el 100 % de los callos fria-
bles por su apariencia seca y compacta, mientras que el
tratamiento donde se empled la esterilizacion mediante au-
toclave presento el 6,6 % de los callos con caracteristicas no
deseadas. Los rasgos mas adecuados de los callos de cafe-
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to consisten en la presentacion de su coloracion blanco cre-
mosa y consistencia friable, y en el método de esterilizacién
con Vitrofural se alcanzaron los mejores resultados, lo que
puede estar dado por el no empleo de la autoclave, lo que
suprime el efecto negativo del calor sobre el medio de culti-
vo, aumentando la estabilidad de sus componentes, para
facilitar asi mayor aprovechamiento de los nutrientes.
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Gonzalez, Santana y Lopez (2001) plantearon que los
callos de cafetos formados in vitro, que presentan una con-
sistencia friable y una coloracién blanca cremosa, son ca-
racteristicas que permiten seleccionar explantes de mayor
calidad con potencial de alta capacidad embriogénica.

Quialay col. (2002) se refieren al efecto negativo de la
autoclave sobre la estabilidad quimica de los ingredien-
tes de los medios de cultivo, y sefialan como efectos mas
comunes la degradacién de los azucares, aminoéacidos,
reduccion de la calidad de los agentes gelificantes, asi
como la disminucion del pH.

Agramonte y col. (1997) plantearon que el Vitrofural
ejerce un efecto positivo en el medio de cultivo, que pue-
de estar ocasionado por la influencia del grupo nitro que
presenta este compuesto.

Los callos cultivados en el medio de cultivo esterili-
zados en autoclave presentaron un mayor peso fresco
con diferencia estadistica significativa con respecto a
los callos cultivados en el medio que contenia Vitro-
fural, debido a la mayor presencia de callos con con-
sistencia esponjosa y por ende mayor contenido de
agua (Fig. 4).

**Barras con valores con letras desiguales difieren estadisticamente segun la prueba no paramétrica de Mann

Whitney para p < 0,05.

Fig. 4. Peso seco y peso fresco (gramos) de los callos en los diferentes métodos de esterilizacion.

El peso seco de los callos no difiri¢ significativamente
entre los tratamientos, pero existié una tendencia a ser
superior en los callos cultivados con presencia de Vitro-
fural, causado por tener mayor consistencia. Ello pudo
estar causado por existir una mejor disponibilidad de los
nutrientes en el medio de cultivo esterilizado con Vitrofu-
ral. Segun Silveira y col. (2010), el Vitrofural no altera los
componentes del medio de cultivo, lo que si ocurre al uti-
lizar la autoclave por ser sometidos al calor y la presién.

Conclusiones
¢ El Vitrofural se puede emplear en la esterilizacién de
medios de cultivos semisdlidos para la formacion de
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callos del descendiente F1 de Coffea arabia L. a dosis
de 116 mg/L.

¢ El empleo del Vitrofural en la esterilizacién de medios
de cultivos semisdlidos para la formacion de callos de
Coffea arabia L. redujo la contaminacién, aumenté la
obtencién de callos de mejor consistencia (friables),
coloracion (blanco cremosa) y la supervivencia de los
callos formados.
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