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Resumen

Esta investigacion se desarrollé con el objetivo de evaluar la
influencia de diferentes medios de cultivo en la formacion de
callosenlamicropropagacionde hibridos F1de Coffeaarabical.
Se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Estacion Experimental Agro-Forestal Jibacoa, provincia de
Villa Clara, Cuba, en 2016. Se estudiaron medios de cultivos
empleados por Barbon (1997), Girdn (1998), dos empleados
por Hermoso y Menéndez (2000) y el propuesto por Gonzélez
y col. (2005) en la embriogénesis somadtica en cafeto en la fase
de formacion de callos. La comparacion de medias se realizo
con la prueba Kruskall Wallis con previa comprobacion de los
supuestos de normalidad y heterogeneidad de varianza, y se
utilizé el programa estad istico InfoStat version 1.0 del 2012. Los
callos que se obtuvieron en el medio de cultivo empleado por
Barbon (1997) fueron los que presentaron el peso fresco y la co-
loracion mas favorable en la micropropagacion del hibrido 80
de Coffea arabica L. En el medio de cultivo empleado por
Barbon (1997) y Gonzalez y col. (2005) se obtuvieron los callos
con un 100 % de consistencia friable.
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Abstract

Investigation was developed with the objective of evaluating
the influence of different cultivation means in the calli formation
in the micro propagation of hybrids F1 of Coffea arabica L.
In the laboratory of vegetable biotechnology of the Estacion
Experimental Agro-Forestal Jibacoa, Villa Clara province, Cuba,
in the year 2016 was carried out. Means of cultivations were
studied used by Barbdn (1997), Giron (1998), two used by
Beautiful and Menéndez (2000) and the one proposed by
Gonzalez and col. (2005) in the somatic embryogenesis in
coffee in the calli formation phase. The comparison of means
was carried out with the test Kruskall Wallis with previous
confirmation of the suppositions of normality and variance
heterogeneity, the statistical program InfoStat version 1.0 the
2012 was used. The calli that were obtained in the means of
cultivation used by Barbon (1997) those that presented the
fresh weight and the most favorable coloration in the micro
propagation of the hybrid one 80 of Coffea arabica L. In the
means of cultivation used by Barbdn (1997) and Gonzalez
and col. (2005) were obtained the calli with 100 % of friable
consistency.

Key words: callus genesis, somatic embryogenesis, coloration,
consistency, micro propagation.
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Introduccion

El café es uno de los productos agricolas mas impor-
tantes del mundo; ocupa el segundo lugar en el comercio
internacional después del petroleo. Las plantaciones de
cafeto (Coffeas pp.) abarcan aproximadamente 10,2 mi-
llones de hectareas en mas de 80 paises, sobre todo en
las regiones tropicales y subtropicales de Africa, Asia y
América Latina. Mas de 100 millones de personas obtie-
nen sus ingresos directa o indirectamente de las areas
cultivadas de cafeto (ICCO, 2013).

En Cuba el cultivo del cafeto se extiende por las cuatro
regiones montafosas del pais, con mayor presencia en
la regidn oriental (macizo Nipe-Sagua-Baracoa y Sierra
Maestra), en los cuales se produce el 80 % del grano; en
la zona central (macizo Guamuhaya) se produce el 14 %,
y en la region occidental (macizo Guaniguanico) el 6 %
(Carbonell y Fernandez, 2012).

Los fitomejoradores trabajan en la selecciéon de nue-
vos cultivares de cafetos que contribuyan al incremento
de la sostenibilidad y la proteccion de los recursos na-
turales en la caficultura. La obtencion de hibridos F1 ha
sido una alternativa para la obtencion de plantas alta-
mente productivas, moderadamente resistentes a nema-
todos del género Meloidogyne mayaguensis Rammah
e Hirschmann, que muestran resistencia y/o suscepti-
bilidad a la Hemileia vastatrix Berkeley y Broome. Este
hibrido produce el mismo tipo de bebida que la variedad
comercial Caturra rojo (Lacerra y col., 2012).

Los hibridos se deben propagar vegetativamente para
mantener sus caracteristicas genéticas. La reproduccion
del café por medio de cultivo de tejidos ha sido una técni-
ca de importancia para el mejoramiento genético debido
a las multiples herramientas disponibles para el desarro-
llo de nuevos métodos de seleccion, reproduccion y pro-
pagacion. Para el cultivo de café los principales estudios
se han basado en la obtencién de callos o aglomerados
de células desdiferenciadas, con capacidad de regene-
rar tejidos, érganos y sistemas. El desarrollo de técnica
de cultivo de tejidos mediante embriogénesis somatica
representa una gran oportunidad para el desarrollo de
nuevas investigaciones y materiales de café (Echeverria,
Baquero y Rodriguez, 2014).

Dentro del protocolo de regeneracion por embriogé-
nesis somatica en Coffea spp. existen diferentes etapas
o fases. Cada una de estas es regulada por diversos fac-
tores que se conjugan e interactuan para que el proceso

se desarrolle. En la fase inicial o de induccion se debe
formar un callo compuesto por células con alta capaci-
dad regenerativa. Por ser la fuente inicial de biomasa, se
debe buscar una poblacién celular que posea alta tasa
multiplicativa, sin perder las caracteristicas fisiolégicas
y bioquimicas que permitan su regeneracion (Gonzalez,
2003).

La concentracion o ausencia de algunos componen-
tes en los medios de cultivo, como sales minerales, cier-
tas citoquininas y auxinas, asi como el balance entre es-
tos reguladores y otros como antioxidantes y fungicidas,
desencadenan respuestas variadas que en muchas oca-
siones no son las adecuadas para un proceso de multi-
plicacion masiva eficiente y practica (Lopez et al., 2010).

Este trabajo se realizé con el objetivo de evaluar la
influencia de diferentes medios de cultivo en la forma-
cion de callos para la micropropagacion de hibridos F1
de Coffea arabica L.

Materiales y métodos

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Bio-
tecnologia de la Estacion Experimental Agro-Forestal
Jibacoa, en el municipio de Manicaragua, provincia de
Villa Clara, Cuba en 2016.

Se utilizé el hibrido F1, intraespecifico, obtenido
mediante el cruzamiento de la variedad Caturra rojo
con cafetos silvestres (Lacerra y col., 2012). Se selec-
ciond una planta madre donde se colectaron las hojas
ubicadas en las ramas plagiotrépicas del tercio medio
de la planta, se eligieron los segundos pares de hojas
desde el extremo de las ramas hacia el tallo que no
presentaron deformaciones ni afectaciones por plagas
y enfermedades. Se colectaron en horas tempranas
de la mafana.

A la planta madre se le realiz6 las actividades agro-
técnicas de forma tal que mantuviera un dptimo estado
vegetativo y fitosanitario para posteriormente propagarla
con técnicas biotecnoldgicas. Se realizé tratamiento qui-
mico semanal con fungicidas e insecticidas para mante-
nerlas libres de plagas y enfermedades.

Las hojas de cafeto se trasladaron al Laboratorio de
Biotecnologia donde se lavaron individualmente en agua
con detergente comercial y posteriormente se enjuaga-
ron con agua limpia. Se introdujeron en el area aséptica
donde se procedid a la descontaminacioén con hipoclorito
de sodio.
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Se seleccionaron las partes de las hojas que no se
danaron por la accién del hipoclorito de sodio y se dese-
charon las nervaduras y el borde. Se establecieron 50
explantes de 1 cm? aproximadamente por tratamiento.
Estos se colocaron con el envés hacia arriba.

Se estudiaron los medios de cultivos empleados por di-
ferentes autores en la regeneracion de plantas de café por
embriogénesis somatica en la fase de formacién de callos:

1. Barbodn (1997).

2. Giron (1998).

3. Medio de cultivo M1 propuesto por Hermoso vy
Menéndez (2000).

4. Medio de cultivo C1 propuesto por Hermoso y
Menéndez (2000).

5. Gonzalez y col. (2005).

Se realizaron evaluacion cuantitativas y cualitati-
vas a los 60 dias de colocados los explantes en los

diferentes medios de cultivo. A los callos formados se
les evaluaron el peso fresco, coloracién y consisten-
cia. Se empled la metodologia utilizada por Gonzalez,
Santana y Lopez (2001) para evaluar la coloracién y
la consistencia.

El peso fresco se determind con una balanza analiti-
ca Radwad de 0,1 mg de precision.

Se realizaron los analisis estadisticos con el uso del
programa InfoStat version 1.0 de 2012, mediante la prue-
ba de Kruskal Wallis con previa comprobacion de los su-
puestos de normalidad y heterogeneidad de varianza.

Resultados y discusion

La composicion de los medios de cultivos produjo un
efecto en la induccién de callogénesis. Se aprecié que
en todos se formaron callos. El mejor resultado se obtu-
vo en el tratamiento uno, con un peso fresco 1,55 g con
diferencia significativa respecto a los demas; el resto no
difirieron entre ellos (Fig. 7).

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

Fig. 1. Peso fresco de los callos en los diferentes medios de cultivos.

En los medios se utilizé 2,4-D en combinaciéon con
6-BAP o Kinetina a diferentes concentraciones. La mayor
capacidad de callogénesis se obtuvo con la metodologia
empleada por Barbon (1997), donde las combinaciones
hormonales y los demas componentes del medio de cul-
tivo favorecieron el proceso de desdiferenciacion celular
a partir del tejido vegetal diferenciado y la posterior for-
macién de callos. Se demostro la influencia del medio

de cultivo en la capacidad de induccién de callogénesis
en el genotipo en estudio. En el cultivo in vitro del cafeto,
diferentes autores han obtenidos resultados positivos en
la induccidn de callos en diferentes genotipos de Coffea
arabica L.y Coffea canephora Pierre ex Froehner, con
diferentes concentraciones hormonales y demas compo-
nentes del medio de cultivo. Esto corrobora lo referido por
Gonzalez, Santana y Lopez (2001) cuando plantearon
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que el material vegetal cultivado in vitro, en respues-
ta morfogenética en el proceso de formacion de callos,
existen factores que ejercen una marcada influencia
como la composicién quimica del medio de cultivo y las
caracteristicas genéticas del material vegetal a evaluar.
Lopez et al. (2010) plantean también la marcada influen-
cia de los componentes quimicos del medio de cultivo
(sales y reguladores del crecimiento) en las diferentes
respuestas morfogénicas del material de cafeto cultiva-
do in vitro.

En la tabla 1 se observa que los medios de cultivos
tuvieron un efecto sobre la coloracion de los callos. En el

primer tratamiento se aprecié una coloracion blanco cre-
moso al 100 % de los explantes; los demas tratamientos
tuvieron otras coloraciones.

La consistencia de los callos varié con el empleo de
los diferentes medios de cultivo; el 100 % de los callos
evaluados en los tratamientos 1 y 2 tuvieron una con-
sistencia friable por su apariencia seca y compacta,
mientras que el resto de los tratamientos presentaron un
porcentaje de callos esponjosos. En el tratamiento 1 se
obtuvo el 100 % de las caracteristicas mas deseables
de los callos: coloracién blanco cremoso y consistencia
friable (Tabla 1).

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

Tratamientos

Coloracion del callo

Consistencia

1 100 % blanco cremoso

Friable

70 % blanco cremoso
30 % carmelita claro

Friable

3 100 % carmelita claro

80 % friables
20 % esponjosos

20 % carmelita claro
80 % carmelita oscuro

80 % friables
20 % esponjosos

40 % carmelita claro
60 % carmelita oscuro

70 % friables
30 % esponjosos

La existencia de los callos blanco cremosos con una tex-
tura friable (Fig. 2), plantean Gonzalez y col. (2005) facilita la
seleccion de explantes de mayor calidad con posibilidad po-
tencial de alta capacidad embriogénica, y que otros autores,

al emplear callos con caracteristicas semejantes, han logra-
do establecer eficientes protocolos de regeneracion de em-
briones somaticos en varios genotipos de Coffea arabica L.
y Coffea canephora Pierre ex Froehner.

Fig. 2. Callos de Coffea arabica L. con coloracién blanco cremo-

S0 y consistencia friable.
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Conclusiones

e Los callos que se obtuvieron en el medio de cultivo
empleado por Barboén (1997) fueron los que presen-
taron el peso fresco y la coloracion mas favorables
en la micropropagacién del hibrido 80 de Coffea
arabica L.

e En el medio de cultivo empleado por Barbén (1997) y
Gonzélez y col. (2005) se obtuvieron los callos con el
100 % de consistencia friable.
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