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Resumen
El café es uno de los productos agricolas de mayor importancia a nivel mundial. Herramientas
biotecnoldgicas cémo la embriogénesis somatica ha permitido obtener cultivares tolerantes en un
menor tiempo, en comparacion con el método convencional. El objetivo de este estudio es evaluar el
efecto de los reguladores de crecimiento Picloram, Kinetina y 6-Bencilaminopurina en explantes
foliares de café de la variedad Lempira y Geisha cultivados in vitro. Se utilizé el medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) al 50% de sales minerales y vitaminas de Yasuda, suplementado con
reguladores de crecimiento. Los tratamientos consistieron en Picloram 0.5 mg/L; Picloram 0.5 mg/L +
6-Bencilaminopurina (BAP) 2 mg/L; y Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L. Las variables evaluadas
fueron presencia de callo por explante y formacion de callos en bordes y nervaduras. Para ambas
variedades se observd formacion de estructuras callogénicas en todos los tratamientos. En la variedad
Lempira el tratamiento Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L presentd la mayor formacién de callos.
Los tratamientos Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L y Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L lograron

formacidn y desarrollo de callos en los explantes de la variedad Geisha.

Palabras clave: Auxinas, citoquininas, embriogénesis somatica, estructuras callogénesis,

Geisha, Lempira, reguladores de crecimiento.



Abstract
Coffee is one of the most important agricultural products worldwide. Biotechnological tools how
somatic embryogenesis has made it possible to obtain tolerant cultivars in less time, compared to the
conventional method. The objective of this study is to evaluate the effect of the growth regulators
Picloram, Kinetin, and 6-Benzylaminopurine in coffee leaf explants of the Lempira and Geisha varieties
cultivated in vitro. Murashige and Skoog (MS) culture medium with 50% mineral salts and vitamins
from Yasuda was used, supplemented with growth regulators. The treatments consisted of Picloram
0.5 mg/L; Picloram 0.5 mg/L + 6-Benzylaminopurine (BAP) 2 mg/L; and Picloram 0.5 mg/L + Kinetin 1.9
mg/L. The variables evaluated were the presence of callus per explant and the formation of calluses
on the edges and ribs. For both varieties, the formation of callogenic structures was observed in all
treatments. In the Lempira variety, Picloram 0.5 mg/L + Kinetin 1.9 mg/L treatment presented the
highest callus formation. The treatments Picloram 0.5 mg/L + Kinetin 1.9 mg/L and Picloram 0.5 mg/L

+ BAP 2 mg/L achieved callus formation and development in explants of the Geisha variety.

Keywords: Auxins, callogenic structures, cytokinins, Geisha, growth regulators, Lempira,

somatic embryogenesis.



Introduccién

El cultivo de café (Coffea arabica) de la familia Rubiaceae, es un arbusto perenne que
dependiendo de las condiciones puede alcanzar un ciclo de vida de 20 a 25 afios. Su maximo pico de
produccién es a los 6 u 8 afios, y durante los siguientes afios su productividad disminuira. Segun
Figueroa et al. (2015), el café tiene mas de 6000 especies, siendo las especies de arabica y robusta las
mads importantes econémicamente, representando el 99% de la produccidon mundial. El café es uno de
los productos agricolas de mayor importancia econémica a nivel mundial, genera ingresos anuales
mayores a USD $15 mil millones para los paises exportadores, y brinda una fuente de trabajo a més
de 20 millones de personas en el mundo (SICA 2020). Algunos de los principales paises productores
de café son Brasil, Vietnam, Colombia, Indonesia y Honduras.

Generalmente la propagaciéon del café se realiza utilizando semillas de plantaciones

cafetaleras donde las plantulas obtenidas deben ser cuidadas hasta su trasplante a campo. El creciente
desarrollo de enfermedades y plagas como la roya o la broca en los campos de produccién ha
incentivado la elaboracidon de ensayos de mejoramiento genético para la obtencién de variedades
resistentes. Es aqui cuando se hace necesario el uso de herramientas biotecnolégicas como la
propagacion in vitro, donde conseguiremos individuos genéticamente idénticos a la planta madre,
expresando asi su resistencia y evitando problemas de variabilidad genética. Segun Kumar et al.

(2006), la propagacién del café por técnicas de cultivo de tejidos seria una alternativa viable a los

métodos tradicionales de propagacidn.

El cultivo in vitro consiste en tomar una porcién de una planta (el apice, una hoja o segmento
de ella, segmento de tallo, meristemo, embrién, nudo, semilla, antera) y colocarla en un medio de
cultivo estéril (usualmente gelificado, semisdlido) donde se regenerard una o muchas plantas
(INTAGRI 2021). Segun Roca y Mroginski (1991), al comparar los procedimientos de propagacién

convencional con la micropropagacion se obtienen los siguientes beneficios: tasas de multiplicacion



elevadas, material vegetal de tamafio reducido que puede transportarse a largas distancias por menor

costo y produccién de material vegetal libre de enfermedades.

El cultivo de tejidos puede realizarse por distintas vias de regeneracion como la brotacién y
proliferacién de yemas, la organogénesis y la embriogénesis somatica (Ruscitti et al. 2011). En el café
puede ser por organogénesis o embriogénesis somdtica, siendo mas comun que se utilice la
embriogénesis somatica en vez de la organogénesis, esto se debe a que presenta ventajas como una

mayor tasa de multiplicacion a partir de distintos explantes.

La embriogénesis somatica es un proceso bioldgico por el cual células somaticas desarrollan
embriones semejantes a los embriones cigéticos, que luego son plantas genéticamente iguales a la
planta madre (Sanchez et al. 2019). En el café, utilizando la embriogénesis somatica se podria obtener
cultivares tolerantes a enfermedades (soportan la presencia del patégeno sin causarle dafio a la
planta) en un menor tiempo, en comparacion con el método convencional. Es posible la embriogénesis
somatica del café a partir de microesquejes, pero mediante explantes foliares resulta una mejor

opcion por su propagacion rapida y en menor tiempo.

Dublin (1980), determiné la metodologia de implementacién de técnicas de embriogénesis
somatica a partir de explantes diversos como fragmentos de tallos ortétropos, de ramas plagiotropas,
de hojas y de tegumentos de dvulos, concluyendo que las hojas abundantes y de facil desinfeccidn
proporcionan los mejores explantes para la embriogénesis somatica en el cafeto. El éxito de la
regeneracién a través de la embriogénesis somatica estd influenciado por varios factores, incluidas las
condiciones fisiolégicas de la planta y los tipos de formulacién de medios utilizados (Ibrahim et al.

2013). La embriogénesis somatica en el café depende en gran medida del genotipo utilizado.

Factores como el medio y los reguladores de crecimiento pueden afectar la embriogénesis
somatica del café. Los reguladores de crecimiento van a depender de la variedad del café. En Coffea

canephora variedad robusta, solo con la presencia de la citocinina 6-bencilaminopurina (BAP) es
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posible inducir embriogénesis somatica (Lépez et al. 2016). Por otro lado, para la obtencion de un

callo embriogénico en Coffea arabica, es necesaria la presencia de alguna auxina.

Los reguladores de crecimiento son cualquier compuesto organico natural o de sintesis que
en pequefias cantidades, promueva, inhiba o modifique cualitativamente el crecimiento y desarrollo
de la planta de forma similar a como lo hacen las fitohormonas (Fichet 2021). La auxina utilizada en
este estudio fue Picloram y como citoquininas se utilizd Kinetina y 6-Bencilaminopurina (BAP). El
picloram es utilizado en la induccidn a proliferacidn celular en material vegetal para cultivos in vitro,
su uso comun en agricultura es como herbicida de post emergencia (Cruz Mufoz 2019). La 6-
bencilaminopurina (BAP) es utilizada para estimular la division celular y usada en la agricultura desde
la germinacién hasta la cosecha para formacidon de brotes y floracién. La kinetina promueve la

formacidn de callo mediante la divisidn celular y también se enfoca en el crecimiento y tamafio celular.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento Picloram,

Kinetina y 6-Bencilaminopurina en explantes foliares de café cultivados in vitro.
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Materiales y Métodos

Localizacién

El proyecto de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales.
El laboratorio esta ubicado en el Departamento de Ciencia y Producciéon Agropecuaria de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, localizada en el km 30, carretera hacia Danli, en el departamento

de Francisco Morazan, Honduras.

Fuente de Material Vegetal

Se obtuvieron los explantes foliares a partir de las hojas de cafetos de la variedad Lempira,
gue se encuentran en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. También se usaron hojas de
cafetos de la variedad Geisha, con edad aproximada de 7 meses, estas hojas fueron donadas
especificamente para este estudio. Se utilizaron hojas jovenes de color verde oscuro, planas y sin
dafios fisicos o enfermedades, provenientes de ramas plagiotrépicas (Figura 1). Al momento de
recolectar la hoja de la planta madre, esta se tomad de la parte superior del segundo tercio de la planta

en sentido basipeto.

Figural

Hoja proveniente de ramas plagiotrdpicas de la planta.
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Variedad Lempira

Segun el (World Coffee Research 2022b), la variedad Lempira es de muy alto rendimiento,
adaptada para zonas cdlidas y suelos acidos. El porte de la planta es bajo con un tamafio promedio del
fruto y su potencial de calidad es bajo. La altitud dptima para su produccidn es de 900 a 1600 msnm.
Si bien antes era considerada una variedad resistente a la roya, hoy en dia es susceptible. Esto debido
a la constante evolucidn de la roya (nuevas razas) y la degradacién de la resistencia. De igual forma,
es susceptible a la antracnosis y a los nematodos. Su primera cosecha es a partir del tercer ano, la
densidad de siembra es de 5000-6000 plantas/ha. Esta variedad se obtuvo del cruce entre el Hibrido

de Timor y Caturra.

Variedad Geisha

El World Coffee Research (2022a), define al Geisha como una variedad con una calidad de taza
excepcionalmente alta a gran altura. El porte de la planta es alto con un tamafio promedio del fruto y
un rendimiento en produccion medio. La altitud dptima para su produccidon es mayor a los 1300 msnm.
La variedad Geisha es tolerante a la roya del café, susceptible a la antracnosis y a los nematodos. Su

primera cosecha es a partir de cuarto afio y su densidad de siembra es de 3000-4000 plantas/ha.

Preparacidn y Desinfeccion del Material Vegetal

Previo a la recoleccion de las hojas, a las plantas seleccionadas se les realizé una aplicacion
del fungicida sistémico Amistar (ingrediente activo azoxystrobina) (1 ml/L); también se aplico Agry-
Gent Plus (ingredientes activos de sulfato de gentamicina y clorhidrato de oxitetraciclina) (4 g/L) como
bactericida sistémico y de contacto. Esto se hizo con el fin de disminuir el porcentaje de contaminacion

en laboratorio.

Las hojas recolectadas de la planta madre fueron lavadas con jabdn comercial y luego se

enjuagaron con agua potable. Posteriormente se cortaron los bordes de las hojas para proceder a
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sumergirlas en una solucién del fungicida sistémico Amistar (0.1 g/L), por 10 minutos. Luego se

procedid a la desinfeccidon del material vegetal.

En la desinfeccidn se hizo una inmersién de las hojas en una soluciéon de 2% de NaClO por 5
minutos, a esta solucién se le agregaron 5 gotas de Tween 80, que sirve como emulsionante. Al
finalizar el tiempo las hojas fueron enjuagadas con agua destilada estéril de 3 a 4 veces dentro de la
camara de flujo laminar. Los explantes fueron tomados de la parte media de la hoja, con un tamafio
de 1 cm?. Estos explantes fueron establecidos con el haz de la hoja en contacto con el medio de cultivo

(Figura 2).

Figura 2

Explantes de 1 cm?, establecidos con el haz de la hoja en contacto con el medio de cultivo.

I

Medio de Cultivo

Se utilizd el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog) al 50% de sales minerales y vitaminas
de Yasuda (Cuadro 1), suplementado con reguladores de crecimiento segun el tratamiento a evaluar.
El pH fue ajustado a 5.6 y para la solidificacion de los medios se utilizé Phytagel 1.8 g/L. Los medios se

esterilizaron en autoclave a 121°C, 1 kg/cm? de presién por 20 minutos.
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Cuadro 1

Medio de cultivo para el establecimiento in vitro de explantes foliares café (Coffea arabica).

Componentes 1L
Macroelementos 50% MS (10X) 50.0 mL
Microelementos 50% MS (1000X) 05 mL
FeNaEDTA 50.0 mg
Inositol 01 g
Tiamina 1.0 mg
Acido Nicotinico 1.0 mg
Piridoxina 1.0 mg
Cisteina 25.0 mg
Sacarosa 300 g

Los tratamientos consistieron en un testigo sin reguladores; Picloram 0.5 mg/L; Picloram 0.5
mg/L + 6-Bencilaminopurina (BAP) 2 mg/L; y Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L, segun el estudio

realizado por Santana et al. (2004).

Incubacion
Los explantes se incubaron en total obscuridad a una temperatura de 22°Cy 30% de humedad

relativa.

Variables Medidas
Para ambas variables se observaron periddicamente los explantes y la toma de datos fue al

dia final del experimento.

Presencia de Callo por Explante

Se contaron los explantes que formaron callo.

Formacion de Callo en Bordes y Nervadura

Se contd el numero de bordes por explante que presenté formacion de callo.
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Cuadro 2

Escala de formacion de callo en bordes y nervadura.

Descripcién Valor
1-2 bordes del explante con presencia de callo 1
3-4 bordes del explante con presencia de callo 2
Todos los bordes y nervadura con presencia de callo 3

Disefio Experimental
Se utilizé un disefio completo al azar con cuatro tratamientos, 75 repeticiones por tratamiento

para la variedad Lempira y 50 repeticiones por tratamiento para la variedad Geisha.

Anadlisis Estadistico
A partir de un analisis visual comparativo se evaluaron las respuestas de los explantes a los
distintos tratamientos. Se realizd un andlisis de varianza y separacion de media por el método de

Duncan con probabilidad <0.05. El programa estadistico utilizado fue Infostat 2020.
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Resultados y Discusion

Establecimiento de Explantes de Café — Variedad Lempira

En el establecimiento de explantes de café de la variedad Lempira, los tratamientos Picloram
0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L, Picloram 0.5 mg/L + 6-Bencilaminopurina (BAP) 2 mg/L y Picloram 0.5
mg/L, formaron callo en bordes y nervaduras de los explantes (Cuadro 2). El testigo no presentd
reaccion ni formacion de callos. Los medios suplementados con Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L y
Picloram 0.5 mg/L, no presentaron diferencias significativas entre ellos, pero si con respecto al
tratamiento Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L. Por consiguiente, el mejor tratamiento para la
formacién de callos en los bordes es el medio suplementado con Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9
mg/L. En el cultivo de café , el empleo de Picloram en conjunto con Kinetina no ha sido informado,
pero su efecto ha sido evaluado en otros cultivos, obteniendo resultados favorables como Kaur y
Kothari (2004), quienes observaron formacion de callos al utilizar Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 0.5 y

1.0 mg/L en el cultivo de mijo kodo.

Gonzalez et al. (2001), en su estudio de induccion de embriogénesis somatica en Coffea
canephora reportd, que los medios suplementados Unicamente con Picloram (0.1, 0.5 y 1.0 mg/L) no
inducen a la formacién y desarrollo de callos. Caso contrario a nuestra investigacién, donde se puede

observar la formacidn de callos con el tratamiento Picloram 0.5 mg/L.



17

Cuadro 3

Crecimiento callogénico en explantes foliares de café de la variedad Lempira.

Tratamientos Bordes con callo
Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L 2.55°
Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L 2.31°
Picloram 0.5 mg/L 2.11°
Testigo 0

cv 2.22

P 0.0009

R? 0.10

Los explantes de la variedad Lempira establecidos en los medios suplementados con Picloram
0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L (Figura 3); Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L (Figura 4) y Picloram 0.5 mg/L
(Figura 5), se comportaron de manera similar formando estructuras callogénicas. En el dia 14 después
de siembra es visible un leve encorvamiento en los explantes sembrados. A partir del dia 26, las
estructuras callogénicas comenzaron a formarse en los bordes de los explantes. En el dia 43 después
de siembra, esa masa callogénica aumentd su volumen formando callos compactos para los tres
tratamientos. Para el dia 62 después de siembra, la masa callogénica cubrid el explante por completo
y a su vez formé callo en la nervadura del explante; para este dia ya se puede observar un cambio en
la coloracion del callo, pasando de un blanco a un blanco-marrén; ademas, observamos como en el
tratamiento Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L el callo se vuelve friable. Segin Kaur y Kothari
(2004), la combinacion de Picloram y Kinetina es beneficiosa para la diferenciacion de embriones

somaticos y formacién de callos compactos.
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Figura 3

Respuesta de los explantes foliares de café, variedad Lempira, al medio suplementado con Picloram

0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L.

Nota. A. Dia 14. B. Dia 26. C. Dia 43. D. Dia 62. E. Dia 69. F. Dia 79.

Figura 4
Respuesta de los explantes foliares de café, variedad Lempira, al medio suplementado con Picloram

0.5 mg/L + 6-Bencilaminopurina (BAP) 2 mg/L.

Nota. A. Dia 14. B. Dia 26. C. Dia 43. D. Dia 62. E. Dia 69. F. Dia 79.
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Figura 5

Respuesta de los explantes foliares de café, variedad Lempira, al medio suplementado con Picloram

0.5 mg/L.

Nota. A. Dia 14. B. Dia 26. C. Dia 43. D. Dia 62. E. Dia 69. F. Dia 79.

Establecimiento de Explantes Foliares de Café - Variedad Geisha

El desarrollo de estructuras callogénicas en la variedad Geisha se observd en todos los
tratamientos suplementados con reguladores de crecimiento, Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L,
Picloram 0.5 mg/L + 6-Bencilaminopurina (BAP) 2 mg/L y Picloram 0.5 mg/L. El testigo no presentd
formacidn de callo (Cuadro 3). Entre los tratamientos suplementados con Picloram 0.5 mg/L + Kinetina
1.9 mg/L y Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L, no hubo diferencias significativas entre ellos. En cuanto
al tratamiento Picloram 0.5 mg/L, si presento diferencias significativas con respecto a los tratamientos
antes mencionados. Este resultado es contrario a los obtenidos por Cruz Mufoz (2019), el cual no
presentd formacion de callos en el medio suplementado con Picloram 0.1 mg/L. Gonzalez et al. (2001),
también reportan que el uso de Picloram en dosis de 0.1, 0.5 y 1.0 mg/L no favorece el inicio y
desarrollo de callo en los explantes, y que es necesaria la adicidn de una citoquinina para el balance

hormonal.
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La formacién de callos en bordes y nervaduras del explante de café, se presentd en los
tratamientos Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L, Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L y Picloram 0.5
mg/L (Cuadro 3). Los medios suplementados con Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L y Picloram 0.5
mg/L + BAP 2 mg/L, no obtuvieron diferencias significativas entre ellos. El tratamiento Picloram 0.5

mg/L, presenta diferencias significativas en comparacion con los tratamientos antes mencionados.

De acuerdo con estos resultados, los mejores tratamientos para inducir la formacion y
crecimiento de callos en los bordes de los explantes son Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L y

Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L.

Cuadro 4

Crecimiento callogénico en explantes foliares de café de la variedad Geisha.

Tratamientos Formacion de callo (%) Bordes con callo

Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L 100° 2.39°
Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L 100°@ 2.19°
Picloram 0.5 mg/L 78" 1.65°
Testigo 0 0

cv 13.09 3.14

P 0.0007 0.0025

R? 0.17 0.14

Los explantes establecidos de la variedad Geisha en los medios suplementado con Picloram
0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L (Figura 6); Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/L (Figura 7) y Picloram 0.5 mg/L
(Figura 8), formaron estructuras callogénicas compactas de color blanco. Los explantes comenzaron a
presentar encorvamiento a partir del dia 20 después de siembra. El dia 27 después de siembra las
estructuras callogénicas empezaron a ser visibles en los explantes. Del dia 34 al 44 su masa callogénica
incrementd su tamafio, ademas se observa en los tratamientos Picloram 0.5 mg/L y Picloram 0.5 mg/L

+ BAP 2 mg/L la formacién de callos en la nervadura.



21

Figura 6

Respuesta de los explantes foliares de café, variedad Geisha, al medio suplementado con Picloram

0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L.

Nota. A. Dia 8. B. Dia 15. C. Dia 20. D. Dia 27. E. Dia 34. F. Dia 44.

Figura 7
Respuesta de los explantes foliares de café, variedad Geisha, al medio suplementado con Picloram

0.5 mg/L + 6-Bencilaminopurina (BAP) 2 mg/L.

Nota. A. Dia 8. B. Dia 15. C. Dia 20. D. Dia 27. E. Dia 34. F. Dia 44.
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Figura 8

Respuesta de los explantes foliares de café, variedad Geisha, al medio suplementado con Picloram

0.5 mg/L.

Nota. A. Dia 8. B. Dia 15. C. Dia 20. D. Dia 27. E. Dia 34. F. Dia 44.
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Conclusiones
Los tratamientos Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L, Picloram 0.5 mg/L + BAP 2 mg/Ly
Picloram 0.5 mg/L, indujeron a la formacién y crecimiento de callos en los explantes, tanto en la
variedad Lempira, como en la variedad Geisha.
La respuesta fue favorable en cuanto a la formacion de callos en los bordes y nervaduras de
los explantes en la variedad Lempira, con el tratamiento Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L.
En la variedad Geisha los tratamientos Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L y Picloram 0.5

mg/L + BAP 2 mg/L, todos los explantes formaron callos.
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Recomendaciones
Continuar con las fases de embriogénesis somdtica a partir de las estructuras callogénicas
obtenidas de ambas variedades.
Hacer pruebas con la suplementacion de Picloram 0.5 mg/L + Kinetina 1.9 mg/L, Picloram 0.5

mg/L + BAP 2 mg/Ly Picloram 0.5 mg/L, en otras variedades de café.
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