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RESUMEN

Coffea arabica L “café" Var. Caturra de la familia Rubiaceae, uno de los principales cultivos de
agro exportacion del Perd. El presente estudio se realizé con el propdsito de obtener células
desdiferenciadas o callos viables in vitro a partir de explantes foliares, para buscar resistencia
a la roya por variabilidad genética. Los explantes se sometieron al sistema de esterilizacién:
Lavado con detergente; fungicida Cobox; alcohol al 96%; hipoclorito de Calcio (CaClO) al 5% y
enjuague, a continuacion se realizo pequefios cortes (heridas), luego fueron introducidos en
tubos de ensayo con medio de cultivo de Murashige y Skoog (1992) suplementado con 1,5 mg/L
de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y 0,5 mg/L de 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) como primer
tratamiento, y, con 2,5 mg/L de Kinetina y 1 mg/L de 2,4-D como segundo tratamiento; todo el
proceso de introduccién in vitro se desarrollé en condiciones asépticas dentro dela cdmarade
flujo laminar. Los cultivos se incubaron en el cuarto de transferencia en condiciones de oscuro a
unatemperaturade20-22°C.Comoresultadosse obtuvo célulasdesdiferenciadas o callos viables
en 100% de explantes en primer tratamientoy en 80 % de explantes en el segundo tratamiento, a
veinte dias de introduccion in vitro. Se observé fenolizacion en los explantes como productode
lareaccion de oxidacion, lo que causé el cambio de color en las células desdiferenciadas de verde
amarillento a pardo claro. El sistema de esterilizacién aplicado, permitié eliminar los agentes
patdgenosen 90 % de los explante.
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IN VITRO CELLULAR DEDIFFERENTIATION OF Coffea arabica L.
“CAFE”VAR. CATURRA FROM FOLIAR EXPLANTS

ABSTRACT
Coffea arabica L "coffee” Var. Caturra of the Rubiaceae family on of the main agricultural export
crops in Peru. The present study was carried out with the purpose of obtaining in vitro
from foliar explant, to search for resistance to rust due to genetic variability. The explants
were subjected to the stylization system: Washing with detergent; Cobox fungicide; 96%
alcohol; Calcium Hypochlorite (CaClO) at 5% and rinsing, then small cuts (wounds) were
made then they were introduced into test tubes with culture medium from Murashige and

Scientia ISSN 1993-422X |141-148[2020] | https://doi.org/10.31381/scientia.v22i22. | CIURP 141



/777 MAURO QUINONES, NATHALIE YAFAC, ROMINA GARAVITO-SALINI, LEYDI PRINCIPE

Skoog (1992) supplemented with 1.5 mg/L of 6-benzylaminopurine (6-BAP) and 0.5 mg/L of
24-dichlorophenoxyacetic (2,4-D) as the first treatment; and, with 2.5 mg/L of Kinetin and
1 mg/L of 2,4-D as a second treatment; the entire in vitro introduction process was carried
out under aseptic conditions Within the laminar flow chamber. The culture were incubated in
the transfer room under dark conditions at 20-22°C. As results, dedifferentiated cells or viable
callus were obtained in 100% of the explants in the first treatment and in 80% of the explants
in the second treatmen, twenty days after in vitro introduction. Phenolization was observed
in the explants as a product of the oxidation reaction, which caused the color change in the
dedifferentiated cells from yellowish green to light brown. The applied sterilization system
allowed the elimination of pathogens in 90% of the explants.
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INTRODUCCION

offea arabica L. “café” es uno de los productos agricolas mds importantes

en el mercado internacional y en el Peru. La economia de muchos paises

productores de café depende en gran medida de la productividad de este

cultivo; es por eso que el rendimiento, la resistencia a plagas y la calidad
organoléptica son caracteristicas que presentan variedades mejoradas en los
cultivos de café. En los Ultimos afos, el Pert viene enfrentando un problema en
el cultivo del café: la roya, causada por el hongo Hemileia vastatrix. Este hongo se
presentaenlaplantacomopolvilloamarilloenel envésde lashojas causandola caida
prematurade hojasy granos de café. Esto conlleva al uso de técnicas biotecnoldgicas
como laembriogénesis somatica, el cual es un proceso biotecnoldgico que permite
obtener embriones somaticos a partir de una célula sin la necesidad de fusién de
gametos y regenerar plantulas conocidas como variantes somaclonales para el
mejoramiento genético en busca de variedades genéticamente resistentes a la roya,
como una alternativa para la caficultura peruana. Esta técnica es considerada como
una alternativa, debido a que, no solo permite acortar el tiempo de mejoramiento
genético, sino también la multiplicacién clonal masiva de las plantas obtenidas por
la desdiferenciacion celular y/o embriogénesis somatica, dando la posibilidad de
elevar los indices de produccion de café en el Perd, y con ella mejorar la calidad de
vida de los agricultores dedicados a la cafecultiora.

La ausencia o presencia de algunos componentes en el medio de cultivo como
sales minerales, fitohormonas, antioxidantes o fungicidas, desencadenan
respuestas variadas que en muchas ocasiones no son las mas adecuadas para
lograr la desdiferenciacion celular y/o embriones somaticos. Partiendo de estas
consideraciones, el presente trabajo de investigacion tiene como finalidad lograr la
desdiferenciacion celular in vitro de Coffea arabica L. Var. Caturra a partir de explantes
foliares, estableciendo un procedimiento de induccién de embriogénesis somatica de
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Coffea arabica que permita la dptima multiplicacién in vitro mediante la determinacién
deltipoy concentracion de reguladores de crecimiento en Coffea arabica L. Var. Caturra
y, por ende, pueda establecerse una nueva técnica de cultivo mejorado en el Perd.

MATERIALESY METODOS

Los explantes foliares de Coffea arabica Var. Caturra “Café” fueron obtenidos
del campus de la Universidad Ricardo Palma, donde se corté con unas tijeras
y se depositd en un Beaker los explantes foliares mas jovenes sin dafos
fisicos ni sintomas de enfermedad, luego fueron trasladadas al laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, estas se lavaron con detergente y se enjuagaron. En
la cdmara flujo laminar previamente esterilizada con UV, se sumergieron los
explantes en solucion fungicida Cobox 1g/L por 30 minutos, luego en alcohol 96%
por 1 minuto a continuacion fueron sumergidas en una solucidn de hipoclorito
de calcio (Ca ClO)2 al 5% (p/v) durante 10 minutos, enjuagandose cuatro veces
con agua destilada previamente esterilizada con un intervalo de 5 minutos entre
cada enjuague. Con ayuda de un bisturi y sobre una placa Petri previamente
esterilizada, se realizé cortes (heridas) en los explantes foliares y de peciolo los
cuales se sembraron en 10 tubos Falcon con medio de cultivo MS enriquecido con
1,5 mg/L de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y 0,5 mg/L de 2,4-diclorofenoxiacetico
(2,4-D) para el primer tratamiento; y, otros 10 tubos falcon con medio de cultivo
MS enriquecido con 2,5 mg/L de Kinetina y 1 mg/L de 2,4-D para el segundo
tratamiento. Luego se flamed, se cerrd, se rotuld y se incubd en condiciones de
oscuridad a 20-22°C. Se observo interdiariamente para determinar el inicio de la
desdiferenciacion celular y/o formacion de tejido calloso y visualizar la presencia
de agentes contaminantes en los cultivos. Se cuantifico el nimero de explantes
que formaron callo durante las primeras 4 semanas de cultivo.

RESULTADOS

Se lograron obtener callos de color verde amarillento de aspecto granulado y
seco en los explantes foliares de Coffea arabica en un 100% y 80% para el primery
segundo tratamiento respectivamente, a los 20 dias de la introduccién in vitro (Tabla
1y Fig 1). Presentd contaminacion de 10% solo en el sequndo tratamiento (Tabla 2,
Fig 2) y fenolizacién baja y media en ambos tratamientos (Tabla 3 y 4 y Fig 3).

Tabla N° 1. Efecto del 6-BAD, acido 2,4-diclorofenoxiacético y kinetina en la
iniciacion de callo en explantes Coffea arabica

Porcentaje de explantes

Tratamiento que iniciaron la
formacion de callo
T1:MS+ 1,5 mg/L 6-BAP + 0,5 mg/L 2,4-D 100%
T2: MS + 2,5 mg/L KIN + 1,0 mg/L 2,4-D 80%
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Fig 1. Tipos de callo seguin tratamientos de Coffea arabica. A. Callo friable,
tratamiento 1; B. callo friable, tratamiento 1; C. callo compacto (flecha)
tratamiento 1; D. callo friable (f) y callo compacto (c) tratamiento 2; E. callo
fenolizado (flecha) tratamiento 2; F. callo compacto, tratamiento 2

Tabla N° 2. Numero y porcentaje de contaminacion de explantes de
Coffea arabica en cada tratamiento.

. Numero de explantes Porcentaje de
Tratamientos . L
contaminados contaminacion
T 0 0%
T2 2 10%

&£ J———

Fig 2. Contaminacién del medio y explantes en Coffea arabica.
A. contaminacién bacteriana. B. contaminacién fungica
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Tabla N° 3. Intensidad y porcentaje de oxidacidn de explantes de Coffea arabica

Tratamiento 1 Tratamiento 2
MS + 1,5 mg/L 6-BAP + 0,5 mg/L MS + 2,5mg/L KIN + 1,0 mg/L
Oxidacién 2,4-D 2,4-D
Nxplomes Porcentajede  'UMERSE  porcentaje de
oxidados oxidacion oxidados oxidacion
Baja 6 60% 3 37.5%
Media 2 20% 4 50%
Alta 0 0% 1 12,5%
TOTAL 8 80% 8 100%

Tabla N° 4. Numero y porcentaje total de oxidacién de explantes de Coffea arabica

. Ndmero .
. Numero Porcentaje
Tratamientos de explantes R
total de oxidacion

*
de explantes totales oxidados

T1 10 8 80%

T2 8 8 100%

*numero de explantes sembrados por tratamiento sin contar los explantes contaminados

Fig 3. Oxidacién en explantes de Coffea arabica: A. oxidacion ausente;
B. oxidacién baja; C. oxidacion media

DISCUSION

Lépez-Gomez P. et al (2010) determinaron que los explantes que provienen de
hojas inmaduras y de hojas jévenes presentan una mayor capacidad de respuesta
morfogénica que los de las hojas maduras, refiriéndose a la obtencién del callo.
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En esta investigacién seleccionamos los explantes foliares mas jévenes de Coffea
arabica, teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente por Lépez-Gémez.

Sondahl y Sharp (1977) afirman que los reguladores del crecimiento de las
plantas, desarrollan un papel importante en la induccion de la actividad
mitotica de diferentes poblaciones celulares de los tejidos cultivados, que
propiciaron diferentes tiempos de los ciclos celulares y diversos bloqueos,
segun el estado regulatorio particular de una poblacién de células. Moncada
et al (2004) determinaron la embriogénesis somatica en Coffea arabica L.
variedad Catuai Amarillo en el medio Murashige y Skoog (MS) con 5.30 mg/L de
6-bencilaminopurina (6-BAP) estimulando el desarrollo de embriones somaticos.
Concluyeron que el BAP y el 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) juntos promueven
el desarrollo de callos con raices y con potencial embriogénico; por otro lado,
las concentraciones bajas de estos dos reguladores de crecimiento inducen un
mayor desarrollo de callos embriogénicos, es por ello que se optd por utilizar
concentraciones bajas de ambas fitohormonas para el primer tratamiento, siendo
de 1,5 mg/L y 0,5mg/L respectivamente, dado esto, se obtuvo un resultado de
80% y 100% de inicio de formacion del callo para el primer y segundo tratamiento
respectivamente. Asi podemos afirmar que el uso de concentraciones bajas de
ambas fitohormonas promueve una mayor induccién de formacién de callo, y a
la vez, es un beneficio econdmico ya que genera menor gasto de ellas.

Los resultados del ensayo de iniciacion de callo indican que la auxina 2,4-D, a una
concentracion de 0,5 mg/l, induce la formacién de callo friable, y la combinacién
de 6-bencilaminopurina (6-BAP) incrementa la intensidad de proliferacién
estimulando el desarrollo de embriones sométicos, esto es corroborado con los
resultados de Moncada et al (2004), Ibrahim et al. (2013) y Sénchez Jhong et al
(2019). Sin embargo, utilizando como fitohormonas 2,4-D y Kinetina se obtuvo
mayor porcentaje de callo compacto (Fig.1) pero con un resultado favorable
en cuanto a la proliferacion del callo lo cual concuerda con lo reportado por
Cevallos et al. (2002) cuya investigacion obtuvo frecuencias mas altas de los
callos embriogénicos cuando el medio estuvo suplementado con la auxina
2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y kinetina. Por otro lado, Ciridhar et al (2004)
empled el triacontanol en el medio de cultivo para la obtenciéon de embriones
somaticos en C. arabica y C. canephora, en esta investigacion no se utilizé este
agente.

En las investigaciones realizadas en la regeneracion de plantas de Coffea arabica
“café” por Gatica, A. 2002, se utilizd distintos métodos de esterilizacion en los
explantes de hojas. La esterilizacién con hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1.6%
por 30 minutos no fue el adecuado para desinfectar los explantes. Sin embargo,
al aumentar la concentracion de NaOCl a 5.25% por 30 minutos y utilizando
Agrimycin (bactericida) y Benlate (fungicida) por 5 minutos logré reducir
considerablemente la contaminaciéon. En nuestra investigacion los explantes
foliares de Coffea arabica L Car. Caturra fueron esterilizados con hipoclorito de
calcio (CaClO) al 5% por un tiempo de exposicion de 10 min, el cual fue mayor
comparado con otros autores y permitié la esterilizacion de los explantes y por
consiguiente la desdiferenciacion celular. Paz, A. (2000) empleé Benomyl para la
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desinfeccién, optamos por la utilizacién del fungicida Cobox por un tiempo de
exposicion de 30 minutos.

En nuestros ensayos los explantes se contaminaron con bacterias y Cladosporium
spp., que se identificd por caracteristicas macroscopicas. Ademas, estos son
microorganismos que comunmente se encuentran en el medio ambiente,
corroborando lo mencionado por Gatica, A.

CONCLUSIONES

* Se logro la desdiferenciacién celular in vitro de Coffea arabica L. Var. Caturra a
partir de explantes foliares

* La formacion de callo a partir de explantes de Coffea arabica L Var. Caturra
“café” fue de 80% a 100% en medio de cultivo MS enriquecido con acido
2,4-diclorofenoxiacético en combinacion con 6-bencilaminopurina para el
primer tratamiento y, con Kinetina para el segundo tratamiento.

e La mayor proliferaciéon de callo friable se obtuvo en explantes de Coffea
arabica L Var. Caturra “café” cultivados en medio MS enriquecido con acido
2,4-diclorofenoxiacético (0.5 mg/l) y 6-bencilaminopurina (1,5 mg/L). Sin
embargo, se obtuvo mayor porcentaje de callo compacto con el segundo
tratamiento.

* Laexposicion de explantes de Coffea arabica L Var. Caturra “café” a hipoclorito
de calcio al 5% a un tiempo de exposicién de 10 minutos permiten lograr la
esterilizacién de los explantes.

* Se obtuvo un porcentaje de oxidacion de 80% y 100% en el primer y segundo
tratamiento respectivamente.

e La oxidacién de explantes y callos no presenta un problema en el
establecimiento in vitro ni en lainduccion de embriones somatico pero induce
a un cambio ligero de color en el callo.

RECOMENDACIONES

¢ Continuar investigaciones posteriores.

e Utilizar otras sustancias esterilizantes para determinar y evaluar cual da un
mejor resultado.

* Realizar ensayos con uso de antioxidantes para determinar su efecto y evitar
la fenolizacion.

* Investigar el efecto de la humedad relativa ambiental de donde se extraen los
explantes en los niveles de contaminacidn que se obtienen in vitro.
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