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RESUMEN

La variedad de café Colombia (Coffea arabica L.) tiene alta resistencia a
la roya y buenas caracteristicas de produccion y calidad de taza. Diversos
protocolos para la propagacion de café mediante embriogénesis somatica
han sido desarrollados; sin embargo, la tasa de maduracién, germinacion y
conversion es baja. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el
efecto de reguladores del crecimiento y agentes osméticos en la maduracion
y germinacion de embriones somaticos de café y evaluar, en condiciones
ex vitro, las caracteristicas fisioldgicas de las plantas regeneradas. Para su
maduracion, embriones globulares y torpedo temprano se cultivaron en un
medio Yasuda et al. (1985) con distintas concentraciones de acido abscisico
(ABA) (2-4 mg L"), &cido salicilico (ASA) (1.38 g L), &cido giberélico (AG,)
(0.7-1.0 mg L), 4cido indolacético (AIA) (0.3-0.5 mg L), polietilenglicol
8000 (PEG 8000) (50-75 g L") o sacarosa (50-80 g L™'). Para su germinacion,
los embriones maduros fueron transferidos a un medio con 0.25 mg L' de
AlAy 0.25 mg L™ de 6-bencilaminopurina (BAP). Las plantas se aclimataron y
crecieron en perlita:turba:tezontle (1:1:1) o turba:tezontle (2:1) en condiciones
de invernadero. El valor maximo de maduracion y germinacién de los
embriones globulares se observé al adicionar 50 g L' de sacarosa al medio
(81.7 y 53.9 %, respectivamente). Para los embriones torpedo temprano el
porcentaje de maduracion mas alto se registré con 80 g L' de sacarosa (19.2
%) 0 una combinacion de 1.0 mg L™ de AG, y 0.5 mg L' de AIA (45.0 %);
sin embargo, los porcentajes de germinacion no fueron significativamente
distintos del testigo. El potencial osmético de los embriones no estuvo
directamente relacionado con su grado de madurez. La totalidad de las
plantas cultivadas en las mezclas de sustratos sobrevivieron y mostraron ser
morfolégica y fisiolégicamente normales bajo condiciones ex vitro.

Palabras clave: Coffea arabica, embriogénesis somatica,
germinacion, maduracion, osmaoticos, reguladores de crecimiento.

SUMMARY

The Colombia coffee variety (Coffea arabica L.) has high resistance to rust
and good production characteristics and cup quality. Several protocols have
been developed for the propagation of coffee by somatic embryogenesis;
however, the rate of maturation, germination and conversion is low. The
objective of this study was to determine the effect of growth regulators and
osmotic agents on the maturation and germination of coffee somatic embryos
and to evaluate, under ex vitro conditions, the physiological characteristics
of the regenerated plants. For maturation, globular and early torpedo
embryos were cultured on a Yasuda et al. (1985) medium with different
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concentrations of abscisic acid (ABA) (2-4 mg L), salicylic acid (SA) (1.38
g L"), gibberellic acid (GA,) (0.7-1.0 mg L"), indoleacetic acid (IAA) (0.3-0.5
mg L), polyethylene glycol 8000 (PEG 8000) (50-75 g L") or sucrose (50-80
g L™). For germination, the mature embryos were transferred into a medium
with 0.25 mg L™ of IAA and 0.25 mg L' of 6-benzylaminopurine (BAP). The
plants were acclimatized and grown on perlite:peat:volcanic rock (1:1:1) or
peat:volcanic rock (2:1) under greenhouse conditions. The maximum value
of maturation and germination of globular embryos was observed when 50 g
L' of sucrose were added to the medium (81.7 and 53.9 %, respectively). For
early torpedo embryos, the highest percentage of maturation was recorded
with 80 g L of sucrose (19.2 %) or a combination of 1.0 mg L' GA, and
0.5 mg L of IAA (45.0 %); however, the germination percentages were not
significantly different from the control. The osmotic potential of the embryos
was not directly related to their degree of maturity. All the plants grown on
the substrate mixtures survived and were morphologically and physiologically
normal under ex vitro conditions.

Index words: Coffea arabica, germination, growth regulators,
maturation, osmotic, somatic embryogenesis.

INTRODUCCION

El café (Coffea arabica L.) es un cultivo estratégico
para México, ya que genera mas de tres millones de
empleos y representa 0.66 % del PIB agricola nacional
(SAGARPA, 2017). La superficie cultivada con este grano
es de aproximadamente 680,120 hectareas, siendo
Chiapas (35.5 %), Veracruz (21.2 %), Oaxaca (17.8 %)
y Puebla (10.2 %) los principales estados productores
(SIAP 2020). En los ultimos afos, la produccion de café en
México ha reportado su nivel minimo desde que se tiene
registro, debido a factores como la avanzada edad de las
plantaciones, afectaciones climatoldgicas, mala nutricion
y la roya del café causada por el hongo Hemileia vastatrix
Berk. y Br, que durante el ciclo productivo 2012-2013
afectd severamente las zonas cafetaleras de los estados
de Chiapas, Puebla y Veracruz (Renard y Larroa, 2017;
USDA, 2018).

Hasta 2013, las variedades de café no resistentes a la
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roya del cafeto (Typica, Bourbony Caturra Rojo) tenian una
marcada dominancia en México, situacion que llevo al uso

constante de fungicidas para controlar esta enfermedad,

lo que no soélo tuvo un efecto negativo en el costo de

produccién sino también en el ambiente (Renard y Larroa,

2017), es por ello que el gobierno mexicano implementé
programas para aumentar la productividad del sector
cafetalero creando viveros certificados para suministrar
a los productores plantas de calidad resistentes a dicha
enfermedad. La meta es renovar 250 mil hectareas, para
lo cual se requerirdn 750 millones de plantas (USDA, 2018).

La renovacion de plantaciones con materiales
resistentes a laroya como la variedad Colombia es parte de
la estrategia para reducir los efectos de esta enfermedad
(USDA, 2018); no obstante, la tasa de reproduccion de los
sistemas tradicionales de propagacion mediante semillas
0 esquejes no permite cubrir la demanda de plantas que

se tiene para llevar a cabo dicha renovacion (Kumar et al.,

2006).

El cultivo de tejidos mediante la embriogénesis
somatica ha permitido la propagacién a gran escala
de distintas especies vegetales (Campos et al., 2017).
Diversos protocolos para la propagacion de café han
sido desarrollados mediante embriogénesis somatica
(Aga y Khillare, 2017; Etienne et al. 2013; 2018; Georget
et al., 2017; Kahia et al,, 2016; Montes-Cruz et al., 2017);
no obstante, la baja tasa de maduracion, germinacion y
conversion de los embriones en plantas son algunos de
los factores que limitan su aplicacion en los programas de
produccién y mejoramiento de café (Rezende et al,, 2011).

Si bien existen numerosos trabajos sobre embriogénesis
somatica en el género Coffea, pocos se han centrado en
mejorar la maduracion de los embriones. Reguladores
de crecimiento y osméticos han sido utilizados para
promover la maduracién de los embriones somaticos de
café y otras especies. Al respecto, Pereira et al. (2007)
reportaron incremento en el porcentaje de maduracién
de embriones somaticos de C. arabica var. Acaia cuando
adicionaron &cido giberélico (AG,) al medio de cultivo, en
tanto que en C. canephora var. Robusta, hubo mejora en
la maduracién de los embriones en presencia de acido
abscisico (ABA) o una combinacion de bencilaminopurina
(BAP) y sacarosa (Etienne, 2005; Gonzdlez et al., 2000).
Altas concentraciones de sacarosa en el medio (50 a
90 g L) también incrementaron la tasa de maduracion
de embriones somaticos de Juglans regia y Picea abies
(Businge et al, 2013; Hazubska-Przybyl et al, 2016;
Vahdati et al, 2008); asimismo, la adicién de agentes
osmoticos como polietilenglicol (PEG) al medio de cultivo
mejord la maduracion de embriones somaticos de
Leucojum aestivum, P abies y Carica papaya (Businge et
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al, 2013; Ptak et al.,, 2013; Vale et al., 2014). Por lo anterior,
el objetivo de la presente investigacion fue determinar el
efecto de reguladores del crecimiento y agentes osmoticos
en la maduracion y germinacion de embriones somaticos
de café var. Colombia y evaluar en condiciones ex vitro las
caracteristicas fisiologicas de las plantas regeneradas.

MATERIALES Y METODOS
Induccion de la embriogénesis somatica

La induccion y diferenciacion de embriones somaticos
se llevd a cabo siguiendo el protocolo reportado por
Avila-Victor et al. (2018). Segmentos de 1 cm? de hojas
previamente desinfestadas se cultivaron durante dos
meses en un medio que contenia las sales del medio
de Murashige y Skoog (1962) (MS), 0.5 mg L' de &cido
2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 1.1 mg L' de BAP, 100 mg
L' de acido citrico, 200 mg L' de acido ascérbico, 30 g L™
de sacarosa y 5.2 g L' de Phytagel. Los callos generados
se transfirieron a un medio elaborado con las sales del
medio reportado por Yasuda et al. (1985) modificadas, 1.1
mg L' de BAP y 30 g L' de sacarosa. El pH de los medios
se ajustd a 5.7 o0 6.3 y fueron esterilizados durante 15
min en autoclave a 121 °C. Luego de cuatro meses, los
embriones en etapa globular y torpedo temprano fueron
colectados para su maduracion (Figura 1 A).

Maduracion de los embriones somaticos

Los embriones somaticos en etapa globular se
cultivaron durante 40 dias en cajas Petri de 60 x 15 mm
que contenian 15 mL de medio formulado con las sales
de Yasuda et al. (1985) modificadas, 0.2 mg L™' de BAP, 0.2
mg L' de &cido indolacético (AIA), 30 g L' de sacarosa, 2.3
g L' de Phytagel, ademas de &cido abscisico (ABA) (2, 3y
4 mg L"), polientilenglicol 8000 (PEG 8000) (50y 75 g L™),
1.38 g L' de 4cido salicilico (ASA) o sacarosa (30, 50, 60 y
80 g L") (Figura 1 B).

Para evaluar la maduracion a partir de embriones en
etapa torpedo temprano se realizaron dos experimentos;
en el primero, los embriones se cultivaron durante 40 d en
cajas Petricon 15mL de los mismos medios utilizados para
embriones globulares, con excepcién de los que contenian
50 y 60 g L' de sacarosa (Figura 1C). En el segundo
experimento, los embriones torpedo fueron colocados en
cajas Petri con medio Yasuda méas 2.3 g L' de Phytagel, 30
g L' de sacarosa y dos combinaciones de reguladores de
crecimiento: 1) 0.7 mg L de AG, y 0.3 mg L de AIA, y 2)
1.0mgL"deAG,y0.5mgL" deAlA; ambos experimentos
fueron comparados con un testigo que contenia un medio
basal Yasuda con 0.2 mg L' de BARP, 0.2 mg L' de AIAy 30
g L' de sacarosa.
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El pH de todos los medios fue ajustado a 6.3; los
cultivos fueron incubados en una cdmara de crecimiento
a 25+ 2°Cy 16 h de luz (intensidad luminica de 80
pumol m= s7). Después de 40 dias se evalud el nimero
de embriones que alcanzaron la etapa torpedo tardio o
cotiledonar (embriones maduros); ademds, se midié el
potencial osmotico de los mismos debido a que reportes
previos (Marquez-Martin et al.,, 2011; Martinez et al., 2017)
relacionaron la disminucion del potencial osmaético de los
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embriones con su maduracién. Para evaluar esta variable,
embriones maduros se depositaron en tubos Eppendorf y
luego en nitrogeno liquido para extraer el contenido liquido
intracelular, el cual fue colocado en un osmdmetro Vapro
(Wescor Vapor Pressure Osmometer 5520, Champaign,
lllinois, EUA). La evaluacion del potencial osmdtico se
basé en cuatro repeticiones por tratamiento, siendo una
repeticion un tubo con diferente nimero de embriones.
No fue posible determinar el potencial osmético de los
embriones globulares correspondientes a los tratamientos

Figura 1. Embriogénesis somatica indirecta en C. arabica var. Colombia. A) formacién de embriones somaticos a partir de
callos embriogénicos, B) embriones somaticos en etapa globular, C) embriones somaticos en etapa torpedo temprano, D)
germinacion de un embrion proveniente de un medio de maduracion con 50 g L' de sacarosa, E) conversion in vitro de una
plantula de café en sustrato vermiculita:perlita, F) planta de café después de 90 dias de cultivo en invernadero.
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con 50y 60 gL' de sacarosa, asi como el de los embriones
torpedo temprano del segundo experimento, debido a que
no se disponia de un nimero suficiente de éstos.

Germinacion de embriones somaticos

Solo los embriones que lograron madurar en los
tratamientos de maduracion fueron cultivados en viales
de cristal con 7 mL de medio de germinacion liquido
elaborado con las sales basales de Yasuda modificadas, y
suplementado con 0.25 mg L™ de AIA, 0.25 mg L' de BAP
y 30 g L' de sacarosa, ajustando el pH del medio a 6.3.
Durante estafaselos cultivos permanecieron en un agitador
orbitala 100 rpm dentro de una camara de crecimiento a 25
+2°Cy 16 hdeluz (intensidad luminica de 80 umol m2s™).
Después de 60 dias se determind el nimero de embriones
somaticos germinados (embriones con protrusion de la
radicula y cotiledones extendidos) con respecto al nimero
de embriones que alcanzaron la madurez (Germinacion M)
y enrelacion con nimero inicial de embriones cultivados en
los medios de maduracion (Germinacion |). Los embriones
gue germinaron se colocaron en frascos con 30 mL de
una mezcla de vermiculita y perlita (3:1), con tamafio de
particula de 0.25 mm esterilizada durante 40 min a 121 °C
para promover su conversion; a la mezcla se agregaron 15
mL de medio de cultivo MS liquido al 50 % y 20 g L' de
sacarosa, sin reguladores de crecimiento.

Aclimatacion y crecimiento de plantas

Cuando las plantas alcanzaron 2 cm de longitud vy al
menos 3 pares de hojas fueron transferidas a vasos de
poliestireno de 250 mL con dos mezclas de sustratos: 1)
perlita-turba-tezontle (1:1:1) y 2) turba-tezontle (2:1). Los
vasos se llevaron al invernadero y se cubrieron con bolsas
de plastico, las cuales fueron retiradas después de 15
dias. Las plantas se regaron cada tres dias con solucion
Steiner (1984) al 25 %. Después de 90 dias se evalud la
supervivencia, tamano de plumula y niumero de hojas. Para
determinar el comportamiento de las plantas regeneradas
en condiciones ex vitro después de 110 d de cultivo se
evaluaron las siguientes variables fisioldgicas: area foliar
(Antunes et al,, 2008), tasa instantdnea de fotosintesis
(A), conductancia estomatica (gs), transpiracion (E)
y concentracion interna de CO, (Ci) con ayuda de un
analizador de gases en infrarrojo IRGA (LICOR-6400 XT
Portable Photosynthesis System, Lincoln, Nebraska, EUA).

Diseno experimental y analisis estadistico

En los experimentos de maduracion se utilizd un disefio
experimental completamente al azar (DECA) con 10
medios de maduracion (tratamientos) para los embriones
globulares y 6 repeticiones (una caja con 30 embriones);
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8 medios de maduracion para embriones torpedo del
primer experimento con 6 repeticiones (una caja con 20
embriones) y 3 medios de maduracion para los torpedo
del segundo experimento con 6 repeticiones (una caja
con 10 embriones). Para la germinacion se empled un
DECA desbalanceado con 9 medios de maduracion para
los embriones globulares, 2 medios de maduracion para
los embriones torpedo del primer experimento y 2 medios
para los torpedo del segundo experimento. Todos los
experimentos tuvieron diferente nimero de repeticiones
por tratamiento, siendo una repeticién un vial con diferente
numero de embriones maduros. Enlas fases de maduracion
y germinacion el analisis de los datos se hizo con regresion
logistica y la comparacion de medias mediante la prueba
de LSMeans (0.05) mediante el paquete estadistico SAS
version 9.5 (SAS Institute, 2002). Para la variable potencial
osmotico el analisis se llevd a cabo mediante ANOVA vy
la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey
(P < 0.05), mientras que para la fase de aclimatacion se
usd un DECA con dos sustratos y cuatro repeticiones
considerando una planta como una repeticion. El analisis
de los datos se hizo mediante la prueba t de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de reguladores de crecimiento y osméticos en la
maduracion de los embriones somaticos

Durante la maduracion, los embriones somaticos sufren
cambios morfoldgicos y bioquimicos, como el aumento en
latallay la deposicion de sustancias de reserva, esenciales
para su posterior desarrollo, germinacion y conversion en
plantas fotoautétrofas (Aslam et al,, 2011; Etienne, 2005;
Marquez-Martin et al., 2011).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
mostraron que el porcentaje de maduracion de los
embriones globulares cultivados en el medio con 2, 3
0 4 mg L' de ABA estuvo por debajo (6.7-11.7 %) de lo
observado en el testigo (19.4 %) (Cuadro 1); asimismo,
los embriones globulares expuestos a PEG no mostraron
porcentajes de maduracion significativamente mejores
(21.7-25.6 %) que el testigo (Cuadro 1). Cuando se
incluyeron 1.38 g L' de ASA en el medio de cultivo, sélo 1.7
% de los embriones lograron madurar; en contraste, 50, 60
u80gL"desacarosaen el medio de cultivo incrementaron
significativamente (45.9-81.7 %) la maduracion de los
embriones globulares con respecto al testigo y a los otros
tratamientos, siendo los embriones de los tratamientos
con sacarosa los que registraron los niveles mas altos de
maduracion (Cuadro 1).

Por otro lado, los embriones torpedo del primer
experimento cultivados en las distintas dosis de ABA y
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ASA mostraron porcentajes de maduracion inferiores (0.8-
2.5 %) al testigo (10.0 %), en tanto que el observado en los
embriones cultivados en PEG no fue significativamente
diferente del testigo. Asimismo, en los embriones torpedo
cultivados con 80 g L™ de sacarosa (19.2 %) se registré un
porcentaje de maduracién significativamente mayor que
en aquellos expuestos a las distintas concentraciones de
ABA (2.5 %), ASA (0.8 %) y el testigo (Cuadro 1); en contraste,
para los embriones torpedo del segundo experimento, el
porcentaje de maduracion mas alto (45 %) se observé con
la combinacion de 1.0 mg L' de AG, y 0.5 mg L™ de AIA
(Cuadro 1).

Gonzalez et al. (2000) encontraron que el adicionar 1
mg L' de ABA al medio de cultivo logré generar el mayor
porcentaje de maduracién (56.1 %) de los embriones
somaticos de C. canephora var. Robusta; por otro lado, en
C. papaya, Kalam et al. (2012) observaron que el mayor
porcentaje de maduracion y acumulacion de materia
seca se registro cuando los embriones se cultivaron en
presencia de 60 g L' de PEG 3350; no obstante, algunos
autores han reportado que altos niveles de este compuesto
(47.0 a 75.0 g L") pueden tener un efecto negativo en la
maduracion al restringir la acumulacion de proteinas
LEA (Late embryogenesis abundant), sacarosa y almidon
(Businge et al., 2013; Tikkinen et al., 2018).

Etienne (2005) utilizd un medio liquido con 0.3 mg L
de BAP y 40 g L' de sacarosa para inducir la maduracion
de embriones somaticos de C. canephora var. Robusta
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y observo que después de ocho semanas 86 % de éstos
alcanzaron la madurez. En Psidium guajava y P. dactylifera,
50 0 90 g L' de sacarosa en el medio de cultivo mejord
la maduracién de los embriones (Rai et al., 2007; Sghaier-
Hammami et al., 2010); asimismo, el incluir 50 0 60 g L'
de sacarosa en el medio promovié la maduracion (60 a
100 %) de los embriones sométicos de P abies, Sapindus
mukorossi, Agave angustifolia y Crocus vernus (Kube$
et al., 2014, Reyes-Diaz et al, 2017, Singh et al, 2015;
Sivanesan et al., 2012). Se sabe que cuando se incluyen
concentraciones altas de sacarosa en los medios de cultivo,
ésta entra en los tejidos de los embriones y es hidrolizada
por la enzima invertasa-apoplastica, promoviendo la
deposicién de glucosa, fructosa y almidén en el embrion
(Iraqgi et al, 2005). Lo anterior hace que la presion
osmotica del embrion aumente induciendo la expresion
de los genes que codifican a la glutamina-sintetasa y
glutamato-sintasa, involucradas en el metabolismo del
nitrogeno y la deposicion de proteinas de almacenamiento
como globulinas, prolaminas y glutelinas, requeridas para
que el embrién madure y germine (Bartos et al., 2018,
Cangahuala-Inocente et al., 2009; Iragi y Tremblay, 20071;
Kube$ et al., 2014; Montalban et al., 2010; Shewry y Halford,
2002; Stasolla et al., 2003).

Por otro lado, en C. arabica cv. Acaia, Pereira et al.
(2007) observaron un incremento en la maduracion de
los embriones (9-38 embriones maduros) directamente
proporcional al aumento en la concentracion de AG, (2.5-
20 mg L™); asimismo, la maduracién de los embriones

Cuadro 1. Porcentaje de embriones maduros globulares y torpedo temprano de C. arabica var. Colombia cultivados en

distintos tratamientos de maduracion durante 40 dias.

Medio de maduracion Embriones globulares

Embriones torpedo
(Primer experimento) (Segundo experimento)

Embriones torpedo

Testigo 19.4+16.0d
ABA2mglL" 11.7+130¢e
ABA3mgL" 6.7+100e
ABA4 mgL™ 89+120e
PEG 800050g L 256+18.0d
PEG 8000759 L 21.7+17.0d
ASA1.38gL" 1.7+50f
Sacarosa 50 g L™ 81.7+16.0a
Sacarosa 60 g L™ 67.8+19.0b
Sacarosa 80 g L™ 459+200c
0.7mgL"AG,+ --
0.3mgLTAIA

1.0mg LT AG, + --
0.5mg LTAIA

100+120b 50+90b
25+6.0c --
25+6.0c --
25+6.0c --

11.7+13.0ab --

156.8+15.0ab --
08+40c --

19.2+160a -
15.0+16.0b

450+20.0a

Testigo: 30 g L' de sacarosa, ABA: acido abscisico, PEG 8000: polietilenglicol 8000, ASA: acido salicilico, AlA: acido indolacético, AG,: acido giberélico.
Medias (+ error estandar) con letras iguales dentro de una columna no son estadisticamente diferentes (LSMeans, P < 0.05).
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de Citrus reticulata Blanco aumenté (4-6 %) cuando
se adicionaron al medio 4 mg L' de AG, (Firdiana et al,
2015). Por su parte, da Silva et al. (2018) registraron 50
% de embriones maduros de Byrsonima intermedia al
exponerlos a 10 mg L' de AG,,

La diferencia en la respuesta de maduracion entre
las dos etapas embrionarias evaluadas en C. arabica
var. Colombia (globular y torpedo) puede ser debida a
los tipos de células presentes en los embriones. Quiroz-
Figueroa et al. (2002) mencionaron que los embriones
globulares presentan alta actividad mitotica que permite
el crecimiento y desarrollo embrionario, mientras que en
embriones torpedo y cotiledonares existen células con un
grado de diferenciacion mayor. De la misma manera, se ha
observado que los niveles de proteinas, carbohidratos y de
reguladores de crecimiento enddgenos de los embriones
en estado globular y torpedo cultivados bajo las mismas
condiciones son diferentes, lo cual puede ocasionar una
respuesta diferencial a las condiciones de cultivo (Bartos
et al. 2018). El hecho de que en la presente investigacion
mayor nimero de embriones globulares que de embriones
torpedo temprano haya alcanzado la madurez indica que
es mejor inducir la maduracion, desde la etapa globular,
reduciendo con ello tiempo, insumos y mano de obra
necesarios.

Efecto de reguladores de crecimiento y osméticos en el
potencial osmético de embriones somaticos

Algunos autores afirman que una disminucion del
potencial osmotico de los embriones somaticos induce
cambios morfoldgicos y bioquimicos que promueven la
maduracion (Marquez-Martin et al., 2017; Martinez et al.,
2017). En la presente investigacion no se encontraron
diferencias significativas entre el potencial osmotico
de los embriones globulares sometidos a los distintos
tratamientos con ABA, PEG, ASA, sacarosa (-2.28 a
-3.10 MPa) vy el testigo (-2.13 MPa) (Cuadro 2). Para los
embriones torpedo (primer experimento) se registrd una
variacion en el potencial osmaotico de -1.54 a -2.37 MPa
para los distintos tratamientos, sin ser significativamente
diferentes del testigo (-1.83 MPa) (Cuadro 2). Aun cuando
no hubo diferencias significativas en los potenciales
osmoticos de los embriones globulares y torpedo (primer
experimento) expuestos a los distintos tratamientos, si se
observaron diferencias en los porcentajes de maduracion,
encontrandose el valor mas alto en los embriones
globulares cultivados en presencia de 50 a 80 g L' de
sacarosa (Cuadro 1). Al respecto, Reyes-Diaz et al. (2017)
sefalaron que en el medio de maduracion la sacarosa en
altas concentraciones funciona como fuente de energia y
como regulador osmatico, pudiendo mejorar lamaduracion
y el desarrollo de los embriones somaticos. En el mismo
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tenor, Elmaghrabi et al. (2017) encontraron que exponer
embriones somaticos de Medicago truncatula a 100 g L™
de PEG 6000 no causo cambios en el potencial osmotico
celular, pero si generd diferencias en su desarrollo. Otros
autores sefalan que los agentes osmaticos, como el PEG
incluidos, en los medios de cultivo hacen mas negativo el
potencial osmatico de los embriones induciendo cambios
en la division celular, morfologia celular, adquisicion de la
tolerancia al estrés, asi como en la expresion de genes
relacionados con el desarrollo de los embriones como el
SERK1 (cinasa receptora en la embriogénesis somatica)
(Elmaghrabi et al.,, 2013).

Efecto de reguladores de crecimiento y osméticos en la
germinacion de embriones somaticos

En esta fase no se consideraron los tratamientos con
bajo nimero de embriones que alcanzaron la madurez.
La germinacion de los embriones globulares que lograron
madurar (Germinaciéon M) provenientes de los medios
con distintas dosis de ABA (14.3-25.0 %) fue inferior al
testigo (60.0 %); la misma respuesta se observé con los
embriones globulares que se expusieron a PEG (6.5-7.7 %)
(Cuadro 3). Los bajos porcentajes de germinacion de los
embriones de la variedad Colombia expuestos a PEG 8000
concuerdan con los resultados de Rudiyanto et al. (2014),
quienes observaron que al utilizar concentraciones de
PEG superiores a 50 g L' la maduracion de los embriones
somaticos de Jatropha curcas se inhibio; posiblemente,
el PEG a las concentraciones probadas generd un estrés
osmotico por arriba de lo que los embriones soportaban, lo
cual evité que éstos pudieran continuar con su desarrollo
y acumularan sustancias de reserva necesarias para la
germinacion (Carlsson et al., 2019).

La germinacion de los embriones globulares que
maduraron (Germinacion M), los cuales permanecieron en
presencia de 50 a80 g L' de sacarosa (38.3-66.0 %), no fue
significativamente diferente de la observada en el testigo
(60.0 %); no obstante, cuando se calculd la germinacion
considerando el numero de embriones iniciales en el medio
de maduracién (Germinacion 1), tanto el tratamiento con
50 g L7 (53.9 %) como con 60 g L' (29.4 %) de sacarosa
fueron significativamente superiores al testigo (11.7 %) y a
los demas tratamientos (Cuadro 3; Figura 1D).

Martinez et al. (2015) sefialaron que la sacarosa (60 g L)
fue un factor importante en el desarrollo de los embriones
de Quercus rubra, al promover el incremento en tamano y
la acumulacion de almidon en sus cotiledones; asimismo,
Montalban et al. (2010) encontraron que 80 % de los
embriones somaticos de Pinus radiata lograron germinar
cuando se adicionaron 60 g L de sacarosa al medio de
maduracion; en contraste, Jalali et al. (2017) registraron



RIVIELLO-COGCO et al.

Cuadro 2. Potencial osmético de embriones de C. arabica
var. Colombia después de 40 dias de cultivo en los medios
de maduracion.

Embriones torpedo

Embriones
temprano
) globulares . .
Medio de (Primer experimento)
maduracion Potencial . L
o Potencial osmdtico
osmotico (MPa)
(MPa)

Testigo -213+0.63a -1.83+0.39a
ABA2mg L -2.78+0.19a -2.37+0.39a
ABA3mg L' -291+0.33a -1.71+0.27a
ABA4mg L™ -2.28+0.82a -1.54+0.10a
PEG800050gL" -257+0.61a -201+0.76a
PEG800075gL" -293+235a -2.01+0.36a
ASA1.38gL" -3.10+0.29 a -2.271+0.59a
Sacarosa 50 g L™ -- --
Sacarosa 60 g L™ -- --
Sacarosa80glL' -231+052a -223+0.56a

Testigo: 30 g L' de sacarosa, ABA: acido abscisico, PEG 8000:
polietilenglicol 8000, ASA: 4cido salicilico. Medias (+ error estandar)
con letras iguales dentro de una columna no son estadisticamente
diferentes (LSMeans, P < 0.05).

solo 149 % de germinacion en Schisandra chinensis
cuando los embriones se expusieron a 60 g L' de sacarosa,
en tanto que en Tagetes erecta la germinacion maxima
(67.5 %) se observo en medios con 45 g L' de sacarosa
(Vanegas et al., 2017).

La germinacion de los embriones torpedo del primer
experimento, que provenian del tratamiento con 80 g L' de
sacarosa y que alcanzaron la madurez (73.9 %), estuvo por
debajo de la observada en el testigo (100.0 %) (Germinacion
M) (Cuadro 3), en tanto que la observada en los embriones
torpedo del segundo experimento (1 mg L™ de AG, + 0.5 mg
L' de AlA) (44.4 %) no fue significativamente distinta del
testigo (66.7 %) cuando solo se consideraron los embriones
maduros (Germinacion M), ni cuando se calculd con respecto
al numero inicial de embriones (Germinacién 1) (Cuadro 3).
Carlsson et al. (2019) afirmaron que solo los embriones que
hayan acumulado suficientes sustancias de reserva en la
maduracion tendran la capacidad de germinar y convertirse
en plantas. De lo anterior, se puede inferir que la capacidad de
germinacion de los embriones de café esta en funcion de su
grado de madurez.

Efecto de los sustratos en la aclimatacion
y crecimiento de las plantas

Supervivencia, tamano de plimula y nimero de hojas

Después de 90 dias en condiciones de invernadero todas
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las plantas sobrevivieron en ambos sustratos (Figura 1F).
Los resultados encontrados en este estudio son similares
a los de Kahia et al. (2016), quienes registraron 98 % de
supervivencia en vitroplantas de C. arabica cultivadas en
suelo y estiércol (3:1) durante 30 dias. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas en el tamafo de la
plumula de las plantas cultivadas en perlita:turba:tezontle
(4.9 cm) con respecto a las que fueron cultivadas en
turbaitezontle (4.5 cm). El tamafio alcanzado por las
plantas de C. arabica var. Colombia fue similar al de las
plantas de C. arabica var. Catuai cultivadas en turba o en
suelo (4.8 y 5.4 cm, respectivamente) (Gawad et al., 2012;
Isaac et al. 2014). Las diferencias observadas pueden
deberse, por un lado, a que la variedad Colombia es de porte
bajo y crecimiento lento (Lopez-Garcia et al., 2016), y por
otro, a las condiciones climaticas del sitio del experimento
(Texcoco, Estado de México), las cuales no son dptimas
para cultivar café. Asimismo, el nimero de hojas de las
plantas cultivadas en perlita:turba:tezontle (15.5) no fue
significativamente distinto del de aquellas crecidas en
turba:tezontle (14.5), pero si mayor al reportado por Gawad
etal (2012) (3.3-3.67) en plantas de la var. Catuai.

Intercambio de gases y area foliar

Debido a que las condiciones heterotroficas durante el
cultivo in vitro pueden causar alteraciones fisiologicas en
las plantas y afectar su comportamiento en condiciones ex
vitro (Chandra et al.,, 2010; Kumar y Rao, 2012) y a que el
tipo de sustrato también influye en dicho comportamiento
(Afreen et al.,, 2002; Agay Khillare, 2017; Maciel et al., 2016),
se midié el intercambio de gases durante la fotosintesis, asi
como el area foliar de las plantas regeneradas cultivadas
en las dos mezclas de sustratos.

La tasa fotosintética de las plantas crecidas en
perlita:turba:tezontle no fue significativamente mayor que
la encontrada en las plantas cultivadas en turba:tezontle
(Cuadro 4). Es importante mencionar que en el presente
trabajo la radiacién al momento de las mediciones fue
muy baja (143.84 pmol m?s™") y pudo haber afectado la
tasa fotosintética. Li et al. (2015) mencionaron que la
actividad fotosintética depende de factores ambientales
como la radiacion interceptada por el dosel y que cuando
ésta es baja, la tasa fotosintética se reduce. En cuanto a
la conductancia estomatica, ésta fue de 0.11 umol H,0
m= s en las plantas cultivadas en perlita:turba:tezontle,
valor significativamente superior al encontrado en
aquellas crecidas en turba:tezontle (Cuadro 4); lo anterior
indica que en estas ultimas hubo un menor intercambio
gaseoso. Por su parte, la concentracion interna de CO,
de las plantas cultivadas en perlita:turbaitezontle fue
significativamente superior (369.72 mmol CO, mol”) a
la registrada en las plantas crecidas en turba:itezontle
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Cuadro 3. Germinacion de embriones somaticos de C. arabica var. Colombia después de 60 dias de cultivo en el medio de
germinacion.

Embriones torpedo temprano ~ Embriones torpedo temprano

Embriones globulares

Medio de (Primer experimento) (Segundo experimento)
maduracion Germinacion Germinacion  Germinacion Germinacion Germinacion  Germinacion
MT (%) I (%) M (%) I (%) M (%) [ (%)
Testigo 60.0+220ab 11.7+130c 100+0.00a 100+120a 66.7+33.0a 33+70a
ABA2 mg L™ 143+16.0d 1.7+50d -- -- -- -
ABA3mgL" 25.0+19.0cd 1.7+50d -- -- -- -
ABA 4 mg L™ 18.3+16.0cd 1.7+50d -- -- -- -
PEG 800050 gL 6.5+14.0d 1.7+50d -- -- -- -
PEG 8000 75g L™ 7.7+15.0d 1.7+50d - - -- --
Sacarosa b0 g L 66.0+19.0a 539+200a -- - -- --
Sacarosa 60 g L' 434+200bc  294+190b -- -- -- --
Sacarosa80 gL 38.3+200bc 17.2+150c 739+200b 142+1740a -- --
1.0mg LT AG, + -- - -- -- 444+200a 200+280a
0.5mgLTAIA

"Germinacion M: con respecto a los embriones que maduraron, Germinacion I: con respecto al ndmero inicial de embriones que se colocaron
en los medios de maduracion. Testigo: 30 g L' de sacarosa, ABA: acido abscisico, PEG 8000: polietilenglicol 8000, ASA: acido salicilico, AlA: acido
indolacético, AG,: &cido giberélico. Medias (+ error estandar) con letras iguales dentro de una columna no son estadisticamente diferentes (LSMeans,

P <0.05).

(Cuadro 4); lo anterior pudo deberse a que en estas Ultimas
hubo menor conductancia estomatica y menor entrada de
CO,, agotandose el CO, interno.

En café, se han realizado estudios para la estimacion del
area foliar en plantas adultas obtenidas por semilla; por ello,
fue necesario estimar el cociente largo/ancho relacionado
con el area foliar. En el Cuadro 4 se muestra que no hubo
diferencias significativas en el valor del cociente entre el
promedio del largo y el promedio del ancho de las hojas
de ambos tratamientos; de igual manera, se observa que
el area foliar de las plantas crecidas en turba:tezontle
(24.99 cm?) no fue significativamente superior al de las
plantas crecidas en perlitaiturbaitezontle (24.07 cm?).
Al respecto, el area foliar de plantas de C. arabica var.
Castillo provenientes de semilla, cultivadas en campo, fue
similar (26.7 cm) al observado en las plantas de la var.
Colombia (24.99 cm) (Unigarro-Mufioz et al., 2015). Lo
anterior indica que las condiciones de cultivo probadas

en la presente investigacion permitieron regenerar
plantas fisioldgicamente funcionales con caracteristicas
similares a las plantas obtenidas a partir de semilla, lo
cual es deseable en un programa de propagacion a escala
comercial.

Diversos protocolos sobre embriogénesis somatica de
café han sido desarrollados (Aga y Khillare, 2017; Etienne
et al. 2013; 2018; Gatica-Arias et al.,, 2008; Georget et al.,
2017, Kahia et al., 2016; Montes-Cruz et al, 2017); no
obstante, para la variedad Colombia sélo se conoce un
reporte (Avila-Victor et al,, 2018), en el cual los aspectos
relacionados con la maduracion y germinacion de los
embriones somaticos se abordaron someramente;
asimismo, existe evidencia de que la respuesta al cultivo
in vitro depende del genotipo, por lo que las condiciones de
cultivo deberan establecerse para cada variedad (Lopez-
Gomez et al., 2010; Santana-Buzzy et al., 2007).

Cuadro 4. Comparacion de medias de componentes del intercambio gaseoso entre sustratos de aclimatacion.

Sustrato A gs E Ci Cociente Area foliar (cm?)
largo/ancho

PTT 1.57 ns 0.11* 2.45% 369.72* 2.0ns 24.07

T 1.88 0.06 1.48 330.14 2.0 2499 ns

PTT. perlita-turba-tezontle, TT: turba-tezontle, A: tasa fotosintética (umol CO, m?s™), gs: conductancia estomatica (umol H,0 m?s™), E: transpiracion
(mmol H,0 m? s7), Ci: concentracion interna de CO, (mmol CO, mol™). Datos tomados a los 110 dias después de cultivo; ns: diferencias no
significativas, *: diferencias significativas (t-Student, P < 0.05).
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La baja tasa de maduracion, geminacion y conversion
limita la aplicacion de los protocolos de embriogénesis
en los programas de produccion de plantas a escala
comercial, tanto en la var. Colombia como en otras
especies y cultivares de café, por lo que se requieren mas
estudios al respecto (Carlsson et al., 2019). Los resultados
obtenidos en el presente estudio proveen informacion
para la optimizacion de protocolos de multiplicacion de C.
arabica var. Colombia mediante embriogénesis somatica.

CONCLUSIONES

Altas concentraciones de sacarosa (50-80 g L") en el
medio de cultivo aumentan significativamente la tasa
de maduracion de embriones somaticos globulares
y torpedo temprano de C. arabica var. Colombia. El
inducir la maduracion de los embriones desde la etapa
globular puede reducir el tiempo, insumos y mano de
obra requeridos. El potencial osmaético de los embriones
no tiene relacion directa con su maduracion. El grado
de madurez de los embriones somaticos influye en su
capacidad para germinar y convertirse en plantas. Las
plantas regeneradas son morfoldgica y fisioldgicamente
normales bajo condiciones ex vitro y tienen alta capacidad
para adaptarse a dichas condiciones.
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