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Resumen

La respuesta del café (Coffea spp.) bajo condiciones in vitro es diversa, sobre todo cuando se esta-
blece por medio de la embriogénesis somatica; y varia dependiendo la variedad o el genotipo que se
utilice. Se evaluaron veinte variedades de café provenientes del jardin de variedades del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia de El Salvador, las cuales se indujeron a embriogénesis somatica, utilizando
fragmentos de laminas foliares cultivadas en un medio MS (Murashige & Skoog, 1962), con 30 g L-1
de sacarosa mas 1 mg L-1 de BAP (Bencil aminopurina) con diferente concentraciéon de 2-4 D (2, 4-
Diclorofenoxiacético).

De los tratamientos T1 y T2, el tratamiento T1 respondié mejor para la induccion de callos. Posterior-
mente, se evalto la capacidad de los callos provenientes de ambos tratamientos para generar embriones,
los cuales fueron introducidos en un medio de cultivo MS suplementado con 50 mg L-1 de L-cisteina,
0.1 mg L-1 de Kinetinay 0.5 mg L-1 de IBA (Acido indol butirico). Se verificd que solo siete varieda-
des generaron embriones somaticos con respuesta no significativa, a excepcion de la variedad Libérica
abenountae que present6 significancia. Por otro lado, Borbon fue la variedad que regeneré mas embrio-
nes somaticos.

Palabras claves: Embriogénesis somatica, callo génesis, explante, callo friable.

Abstract

Coffee (Coffea spp.) exhibits diverse responses under in vitro conditions, particularly when established
via somatic embryogenesis, with variations depending on the genotype. This study evaluated 20 coffee
varieties from the Ministry of Agriculture and Livestock’s variety garden in El Salvador. Leaf lamina
fragments were cultured on MS medium (Murashige & Skoog, 1962) supplemented with 30 g L-1 sucro-
se, 1 mg L-1 BAP (6-Benzylaminopurine), and varying concentrations of 2,4-D (2,4-Dichlorophenox-
yacetic acid). Among the treatments, T1 yielded better results for callus induction. Subsequently, callus
from both treatments was evaluated for its ability to generate embryos using MS medium enriched with
50 mg L-1 L-cysteine, 0.1 mg L-1 kinetin, and 0.5 mg L-1 IBA (Indole-3-butyric acid). Seven varieties
produced somatic embryos, with Liberica abenountae showing significant results. Bourbon had the hi-
ghest somatic embryo regeneration.

Keywords: Somatic embryogenesis, callogenesis, explant, friable callus.
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1. Introduccion

La caficultura es un sector clave en la eco-
nomia de la region centroamericana y de El
Salvador, ya que es uno de los principales
productos de exportacion que genera em-
pleos en la region (Ministerio de Agricultu-
ra y Ganaderia, 2021). Ademas, la calidad
del café regional ha sido reconocida a nivel
mundial, lo que ha impulsado la demanda de
este producto en los mercados internaciona-
les (Gatica, Arrieta, & Espinoza, 2008) (Cas-
tillo, y otros, 2023).

Sin embargo, la caficultura enfrenta desafios
como la variabilidad climatica, la competen-
cia con productos de importacion y la presion
sobre los precios, lo que dificulta la sosteni-
bilidad de la produccion. Es aqui donde la
biotecnologia juega un papel importante, ya
que puede mejorar la produccion de café de
diversas maneras (Montes-de Godoy, 2019).
En otro sentido, la biotecnologia puede ser
utilizada para desarrollar variedades de café
mas resistentes a enfermedades y plagas, lo
que reduce los costos de produccion y au-
menta la eficiencia (Etienne, y otros, 2002).
También puede ser empleada para mejorar la
calidad de los granos de café, lo que aumenta
su valor en el mercado (Fernandez, Gugliel-
mo, & Menéndez, 2010).

La propagacion tradicional del café, tal
como la siembra de semillas y estacas, pre-
sentan desventajas como, el tiempo en el que

se demora para poder multiplicar un material

de interés comercial; ademas de la disemina-
cion de plagas y enfermedades (Pincay Baja-
fia, 2017). Las técnicas in vitro, al contrario,
ofrecen tasas de regeneracion mas elevadas,
material limpio y sano que no ofrece riesgos
de diseminacion de enfermedades ni plagas;
no obstante, cada variedad de café respon-
de a diferentes formulaciones de medio de
cultivo, por lo que es importante analizar las
variedades de café involucradas a la hora
de establecer un protocolo de micropropa-
gacion (Morales, 2017) (Samsom, y otros,
2006). En El Salvador existe un jardin de
variedades del Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, ubicado en el municipio de Santa
Tecla, departamento de La Libertad; el cual
posee una coleccion in situ de plantas de café
de diversos origenes, que pueden ser de mu-
cha importancia en el mejoramiento genético
y futura transformacion de la caficultura del
pais. De ahi que se decidié micropropagar
veinte de esas variedades mediante la técni-
ca de embriogénesis somatica y evaluar su

respuesta a este procedimiento.
2. Materiales y Métodos

Se seleccionaron veinte variedades de plan-
tas de café del jardin de variedades del Mi-
nisterio de Agricultura y Ganaderia, ubicado
en el municipio de Santa Tecla, departamen-
to de La Libertad, El Salvador, con la finali-
dad de inducir los explantes foliares de hojas
jovenes a callogénesis, y posteriormente a

embriogénesis somadtica. El material foliar
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se traslado inmediatamente al laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de la Universidad
Catolica de El Salvador, ubicado en el muni-
cipio de Santa Ana en el departamento del
mismo nombre. Ahi se aplicé un protocolo
de desinfeccion, lavando las hojas con agua
purificada mas dos gotas de tween 80/100 ml
que es un agente emulsionante y surfactante
con accion detergente; posteriormente, las
hojas se sumergieron en una solucion de fun-
gicida (Azoxistrobina) al 2% durante trein-
ta minutos. Pasado este tiempo, el material
se introdujo en hipoclorito de sodio al 5%,
durante quince minutos. Luego, las hojas se
llevaron a camara de flujo laminar en donde
se aplicaron tres enjuagues con agua esteri-
lizada. Después de la desinfeccion, se pro-
cedid a cortar las hojas en pequenos trozos
de 1 cm3 aproximadamente y sin nervadura;
posteriormente fueron introducidos en dos
tratamientos, conteniendo medio de cultivo
MS (Murashige & Skoog, 1962), con 30 g
L-1 de sacarosa mas 1 mg L-1 de BAP (Ben-
cil aminopurina) con diferente concentracion
de 2-4 D (2, 4- Diclorofenoxiacético). Para
el tratamiento 1 (T1) se utiliz6 una dosis de
0.48 mg L-1 de 2-4 D y para el tratamiento
2 (T2), la dosis fue de 0.96 mg L-1. El pH
se ajusto a 5.7. La esterilizacion del medio
de cultivo se realizé en autoclave a 121 °C
y 15 libras de presion/pulg2, durante quince
minutos. El fotoperiodo de incubacion fue de
oscuridad total, con una temperatura prome-
dio de 25°C.

Luego de 25 dias, aproximadamente, se ob-
servo la presencia de callos por explante de
cada variedad de café; y de estos se toma-
ron treinta callos formados de cada variedad
estudiada y tratamiento establecido, trasla-
dandolos a un medio de cultivo de induccién
de embriones, MS suplementado con 50 mg
L-1 de L-cisteina, 0.1 mg L-1 de Kinetina y
0.5 mg L-1 de IBA (Acido indol butirico).
La incubacion se realizo en oscuridad total.
A los treinta dias se observo la presencia de
embriones, generados en los callos de siete
variedades de café que respondieron al trata-
miento. Estos embriones fueron trasladados
a un medio de cultivo MS con macro sales a
la mitad y Img L-1 de BAP para convertir-
los a plantulas; sub cultivandolos cada vein-
te dias, en condiciones de luz difusa hasta

su desarrollo.

El diseno experimental consisti6 en un dise-
o completamente al azar (DCA) con arre-
glo factorial, en donde los factores fueron
las variedades de café, tratamientos T1 y T2
de 2-4D. Las variables fueron el nimero de
callos regenerados por variedad, asi como el
nimero de embriones obtenidos. El analisis
estadistico se realiz6 mediante un analisis de
varianza ANOVA, comparacion de medias
por LSD de Fisher y Test de Rangos Mul-
tiples. Para el analisis de datos se empleo el
programa estadistico Statgraphics Centurion
XIX.I. Las unidades experimentales fueron:

tres explantes por cada variedad de café en
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dos diferentes dosis de 2-4 D; siendo 0.48
mgL-1(T1)y0.96 mgL-1(T2).Y tres callos
por cada variedad de café provenientes de los
tratamientos T1 y T2. Se realizé un minimo

de diez repeticiones por cada tratamiento.
3. Resultados y Discusion

La callogénesis dio inicio alrededor de los

25 dias (Figuras 1 y 2) para las variedades

Figura 1

Formacion de callos a los 25 dias

Borbon, Arabigo, Excelsa, Dewevrel y Villa
Sarchi; en el resto de las variedades, se de-
mord hasta siete semanas. Se puede observar
que en T1 la formacion de callos fue superior
para todas las variedades con resultados al-
tamente significativos (p <0.01), con excep-
cion de la variedad Libérica que no presentod

diferencias significativas (Tabla 1).

Figura 2

Formacion de callos a los 30 dias
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Tabla 1

Comparacion de medias por LSD de Fisher para veinte variedades de café (Coffea spp.)

Variedad T1 Media T Significancia (a)

Arabigo 2.6 1.5 S
Borbo6n Charloti
(accesion) 21 1.2 S
Borboén 2.7 1.8 S
Borbon Puerto Rico

(accesion) 24 1.5 S
Canephora 2.3 1.3 S
Catuai 1.9 1.1 S
Catisic 1.7 0.8 S
Cuscatleco 1.9 1.2 S
Dewevrell 1.9 1.1 S
Excelsa 2.6 1.5 S
Libérica 1.5 0.8 ns
leerlcz: :ebenoun- 21 10 S
Maragogipe 1.7 0.7 S
Moka 2.2 1.1 S
Mundo novo 2.3 1.1 S
Pacas 2.4 1.1 S
Pacamara 2.0 0.9 S
Robusta 0.9 0.4 S
Sarchimor 2.0 1.2 S
Villa Sarchi 2.2 1.0 S

Nota. Significancia (a); en donde: n.s. = no significativo, s = diferencias significativas segtin la prueba de LSD de

Fisher (p< 0.01).

La variedad Borbdén present6 una media de
2.7 callos por explante, seguida de la varie-
dad Excelsa y Ardbigo, con una media de 2.6;
todo con resultados altamente significativos
(p <0.01). Para T2 se obtuvo en todas las va-
riedades una menor tasa de regeneracion de

callo génesis; siendo 1.8 callos por explante,

siempre para la variedad Borbon. Las varie-
dades Arabigo, Borbon accesion Puerto Rico
y Excelsa tuvieron una tasa de 1.5 callos por
explante siempre con diferencias altamente
significativas (p <0.01). La unica variedad
que no presentd diferencias entre T1 y T2

fue Libérica.
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Los embriones somaticos se definieron en
los callos a los treinta dias después del cam-
bio de medio de cultivo de induccion de em-
briones (Figuras 3 y 4). En donde solo siete
variedades respondieron al medio de cultivo
(Figura 5), siendo la variedad Borbdn la que

presentd un promedio 3.0 embriones en los

Figura 3

Formacion de embriones somdticos a los
treinta dias

callos formados de T1, en el que no hay sig-
nificancia respecto a la media de T2; seguido
de las variedades Excelsa con un promedio
en T1 de 2,8 y Arabigo con un promedio de
2,6, las cuales no poseen significancia res-

pecto a la media de T2.

Figura 4

Embriones somaticos diferenciados en la va-
riedad Borbon

Figura §

Variedades de café que generaron embriones en los callos de los tratamientos T1 y T2

3.5

3
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1 =
0.5+

[

Arabigo Borbadn

Borbdn  Canephora Dewevrel
Puerio Rico

Likerica  Willa Sarchi
abenountas

Exelza

Nota. Las muestras fueron trabajadas en medio de cultivo MS suplementado con 50 mg L-1 de L-cisteina, 0.1 mg
L-1 de Kinetina y 0.5 mg L-1 de IBA (Acido indol butirico). S= significativo.
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Las variedades que presentaron un promedio
considerable de embriones, no mayor a 2,5
fueron: Canephora con un promedio de 2,3
embriones provenientes de los callos del tra-
tamiento T1, en donde no se encontr6 signi-
ficancia respecto a T2. La variedad Libérica
abenountae, por el contrario, obtuvo un pro-
medio de 2,0 embriones provenientes de los
callos T1, con diferencias altamente signifi-
cativas (p< 0.01), respecto a los callos gene-
rados por T2. Por otra parte, la variedad Vi-
lla Sarchi gener6 un promedio 1,7 embriones
formados en los callos de T1; no obstante,
no se encontro significancia alguna respecto
aT2.

En menor medida, las variedades que gene-
raron pocos embriones menores a la media
de 0,9 fueron: Dewevrel con un promedio de
0,7 embriones generados en los callos que
provenian del tratamiento T2; de igual ma-
nera, el maximo de embriones que obtuvo la
variedad Borbon Puerto Rico fue un prome-
dio de 0.4 embriones en T2. Ambas varieda-
des no presentaron diferencias significativas

con respecto a los promedios de T1.
4. Conclusiones

El tiempo de induccion de callos embriogéni-
cos en café es un factor clave en el éxito de la
embriogénesis somatica. En el caso de Pare-
des, Pefia & Jadan (2013), la callo génesis en
explantes foliares de la variedad Canephora,
demor6 entre los 20 y 45 dias de inicio del

cultivo. Se evidencid en los resultados de

esta investigacion que, algunas variedades
como: Borbon, Ardbigo, Excelsa, Dewevrel
y Villa Sarchi respondieron a la callogenesis
mas pronto que otras, como lo indica Sam-
som & otros (2006), dependerd del tipo de
medio de cultivo y la concentracion de auxi-
nas y citoquininas. De acuerdo con los resul-
tados obtenidos por Santana & otros (2004),
no solo influyé el medio de cultivo para la
callogénesis, sino también el genotipo de
café seleccionado. Similar situacion reporta
Pintado, Jhong & Jiménez (2019), en donde
una variedad de café gener6 callos solo con
citoquinina BAP, a diferencia de las otras dos
variedades en estudio que reaccionaron en

combinacion con auxinas.

Cabe destacar que la auxina 2-4D es un ele-
mento fundamental para la generacion de
callos en explantes foliares de caf€; sin em-
bargo, Moncada, Vielma & Mora (2004) se-
nalan que las altas concentraciones de esta
auxina promueven la formacion de raices en
los callos, y las bajas concentraciones debe-
ran ser suplidas con citoquininas para que el
callo logre un estado friable. Para Paredes,
Pefia & Jadan (2013); Gonzales-Vega (2003)
y Cruz-Cardona (2003), las mejores dosi-
ficaciones de 2-4D se encuentran entre 0.5
mg/L-1 y 1.0 mg/L-1, en combinacion con
diferentes dosis de citoquinina, logrando un
mayor crecimiento y friabilidad en los ca-
llos; esto se comprob6 en los resultados ob-
tenidos. Al utilizar las dosis de 0.48 y 0.96
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mg/L-1 de 2-4D en combinacién con 1.0
mg/L-1 de BAP, se logré una mayor forma-
cion de callos en cada explante con diferen-
cias significativas entre ambos tratamientos,
verificando que la dosis de 0.48 mg/L-1 fue
la mas adecuada para promover la formacion

de callos.

Por otro lado, la friabilidad de los callos y la
capacidad para generar embriones es un fac-
tor clave para obtener buenos resultados en
la micropropagacion in vitro de café. Autores
como Paredes, Pefia & Jadan (2013) indican
que, para inducir la formacion de embriones,
es necesario adicionar concentraciones bajas
de auxinas o no adicionar. Sin embargo, para
Quiroz-Figueroa, Fuentes-Cerda, Rojas-He-
rrera & Loyola-Vargas (2002), debe tomar-
se en cuenta la edad fisiologica de la planta
donde se toman los explantes y el preacon-
dicionamiento de los reguladores de creci-
miento en el medio de cultivo en interaccion

con los explantes. Esta situacion se observo
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