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RESUMEN

El desarrollo de la embriogénesis somatica de cafeto (Coffea spp.) en medios de cultivo liquido es una
alternativa viable para la propagacion de esta especie. El empleo de medios de cultivo liquido y sistemas de
inmersién temporal, podria incrementar la germinacion de los embriones somaticos y mejorar la calidad de
las plantas. Para ello se propuso como objetivo determinar el efecto de la densidad de inoculacion en la
germinacion de embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. ‘Caturrarojo’ en Sistemas de Inmersion Temporal
tipo RITA®. Se emplearon 40, 50, 60, 70 y 80 embriones somaticos por RITA® como densidades de inéculo.
A los 90 dias de cultivo se cuantificé el nimero de embriones somaticos germinados, sintomas de
hiperhidricidad, nimero de hojas verdaderas, longitud y desarrollo radical. Con la densidad de in6culo de 70
embriones somaticos por RITA®, se logré el mayor porcentaje de germinacién (60%) con buen desarrollo
foliar y de longitud de las plantas obtenidas.

Palabras clave: embriogénesis somatica, germinacion parcial, germinacion total, hiperhidricidad, medio de
cultivo liquido

Effect of the inoculation density in Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’
somatic embryos germination in RITA® Temporary Immersion System

ABSTRACT

The development of somatic embryogenesis of coffee (Coffea spp.) in liquid culture medium is a viable alternative
for the propagation of these species. The use of liquid culture medium and temporary immersion systems
could increase the germination of somatic embryos and improve the quality of plants. The objective of this
work was to determine the effect of inoculation density on germination of somatic embryos of Coffea arabica
L. cv. ‘Caturrarojo’in temporary immersion systems RITA®. It were used as inoculum densities 40, 50, 60, 70
and 80 somatic embryos per RITA®. After 90 days of culture the number of somatic embryos germinated,
hyperhydricity symptoms, number of true leaves, length and root development was quantified. With inoculum
density of 70 somatic embryos per RITA®, it was obtained a highest germination percentage (60%) with good
leaf development and length of the plants.

Key words: hyperhydricity, liquid culture medium, partial germination, total germination, somatic embryogenesis

INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas mas
importantes, ocupa el segundo lugar en el
comercio internacional después del petréleo.
Como cultivo las plantaciones de cafeto
(Coffea spp.) abarcan aproximadamente 10.2
millones de hectareas en més de 80 paises
sobre todo en las regiones tropicales y
subtropicales de Africa, Asia y América Latina.

La economia de muchos paises productores
de café depende en gran medida de las
ganancias de este cultivo. M&s de 100 millones
de personas obtienen sus ingresos directa o
indirectamente de las areas cultivadas de
cafeto (ICO, 2013).

El cultivo de células y tejidos vegetales
desempefia un papel importante en la
biotecnologia agricola. La embriogénesis
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somatica como método de regeneracion de
plantas se ha logrado en un gran numero de
familias y especies y se ha usado para los
estudios bésicos de fisiologia vegetal y en
aplicaciones méas practicas, como la
micropropagaciéon y la transformacién
genética.

El cultivo de tejidos aplicado al cafeto es un
tema que ocupa a varios laboratorios en todo
el mundo. La produccién de embriones
somaticos en biorreactores, su germinacion
en Sistemas de Inmersién Temporal (SIT), la
crioconservacion y el mejoramiento genético
han sido y contindan estando entre las
principales teméticas de investigacion
(Santana-Buzzy et al., 2007). En este
sentido, la multiplicacién acelerada de plantas
de cafeto a través de embriogénesis
somatica busca establecer la produccién de
plantas de gran potencial y reducir los costos
de produccion de posturas (de Rezende et
al., 2012).

Enla décadade los 90, del siglo XX, se lograron
importantes avances hacia la implementacion
comercial de la embriogénesis somatica de
cafeto en medio de cultivo liquido (Zamatrripa
et al.,, 1991; Neuenschwander y Baumann,
1992; Zamarripa et al., 1993; Van Boxtel y
Berthouly, 1996).

El desarrollo de la embriogénesis somética
de cafeto en medio de cultivo liquido es una
alternativa viable con respecto a la
propagacion en medios de cultivo semisolido
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segun se ha demostrado al trabajar con
Coffea canephora P. ex F. (Robusta) e
hibridos F1 de Coffea arabica L. (Ducos et
al., 2007).

El empleo de medios de cultivo en estado
liquido combinado con sistemas de cultivos
basados en la inmersion temporal de los
explantes, podria disminuir los plazos de
tiempo, incrementar los porcentajes de
germinacion y mejorar la calidad de las
plantas para su conversion en condiciones
ex vitro. Es por ello, que se propone como
objetivo de este trabajo: determinar el efecto
de la densidad de in6culo en la germinacién
de embriones soméaticos de cafeto en
Sistemas de Inmersion Temporal RITA®.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron embriones somaticos de Coffea
arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ en etapas
avanzadas de desarrollo (torpedo vy
cotiledonal) (Figura 1). Los embriones
sométicos fueron obtenidos a partir de
suspensiones celulares embriogénicas en
fase de diferenciacion segun la metodologia
descrita por de Feria et al. (2005). Se emple6
el medio de cultivo propuesto por Zamarripa
et al. (1991) para la germinacién de los
embriones soméaticos de cafeto. Se
dosificaron 200 ml de medio de cultivo por
Sistema de Inmersion Temporal RITA®.

Figura 1. Embriones sométicos de Coffea arabica L. cv.
‘Caturra rojo’ en etapas de torpedo y cotiledonal
empleados para inocular los Sistemas de Inmersion

Temporal RITA®.
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Para determinar el efecto de la densidad de
inoculacion en la germinacion de los embriones
somaticos se conformaron cinco tratamientos
con 40, 50, 60, 70 y 80 ES por RITA®. Para cada
tratamiento se establecieron cuatro réplicas y el
sistema fue programado para transferir el medio
de cultivo y sumergir los embriones somaticos
durante un minuto cada doce horas.

La fase de germinacién de los embriones
somaticos de cafeto en Sistema de Inmersion
Temporal RITA® se realiz6 en una camara de
crecimiento con luz solar con un flujo
fotosintético de fotones que oscil6 entre 48.0 —
62.5 pmol2s? con una duracién del periodo
luminoso maximo y minimo de 14hy 10h, yuna
temperatura de 25.0 £ 2.0°C. A los 90 dias de
cultivo se cuantifico el nUmero de embriones
somaticos con germinacion total y el numero
de embriones somaticos con germinacion
parcial por tratamiento, asi como el nimero de
embriones sométicos con sintoma de
hiperhidricidad. Ademas, se describieron las
caracteristicas morfoldgicas de las plantas
obtenidas a través del nimero de hojas, la
longitud de la planta (cm) y desarrollo radical.

Andlisis estadisticos

Para el andlisis de los datos se realiz6 la prueba
de Kruskal Wallis/ Mann Whitney previa
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comprobacion del no cumplimiento de los
supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas, utilizando el paquete
estadistico SPSS version 18.0 sobre
Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los Sistemas de Inmersion Temporal
RITA® las primeras sefiales del desarrollo
de los embriones sométicos ocurrieron
alrededor de los quince dias de cultivo
después de ser colocados en el medio de
cultivo para la germinacién, cuando
cambiaron de un color crema a verde
brillante (Figura 2).

Los resultados revelaron que existié una
relacion entre la densidad de in6culo y el
nimero de embriones somaéticos
germinados en los Sistemas de Inmersion
Temporal (SIT) RITA®. A los 90 dias de
cultivo se observdé la presencia de
embriones sométicos germinados en los
diferentes tratamientos (Figura 3).

Los mayores valores de porcentaje de
germinaciéon (60%) se obtuvieron con una
densidad de 70 embriones somaticos por
SIT (Figura 4). Estos resultados fueron
similares a los descritos por Etienne et al.
(2002), pero en otro cultivar de Coffea
arabica L.

Figura 2. Embriones sométicos de Coffea arabica L. cwv.
‘Caturra rojo’ en Sistemas de Inmersién Temporal RITA®
durante la fase de germinacion.
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Figura 3. Germinacion de embriones somaticos de
cafeto en Sistemas de Inmersién Temporal RITA® con
una densidad de 70 embriones somaticos a los 90

dias de cultivo.
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Figura 4. Efecto de la densidad de in6culo en la germinacion de embriones soméaticos de cafeto
en Sistemas de Inmersién Temporal RITA® a los 90 dias de cultivo.

A través de la caracterizacion visual y por la
respuesta morfolégica observada, las plantas
obtenidas a partir de la germinacién de los
embriones somaticos en los Sistemas de
Inmersién Temporal RITA® no presentaron
sintomas de hiperhidricidad (Figura 5), aspecto
también sefialado por Cabasson et al. (1997),
en embriones somaticos de Citrus deliciosa L.
y por Escalona (2003), en brotes de Ananas
comosus (L.) Merr multiplicados en SIT.

En los tratamientos con una densidad de in6culo
inferior a 70 embriones soméaticos por SIT se
obtuvo un menor porcentaje de germinacién con
respecto a este tratamiento. La densidad de
in6culo como variable tuvo su fundamento en la
cantidad de volumen de medio de cultivo
disponible por explante, ademas del espacio fisico
para su desarrollo. Teniendo esto como base es
posible que en el tratamiento con menor densidad
de inéculo (40 ES), el cual se corresponde con
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el mayor volumen de medio de cultivo por
explante, estos estaban expuestos a
condiciones de cultivo que provocaron estrés.
En dependencia de la magnitud del estrés, los
explantes pueden normalizarse por un
incremento en su desarrollo morfofisiol6gico
(Joyce et al., 2003). Sin embargo, sise exceden
los limites de tolerancia se observan dafios
permanentes en el desarrollo y crecimiento e
incluso la muerte de los embriones sométicos
como pudo haber sucedido en el tratamiento
con una menor densidad de in6culo (Figura 6).

Autores como Lorenzo et al. (1998) en el
cultivo de Saccharum spp. en SIT, sugirieron
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gue la influencia negativa de mayores
volumenes de medio de cultivo por explante
se debe a que sustancias quimicas que se
secretan al medio de cultivo y estimulan el
desarrollo de brotes son diluidas en el mismo.
Al respecto, Escalona et al. (2003)
informaron de la influencia negativa de
mayores volimenes de medio de cultivo en
el desarrollo y crecimiento de brotes de
Ananas comosus (L.) Merr en SIT. El proceso
morfogenético en las plantas esta controlado
por una interaccién entre el material vegetal,
el medio de cultivo y el ambiente in vitro,
aspecto que es muy importante en los
Sistemas de Inmersion Temporal.

Figura 5. Plantas in vitro obtenidas a partir de la germinacion
de embriones soméaticos de Coffea arabica L cv. ‘Caturra rojo’
en SIT RITA® después de 90 dias de cultivo.

Figura 6. Embriones sométicos de Coffea arabica L. cv. Caturra
rojo no germinados en los sistemas de inmersion temporal

RITA®.
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En el tratamiento con 80 embriones somaticos
como densidad de indculo hubo una mayor
competencia por los nutrientes, lo que se
evidencid en el menor desarrollo foliar y una
mayor presencia de germinacion parcial de los
embriones somaticos (Figura 7). Esto pudiera
ser el resultado de la interrupcion y la no
sincronizacion de sefiales de induccién en la
secuencia normal de los eventos de
organizacion celular (Ziv, 2000).

La densidad de inoculacién tuvo influencia en
la longitud de las plantas que disminuyé
significativamente con la mayor densidad (80
ES/SIT). Sin embargo, el mayor nimero de
hojas por planta se obtuvo en las variantes con
densidades de indculo de 50 y 60 embriones
somaticos por SIT (Tabla 1).

Las caracteristicas morfolégicas de de las
plantas obtenidas en los Sistemas de
Inmersion Temporal RITA®, no difirieron de las
propagadas en medios de cultivo semisoélido
en estudios previos (de Feria et al., 2005). Los
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embriones somaticos germinaron de forma
individualizada en los SIT y tenian una
morfologia parecida a la de los embriones
cigGticos, aspectos descritos anteriormente por
Etienne y Berthouly (2002). En ninguno de los
tratamientos se encontré presencia de
hiperhidricidad, ni en los embriones somaticos
ni en las plantas germinadas a partir de ellos.
Todas las ventajas de estos sistemas parecen
ser el resultado de las condiciones fisicas
creadas en el recipiente de cultivo como son:
la permanencia de una pelicula superficial de
medio de cultivo liquido sobre los tejidos que
puede ser una de las principales razones de
éxito de este sistema, pues no solamente
asegura una disponibilidad nutritiva fuera de los
periodos de inmersién, sino también interrumpe
mucho menos los intercambios gaseosos que
la inmersién total. Esta permanencia de medio
de cultivo explica también la ausencia de dafios
y desecacion de los embriones somaticos,
incluso en el caso de una inmersién muy
ocasional y breve, lo cual también fue descrito
por Etienne y Berthouly (2002).

Figura 7. Embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra
rojo’ con germinacion parcial en Sistemas de Inmersion

Temporal RITA®.

Tabla 1. Efecto de la densidad de indculo en Sistemas de
Inmersiéon Temporal RITA®sobre la longitud y nimero de hojas
en las plantas procedentes de la germinacion de los embriones
sométicos de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’.

Tratamientos

Longitud (cm)

NUmero de hojas

(No. ES/SIT)
40 210 a 2.40 b
50 210a 2.70 ab
60 2.00 a 2.98a
70 1.97 a 2.40 b
80 1.70 b 2.00 ¢
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Otra variable ligada con las condiciones fisicas
gue parece significativa es la concentracién de
oxigeno disuelto en el medio de cultivo liquido
cuyo efecto en los fenédmenos in vitro es
conocido desde hace muchos afios (Teisson y
Alvard, 1995). En el Sistema de Inmersidn
Temporal esta concentracion alcanza la
saturacién solo un minuto después del burbujeo.
En el caso de Erlenmeyers agitados sin tejido
vegetal y sin consumo de oxigeno, la
concentracion de este gas disuelto nunca
sobrepasa el 95% de saturacion. Todos estos
puntos significan que, en tal aparato, las
condiciones fisicas de nutricion, de intercambios
de gases yderelaciones con el agua de los tejidos
vegetales son completamente diferentes de las
gue se encuentran en las técnicas tradicionales.
Estas condiciones fisioldgicas conducen a un
crecimiento totalmente diferente (Cabasson et
al., 1997).

CONCLUSIONES

La densidad de inoculacion tuvo efecto sobre la
germinacién de embriones sométicos de cafeto cv.
‘Caturra rojo’ en SIT RITA®. Con 70 embriones
somaticos/SIT se logré el mayor porcentaje de
germinacion (60%) con un buen desarrollo foliar
y de longitud de las plantas obtenidas.
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