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En Bolivia el café es un cultivo muy importante, pero que hasta ahora el inico método de
obtencion de plantas es el tradicional, mediante semillas que hacen del café una especie
monoclonal, lo que a la larga genera problemas de compatibilidad llegando a reducir los
rendimientos, y no se ha incursionado aun en el uso del cultivo de tejidos o técnicas de

ingenieria genética para la obtencién de clones con mejores ventajas.

La especie Coffea dewevrei o café excelsa presenta resistencia a la roya (Hemileia
vastatrix) y a algunos nematodos (Fazuoli, 1981), como también al minador de la hoja del
café (Leucoptera coffeella) (Medina Filho et al., 1977). Existen informaciones de que es
resistente a bajas temperaturas (Petek, 2005 e Cramer, 1957), lo que le garantiza ser un

Optimo material para el mejoramiento genético del café.

La contaminacion es el principal problema que afecta los laboratorios de
micropropagacion comercial. El elevado grado de contaminacién y la localizacion
sistémica de microorganismos son responsables, en algunos casos, del fracaso de la
implantaciéon de cultivos in vitro, por lo que se viene estudiando la adicién de biocidas en

el medio de cultivo para disminuir la contaminacion.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto biocida de los productos PPM™
(Plant Preservative Mixture) y AAS® (Antibiotic Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH)
en el establecimiento de explantes foliares de café (Coffea dewevrei) y su influencia en

la formacion de callos.

Antes de la introduccion in vitro se aplicé fungicidas/bactericidas sistémicos ya que el pie
de café se encontraba al aire libre, luego se realiz6 una desinfeccion de las hojas en el
laboratorio con alcohol al 70 % por dos minutos, para ser tratadas con hipoclorito de sodio
al 2,5 % y Tween 20 al 0,04 % por 20 minutos, con el posterior triple enjuague con agua
deionizada autoclavada. Primeramente se uso el medio de cultivo MS con 10 mg.L-1 de
2,4-D y 5 mg.L-1 de BAP. Se contd con dos experimentos. Los explantes fueron
inoculados en placas de Petri con 30 mL de medio, para el primer experimento se tuvo 5
dosis de AAS (0, 5, 10, 15y 20 ml L-1) para el factor B y el factor A era tipo de hojas
(hojas jovenes y maduras). Se utilizé un Disefio Completamente al Azar con arreglo
factorial combinatorio con 2 niveles en el Factor Ay 5 en el B contando con 4 repeticiones

(placas) y 10 explantes por placa. Para el segundo experimento se tenia el mismo medio



y disefio experimental con la diferencia de que se us6 Unicamente hojas adultas, se
contaba con 5 repeticiones y que al medio se agregé 5 concentraciones de los dos
biocidas (0, 50, 100, 150 y 200 % de la recomendacién técnica de cada producto) que
eran los 5 niveles del factor B y el A contaba con dos niveles (adicién de AAS y PPM). En
ambos experimentos se evalud la contaminacion, callogénesis, oxidacion y frecuencia

callogénica.

Para el primer experimento se encontré que las concentraciones de AAS probadas
tuvieron un efecto en la contaminacion, al igual que el tipo de hoja que se usé. Las
concentraciones de AAS combinadas con las hojas maduras no fueron efectivas y
presentd un indice muy elevado de contaminacion (81 %) pero las hojas jovenes
presentaron indices bajos (11 %). Las concentraciones de AAS combinadas con las hojas
jovenes influyeron en la oxidacidon de manera negativa y tuvieron un efecto negativo
también en la callogénesis, ya que a mayor dosis el porcentaje de callogénesis disminuya,
asi mismo los tratamientos con menor dosis tuvieron una formacién més alto de callos
cicatriciales, nodulares y mixtos, este ultimo tipo de callo tiene una probabilidad de
diferenciarse en callo embriogénico, y a la larga en embriones. Para el segundo
experimento, donde se uso hojas maduras solamente, se encontrd que el tipo de biocida
y la dosis de este tienen un efecto en la contaminacion, se ve que el méas efectivo es el
PPM, ya que con el AAS hubo un porcentaje muy elevado de contaminacion (89,6 %).
Las dosis del PPM usadas no tuvieron un efecto directo sobre la oxidacion ni la
callogénesis y se observé un surgimiento satisfactorio de callos cicatriciales y nodulares,
y se conoce que estos tienden a evolucionar a callo mixto y a su vez en embriogénico,
por lo tanto se concluye que el mejor tipo de hoja es la hoja joven por los resultados bajos
de contaminacion que se obtuvo con su uso y que la adicion del biocida PPM™ es mas
adecuada para la especie en estudio ya que es efectivo en el control de la contaminacion,

sin afectar la oxidacion y callogénesis.

Palabras clave: Café in vitro; Biocida; Contaminacion; Callogénesis; Coffea dewevrei
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In Bolivia coffee is a very important crop, but so far the only method of obtaining plants is
the traditional one, by using seeds that make coffee a monoclonal species, which in the
long run generates compatibility problems and even reduces yields, and the use of tissue
culture or genetic engineering techniques to obtain clones with better advantages has not

yet been introduced.

The species Coffea dewevrei or café excelsa presents resistance to rust (Hemileia
vastatrix) and to some nematodes (Fazuoli, 1981), as well as to the coffee leaf miner
(Leucoptera coffeella) (Medina Filho et al., 1977). There is information that it is resistant
to low temperatures (Petek, 2005 and Cramer, 1957), which guarantees that it is an

optimal material for the genetic improvement of coffee.

Contamination is the main problem that affects commercial micropropagation laboratories.
The high degree of contamination and the systemic localization of microorganisms are
responsible, in some cases, for the failure of the implantation of in vitro cultures, which is
why the addition of biocides in the culture medium is being studied to reduce

contamination.

The aim of this work is to evaluate the biocide effect of the products PPM™ (Plant
Preservative Mixture) and AAS® (Antibiotic Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH) in the
establishment of coffee leaf explants (Coffea dewevrei) and their influence on the

formation of corns.

Before the in vitro introduction, systemic fungicides/bactericides were applied, since the
coffee grounds were outdoors, then the leaves were disinfected in the laboratory with 70
% alcohol for two minutes, to be treated with 2.5 % sodium hypochlorite and 0.04 %
Tween 20 for 20 minutes, with the subsequent triple rinse with autoclaved deionized water.
Firstly, MS culture medium was used with 10 mg.L-1 of 2.4-D and 5 mg.L-1 of BAP. Two
experiments were carried out. Explants were inoculated in Petri dishes with 30 mL of
medium, for the first experiment there were 5 doses of AAS (0, 5, 10, 15 and 20 ml L-1)
for factor B and factor A was type of leaves (young and mature leaves). A Randomized
Complete Design with combinatorial factor arrangement was used with 2 levels in Factor
A and 5 in Factor B counting with 4 replicates (plates) and 10 explants per plate. For the

second experiment, the same medium and experimental design was used, with the

Xii



difference that only adult leaves were used, 5 replicates were counted and 5
concentrations of the two biocides were added to the medium (0, 50, 100, 150 and 200 %
of the technical recommendation of each product), which were the 5 levels of factor B and
A had two levels (addition of AAS and PPM). In both experiments, contamination,

callogenesis, oxidation and callogenic frequency were evaluated.

For the first experiment it was found that the AAS concentrations tested had an effect on
contamination, as did the type of leaf used. The AAS concentrations combined with the
mature leaves were not effective and presented a very high contamination rate (81 %) but
the young leaves presented low rates (11 %). The concentrations of AAS combined with
the young leaves influenced the oxidation in a negative way and also had a negative effect
on the callogenesis, since the higher the dose, the percentage of callogenesis decreased,
likewise the treatments with lower doses had a higher formation of cicatricial, nodular and
mixed callus, this last type of callus has a probability of differentiating into embryogenic
callus, and in the long run into embryos. For the second experiment, where only mature
leaves were used, it was found that the type of biocide and the dose of this have an effect
on contamination, it is seen that the most effective is PPM, since with AAS there was a
very high percentage of contamination (89.6 %). The doses of PPM used did not have a
direct effect on oxidation or callogenesis and a satisfactory emergence of cicatricial and
nodular corns was observed, and it is known that these tend to evolve into mixed callus
and in turn into embryogenic, therefore it is concluded that the best type of leaf is the
young leaf because of the low results of contamination obtained with its use and that the
addition of biocide PPM™ is more appropriate for the species under study because it is

effective in controlling contamination, without affecting oxidation and callogenesis.

Keywords: In vitro coffee; Biocide; Contamination; Callogenesis; Coffea dewevrei
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1. INTRODUCCION
La gran demanda de café exige ser afrontada por los paises y la ciencia con la utilizacion
de técnicas innovadoras que minimicen el tiempo de produccion y genere plantas mas

resistentes a plagas y a ambientes adversos.

Existen mas de 130 especies del género Coffea, pero soélo tres son cultivadas
comercialmente: Coffea arabica L., Coffea canephora P. y Coffea liberica Bull, las cuales
presentan limitantes para su mejoramiento genético a través de programas
convencionales por su caracter perenne y diferencias de nivel de ploidia e
incompatibilidad. Ademas, existen caracteristicas de importancia como resistencia a
plagas o patdégenos, que no se encuentran presentes en el germoplasma disponible.
Técnicas de ingenieria genética se han utilizado en otros paises para solventar esta
barrera y se han generado avances significativos durante las ultimas décadas. (Villalta y
Gatica, 2019).

En Bolivia el café es un cultivo muy importante, pero que hasta ahora el inico método de
obtencion de plantas es el tradicional, mediante semillas o monoclonal que a la larga
genera problemas de compatibilidad llegando a reducir los rendimientos, y no se ha
incursionado aun en el uso del cultivo de tejidos para la obtencion de clones con grandes
ventajas como obtener plantas libres de enfermedades, propagar masivamente material
vegetal en cualquier época del afio y en corto tiempo conservando su potencial genético
y calidad sanitaria, ademas de optimizar el uso de factores ambientales y nutricionales,

entre otros.

La especie Coffea dewevrei, también conocida como café excelsa, es una especie de
café originaria de Africa Central, pudiendo llegar a medir de 8 a 10 metros de altura.
(Carvalho, 1990).

Ademas de estas caracteristicas morfoldgicas, el café excelsa presenta resistencia a la
roya (Hemileia vastatrix) y a algunos nematodos (Fazuoli, 1981), como también al
minador de la hoja del café (Leucoptera coffeella) (Medina Filho et al., 1977). Existen
informaciones de que es resistente a bajas temperaturas (Petek, 2005 y Cramer, 1957),

lo que le garantiza ser un 6ptimo material para el mejoramiento genético del café.



Debido a sus caracteristicas morfolégicas, la variedad de café excelsa puede ser utilizada
como cortina rompevientos en cultivos de cafetales, debido al altisimo porte. Otra
aplicacién comercial de la especie seria la formacion de blends, si se realiza la adicion
de hasta 23 % de sus granos en el café ardbica no presenta grande influencia en la
bebida de café (Carvalho, 2008).

La contaminacion es el principal problema que afecta los laboratorios de
micropropagacion comercial, que fue estimada que si resulta en un promedio mayor de
10 % puede resultar en el completo fracaso del proceso de produccién (Cassells, 2001;
citado por Scherwinski-Pereira, 2010). Un nivel bajo de contaminacion no puede ser
obtenido sin la aplicacion de préacticas de garantia de calidad y la introduccion de
estrategias de control de la produccion, comunes en otros segmentos industriales
(Scherwinski-Pereira, 2010).

El manejo de contaminantes en el cultivo in vitro de células, tejidos u érganos vegetales
depende inicialmente del uso de plantas matrices libres de patégenos y de la combinacion
de métodos de desinfeccion y/o cultivo de meristemos para el establecimiento de cultivos
libres de patdégenos y contaminantes (Cassells, 2000 a; citado en Scherwinski-Pereira,
2010).

La deteccion de contaminantes bacterianos latentes y la eliminacion de la contaminacién
fungica y bacteriana de cultivos establecidos in vitro permanecen a la espera del

desarrollo de mejores estrategias (Scherwinski-Pereira, 2010).

La contaminacion es un problema muy importante en el cultivo in vitro de plantas, por lo
que el presente trabajo pretende probar que esta puede ser controlada por biocidas que

poseen una accion antibidtica / antimicotica, sin que estos afecten a la callogénesis.



2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo General

Evaluar el efecto biocida de los productos PPM™ (Plant Preservative Mixture) y Antibiotic

Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH® en el establecimiento de explantes foliares de

café (Coffea dewevrei) y su influencia en la formacion de callos.

2.2.

Objetivos Especificos

Evaluar el porcentaje de contaminacion de los explantes con los tratamientos
de PPM™ y Antibiotic Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH® y con el uso

de hojas jévenes y maduras.

Relacionar el porcentaje de oxidacién de los explantes con los tratamientos
de PPM™ y Antibiotic Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH® y con el uso

de hojas jévenes y maduras.

Relacionar la formacién de callos de los explantes con los tratamientos de
PPM™ y Antibiotic Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH® y con el uso de

hojas jovenes y maduras.

Evaluar la frecuencia callogénica con respecto a los tratamientos de PPM™ y
Antibiotic Antimycotic Solution SIGMA-ALDRICH® y con el uso de hojas

jovenes y maduras.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. Origen e Importancia del Café

3.1.1. Origen del Café
Existe consenso casi unanime que el café se origind en su forma silvestre conocida

como Arabica en el altiplano de Abisinia (actual Etiopia) y circula una serie de leyendas
respecto al descubrimiento de su uso como bebida. La mas aceptada hace referencia a
Kaldi, un pastor de Abisinia quien observé que sus cabras saltaban alrededor muy
excitadas y llenas de energia después de haber comido las hojas y frutos de cierto
arbusto. Kaldi llevo frutos y ramas de ese arbusto al Abad de un monasterio quien habria
descubierto la bebida del café al poner las cerezas al fuego, las que al tostarse produjeron

un exquisito aroma.

El café se hizo popular alrededor del siglo XllIl como bebida estimulante, posiblemente a
raiz de la prohibicién islamica de las bebidas alcohdlicas. Ya en el siglo XV, los
musulmanes introdujeron el café en Persia, Egipto y Turquia, donde la primera cafeteria,
Kiva Han, abrié en 1475 en Constantinopla. Posteriormente el café llegé a Europa en el
siglo XVII gracias a los mercaderes venecianos, donde rapidamente se transformé en
una bebida favorita y circulé en los distintos paises (Italia, 1645; Inglaterra, 1650; Francia,
1660). La primera cafeteria en Londres se abrio en 1652 y en Paris en 1672. En el siglo
XVIII, los grandes cultivos se desplazan a Ceilan e Indonesia como también América del
Sur, donde la primera plantacion se establecio en Brasil en 1727 (Gotteland y De Pablo,
2007).

La primera descripcion de una planta de café fue hecha en 1592 por Prospero Alpini y,
un siglo después, Antoine de Jussieu (1713) la denomin6é Jasminum arabicanum (la
consideré un jazmin). Fue Linneo (1737) quien la clasificé en un nuevo género, el género
Coffea, con una sola especie conocida: C. arabica. Hoy, se reconocen 103 especies, sin
embargo, sélo dos son responsables del 99 % del comercio mundial: Coffea arabica y

Coffea canephora (Arias, 2013).



3.1.2. Importancia del Café

El café es una bebida muy apetecida por sus caracteristicas organolépticas,
convirtiéndola en una de las mas consumidas en el mundo. Contiene una inmensa
variedad de compuestos quimicos responsables de su calidad sensorial y de sus efectos
fisioldégicos, como por ejemplo la cafeina, que es un estimulante reconocido del sistema
nervioso central y que incide en el estado de alerta del individuo (Gotteland y De Pablo,
2007).

No es posible no exagerar la importancia del café en la economia mundial. El café es uno
de los productos primarios mas valiosos, segundo en valor durante muchos afios,
superado Unicamente por el petréleo como fuente de divisas para los paises en
desarrollo. El cultivo, procesamiento, comercio, transporte y comercializacion del café
proporciona empleo a millones de personas en todo el mundo. El café tiene una
importancia crucial para la economia y la politica de muchos paises en desarrollo. Para
muchos de los paises en desarrollo del mundo, las exportaciones de café representan
una parte sustancial de sus ingresos en divisas, en algunos casos mas del 80 %. El café
es un producto basico que se comercia en los principales mercados de materias primas
y de futuros, muy en especial en Londres y en Nueva York (International Coffee

Organization).
3.2. El Café en el Mundo

Segun Gotteland y de Pablo (2007) el cafeto es indudablemente uno de los productos
vegetales mas importantes del comercio internacional global y en la actualidad se

produce café en distintas regiones, siendo Brasil el mayor pais productor y exportador.

Segun el Informe del Mercado del Café emitido en noviembre del 2019 por la
Organizacion Internacional del Café, se calcula que la produccion mundial del afio
cafetero 2018/19 (afio cafetero es el periodo de un afio comprendido entre el 1 de octubre
y el 30 de septiembre del afio siguiente) fue de 169 millones de sacos (60 kg. c/u), un
5.4 % mas voluminosa que la de 2017/18. La produccién de Robusta aument6 un 11 %
en 2018/19 y fue de 70,67 millones de sacos (41,82 %). La de Arabica aument6 un 1,7 %

y fue de 98,33 millones de sacos (58,18). El café Arabica produce un café fino y
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aromatico, mientras que el Robusta, que tiene menor precio, produce una bebida rica en
cafeina, fuerte y mas acida y es usualmente usada para la fabricacion de café soluble o
instantaneo. Se calcula también que la produccion mundial del afio cafetero 2019/20

descendera un 0,9 % y sera de 167,4 millones de sacos.

Los principales productores mundiales de café en el 2018 fueron: en primer lugar, Brasil
con 61,7 millones de sacos de 60 kg. (36,7 % con un alza del 17 % respecto a la gestion
pasada), seguido de Vietham con 29,5 millones (17,6 %), Colombia con 13,6 millones
(8,1 % con un alza del 2,7 %), Indonesia con 10,2 millones (6,1 %) y Etiopia ocupa la
quinta posicion con 7,5 millones (4,5 % con un alza del 0,6 %). En términos comerciales,
durante el periodo 2004/2005 se alcanzé un nivel global de exportaciones de US$ 8.900
millones. En los paises productores este cultivo tiene un alto impacto econdémico y social

pues en su mayoria involucra a pequefos agricultores y a una numerosa mano de obra.

El consumo mundial en 2018/19 crecio un 1,7 %, a 165,35 millones de sacos, y se espera

gue en 2019/20 aumente un 1,5 % y sea de 167,9 millones de sacos.

El consumo per capita de café es variable en el mundo. Segun los ultimos datos de la
Gotteland y de Pablo (2007), los paises nérdicos de Europa tienen el mayor consumo
aparente expresado en kg/afio/persona de café verde: Finlandia (11,8), Noruega (9,5) y
Dinamarca (9,1). EI mayor productor, Brasil, muestra un consumo per capita de 4,4
kg/afio, Estados Unidos, 4,1 kg/afio, Colombia 1,0 kg/afio, Argentina 1,0 kg/afio y Chile
0,6 kg/afio, esta ultima cifra representa un consumo aparente diario de 1,64 gramos por

persona.

3.3. El Café en Bolivia

Segun Sagéarnaga (2017) el café marca el proceso de evolucion de la sociedad humana.
Es, después del agua, la segunda bebida mas consumida en el planeta, a diario se beben
mas de 2.250 millones de tazas de café. Ello ha implicado que, siglo tras siglo, su
preparacion busque el sabor perfecto. Constituye una cienciay un arte, cuyo actual boom
mundial ya llegé a Bolivia. Hay dos tipos de café, el comercial, o0 de commodity, y el de

especialidad. El segundo se determina con base en las caracteristicas, tanto de cuidado



en el cultivo como de las intrinsecas botanicas de plantas y suelos. Bolivia produce desde
aproximadamente el afio 2000 café de especialidad que mayormente se exportaba. Ya
desde hace unos siete afios empez6 un boom interno, donde se comienza a apreciar,
poco a poco, el grano boliviano. El eje del negocio empez6 a ser el sabor. Y tras ese
primer paso, hoy en Bolivia ya se consume café de especialidad, aunque en todavia
contados, pero notables “coffee shops”. Son sitios donde el preparado de esta bebida,
nacida hace siglos en Etiopia, requiere puntilloso detalle y sacrificada investigacion, es

decir, arte y ciencia.

Empieza en los yungas: La cadena del café mas fino empieza generalmente en el tropico
pacefio, aunque ya se cultivan destacados granos en Santa Cruz y Cochabamba. En los
Yungas de La Paz se produce la especie conocida como “arabica”, cuyas variedades le
han dado fama internacional. De hecho, por ejemplo, en 2011, el grano de Takesi fue
considerado uno de los diez mejores del mundo en el concurso Cafés del Afio, organizado
por la Specialty Coffee Association of America. En aquel certamen participaron 300 tipos
de café de todo el planeta. Existe una virtud y a la vez adversidad del café boliviano es

gue, a diferencia de muchos de sus competidores, es cosechado a mano.

Para los productores, a una serie habitual de delicados cuidados agronémicos en los
ultimos afios se ha sumado otra de adversidades sociales y econdmicas. “La produccién
de coca nos ha afectado muchisimo, éramos 40 productores, ahora quedamos 12, cita
Poulet, “hubo quienes hasta arrancaron sus plantas para luego sembrar coca”. A esa
competencia interna se sumO la externa, donde los productos viethamita,

centroamericano o brasilefio coparon mercados y bajaron los precios.

El productor afiade que en este negocio el 50 por ciento de los costos constituye la mano
de obra y que el boom cocalero subié marcadamente ese gasto. “En Centroamérica el
jornal esta, al cambio, en 40 bolivianos, aqui cobran el triple, y mientras acd se cosecha

un promedio de 10 quintales por hectarea, los centroamericanos cosechan 407, compara.

Segun datos oficiales, entre 2012 y 2016, los volimenes de exportaciéon del café boliviano
cayeron de 60.000 a 30.000 sacos. En términos monetarios, el descenso fue de 20 a 12

millones de dolares. Mientras en 2012 se registraban 23 mil familias productoras, hoy se



contabilizan alrededor de 15.000 (Sagarnaga, 2017).
3.4.Generalidades del género Coffea

Segun la Organizacion Internacional del Café, el café pertenece a la familia de las
rubidceas (Rubiaceae), grupo que engloba unos 500 géneros y mas de 6.000 especies,

la mayoria arboles y arbustos tropicales.

Dentro del género Coffea hay mas de 100 especies, todas ellas autdctonas de Africa
tropical y de algunas islas de Océano indico, como Madagascar. Todas son lefiosas, pero
comprenden desde arbustos hasta arboles de 5 a 10 metros de altura. Sus hojas son
elipticas, acabadas en punta y aparecen por pares. Presentan peciolos cortos y pequefias
estipulas, y en el envés pueden aparecen unas pequefias cavidades que albergan
pequefios artropodos, conocidas como domitia. Las hojas pueden ser también de
distintos colores: verde lima, verde oscuro, bronce o con matices purpureos. Los frutos
son tipo drupa, con epicarpio carnoso y doble semilla. Las flores aparecen en

inflorescencias.

Las dos especies mas importantes desde el punto de vista econémico son Coffea arabica
L. (café ardbica) y Coffea canephora Pierre ex Froehner (café robusta). Otra especie
también conocida pero cultivada en menor escala es Coffea liberica (café libérica). Coffea
excelsa y Coffea dewevrei también se producen comercialmente, pero recientemente se
han identificado como variedades de C. liberica, C. arabica supone mas del 60 % de la
produccion mundial, frente a C. canephora que abarca practicamente el resto. C. liberica
supone menos del 1 % (ICO citado por Jimenez, 2014).

3.5. Café excelsa (Coffea dewevrei)

La clasificacion taxondmica del cafeto segun Cronquist (1985), mencionado por Mazorca
(1998) es la siguiente, Reino: vegetal; Sub reino: Embryophyta; Division: Magnoliophyta;
Clase: Magnoliopsida; Sub Clase: Asteridae; Orden: Rubiales; Familia: Rubiaceae:

Género: Coffea; Especie: Coffea dewevrei L. y Nombre comun: Café excelsa.

La especie Coffea dewevrei, también conocida como café excelsa, es una especie de



café originaria de Africa Central, que puede llegar a medir de 8 a 10 metros de altura.

Las hojas son grandes, en promedio de 26 cm de longitud por 13 cm de ancho, y
coriaceas. Florecen abundantemente en varias épocas del afio y las flores estan
agrupadas en inflorescencias densas, cuatro a cinco inflorescencias por axila foliar y de
una a cinco flores por inflorescencia. Son méas grandes de que las de Coffea arabica,

presentandose con cinco a seis lobulos en la corola y son auto incompatibles.

La maduracion de los frutos es lenta, aproximadamente de un afio; los frutos son ovoides
(16 x 14 mm), con pedunculos cortos, con disco grande, saliente y rojo. EI mesocarpio
tiene poco liquido y, el endocarpio, bastante sélido. Las semillas, en promedio con 9,2
mm de longitud por 6,3 mm de ancho, son en general afiladas en una de las extremidades
y presentan pelicula plateada adherente y endospermo amarillado. EI nimero total de
flores producidas es grande; la produccion anual es elevada y el promedio de semillas
del tipo moca es aproximadamente de 21 % (Carvalho, 1990).

Ademas de estas caracteristicas morfoldgicas, el café excelsa presenta resistencia a la
roya (Hemileia vastatrix) y a algunos nematoides (Fazuoli, 1981), y al minador de la hoja
del café (Leucoptera coffeella) (Medina Filho et al., 1977). Existen informaciones de que
es resistente a bajas temperaturas (Petek, 2005 y Cramer, 1957), lo que le garantiza

Optimo material para el mejoramiento genético de café.

Debido a sus caracteristicas morfolégicas, el café excelsa puede ser utilizado como
rompe-viento en cultivos cafetaleros, debido al altisimo porte. Otra aplicacion comercial
de la especie seria la formacion de blends, se puede realizar la adicién de hasta 23 % de
sus granos al café arabico, no presenta grande influencia en la bebida del café (Carvalho,
2008).

3.6.Importancia de la multiplicacion del Café

Hoy, se reconocen 103 especies, sin embargo, solo dos son responsables del 99 % del

comercio mundial: Coffea arabica y Coffea canephora (Arias, 2013).

Ante la sustentabilidad de la caficultura, hay una necesidad constante de generar nuevas



variedades con elevada produccién, resistencia a enfermedades, tolerancia a plagas y
adaptadas a diferentes condiciones de cultivo (Sondahl et al., 1985 citado por Marota,
2003).

Debido a las diferencias de ploidia entre las especies de café, estas se encuentran
aisladas genéticamente y por tanto los programas tradicionales de fitomejoramiento no
son factibles de utilizar, se necesitan hasta 24 afios de cruzas continuas para obtener
una variedad nueva, lo anterior ha ocasionado que se recurra al cultivo de tejidos como
alternativa (Sondahl y Lauritis 1992; Ascanio y Arcia 1994; Hamon et al. 2000; Etienne et
al. 2002).

Las diferentes ploidias en el género Coffea obstaculizan la introduccién de caracteristicas
agronomicas de las especies diploides hacia las tetraploides y por esto, es tan importante
el uso de técnicas que puedan romper estas barreras entre especies y que sirvan para
complementar los programas tradicionales de mejoramiento genético y, a la vez la base
genética disponible. EI mejoramiento del café y la obtencién de un nuevo cultivar con
base en las metodologias tradicionales, es un proceso que requiere alrededor de treinta
afos (Melese, 2016) y esfuerzos, ya que comprende varios pasos como la seleccién de
las especies o variedades a utilizar, su consiguiente hibridacion y evaluacion de la
progenie resultante, en algunos casos retrocruces, y cruces interespecificos (Villalta y
Gatica, 2019).

Uno de los sucesos mas espectaculares en la historia del cultivo de tejidos de plantas,
no solo por su valor cientifico, sino por el potencial de aplicacién ha sido el descubrimiento
de la embriogénesis somatica en células cultivadas in vitro (Reinert 1958; Stewart et al.
1958 citado por Gonzéalez, 2003). Este descubrimiento permitié6 demostrar la totipotencia
de las células de plantas superiores y su capacidad para formar plantas completas
(Reinert et al. 1977 citado por Gonzalez, 2003).

La micropropagacion vegetativa de plantas origina individuos idénticos a la planta madre.
Es una técnica que esta siendo cada vez mas adoptada en el ambito mundial,
principalmente por su mayor efectividad (Haine, 1992). La propagacion vegetal es la

indicada para la multiplicacion del material genético de alta productividad resistente a
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enfermedades garantizando uniformidad en las poblaciones y manteniendo la ganancia
genética obtenida en la seleccion (Davide, Faria y Botelho, 1995). Por eso el uso de
técnicas de propagacion vegetativa in vitro en café es una alternativa viable para la rapida
multiplicacion, de nuevas plantas, nuevos clones, hibridos, variantes somaclonales o
plantas transgénicas, con caracteristicas deseables y representadas por un numero

pequeiio de especies (S6ndahl, et al., 1985 citado por Marota, 2003).

Los métodos de cultivo de tejidos permiten la produccién de plantas relativamente
uniforme en grande escala, en menor periodo de tiempo en relacién con los métodos
convencionales. Usando el cultivo de tejidos para la propagaciéon de café, existen tres
diferentes métodos que pueden ser usado: microestacas, embriogénesis somatica directa

y embriogénesis somatica indirecta (Sondahl et al., 1985 citado por Marota, 2003).

La embriogénesis somética ha demostrado ser el mejor método de propagacion a gran
escala. Se trata de un proceso caracteristico de las plantas vasculares, por el cual células
de tejidos somaticos se desenvuelven hasta la formacion completa de una planta, a través
de una serie de estancias embrionarias semejantes a aquellas observadas en la

formacion de embriones cigoticos (Williams y Maheswaran, 1986; Rodriguez et al., 2000).

El embrion soméatico es una estructura bipolar independiente desarrollada partir de:
induccién y activacién de células totipotentes, formacién de células y grupos de células
embriogénicas, diferenciacién bipolar, y el desenvolvimiento de embrion segun los
estadios embrionarios caracteristicos, maduracién y germinacion de manera similar a
aquella que ocurre con el embridn cigotico (Tisserat, 1985). Este proceso se presenta de
forma directa sobre la superficie de los tejidos organizados (hojas, caules, etc.) y de forma
indirecta a través de una etapa intermediaria de formacién de callos o suspension celular
(Rodriguez et al., 2000).

El medio basico utilizado en diversos cultivos es llamado “MS”, en referencia a sus
autores, Murashige y Skoog (1962). Un medio de cultivo debe contener macro y
microelementos, agua, aminoacidos, vitaminas y reguladores de crecimiento, pudiendo
ser liquido o solido a través de la adicion del agar. También son utilizados carbohidratos

como sacarosa, proporcionando un crecimiento vigoroso y saludable (Thorpe y Patel,
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2012). En cultivo de tejidos, la adicion de hormonas en los medios de cultivo es de suma
importancia, pues reproduce lo que ocurre naturalmente en la planta, combinaciones de
esas sustancias propician un mejor crecimiento y desenvolvimiento del explante

(Junqueira y Carneiro 2000).

3.7.La callogénesis
El proceso de embriogénesis se presenta de forma indirecta a través de una etapa

intermediaria de formacién de callos o suspension celular (Rodriguez et al., 2000).

Segun Gonzéalez (2003) dentro del protocolo de regeneracion por embriogénesis
somética en Coffea spp. existen diferentes etapas o fases por la que pasa el proceso.
Cada fase esta regulada por diversos factores que se conjugan e interactian para que el
proceso se desarrolle. En la fase inicial o de induccion se debe formar un callo compuesto
por células con alta capacidad regenerativa y por ser la fuente inicial de biomasa se debe
buscar una poblacion celular que posea alta tasa multiplicativa, sin perder las

caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas que le permiten regenerar.

Para la induccion de la formacién de callos de Coffea canephora a partir de explantes
foliares se emplean, generalmente, 2,4-D y kinetina como reguladores del crecimiento.
Estos compuestos son factores que controlan y regulan el proceso de formacion de callo

con potencial embriogénico.

La embriogénesis somatica en café, asi como en otros cultivos, depende del estado
fisiolégico del explante (Staritsky, 1970 citado por Marota, 2003) del tipo de hoja, del
tiempo de subcultivo (Michaux-Ferriere et al., 1987 citado por Marota, 2003), del estado

fisiologico de las plantas, de las condiciones del ambiente y del genotipo.

El primer estudio histolégico de la embriogénesis somética en callo de Coffea arabica
utilizando explantes foliares describiéo que la proliferacion de los callos es originada de
las células del mesofilo lagunoso, y que callos embriogénicos de alta y baja frecuencia
se originan de rutas alternativas de desarrollo (Sondahl et al., 1979a citado por Marota,
2003).

La embriogénesis de baja frecuencia (embriogénesis directa) ocurre a partir de la
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diferenciacion de algunas células localizadas en los bordes del explante. La
embriogénesis de alta frecuencia se origina a partir de la redeterminacion de células
diferenciadas, de la proliferacién de callos y de la induccién de células embriogénicas
determinadas, dependiente de la accion de reguladores de crecimiento para retomar la

actividad mitética y para la determinacion del estado embriogénico (Marota, 2003).

3.8. Tipos de callos

Figura 1. Reaccién callogénica inducida en explantes foliares de genotipos de Coffea (canephoray
arabica): A, callo cicatricial alos 28 dias de cultivo en el genotipo Catimor UFV 395-141; B, callo nodular
a los 45 dias de cultivo en el genotipo Catimor UFV 395-141; C, callo mixto a los 156 dias de cultivo en el
genotipo Catimor UFV 395-141; D, embriogénesis directa al os 56 dias en la variedad Apoatd; E, callo
embriogénico alos 56 dias en el genotipo Catimor UFV 395-141; F, callo friable embriogénico a los 112
dias en la variedad Apoata. (Marota, 2003).

Segun los resultados obtenidos en la tesis de doctorado de Marota (2003), la reaccién
callogénica inducida en explantes foliares de los genotipos de Coffea (canephora y
arabica) resultd en la formacion de callos cicatriciales, callos nodulares, callos mixtos,
callos embriogénicos y callos friables embriogénicos, conforme a la Figura 1, el callo
cicatricial (Figura 1A) es aquel que ocurre en los primeros dias de induccion, después
reaccion en las extremidades de los explantes, donde fue hecho o corte en el tejido foliar.

Este tipo de reaccion es denominado callo de cicatrizacion por Michaux-Ferriere et al.
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(1987), siendo que sobre esta formacion se desenvuelven otros callos. A lo largo del
tiempo de cultivo, callos con formaciones globulares compactas desenvuelven,
generalmente en las proximidades de la region donde ocurria una nervura lateral, siendo
denominados calos nodulares (Figura 1B). Callos mixtos son aquellos en los cuales
ocurrieron formaciones amorfas de células alargadas, de coloracion blanquecina,
sobreponiéndose a los callos compactos (Figura 1C). En general, el surgimiento de este
tipo de callo es relativamente rapido, en medios conteniendo como regulador de
crecimiento citoquininas y auxinas, principalmente el 2,4-D, que cuando es comparado
con callos inducidos con citoquininas solamente (Nakamura et al., 1992). Cuando ocurria
la formacion de embriones directamente de los explantes cultivados cajas Petri, el callo
fue denominado callo embriogénico (Figura 1D e 1E). Callos friables embriogénicos son
aquellos formados por agregados de células, midiendo cerca de 1 mm de didmetro, que
se sueltan de los tejidos foliares, presentando coloracion amarillo-crema (Figura 1F). La
presencia de embriones en este tipo de callo también fue verificada. Este tipo de callo
posibilita el establecimiento de cultivos liquidos a partir de los agregados celulares, y
posterior diferenciacion en embriones sométicos. En este sistema de cultivo de cultivos
liquidos, Zamarripa et al. (1991) obtuvieron 400.000 embriones g de materia fresca de

agregados celulares en Coffea canephora.

3.9. La Contaminacion Microbiana en el cultivo de tejidos

Segun Scherwinski-Pereira (2010) los términos contaminacion microbiana en el cultivo
de tejidos, contaminacion en el cultivo in vitro, o simplemente contaminacién, son
reiteradamente utilizados en los trabajos de micropropagacion de plantas para designar,
en laboratorio la presencia de microorganismos en células, tejidos y 6rganos o una
coleccion de plantas. Independientemente del tipo de asociacion que los diferentes
grupos de microorganismos puedan estar involucrados, es un procedimiento rutinario
descartar las muestras que presenten alguna colonia visible al 0jo y que pueda causar
algun tipo de amenaza al cultivo. Este procedimiento parte del principio de que, en
general, los microorganismos en las plantas en fase de micropropagaciéon son
responsables de la patogenicidad, adoptandose de esa forma el principio de la

erradicacion parcial o total del cultivo como medida de control, de esta forma que la
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contaminacion puede ser definida como el acto de que algo se infecte, presuponiendo la
ocurrencia de una enfermedad contagiosa, causada por un agente biolégico. Sin
embargo, como ya se sabe, la gran mayoria de los microorganismos contaminantes en
el cultivo de tejidos de plantas no promueven la muerte de los materiales establecidos in
vitro directamente por causar enfermedades en las plantas, pero si, generalmente por la
competencia que se genera con las plantas in vitro por los nutrientes del medio de cultivo

y porque excretan sustancias generalmente toxicas a los explantes en el medio de cultivo.

De hecho, el estado normal de las plantas es el de coexistir con una amplia gama de
microrganismos simbiontes o no simbiontes, presentes en los diversos 6rganos de las
plantas, como hojas o raices, cuyos efectos o finalidades son objeto de profundas
investigaciones en areas como la microbiologia. Para tener idea de la complejidad del
tema, se estima que aproximadamente 90 % de las especies vegetales presentan algun
tipo de asociacién simbidtica con microorganismo como los rizobios (asociacion de
bacterias con plantas leguminosas), micorrizas (asociacion de hongos con plantas),
rizobacterias (bacterias promotoras de crecimiento de plantas - RPCPs) y las
diazotroficas (bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico), de tal modo que muchos
beneficios reciprocos fueron desarrollados, como mayor crecimiento, reproducciéon y
resistencia a estreses bibticos y abidticos para las plantas, asi como un lugar de refugio,
nutricion y diseminacién para el lado de los microorganismos (Scherwinski-Pereira,
2010).

La contaminacion es el principal problema que afecta los laboratorios de
micropropagacion comercial, que fue estimada de representar en promedio el 10 %, pero
pudiendo resultar en el completo fracaso del proceso de produccién (Cassells, 2001).
Pérdidas por contaminaciéon de hasta 2 % por subcultivos son usualmente admitidas
como el nivel maximo para garantizar el éxito de la produccion. Ese nivel no puede ser
obtenido sin la aplicacion de practicas de garantia de calidad y la introduccion de
estrategias de control de la produccién, comunes en otros segmentos industriales
(Scherwinski-Pereira, 2010).

El manejo de contaminantes en el cultivo in vitro de células, tejidos o érganos vegetales

depende inicialmente del uso de plantas matriz libres de patégenos y de la combinacion
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de métodos de desinfeccién y/o cultivo de meristemos para el estabelecimiento de

cultivos libres de patdgenos y contaminantes (Cassells, 2000 a).

Aunque el entendimiento sobre la identidad, fuentes y epidemiologia de los diferentes
contaminantes microbianos han avanzado considerablemente en los ultimos afios, la
deteccién de contaminantes bacterianos latentes y la eliminacion de la contaminacién
fungica y bacteriana de cultivos establecidos in vitro permanecen a la espera del
desarrollo de mejores estrategias. Una vez seguidos los procedimientos basicos
padrones de desinfeccion, la contaminacion frecuente se origina de la introduccion en
cultivos de explantes contaminados con microorganismos endofiticos o resistentes al

proceso de desinfeccion (Scherwinski-Pereira, 2010).

3.9.1. Efecto de la Contaminacion microbiana en el Cultivo in vitro

El elevado grado de contaminacion y la localizacion sistémica de microorganismos son
responsables, en algunos casos, por el fracaso de la implantacion de cultivos in vitro. La
contaminacion perjudica incluso el desarrollo de experimentos en funcion del reducido

namero de explantes obtenidos (Pasqual, 2001a).

Segun Scherwinski-Pereira (2010) los microorganismos compiten con los explantes por
el espacio, carbohidratos (fuente de energia), nutrientes y otros compuestos, pudiendo
también liberar en el medio de cultivo substancias toxicas perjudiciales al desarrollo del
material in vitro. Algunos hongos y levaduras reducen el pH del medio (< 3) donde ocurre
la fermentacién de los carbohidratos, produciendo sustancias fitotoxicas y liberando

compuestos como etanol y acido lactico.

La asepsia de explantes y esterilizacién del medio de cultivo, vidriera y ambiente de
inoculacion son condiciones imprescindibles en trabajos de cultivo vegetales. Cualquier
microorganismo que entre en contacto con el medio tendra condiciones de desarrollarse

y, COMO consecuencia, inviabilizara el cultivo.

Hay relatos de la presencia de microorganismos endofiticos en tejidos vegetales en un
gran numero de especies de plantas. Hongos, levaduras y bacterias han sido aislados

con mayor frecuencia y su presencia puede ser identificada al principio del cultivo. Sin
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embargo, mayores problemas estan relacionados con contaminaciones bacterianas,
especialmente aquellas que permanecen latentes in vitro, es decir, no presentan un

desarrollo visible en el medio, ni sintomas en los tejidos en los primeros subcultivos.
Las contaminaciones pueden ocurrir:

1. Durante el establecimiento del cultivo, probablemente causadas por ineficientes
desinfecciones superficiales del explante.
2. Después del establecimiento in vitro, causadas por microorganismos endégenos
0 microorganismos que fueron introducidos durante la inoculacién y/o subcultivos.
3. Después de un largo periodo de almacenamiento post-esterilizacion.
Contaminantes pueden ser introducidos con el explante, durante las manipulaciones en

el laboratorio y/o por vectores (Scherwinski-Pereira, 2010).

3.9.2. Contaminacion por hongos

Segun Scherwinski-Pereira (2010) Los hongos son definidos como organismos
aclorofilados, eucariéticos, que generalmente se reproducen sexuada y asexuadamente
por esporas, y cuyas estructuras somaticas, ramificadas, normalmente filamentosas, son
circuncidadas por pared celular. Son organismos heterotroficos que necesitan de
compuestos organicos como fuente de carbono y energia, como por ejemplo la glucosa.
Contaminaciones fangicas son facilmente visualizadas en virtud de la intensa

fructificacion de los hongos in vitro.

Son los patdgenos de plantas mas comunes y habitantes saproéfitos del suelo. Muchos
géneros de hongos estan asociados con las plantas, pero especialmente eéstos
encontrados como contaminantes en cultivo de tejidos incluyen especies de Alternaria,
Aspergillus, Botrytis, Candida, Cladosporium, Curvularia, Chyptococus, Fusarium,

Microsporium, Neurospora, Penicillium, Phialophora, Rhizopus, Rhodotorula entre otros.

El cultivo in vitro de explantes pequefios usados para iniciar los cultivos podra resultar
infestaciones fangicas generalmente resultan en la muerte del explante, pero algunas
veces la proteccion del cultivo puede ser obtenida y el crecimiento del material cultivado

puede continuar (Scherwinski-Pereira, 2010).
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3.9.3. Contaminacion por bacterias

Segun Sherwinski-Pereira (2010) las bacterias constituyen el mas comun y problematico
tipo de contaminacion por microorganismos en el cultivo de tejidos, porque éstas pueden
ser sistémicas y su deteccion, muchas veces, es dificil. Numerosos géneros estan
asociados con el desarrollo de las plantas in vivo, los géneros destacados a continuacion
son encontrados frecuentemente en cultivo de células in vitro causando serios problemas:
Acinetobacter, Acetobacter, Aerococcus, Aeromonas, Alcaligenes, Agrobacterium,
Bacillus, Corynebacterium, Erwinia, Enterobacter, Flavobacterium, Hyphomicrobium,
Lactobacillus,  Micrococcus,  Mycobacterium,  Oerskovia, = Propionobacterium,
Pseudomonas, Rhizobium, Staphylococcus, y Xanthomonas.

Aunque algunos géneros de bacterias puedan ser patogénicos, muchos son encontrados
en el suelo como saprofitas, o en las plantas como flora epifita. Sin embargo, pueden
interferir en el crecimiento in vitro y conducir el cultivo de plantas a la muerte. Para
detectar con precisién la contaminacion superficial remanente, o contaminacion
enddgena por bacterias, es necesario cultivar explantes en uno o mas medios de cultivo

gue permita un rapido desarrollo de microorganismos.

Cultivos contaminados por bacterias presentan el medio con aspecto turbio. Brotes de
algunas plantas desarrollan manchas marrones en sus hojas o en la base, donde después

de ser analizadas en el microscopio, son encontradas contaminaciones bacterianas.

Algunas bacterias no se multiplican o se multiplican lentamente en un medio de cultivo,
por lo tanto, no forman colonias visibles. Contaminaciones bacterianas en el medio de
cultivo son mas visibles por medio de la ligera inclinacion de los recipientes (Scherwinski-
Pereira, 2010).

3.10. Biocidas empleados

3.10.1. PLANT PRESERVATIVE MIXTURE (PPM™)
PPM ™ (Preservative Plant Mixture) es un conservante / biocida de amplio espectro de
accion, es termoestable que, en funcion de la dosis, evita o reduce eficazmente la

contaminacion microbiana en el cultivo de tejidos vegetales. Puede ser usado para
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reducir la contaminacion de bacterias y hongos en cultivo de tejidos de plantas, y en altas

concentraciones para reducir contaminaciones enddgenas.

En dosis 6ptimas, PPM™ no perjudica la germinacion de semillas in vitro, la proliferacion

de callos o la regeneracion de callos.

A pesar del uso mas estricto de técnicas estériles y condiciones asépticas, la
contaminacion de las células vegetales y los cultivos de tejidos vegetales sigue siendo

un problema persistente.

PPM ™ previene la germinacion de esporas de bacterias y hongos. Debido a que es

estable al calor, se puede esterilizar en autoclave con medios.

PPM™ puede usarse como un ingrediente estandar en medios de cultivo de tejidos
vegetales. EI PPM es menos costoso que los antibidticos y puede prevenir la

contaminacion por hongos simultdneamente.

PPM es biocida y bioestatico. Ademés de inhibir la contaminacion por contacto con el
aire, el agua y el ser humano, también se puede usar para reducir la contaminacion

endogena.

El principal cientifico involucrado en el desarrollo de la aplicacién del PPM™ es el Dr.
Assaf Guri. El Dr. Assaf Guri posee titulos en genética, genética aplicada y mejora vegetal
de la Universidad Hebrea de Jerusalén y la Universidad Estatal de Michigan en los
Estados Unidos. Antes de unirse a Plant Cell Technology, Inc., Assaf trabajé con el Centro
de Investigacion Agricola Volcani en Israel, la Universidad Estatal de Michigan en East
Lansing, Michigan y DNAP en Nueva Jersey.

El PPM™ (Plant Preservative Mixture) es compuesto por 5-chloro-2-methyl-3(2H)-
isothiazolone y 2-methyl-3(2H)-isothiazolone. Actda como biocida y fue desarrollado para
el uso en el cultivo de tejidos de plantas. Este producto actia como bactericida y fungicida

cuando es adicionado al medio de cultivo (Miyazaki et al., 2010).

Recientemente existen varios estudios comprobando la eficacia del compuesto en la

organogénesis adventicia en meldn, petunia, y tabaco (Compton y Koch, 2000), en
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crisantemo, abedul europeo y rododendro (George y Tripepi, 2001), en Petunia hibrida
(Miyazaki et al., 2010), en bambu gigante neotropical (Jiménez et al., 2006) y en la

regeneracion de brotes prolificos de frutilla (Haddadi, 2010).

3.10.2. ANTIBIOTIC ANTIMYCOTIC SOLUTION® SIGMA (AAS)

El producto Antibiotic Antimycotic Solution® de la empresa Sigma-Aldrich, es usado para
el cultivo de células y tejidos como un suplemento en diferentes tipos de medios de cultivo

celulares.

Acciones bioquimicas/fisiologicas, modo de accidon: La penicilina actia inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana. La estreptomicina inhibe la sintesis de proteinas
procarioticas al prevenir la transicion del complejo de iniciacion al ribosoma de
prolongacion de la cadena y causa miscoding (un error en el codigo genético). La
anfotericina B interfiere con la permeabilidad de la membrana fangica al formar canales

en las membranas y hacer que se filtren pequefias moléculas.

Espectro antimicrobiano: Bacterias Gr am negativas, bacterias Gram positivas, hongos y
levaduras. Solubilizado en una solucién reguladora de citrato patentada. Formulado para
contener 10,000 unidades/ml de penicilina G, 10 mg/ml de sulfato de estreptomicinay 25
mg/ml de anfotericina B. Recomendado para su uso en aplicaciones de cultivo celular a

10 ml/L. Se debe usar Filtrado estéril.

Otros productos usados como antibidticos en el cultivo de tejidos de plantas para la
prevencion de la contaminacion son a base de penicilina, estreptomicina e anfotericina.
Algunos trabajos reportan el uso de estos antibidticos en el cultivo de papa (Gilbert,
Shohet y Caligari, 1991), en crisantemo y tabaco (Da silva et al., 2003), en la
embriogénesis somatica de Huperzia selago (Szyputa et al., 2005), y en el cultivo de

raices y brotes de Arnebia densiflora (Colgecen, Koca y Toker, 2011).

3.11. La oxidacion en el cultivo de tejidos
La oxidacion es el proceso a traves del cual un atomo, o grupo de atomos, pierde uno o
mas electrones (se oxida) y los cede a otro (el cual se considera reducido). En sustratos

organicos, la oxidacion y reduccion involucra la participacion de atomos de carbono
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enlazados en forma covalente a otros atomos (Karp 1998, citado por Azofeifa, 2009).

La oxidacion u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la
oxidacion, por radicales libres, de diferentes componentes celulares, asi como, la
oxidacion de compuestos fendlicos catalizado por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para
producir quinonas, las cuales son especies quimicas muy reactivas y propensas a
reaccionar, generando dafio e incluso la muerte celular (Amiot et al. 1996, Bray et al.
2000).

En el caso particular del cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidacién son causados
principalmente por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la
asepsia del explante, los cortes que sufre el explante, composicion del medio de cultivo,
volumen y calidad del frasco de cultivo (George 1993, Tabiyeh et al. 2006, Van Staden et
al. 2006, Abdelwahd et al. 2008).

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales de algunas especies de plantas,
especialmente lefiosas, est4, en gran medida, limitado por la ocurrencia de
oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de cultivo. Esto constituye uno de
los problemas mas serio y frecuente, desde el inicio y durante el mantenimiento de un
tejido cultivado in vitro (George 1996, Laukkanen et al. 2000, Murkute y Shanti-Patil 2003,
Tang y Newton 2004). El desarrollo de este problema esté estrechamente relacionado al
estrés oxidativo y nitrosativo que sufren las células del explante cultivado. Este fenbmeno
se produce por el desbalance entre las reacciones pro-oxidacion (excesiva formacion de
ROS y, o0 RNS o de naturaleza enzimética) y los mecanismos antioxidantes para
detoxificar (antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos), generalmente causado por una

generacion incrementada de radicales libres (Novoa et al. 2001, Turrens 2003).

No todos los exudados liberados al medio de cultivo son inhibitorios o toxicos, pero en la
mayoria de los casos el crecimiento del explante es inhibido, perdiendo gradualmente su
capacidad de proliferar y, si no se remedia la situacién, puede morir (George 1996, Ogita
2005).

La toxicidad de los exudados esta en relacion con el incremento en la produccion de
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compuestos fendlicos, (metabolitos secundarios que modulan el desarrollo de la planta 'y
Su respuesta a estreses bioticos y abioticos) ya que estos son oxidados para formar
guinonas, debido a la actividad de enzimas oxidativas, y posteriormente polimerizados
(Tabiyeh et al. 2006).

Ademas, se puede deber a la oxidacidén de proteinas, a que fenoles se unan con proteinas
mediante puentes de hidrégeno (Harms et al. 1983), a la accion de enzimas peroxidasas,
las cuales pueden catalizar su oxidacion en presencia de peréxido. Este y otros radicales
libres son liberados o generados durante el proceso de escision, limpieza, desinfeccion y
cultivo del explante (George 1996, Uddin y Titov 2007). La presencia de algunas

sustancias fendlicas dafinas puede tener un efecto autocatalitico en su sintesis.

El dafio que resulta de la produccion de exudados es usualmente mas severo durante los
estados inicia les de cultivo. El problema tiende a cesar cuando el explante inicia su
crecimiento (Azofeifa, 2009).

Aparte del oscurecimiento de explantes, al estrés oxidativo se le ha relacionado con el
desencadenamiento de otros desordenes fisiolégicos, morfoldgicos, epigenéticos vy
genéticos que ocurren en los explantes -cultivados, tales como recalcitrancia,
hiperhidricidad, variacion somaclonal y habituacion (Cassells y Curry 2001, van Staden
et al. 2006). La implementacién de subcultivos (transferencias) frecuentes a un medio de
cultivo fresco en poco tiempo se torna imperativo si el medio de cultivo donde se

encuentra el explante muestra indicios de oscurecimiento (Azofeifa, 2009).

Se sabe que el obscurecimiento del medio de cultivo ocurre en funcién de la acumulacion
de compuestos fendlicos producidos por el metabolismo secundario de las células. La
oxidacion de estos compuestos produce sustancias toxicas, como quinonas, que pueden
ser responsables por la pérdida da capacidad embriogénica de las células (Séndahl y
Sharp, 1977; Garcia y Menendez, 1987) citado por Marota (2003).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1.LOCALIZACION
4.1.1. Ubicacién geografica
La ciudad de Machado se halla geograficamente ubicada a Latitud: -21.661, Longitud:
-45.925 con coordenadas 21° 39" 40" Sur, 45° 55' 30" Oeste.
El Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais — Campus
Machado se encuentra ubicado en la ciudad de Machado, un municipio que esta en el

Estado de Minas Gerais encontrado en el Sudeste de Brasil.

La figura 2 presenta la ubicacion de la zona donde se realiz6 el estudio, muestra el estado

de Minas Gerais en Brasil y la ciudad de Machado en el mapa de Minas Gerais.

Figura 2. Ubicacion de la zona de estudio

La figura 3 presenta la localizacion de entes importantes para el estudio.

—_—

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA

PIE DE CAFE EXCELSA (Coffea dewevrei)

Figura 3. Ubicacion del laboratorio y el pie de café
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4.1.2. Caracteristicas de la zona de estudio

Clima
De acuerdo con el sitio web Climate-Data.org Machado tiene un clima Tropical de

altitud. Este clima se clasifica como Cwa segun la clasificacién de Kdppen y Geiger. La
temperatura media anual en Machado es de 20.6 °C. La precipitacion media anual de
1508 mm. Presenta una humedad relativa de 74 %. Este municipio se encuentra a una
altitud de 809 msnm.

Como nos muestra el diagrama de temperatura de Machado, las temperaturas maximas
y minimas, con un promedio de 23.4° C, enero es el mes mas célido. En el mes mas frio

del afio es de 16.7 °C en el medio de junio.

86 30

68 20

32 0

01 0z 03 04 05 06 o7 08 09 10 11 12

Gréfico 1. Diagrama de temperatura de Machado

El climograma de Machado presenta que el mes mas seco es julio. Hay 27 mm de
precipitacion en julio. 280 mm, mientras que la caida media en diciembre. El mes en el

gue tiene las mayores precipitaciones del afio.
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Grafico 2. Climograma de Machado

4.2. MATERIALES

4.2.1. Material vegetal de estudio
El material vegetal empleado en el presente estudio fue colectado de un pie de Café

Excelsa (Coffea dewevrei), se recolect6 hojas (tanto hojas jévenes como maduras) para

los explantes foliares del cultivo in vitro.
4.2.2. Material de laboratorio
4.2.2.1 Biocidas

e Plant Preservative Mixture (PPM™)
e Antlbiotic Antimycotic Solution (AAS) SIGMA-ALDRICH®

4.2.2.2 Reactivos

e Medio de cultivo MS (Murashige y Skoog)

e 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético)

e BAP (6-benzilamino-purina o benzyl adenina)
e Sacarosa

e Phytagel

e Tween 20

e Alcohol 70 % y 96 %
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e Hidréxido de sodio 1 N
e Acido clorhidrico 0,05 N

4.2.2.3 Equipos y materiales de vidrio

e Medidor de pH

e Microondas

e Agitador magnético

e Balanza Analitica

e Cémara de flujo laminar
e Autoclave

e B.O.D.

e Micropipetas

e Matraces de Erlenmeyer
e Vasos de precipitado

e Probetas

e Bastdn de vidrio

e Embudo de vidrio

e Placa de Petri

e Pinzas

e Lamina de bisturi

e Cabo de bisturi

e Tubos de ensayo

e Mechero

e Filtro esterilizador con 0,22 ym

4.2.3. Material de campo

e EPI (Equipo de Proteccion Individual)

e Kasumin®: Fungicida/Bactericida, antibiotico sistémico.

e Tiofanato metilico: fungicida sistémico.
e Pulverizador

e Escalera

e Tijera

e Caja de plastoformo

e Papel toalla
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4.2.4. Material de gabinete

e Camara fotogréafica

e Estereoscopio normal

e Estereoscopio triocular con camara integrada

e Computadora

e Material de escritorio (hojas de papel, boligrafos, USB, etc)

4.3.Metodologia

El proyecto de investigacién para la presente tesis fue realizado en el Laboratorio de
Biotecnologia del Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas
Gerais — Campus Machado, localizado en el estado de Minas Gerais de Brasil, se trabajo
con un espécimen de Coffea dewevrei con el fin de obtener explantes foliares e inducirlos

a la callogénesis embriogénica somatica.

En el trabajo se desarrollaron dos ensayos:
4.3.1. PRIMER ENSAYO

Fase 1. Preparacion del material experimental

Primeramente, se procedié con el muestreo de las hojas adecuadas para el experimento,
se marco las hojas de la parte inferior del pie de café, intentando buscar las hojas mas
grandes y saludables que en su mayoria eran adultas las cuales serian utiles para el nivel
1 del factor A: HOJAS ADULTAS (completamente desarrolladas).

De igual manera se buscé las hojas méas jovenes del ejemplar de café, las cuales se
encontraban mas cercanas a la copa de la planta, eran muy escasas, por lo que se marcé
a todas las hojas jévenes que existian en el arbol, estas hojas eran las mas pequefas de
la planta y ademas presentaban una coloracién que tiende mas a marrén, se emple6
estas hojas para el nivel 2 del Factor B: HOJAS JOVENES.

Debido a que el ejemplar de Coffea dewevrei se encuentra al aire libre se tiene una gran
probabilidad de un intenso ataque de patdégenos como hongos, bacterias, acaros e

insectos hacia la planta madre, por lo tanto, tuvieron que ser realizadas pulverizaciones
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una semana antes de empezar el experimento, en dias alternados, con los siguientes

guimicos fungicidas:

e Kasumin®: Fungicida/Bactericida, antibidtico sistémico, usado con una
concentracion de 300 mL/100 L de agua.

e Tiofanato metilico (Cercobin 700 WP): fungicida sistémico, usado con una
concentracion de 250 g.p.c./100 L de agua.

Fase 2. Coleccién y desinfeccion del material biolégico

Una semana después de la aplicacion de los plaguicidas, se recolectaron las hojas
marcadas para el trabajo en el inicio de la mafiana, se las corté del peciolo de la hoja con
la ayuda de una tijera de tal manera que no se las pueda dafiar, luego fueron colocadas
en papel toalla humedecido, y conducidas al laboratorio en una caja de plastoformo

previamente desinfectada.

Después de ese periodo las hojas fueron lavadas con agua comun para luego ser
llevadas a la camara de flujo laminar y a ser sometidas a la desinfeccion padrén, la cual,
se realiz6 introduciendo las hojas en un frasco con una cantidad de alcohol etilico al 70 %
de modo que cubra todas las hojas meciendo con un movimiento concéntrico

(envolvente) el frasco ligeramente por dos minutos.

Posteriormente las hojas fueron tratadas con hipoclorito de sodio al 2,5 % conteniendo
Tween 20 0,04 % (3 gotas/100 ml) para abrir la cuticula de la planta y el desinfectante
tenga una accion mas penetrante, se introdujo esta solucién en el frasco de las hojas ya
enjuagadas y se lo meci6é por 20 minutos. En seguida, fueron lavadas tres veces con
agua deionizada autoclavada. Todo este proceso se lo realizo dentro de la Camara Flujo

Laminar, la cual esta programada con 15.8 mm H20 de presion, con el blower encendido.
Fase 3. Elaboracién del Medio de Cultivo

Antes de la elaboracion del Medio de Cultivo se procedié a autoclavar todos los materiales
de laboratorio requeridos para este proceso y someterlos a la luz ultravioleta en la

Camara de Flujo, esto para evitar cualquier tipo de contaminacion.
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Para el primer experimento se realizé el medio cultivo MS (Mursahige y Skoog) el cual
contiene sales, vitamina B5, se le agregd 30 g L de sacarosa, 2,5 g L* de Phytagel, y

se ajusto a un de pH 5,7.

Como reguladores de crecimiento se utiliz, para una primera instancia, 5 mg L' BAP y
10 mg L de 2-4 D (2,4-diclorofenoxiacético), esto para inducir a la formacién de callos -
callogénesis), como uno de los factores de estudio se adicioné 5 concentraciones del
producto biocida AAS®: 0, 5, 10, 15y 20 ml L.

Posteriormente se autoclavo el medio para evitar posibles contaminaciones y luego se
adicion6 el biocida Antibiotic Antimycotic Solution® (AAS) de la empresa SIGMA-

ALDRICH gue contiene una mezcla de penicilina, estreptomicina y anfotericina.

Debido a que el AAS® es un biocida a base de bacterias y hongos, no se pudo realizar
el autoclavado de este con el medio de cultivo, ya que mataria a los microorganismos
gue actuan con el efecto biocida, por lo que se realiz6 el microfiltrado del mismo antes de

vaciar lo en las Cajas de Petri, con el medio.

Al finalizar el proceso de hacer el medio de cultivo se guardé las Cajas Petri con el medio

de cultivo en una gaveta oscura hasta que se introdujeron los explantes.
Fase 4. Preparacion e Introduccién de los explantes

De las hojas previamente lavadas y desinfectadas se cortaron explantes cuadrados, con
ayuda del bisturi, a un tamafio de aproximadamente 7x7 mm, excluyendo la nervadura
central y los bordes de las hojas, y estos fueron inoculados con la superficie adaxial en
contacto con el medio de cultivo (Sondahl et al., 1985 citado por Marota, 2003).

Los explantes fueron cultivados en placas de Petri estériles de polietileno cristal (90x15
mm de diametro) conteniendo de 25 a 30 ml de medio de cultivo. Cada placa contenia
diez explantes. Las placas Petri se las sellaban con una o mas capas de nylon adecuado
para laboratorio para evitar que cualquier tipo de microorganismo proveniente del

ambiente pueda ingresar al medio de cultivo y contaminar a los explantes.

Los cultivos fueron incubados en obscuridad total a 25 °C en una Camara de Germinacion
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tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) en los medios primarios por 30 dias, VY
posteriormente recultivados en medios secundarios (medio de recultivo especificado en
la fase de Recultivo) conforme a cada protocolo y constantemente fueron revisados para

evitar pérdida de material por causa de contaminacion.
Fase 5. Registro de datos

Se registré los datos una vez a la semana, se contaba con 4 variables de respuesta, las
primeras 3 variables (contaminacion, oxidacion y callogénesis) se tomaron desde las
primeras semanas, especialmente la contaminacion ya que se vio explantes
contaminados desde la segunda semana de los experimentos (individualmente cada
uno), en cuanto a la cuarta variable (frecuencia callogénica) se tomé a partir del segundo

mes de cada ensayo.
Fase de Recultivo

El recultivo se lo realizé después de los 30 dias con un cambio en el medio de cultivo, se
mantuvo los mismos componentes del medio primario, con la diferencia de usar 1 mg L
de 2,4-D, lo cual impulsa a la embriogénesis de los callos ya formados; de este modo es

gue los explantes fueron traspuestos a este nuevo medio.

Debido a que existe contaminacion (incluso con la presencia de los biocidas en el medio
de cultivo) especialmente por bacterias y hongos, por ejemplo, si hablamos de hongos,
la propagacion de los hongos por los micelios y las esporas invade y contamina
rapidamente hay una gran posibilidad que cuando aparezca hongos en un explante se
contamine a la caja Petri, por lo que diariamente se hacia un control de la contaminacién
y si se detectaba la presencia de un hongo en un explante se salvaba los demas
explantes, transfiriendo los no contaminados a una nueva caja Petri ya con el medio, se
lo inoculaba con los debidos cuidados para no contaminar los explantes limpios, de ésta

misma manera se realizaba al observar la presencia de una bacteria en algun explante.

Este recultivo se realiza también con el fin de optimizar el proceso y no tener alteraciones

en la composicion de los fitorreguladores o la pérdida de nutrientes del medio.
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4.3.1. SEGUNDO EXPERIMENTO
Para el segundo experimento se realizo el mismo procedimiento del primer experimento
respecto a la Fase 1 (Preparacion del material experimental) y Fase 2 (Coleccion y
desinfeccién del material bioldgico) con la diferencia de que se utilizd solamente hojas

adultas.
Fase 3. Elaboracion del Medio de Cultivo

Para el segundo experimento se realizé también el medio cultivo MS (Mursahige y Skoog)
con la misma concentracién de vitaminas y reguladores de crecimiento mencionados para
el primer experimento con la variacion que se us6 5 concentraciones de los dos biocidas
PPM™ y AAS®: 0, 50, 100, 150 y 200 % de la recomendacion técnica de cada producto.

La distribucion de los porcentajes se realizo de la siguiente manera:

Para el Nivel A1 (dosis de PPM™) se considerd que segun bibliografia se recomienda
una dosis de 2 ml L"*de PPM™ por lo que para los niveles de B se usaron A1Bo(0 %)= 0
ml L, A1B1(50 %)= 1 ml L%, A1B2 (100 %)= 2 ml L%, A1B3 (150 %)= 3 ml L%, A1B4 (200 %)=
4 mlL?

De la misma manera para AAS® (Nivel Az) segun bibliografia se recomienda usar 10 mi
L1, por lo tanto los niveles para el Factor B que se usaron fueron A2Bo(0 %)=0 ml L1, A2B1
(50 %)=5 ml L%, A2B2(100 %)=10 ml L%, A2B3 (150 %)=15 ml L1, A2B4 (200 %)=20 ml L.

De igual manera, se autoclavo el medio para evitar posibles contaminaciones, sélo que
cuando se adicion6 al medio destinado para el Factor A (PPM™ como biocida) si se pudo

autoclavar pero con el AAS® no fue asi (al igual que el primer ensayo).

Para la Fase 4 (Preparacion e Introduccion de los explantes) se realizd el mismo
procedimiento que en el primer experimento, con la diferencia que se trabajo
exclusivamente con hojas adultas. Respecto al Registro de datos (Fase 5) se colecto
datos también una vez a la semana y se realiz6 también el Recultivo en los medios

secundarios a los 30 dias y segun la contaminacion.
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4.4, Metodologia experimental

Modelo aditivo lineal

Disefio Completamente Aleatorio con Arreglo Factorial Combinatorio
Yijk=p+ai+ B j+ (aB)ij +aij
Donde:

Yij = Valor de la variable de respuesta evaluada en una unidad experimental que recibié
el i — ésimo nivel de Ay el j-ésimo nivel de B

M = Media general
a i = Efecto fijo del i-ésimo nivel de A
B j = Efecto fijo del j-ésimo nivel de B
(aB)ij = Efecto fijo de la interaccion del i-ésimo nivel de A con el j-ésimo nivel de B
aij = Efecto aleatorio de residuales o error experimental NIID~(0,0e2)
Disefio Completamente Aleatorio
Yij =y + Ti + €jj
Donde:

Yij = Una observacion cualquiera (j-ésima unidad experimental que recibe la i-ésima
formulacion)

M = Media general
Ti = Efecto fijo de la i-ésima dosis de biocida
€ij = Efecto aleatorio de residuales o error experimental NIID~(0,0e2)

4.4.1. PRIMER EXPERIMENTO

El primer ensayo se evalué bajo un Disefio Completamente Aleatorio con Arreglo
Factorial Combinatorio, considerando 2 factores de estudio, donde el primer factor de
estudio (Factor A) es el tipo de hoja a usar y el segundo las dosis del producto Antibiotic
Antimycotic Solution, contando con 2 niveles en el factor A, 5 niveles en el factor B y con

4 repeticiones, por lo que se tuvo 40 unidades experimentales, cada unidad experimental
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fue una placa de Petri con 10 explantes. Los niveles del factor B son las dosis de Antibiotic

Antimycotic Solution® y se detallan a continuacion:

4.4.1.1 Croquis experimental

FACTOR A FACTOR B

Al= hoja joven BO= OmlL?

A2= hoja madura Bl= 5mlL?
B2=10ml L*
B3=15ml L*
B4=20ml L*

Al1B1 | A2B4 | A2B4 | A2B0O | A1B3
A2B3 | A2B2 | A1BO | A1B4 | A2B1
A2B1 | A1B1 | A1B4 | A2B2 | A1B2
A1BO | A1B2 | A1B3 | A2B3 | A1BO
Al1B4 | A1B3 | A1B1 | A2B4 | A2B3
A2B2 | A1B1 | A2B1 | A2B3 | A2B4
A1B3 | A2B0O | A1B4 | A1BO | A1B2
A2B1 | A1B2 | A2B0 | A2B2 | A2B0

Cada unidad experimental representaba una placa de Petri y estaban acomodadas en

una BOD en condiciones de obscuridad y a una temperatura de 25 °C.

El segundo nivel del factor A (Hoja Madura) present6 una contaminacion de los explantes
bastante alta, lo que se tradujo en una pérdida alta de unidades experimentales en este
nivel A2, de esa manera es que Unicamente para la variable de respuesta de porcentaje
de Contaminacion se pudo analizar como un DCA con Arreglo Factorial Combinatorio y
se uso el croquis presentado anteriormente, pero las variables porcentaje de oxidacion,
porcentaje de callogénesis y frecuencia callogénica se las evalué bajo un Disefio
Completamente al Azar simple usando las mismas muestras Unicamente del nivel A1, por
lo que se muestra, a continuacién, el croquis que se uso para el DCA considerando que
so6lo se uso Hojas Jovenes (antes Al) y se mantuvo las 5 dosis de AAS® y la cantidad

de repeticiones (4).

T1 [ 1213715 ] T3
- -1
oo am T4 | T1|T1| T2 T5
T2 10 mi Lt T4 | T5 | T3 | T5 | T4
T3= 15ml L T5 | T1 | T4 [ T2 | T3
T4= 20 mi L

Al igual que la primera etapa cada unidad experimental representaba una placa de Petri
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y estaban en una BOD en condiciones de obscuridad y a una temperatura de 25 °C.
4.4.2. SEGUNDO EXPERIMENTO

El segundo ensayo se evalué bajo un Disefio Completamente Aleatorio con arreglo
bifactorial, en el cual el primer factor de estudio (Factor A) es el BIOCIDA empleado y el
segundo las dosis en porcentaje del recomendado técnico de cada producto Plant
Preservative Mixture (PPM™) y Antibiotic Antimycotic Solution® (AAS), donde se contd
con 2 niveles en el factor A y 5 niveles en el factor B y conté con 5 repeticiones, por lo
gue se tuvo 50 unidades experimentales, cada unidad experimental fue una placa de Petri
con 10 explantes. Los niveles del factor B son los porcentajes de las dosis del
Recomendado Técnico (RT) de cada producto (PPM Y AAS) se detallan a continuacion:

4.4.2.2. Croguis experimental

FACTOR A FACTOR B
Al= BIOCIDA PPM BO=0 %
A2=BIOCIDA AAS B1=50 %

B2=100 %
B3=150 %
B4= 200 %

A2B3 | A1BO | A2B4 | A2B2 | A2B0
Al1B3 | A2B2 | A1BO | A1B4 | A1BO
A2B1 | A1B1 | A1B4 | A2B2 | A2B3
Al1BO | A1B2 | A1B2 | A1B1 | A2B0
A2B4 | A1B3 | A2B3 | A1B4 | AlB1
A2B2 | A1B1 | A2B1 | A2B3 | A2B4
Al1B3 | A1B3 | A1B4 | A2B1 | A1B2
Al1B1 | A2B2 | A1B2 | A1B4 | A2B0
A2B1 | A1B2 | A2B0O | A2B0O | A1BO
A2B1 | A2B4 | A1B3 | A2B3 | A2B4

Al igual que en el primer experimento el segundo nivel del factor A (Biocida AAS®)
presentd una contaminacion alta, por lo que se analizd las variables porcentaje de
oxidacion, porcentaje de callogénesis y frecuencia callogénica bajo un Disefio
Completamente al Azar simple usando las mismas muestras unicamente del nivel Al
(PPM™), por lo que se presenta, a continuacion, el croquis que se uso6 para el DCA
considerando que sélo se usé el Biocida PPM™ (antes Al) y se mantuvo las 5 dosis

(porcentaje del RT) y la cantidad de repeticiones (5).
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3|11 |13 T2 TS
TT10::500(’$() T3 | T2 | T2 | 15| T2
T2= 100 % Ta|T1|T5 | T4 | T2
T3= 150 % Ta|T5|T1| 15| T3
T4= 200 % T2 | T4 T3 | T1 | T4

4.5. VARIABLES DE RESPUESTA
Las variables de respuesta consideradas en cada uno de los experimentos del presente

estudio fueron:

4.5.1. Porcentaje de contaminacion
Este porcentaje se mididé por cada caja Petri, la cual representa una repeticion, cada

semana, sin embargo, para elaborar el Analisis de Varianza se tomo en cuenta los datos
tomados al final del experimento. Se procedié a contar cuantos explantes quedaban en
la caja Petri luego de proceder con el recultivo, donde se sacaban los explantes
contaminados (de hongos o bacterias), este numero fue llevado a porcentaje, con la

relacion de 1 explante igual a 10 % ya que cada caja petri contaba con 10 explantes.

4.5.2. Porcentaje de oxidacion de los explantes
El porcentaje de oxidacion se midi6 contando los explantes que presentaban una

oxidacion considerable por cada caja Petri y se lo convirtié en porcentaje.
Ademas, se hizo el estudio de la relacion entre la Oxidacion Alta y Oxidacion Baja.

4.5.3. Porcentaje de callogénesis
El porcentaje de callogénesis se mide en cada una de las cajas de Petri, que representa
una repeticion, se cont6 el numero de explantes donde se observaba callogénesis y se

calculo la relacion de porcentaje.

4.5.4. Frecuencia callogénica
La frecuencia callogénica es la relacion de tipos de callo que presenta cada explante

considerando los siguientes tipos de Callos (se muestra los tipos de callo en la Figura 4):

» Sin reaccidn (sin presencia de callos) SR
» Callo cicatricial CC
» Callo nodular CN
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» Callo mixto CM

» Callo embriogénico CE
En el primer experimento se midié a los 30, 60 y 75 dias y en el segundo a los 30 y 60
dias. La medicién se la realizd con ayuda de un estereoscopio observando cada explante

y llevandolo a porcentaje segun el tipo de callo que presenta.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Para el andlisis y procesamiento de datos y elaboracion de graficos de la presente tesis

se utilizé dos softwares: el programa estadistico Infostat y el programa Excel.

Debido a que los datos usados estan en funcion de porcentaje se usé la “Transformacion
arcoseno o angular” de datos, ya que se tiene una distribucién binomial con varianzas y
medias que son independientes, presentando usualmente varianzas que van a los
extremos (Ochoa, 2016).

Se emplea la férmula:

X

— oin— 1./
Dato transformado = sin \/100

Los resultados del estudio se presentan a continuacion:
5.1. PRIMER ENSAYO

5.1.1. Porcentaje de Contaminacion
Para analizar esta variable de respuesta, se mantuvo el disefio de ambos experimentos

de un DCA con Arreglo Factorial Combinatorio.

Cuadro 1. Andlisis de Varianza del porcentaje de Contaminacién (1° ensayo)

F.V. SC gl CM F p-valor Int.
TIPO DE HOJA (A) 28162,11 1 28162,11 190,22 <0,0001 *
NIVELES DE AAS (B) 2277,66 4 569,41 3,85 0,0122 *
A*B 778,91 4 194,73 1,32 0,2868 NS
Error 4441 43 30 148,05
Total 35660,11 39
C.V. =30,03 %

* = significativo NS = No Significativo

El Andlisis de Varianza indica que existe diferencia significativa (p<0,05) para el factor A
(tipo de hoja), por lo que se puede afirmar que cuando se emplea una hoja joven y otra
madura para establecer el cultivo in vitro, estadisticamente, el porcentaje de

contaminacion serd diferente.

Para el factor B (Niveles de AAS), se obtuvo una diferencia significativa, por lo que se
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puede afirmar que usando diferentes niveles de Antibiotic Antimycotic Solution® (AAS)
en el medio de cultivo como biocida se obtendra diferencias significativas en los

porcentajes de contaminacion.

Para la interaccion entre el Tipo de Hoja y los Niveles de AAS se obtuvo un resultado de
no significancia, lo que nos indica que no existe una interaccién entre los factores Ay B,
gue cualquier tipo de hoja combinado con cualquier nivel del antibiético nos dara el mismo
comportamiento en cuanto a la contaminacién, es decir, que el comportamiento de los
niveles del factor A (tipo de hoja) bajo el efecto de los niveles del factor B (dosis de AAS®)
son paralelos para la variable de contaminacién, se puede aseverar que los niveles de A

no afectaron a los niveles de factor B.

En cuanto al Coeficiente de Variabilidad (CV) se puede afirmar que esta entre los rangos

confiables, por lo que se tuvo un Buen Manejo de Unidades Experimentales.

Cuadro 2. Prueba de Duncan Alfa=0,05 del Factor A (Tipo de Hoja) (1° ensayo)

TIPO DE HOJA Medias n EE
HOJA MADURA 81 20 2,72 A
HOJA JOVEN 11 20 2,72 B

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

La Prueba Duncan para el Factor A muestra que hay diferencia significativa entre la Hoja
Madura y Hoja Joven en cuanto a la contaminacién, con este resultado se puede afirmar
gue con la Hoja Joven se obtiene un menor porcentaje de contaminacién, por lo que se
recomienda usar las hojas mas nuevas para establecer el cultivo de tejidos,

especialmente si se trata de especies que no se encuentran en un ambiente controlado.

La principal razén por la cual la Hoja Joven presenta menor porcentaje de contaminacién
es gue estas hojas se encuentran menos tiempo al aire libre, por lo que esta menos
tiempo expuesta a patdgenos contaminantes, y es menos probable de presentar

microorganismos enddgenos.

En el trabajo de investigacion planteado por Lopez et. al. (2010) se evalud la influencia
del explante y medio de cultivo en la embriogénesis somatica en hojas de café, trabajando

con genotipos de Coffea arabica y C. canephora, donde se us6 hojas de 3 diferentes
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etapas o edades (Hoja inmadura, hoja joven y hoja madura) pese a que se realizé una
rigurosa desinfeccion del material bioldgico, después de 30 dias se observo que los
explantes provenientes de hoja joven y de hoja inmadura de ciertos genotipos
presentaron valores de cero a 54 % en los demas genotipos solamente los explantes
provenientes de hoja inmadura presentaron menores niveles de contaminacion, con
valores de 0 a 36 %, con los explantes provenientes de hoja madura se presentaron altos
porcentajes de contaminacion, desde 90 hasta 100 % en todos los genotipos, lo que
argumentan los autores de esta investigacion es que se puede atribuir a que las hojas
maduras presentan mayor cantidad de unidades formadoras de colonias de
microorganismos, ademas que el crecimiento de su pared celular y la formacién de ceras
y ligninas epicuticulares es mayor que en hojas jovenes, lo que dificulta la accion del

agente desinfectante en los microorganismos endogenos.

Segun Lallana et al. (2006), la escasa capacidad de absorcién de sustancias por parte
de tejidos maduros se debe a los depdsitos de cera de mayor grosor presentes en la

cuticula foliar (Lopez et al., 2010).

Esta argumentacion nos permite afirmar que es mejor trabajar con hojas jovenes a la hora

de inocular explantes de café.

Cuadro 3. Prueba Duncan Alfa=0,05 del Factor B (Dosis de AAS®) (1° ensayo0)

NIVELES DE AAS Medias n E.E.
15 ml 57,50 8 4,30 A
0oml 51,25 8 4,30 A B
10 ml 42,50 8 4,30 B C
20 ml 42,50 8 4,30 B C
5ml 36,25 8 4,30 C

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

La Prueba Duncan para el Factor B muestra que existe diferencia estadistica significativa
entre los diferentes niveles del antibiético en cuanto a la contaminacion, con este
resultado se puede afirmar que usando 5 ml del producto antibiético se obtiene el menor
porcentaje de Contaminacion, por lo que se recomienda usar esta dosis para establecer

los cultivos de la especie de café en estudio.

Se puede observar un resultado parecido en el trabajo de Gilbert, Shohet y Caligari,

39



(1991), que reportan el uso de los antibidticos penicilina, estreptomicina y anfotericina
en el cultivo de papa con las siguientes concentraciones 0, 2.5, 5, 10, 20, 40y 80 ml/L y
obteniendo estas medias en los rangos de contaminacion 3.5, 1.4, 1.6, 1.2, 1.5, 1.5, 1.0
respectivamente, donde el rango es (0 = no contaminacion - 4 = severa contaminacion)
de plantas micropropagadas después de 14 dias en medio de cultivo con antibiético. Se
puede observar que usando productos como el AAS (antibiéticos a base de bacterias)
independientemente si se adiciona una dosis baja o alta de antibidtico, se obtuvo una

contaminacion evidente.

5.1.2. Porcentaje de oxidacion
Como se indic6 anteriormente, este Disefio seguira, para el proceso de datos y la

interpretacion, un Disefilo Completamente al Azar, considerando solamente las hojas
jovenes y las 5 dosis de AAS™.

Cuadro 4. Andlisis de Varianza del porcentaje de Oxidacion (1° ensayo)

F.V. SC GL CM F p-valor Int.
DOSIS 920,52 4 230,13 4,96 0,0095 *
Error 695,62 15 46,37

Total 1616,14 19

CV=10,47%

* = significativo
Segun el Analisis de Varianza se evidencia una diferencia significativa (p<0,05) para el

porcentaje de oxidacion, por lo que se puede afirmar que existe un efecto directo entre
las dosis de Antibiotic Antimycotic Solution® y el porcentaje de oxidacion, es decir, que
cuando usamos diferentes dosis del biocida en el medio cultivo, estadisticamente el
porcentaje de oxidacion sera diferente.

En cuanto al C.V. podemos afirmar que esta entre los rangos confiables, por lo que

tuvimos un Buen Manejo de Unidades Experimentales.
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Cuadro 5. Prueba Duncan Alfa=0,05 del porcentaje de Oxidacién (1° ensayo)

DOSIS Medias n E.E.

5ml 90,00 4 3,40 A

20 ml 85,00 4 3,40 A B

10 ml 85,00 4 3,40 A B

15 ml 77,50 4 3,40 B C
0Oml 65,00 4 3,40 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Para la prueba Duncan se puede observar diferencia significativa entre las diferentes
dosis del AAS® para la oxidacion, se ve que usar el T1 (5 ml del biocida) nos hara obtener
el mas alto porcentaje de oxidacion (90 %), analizando este resultado se puede ver que
este tratamiento donde se us6 solamente hojas jévenes no obtuvo ningun indicio de
contaminacion ya que la media de esta variable fue de 0 %, debido a que no se realizé
ningun recultivo (transferencia de los explantes a un nuevo medio de cultivo cuando uno
de los explantes presenta contaminacion) por lo que se quedo con el mismo medio
durante todo el experimento, eso puede ser un factor que influya a que la oxidacion sea
mayor que las demas dosis altas del antibiético, porque al traslocar los explantes a un
medio limpio todos los exudados que producen la oxidacion se quedan en el medio
contaminado, asi mismo se demuestra que usando el To (0 ml del biocida
respectivamente) se obtiene el menor porcentaje de oxidacion, por lo que
conclusivamente, el biocida tiene un efecto directo sobre la oxidacion, ya que se muestra

gue mientras se incremente la dosis de este biocida hay un incremento de la oxidacién.

En el trabajo de investigacion de Lopez et. al. (2010) donde se evalud la influencia del
explante y medio de cultivo en la embriogénesis somatica en hojas de café en 13
genotipos mejorados de C. canephoray C. arabica, se evalu6 también la oxidacién y pese
a que usaron una solucién antioxidante para sumergir las hojas antes de la introduccion
de los explantes, se obtuvo que en la mayoria de explantes presentaron valores de
oxidacion mayores a 50 %, excepto 4 genotipos que tuvieron porcentajes inferiores a
45 % en explantes de hoja inmadura o joven, los explantes provenientes de hoja
inmadura de cinco genotipos tuvieron menor nivel de oxidacion (2 a 60 %) que el resto
de los genotipos, principalmente en los explantes provenientes de hoja madura que

tuvieron altos porcentajes de oxidacion (60 a 100 %). Se observa que al trabajar con
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explantes sin importar la edad de estos, se obtiene una evidente oxidacion.

Marota (2003) indica en su tesis de doctorado donde trabajé con la embriogénesis
somatica en cafés arabica y robusta que, en las primeras semanas de cultivo, varios
explantes de su experimento obtuvieron una coloracion marrén oscura, como
consecuencia de la oxidacion de compuestos fendlicos presentes en las células. Esta
coloraciéon marrén puede ser atribuida a la presencia de quinonas, un producto de la
oxidacion de los compuestos fendlicos. Alta concentracion de compuestos fendlicos,
como los acidos clorogénicos, cafeico, ferulico, p-cumarico, trans-cinamico y otros, son
caracteristicos del género Coffea. Este hecho fue también observado por otros autores
como Soéndahl y Sharp (1977), Garcia y Menendez (1987) e JUMA (1994), citado por
Marota (2003).

5.1.2.1. Oxidacion altay baja

Oxidacion alta y baja

100%
80%
60%
40%
20%

0%
0 mL/L 5 mL/L 10 mL/L 15 mL/L 20 mL/L
DOSIS AAS (mL/L)

% Oxidacion

m Alta mBaja

Grafico 3. Caracterizacion de la relacion del nivel de oxidacién en los explantes foliares sometidos a
diferentes dosis biocida AAS (B Oxidacion alta; B Oxidacion baja).

Ya que el uso del biocida tiene un efecto sobre la oxidacion, este grafico corrobora el
resultado y muestra que los tratamientos con dosis de AAS® presentan una proporcion
de mas de la mitad de explantes con oxidacién alta siendo el mayor el T5 (5 ml/L AAS®)
con 77,5 %, por las razones ya presentadas con anterioridad, no obstante, el TO mostré

la mayor proporcion de oxidacion baja.
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5.1.3. Porcentaje de Callogénesis
Cuadro 6. Andlisis de Varianza del porcentaje de Callogénesis (1° ensayo)

E.V. SC GL CM F p-valor Int.
DOSIS 5127,13 4 1281,78 5,31 0,0072 *
Error 3618, 41 15 241,23

Total 8745,54 19

CV =23,61%

* = significativo

El Andlisis de Varianza indica que existe una diferencia significativa (p<0,05) para el
porcentaje de Callogénesis, por lo que se puede afirmar que existe una relaciéon directa
entre las dosis de Antibiotic Antimycotic Solution® y el porcentaje de Callogénesis, es
decir, que cuando se emplea diferentes dosis del biocida en el medio cultivo,

estadisticamente el porcentaje de Callogénesis sera diferente.

En cuanto al C.V. se puede afirmar que esté entre los rangos confiables, por lo que se

tuvo un Buen Manejo de Unidades Experimentales.

Cuadro 7. Prueba Duncan Alfa=0,05 del porcentaje de Callogénesis (1° ensayo)

DOSIS Medias n E.E.

TO=0 ml 100,00 4 1,77 A

T1=5ml 92,50 4 7,77 A B

T2=10 ml 67,00 4 1,77 B C
T3=20ml 53,00 4 7,77 B C
T4= 15 ml 20,50 4 7.77 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Para la prueba Duncan se puede aseverar que usando el TOy T1 (0 y 5 ml del biocida
respectivamente) se obtiene el mayor porcentaje de Callogénesis, y aplicando los
tratamientos con las dosis mas altas se obtuvo valores menores en cuanto al porcentaje
de Callogénesis, entonces, se puede concluir que el uso de este biocida tendra un efecto
negativo en cuanto a la Callogénesis, y se recomienda usar dosis bajas de este biocida
(asi como el T1 de 5 ml/L medio) para que haya una induccién positiva de la formacion

de callos.

En el trabajo de investigacion de Lopez et. al. (2010) se evalué la callogénesis, y se
encontré que después de 30 dias, los porcentajes de callogénesis fluctuaron de 9 a

100 %, y diferenciando el tipo de hoja se encontré que en explantes provenientes de hoja

43



inmadura y joven la formacién de callos se obtuvo valores de 36 a 100 %. Asi, los
explantes de hojas inmaduras y jovenes fueron los mejores para la induccién de
callogénesis, incluso para la formacion de callo embriogénico. Sin embargo, concluye, es
necesario mejorar el medio de cultivo para aumentar el porcentaje de explantes

embriogénicos.

Las diferencias en cuanto a la callogénesis verificadas por otros autores utilizandose
condiciones inductoras semejantes, en lo que se refiere al regulador de crecimiento,
pueden ser debido a las diferencias en los explantes en funcién de la posicion en la planta
en que se retird los mismos, de la edad fisioldgica y de la época del afio, como es sugerido
por Molina et al. (2002).

5.1.4. Frecuencia callogénica (FC)

Tipo de callos
100
(I
o H B —
: = B
] ]

0 mL/L 5 mL/L 10 mL/L 15 mL/L 20 mL/L

AAS (mL/L)

Frecuencia callogénica
(%)

S/ Reaccion mCC CN =mCM

Grafico 4. Caracterizacion de la reaccion callogénica de explantes foliares sometidos a diferentes dosis del
biocida AAS (HSin reaccion, H callo cicatricial, callo nodular, mcallo mixto).

Se puede observar que aun no existe la presencia de callos embriogénicos ni de callos
embriogénicos friables, pero se ve la presencia de callos mixtos que con el trascurso del
tiempo evolucionaran a estos dos tipos de callos deseables, se puede observar la mayor
presencia de callos mixtos en los tratamientos TO (0 mL Lt de AAS) y T2 (10 mL L), otra
vez se reitera que bajas dosis de AAS® propician a un resultado beneficioso relacionado

a la produccién de callos, asimismo se observé que el T3 (15 mL L) tuvo el menor
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resultado en callos mixtos, de igual manera se ve que la mayor proporcion de explantes
sin reaccion se presentaron en los tratamientos T2 y T3 (10 y 15 mL/L) y el TO s6lo
presentaba explantes con callos de los tipos nodular y mixto. Se observa también que en
su mayoria los explantes presentaron callos nodulares y una cantidad considerable de

callos mixtos.

A diferencia del presente ensayo, en el experimento de Lépez et. al. los explantes
provenientes de hojas jévenes e inmaduras dieron la mas alta formacién de callo
embriogénico (27 a 73 %) después de los 60 dias, para las especies de C. canephora 'y

C. arabica.

Los explantes con capacidad de formar embriones somaticos expresaron tal capacidad
dias después que aquéllos que soélo pudieron formar células callosas, porque el callo
embriogénico crece mas lento que el callo no embriogénico (Gonzélez et al., 2002), citado
por Lopez et. al. (2010).

Se evalué mediante un Andlisis de Varianza si las diferentes dosis tienen efecto sobre la
formacion de los dos tipos de callos mas importantes que obtuvimos en este ensayo, que

son los Callos Nodulares y los Callos Mixtos. Los resultados se muestran a continuacion:

Cuadro 8. Andlisis de Varianza de la Relacién del Callo Nodular (%) (1° ensayo)

E.V. SC GL CM F p-valor Int.
DOSIS 407,71 4 101,93 1,07 0,4068 NS
Error 1432.63 15 95,51
Total 1840,34 19

NS = No Significativo

El Andlisis de Varianza nos muestra que no existe una diferencia significativa (p>0,05)
para la relacion de porcentaje de Callo Nodular que observamos en la Frecuencia
callogénica, por lo que se puede afirmar que no existe un efecto directo entre las dosis
de Antibiotic Antimycotic Solution® y la formacion de callos de este tipo, es decir, que
cuando se emplea diferentes dosis del biocida en el medio cultivo, estadisticamente el

porcentaje de Callo Nodular sera el mismo.
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Cuadro 9. Andlisis de Varianza del porcentaje de Callo Mixto (1° ensayo)

F.V. SC GL CM F p-valor Int.
DOSIS 703,80 4 175,95 0,84 0,5222 NS
Error 3149,99 15 210,00
Total 3853,79 19

NS = No Significativo

El Andlisis de Varianza nos muestra que no existe una diferencia significativa (p>0,05)
para la relacién de porcentaje de Callo Mixto, por lo que se puede afirmar que no existe
un efecto directo entre las dosis de Antibiotic Antimycotic Solution® y la formacién de
callos de este tipo, es decir, que cuando se emplea diferentes dosis del biocida en el

medio cultivo, estadisticamente el porcentaje de Callo Mixto sera el mismo.

En la siguiente imagen, se muestra un modelo de los tipos de callos que se encontré en

los dos ensayos:

Fuente: Elaboracién propia

Figura 4. Reaccion callogénica inducida en explantes foliares de Coffea dewevrei: A, callo cicatricial en
hoja madura; B, callo cicatricial en hoja joven; C, callo nodular en hoja madura; D, callo nodular en hoja
joven; E y F, callo mixto en hoja madura.
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5.2.SEGUNDO ENSAYO
5.2.1. Porcentaje de contaminacion

Cuadro 10. Andlisis de Varianza del porcentaje de Contaminacion (2° ensayo)

F.V. SC al CM F p-valor _ Int.
BIOCIDA 2609,77 1 2609,77 16,86 0,0002 *
DOSIS (%) 2693,29 4 673,32 4,35 0,0051 ~*
BIOCIDA*DOSIS 1102,52 4 275,63 1,78 0,1517 NS
Error 6190,73 40 154,77
Total 12596,32 49
CV = 18,08 %

* = significativo NS = No Significativo

El Andlisis de Varianza indica que existe una diferencia significativa (p<0,05) para el
factor A (Biocida), como se observa en la tabla, existe alta significancia para lo que es el
tipo de biocida que se usa para el experimento en cuanto a contaminacion, es decir, que
hay un efecto directo entre el tipo de antibiotico y la contaminacion de los explantes, asi
es que si se usa diferentes biocidas (AAS® o PPM™) entonces se obtendra diferentes

porcentajes de contaminacion.

Para el factor B (Dosis en porcentaje del recomendado técnico), se obtuvo diferencia
significativa, por lo que se puede afirmar que, adicionando diferentes dosis de los biocidas
en el medio de cultivo, se obtendra diferencias significativas en los porcentajes de

contaminacion.

Para la interaccion entre el Biocida y las dosis de los mismos se obtuvo un resultado de
no significancia, es decir, no existe una interaccion entre los factores Ay B y el
comportamiento de los niveles del factor A (biocida) bajo el efecto de los niveles del factor
B (dosis en porcentaje del Recomendado Técnico) son paralelos para la variable de
contaminacion, se puede aseverar que los niveles de A no afectaron a los niveles de

factor B.

En cuanto al C.V. se puede afirmar que esta entre los rangos confiables, por lo que se

tuvo un Buen Manejo de Unidades Experimentales.
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Cuadro 11. Prueba Duncan Alfa=0,05 del Nivel A (Biocida) (2° ensayo)

BIOCIDA Medias n E.E.
AAS 89,60 25 2,49 A
PPM 73,60 25 2.49 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Se puede evidenciar una diferencia significativa entre los tipos de biocida a utilizar, se ve
gue se obtiene un menor porcentaje de contaminacién (73,60 %) con el uso del PPM, por
lo que se puede recomendar su uso en la introduccion in vitro del café Coffea dewevrei
para controlar la contaminacién. Aun asi, el porcentaje de contaminacion es demasiado
alto, la principal razén por la que se tiene este resultado es que se trabaj6é con hojas muy
maduras y, por ende, estas hojas que se encuentran al aire libre fueron expuestas por
mas tiempo a microorganismos contaminantes, por lo que se puede recomendar usar
hojas jovenes e incluso se ve que es recomendable tener protocolos de desinfeccidn mas

SEeveros.

Cuadro 12. Prueba Duncan Alfa=0,05 del Nivel B (Dosis) (2° ensayo)

DOSIS (%) Medias n E.E.

0% 95,00 10 3,93 A

100% 86,00 10 3,93 A B
200% 76,00 10 3,93 B
50% 79,00 10 3,93 B
150% 72,00 10 3,93 B

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Se puede observar que entre el testigo y las demas dosis si existe una diferencia, y a su
vez se infiere que entre las diferentes dosis estadisticamente son iguales, y ademas que
los tratamientos con dosis del biocida presentan un porcentaje de contaminacion menor,

por lo que una vez mas se puede recomendar el uso de los biocidas.

A diferencia del presente estudio, en el estudio de Rihan et. al. (2012) se estudi6 el efecto
del PPM en el desarrollo de microbrotes de coliflor y se encontrd una correlacién negativa
entre la concentracion del PPM en el medio liquido y el nimero de microbrotes
desarrollados, a mayor concentracion de PPM, menor nimero de microbrotes, pero
pudieron encontrar que cuando aplicaron la dosis 0,5 mL L de PPM al medio de cultivo

fue efectivo al controlar la contaminacion y manteniendo la capacidad de generar
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microbrotes.

5.2.2. Porcentaje de oxidacion

Como se indicO anteriormente, este Disefio seguira, para el proceso de datos y la
interpretacion, un Disefio Completamente al Azar, solamente contando con el factor del

uso del PPM™ como biocida (Factor A).

Cuadro 13. Andlisis de Varianza del porcentaje de Oxidacién (2° ensayo)

F.V. SC GL CM F p-valor Int.
DOSIS (%) 423,56 4 105,89 0,24 0,9094 NS
Error 8647,56 20 432,38

Total 9071,12 24

CV =29,90 %

NS = No Significativo

Se puede observar que no existe una significancia en el uso de diferentes dosis de PPM
para el porcentaje de oxidacién, por lo que se puede afirmar que, si se aplica diferentes
dosis de PPM™  se obtendra los mismos resultados de oxidacion, no se evidencia efecto

del PPM™ en la oxidacion.

En cuanto al Coeficiente de Variabilidad (CV) se puede afirmar que esta entre los rangos

confiables, por lo que se tuvo un Buen Manejo de Unidades Experimentales.

Debido a que en este ensayo se obtuvo valores de oxidacion de entre 50 a 100 %, cabe
recordar que es una situacion normal y a veces, dificil de controlar, ya que como vimos
anteriormente en el ensayo de Lopez et. al. (2010) pese a que se usd sustancias
antioxidantes se vio que en los explantes provenientes de hoja madura se tuvo altos
porcentajes de oxidacion (60 a 100 %). Se puede corroborar nuevamente que al trabajar

con explantes sin importar la edad de estos, se obtiene una evidente oxidacion.
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5.2.2.1. Oxidacion altay baja

Oxidacion alta y baja
100%
80%
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0%
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0% 50% 100% 150% 200%
PPM (% RT)

m Alta mBaja

Grafico 5. Caracterizacion de la relacién del nivel de oxidacién en los explantes foliares sometidos a
diferentes dosis en porcentaje del recomendado técnico (RT) del biocid® PPM™ (  OxMacion alta;
Oxidacion baja).

Considerando el resultado que muestra que el uso del PPM™ no tiene un efecto directo
en la oxidacién del explante, este grafico nos puede ayudar a corroborar este resultado
ya que se puede observar que los explantes que si presentaban oxidacion en su mayoria
es una oxidacion baja, vemos que los tratamientos TO (0 % del RT de PPM™), T1 (50 %),
y T3 (150 %) presentaron proporciones elevadas de oxidacidn baja y el tratamiento con
mayor dosis de PPM™ T4 (200 %) mostr6 la mayor proporcion de oxidacion alta.

5.2.3. Porcentaje de callogénesis

Cuadro 14. Analisis de Varianza del porcentaje de Callogénesis (2° ensayo)

F.V. SC GL CM F p-valor Int.
DOSIS (%) 1429,78 4 357,45 1,64 0,2045 NS
Error 4371,49 20 218,57

Total 5801,27 24

CV =18,85 %

NS = No Significativo

Se puede afirmar que el uso del PPM no afecta a la callogénesis, es decir, que si se usa
diferentes dosis de PPM en el medio de cultivo el porcentaje de callogénesis no cambiara.

En cuanto al Coeficiente de Variabilidad (CV) se puede afirmar que esta entre los rangos

confiables, por lo que se tuvo un Buen Manejo de Unidades Experimentales.

50



El presente trabajo de investigacion presentd valores altos en cuanto a callogénesis
después de los 60 dias, en el ensayo de Lopez et. al. (2010) se encontro los explantes
provenientes de hoja madura no presentaron capacidad alguna para la formacién de callo
a los 30 dias de la siembra, pero después de 30 dias mas, a los 60 dias si presentd una
evidente formaciéon de callos. Al respecto, Jensen et al. (1998) indican que los 6rganos
jovenes tienen mejor respuesta al establecimiento in vitro que los obtenidos de materiales
adultos, es decir, entre mas joven y menos diferenciado sea un tejido, mas facil sera su

adaptacion y respuesta al cultivo in vitro.

5.2.4. Frecuencia callogénica

Tipo de callos
100
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Gréfico 6. Caracterizacion de la reaccion callogénica de explantes foliares sometidos a diferentes
dosis del biocida PPM (¥=Sin reaccién, ¥ callo cicatricial, = callo nodular).

Se puede observar la notable presencia de callos nodulares, que proximamente se
convertiran en callos mixtos y, estos a su vez en callos embriogénicos, se ve que la mayor
presencia de callos nodulares en los tratamientos TO (0 % del RT de PPM) y T2 (100 %
del RT), y que el T4 (200 % del RT) presenté el menor resultado en callos nodulares.
Asimismo, se tiene una presencia considerable de callos cicatriciales y una cantidad casi
nula de explantes que no presentaron reaccién, es decir, que no presentan ningun tipo

de calloy es en el T4.

Se observa que, en hojas maduras, es mas complicado generar los callos mas

desarrollados, Lépez et. al. (2010) en su ensayo lo confirma ya que indica que los
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explantes provenientes de hojas jovenes e inmaduras dieron la mas alta formacién de
callo embriogénico (27 a 73 %) y los explantes provenientes de hojas inmaduras

constituyen la mejor alternativa para la formacion de callo embriogénico.

Cuadro 15. Andlisis de Varianza del porcentaje de Callo Cicatricial (2° ensayo)

E.V. SC GL CM E p-valor Int.
DOSIS 3263,10 4 815,78 0,78 0,5531 NS
Error 20998,78 20 1049,94

Total 24261,88 24

NS = No Significativo

El Andlisis de Varianza nos muestra que no existe una diferencia significativa (p>0,05)
para la relacion de porcentaje de Callo Cicatricial que observamos en la Frecuencia
callogénica, por lo que se puede afirmar que no existe un efecto directo entre las dosis
de PPM y la formacion de callos de este tipo, es decir, que cuando se emplea diferentes
dosis del biocida en el medio cultivo, estadisticamente el porcentaje de Callo Cicatricial

serd el mismo.

Cuadro 16. Analisis de Varianza del porcentaje de Callo Nodular (2° ensayo)

EF.V. SC GL CM E p-valor Int.
DOSIS 2951,05 4 737,76 0,62 0,6542 NS
Error 23840,58 20 1192,03

Total 26791,63 24

NS = No Significativo

El Andlisis de Varianza nos muestra que no existe una diferencia significativa (p>0,05)
para la relacion de porcentaje de Callo Nodular que observamos en la Frecuencia
callogénica, por lo que se puede afirmar que no existe un efecto directo entre las dosis
de PPM y la formacién de callos de este tipo, es decir, que cuando se emplea diferentes
dosis del biocida en el medio cultivo, estadisticamente el porcentaje de Callo Nodular

sera el mismo.
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6. CONCLUSIONES

Para el primer experimento se puede concluir:

Para porcentaje de contaminacion se recomienda trabajar con hojas jovenes
debido a que se registré un menor grado de contaminacién, ya que estas estan
menos tiempo expuestas a la infestacion por microorganismos, asimismo se
obtuvo el menor resultado de contaminacion con la dosis 5 ml L del antibiético
AAS®.

Para el porcentaje de oxidacion se infiere que el AAS® tiene un efecto directo en
esta variable y se recomienda no usar dosis altas del producto, ya que estas
producen una mayor oxidacion en el explante, la dosis que nos dio el resultado
mas bajo para oxidacién ademas del testigo (0 mL/L) es el T3 (15 mL/L de AAS®)
y la dosis que presentd el mas alto porcentaje de oxidaciéon es el T1 (5 mL/L)
debido a que no se realizd el recultivo en esta dosis por la ausencia de
contaminacion. Esto también se corroboro al observar el grafico de alta y baja
oxidacion, los explantes oxidados de este tratamiento (T1) presentaron alrededor

de un 80 % de oxidacion alta.

Para el porcentaje de callogénesis se concluye que el AAS® tiene un efecto
negativo para la formacién de callos, ya que si no se usa el producto se ve un
100 % de callogénesis pero si se emplean las dosis del antibiético la callogénesis
va disminuyendo, para esta variable el mejor resultado esta reflejado enel TOy T1
(5mL/L).

Para la frecuencia callogénica se obtuvieron cantidades de callos mixtos
considerables, que representarian los callos mas deseables de los que
presentaron los explantes, ya que estos evolucionaran a callos embriogénicos mas
pronto que los otros tipos, se observé la mayor cantidad de estos callos mixtos en
el TOy T2 (10 ml/L), asimismo se ve que la mayor proporcién de explantes sin

reaccion se presentaron en T2 y T3 (10 y 15 mL/L) y el TO solo presentaba
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explantes con callos. Se concluyé que el uso del biocida AAS no tiene ningun

efecto sobre la formacion de callos nodulares ni mixtos.

Para el segundo experimento se concluye:

Para porcentaje de contaminacion, se observo que los dos biocidas usados en el
experimento tienen diferentes efectos por lo que se puede recomendar, en base
del menor porcentaje de contaminacion, que el mejor biocida a utilizar es el
PPM™ en cuanto a las dosis se observo que hubo diferencia para contaminacion
entre usar o no los biocidas y finalmente se puede recomendar el uso del PPM™
con la dosis mas baja, ya que estadisticamente la contaminacién es la misma en
los 4 tratamientos con adicién de dosis del antibidtico, y representaria un menor
gasto, esta dosis seria el T1 (50 % del recomendado técnico), es decir, 1 mL L™

para agregar al medio de cultivo.

Para el porcentaje de oxidacion se puede concluir que diferentes dosis de PPM™
no influyen en la oxidacion de los explantes, por lo que se puede indicar que este
antibiotico no tuvo un efecto negativo hacia la oxidacién. Asimismo, en el gréfico
de oxidacion alta y baja se observa una tendencia marcada de oxidacion baja en
las dosis mas bajas, considerando que el T4 (200 % del RT) tiene la mayor
proporcién de oxidacién alta con 45 %.

Para el porcentaje de callogénesis, se observa que el uso del PPM™ no tuvo un
efecto directo sobre esta variable. Respecto a la frecuencia callogénica se
evidencio una notable presencia de callos nodulares, que evolucionaran en callos
mixtos y, estos a su vez en callos embriogénicos, la mayor presencia de callos
nodulares en los tratamientos TO (0 % del RT de PPM) y T2 (100 % del RT), y que
el T4 (200 % del RT) presentd el menor resultado en callos nodulares. Asimismo,
se tuvo una presencia considerable de callos cicatriciales y una cantidad casi nula
de explantes que no presentaron ningun tipo de callo y es en el T4. Se concluyé
gue el uso del biocida PPM no tiene ningun efecto sobre la formacion de callos

cicatriciales ni nodulares.
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RECOMENDACIONES

Probar méas protocolos de desinfeccion para la introduccién in vitro de esta
especie, mas severos, especialmente si se pretende usar hojas adultas.

Probar la introduccién in vitro con otros antibidticos / biocidas para controlar la
contaminacion.

Experimentar con otras dosis de diferentes auxinas y citoquininas y diferentes
combinaciones entre ellas.

Probar la introduccion in vitro con otros estadios de las hojas jévenes de esta
especie para encontrar el punto de equilibrio entre baja contaminacién y mayor
produccion de callos.

Usar y probar diferentes soluciones antioxidantes para disminuir el problema de la

oxidacion.
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ANEXOS

Figura 5. Sala de preparacion de medios de Figura 6. Vista externa del Laboratorio del Laboratorio
cultivo de biotecnologia

Figura 7 y 8. Especie de café arbdrea del estudio: Coffea dewevrei, las imdgenes muestran la gran altura
gue este arbol tiene, que en la actualidad mide aproximadamente 10 m.
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Figura 9. Muestreo de las hojas Figura 10. Muestreo de las hojas
adultas cerca de la base del arbol jovenes cerca de la copa

Figura 11. Aplicacion de los Figura 12. Preparacion de Figura 13. Aplicacién de fungicidas-
plaguicidas con el EPI (Equipo de los plaguicidas bactericidas
Proteccién Individual) sistémicos a las hojas
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Figura 15. Introduccién de las hojas a la caja

de plastoformo

Figura 16. Proceso de desinfeccion padron Figura 17. Movimientos concéntricos con el frasco

y los agentes desinfectantes
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Figura 18. Enjuague de las hojas con agua destilada dentro de la cAmara de flujo

Figura 19. Autoclavado de los materiales Figura 20. Materiales autoclavados en la Camara
de laboratorio de Flujo Laminar
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Figura 21. Preparacion del medio de cultivo Figura 22. Medio de
cultivo autoclavado

Figura 23. y 24. Corte de la nervadura central y los bordes de la hoja porque se los desecha a la hora de
introducir in vitro
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Figura 25. Corte de los explantes a 7x7 mm Figura 26. Inoculacién de los explantes en el
medio de cultivo

Figura 27 y 28. Disposicién de los explantes en la BOD
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Figuras 30 y 31. Toma de datos con ayuda del estereoscopio
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Figuras 32 y 33.Recultivo de los explantes (traspaso de los explantes de una placa Petri a otra)

Figura 34. Reubicacion de los explantes Figura 35. Sellado de las cajas Petri
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Figura 38. Contaminacioén fungica Figura 39. Contaminacion bacteriana
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—

Figura 40. Sistema para obtener las fotografias de los Figura 41. Explante con callos
explantes (Estereoscopio + programa de computador) nodulares y mixtos

Figura 42. Caja Petri con explantes con callos mixtos Figura 43. Explantes con alta oxidacion
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DATOS DEL EXPERIMENTO

PRIMER ENSAYO
e PORCENTAJE DE CONTAMINACION

Cuadro 17. Datos de la variable de respuesta Contaminacion (1° Ensayo)

TIPO DE HOJA | NIVELES DE AAS | CONTAMINACION (%)
HOJA JOVEN 0 ml 30
HOJA JOVEN 0 ml 10
HOJA JOVEN 0 ml 40
HOJA JOVEN 0 ml 0
HOJA JOVEN 5 ml 0
HOJA JOVEN 5 ml 0
HOJA JOVEN 5 ml 0
HOJA JOVEN 5ml 0
HOJA JOVEN 10 ml 10
HOJA JOVEN 10 ml
HOJA JOVEN 10 ml
HOJA JOVEN 10 ml 0
HOJA JOVEN 15 ml 70
HOJA JOVEN 15 ml 10
HOJA JOVEN 15 ml 20
HOJA JOVEN 15 ml 10
HOJA JOVEN 20 ml 0
HOJA JOVEN 20 ml 0
HOJA JOVEN 20 ml 0
HOJA JOVEN 20 ml 20
HOJA MADURA 0 ml 80
HOJA MADURA 0 ml 80
HOJA MADURA 0 ml 80
HOJA MADURA 0 ml 90
HOJA MADURA 5 ml 50
HOJA MADURA 5 ml 80
HOJA MADURA 5 ml 70
HOJA MADURA 5 ml 90
HOJA MADURA 10 ml 80
HOJA MADURA 10 ml 70
HOJA MADURA 10 ml 80
HOJA MADURA 10 ml 100
HOJA MADURA 15 ml 100




HOJA MADURA 15 ml 90
HOJA MADURA 15 ml 90
HOJA MADURA 15 ml 70
HOJA MADURA 20 ml 90
HOJA MADURA 20 ml 80
HOJA MADURA 20 ml 70
HOJA MADURA 20 ml 80

e PORCENTAJE DE OXIDACION

Cuadro 18. Datos de la variable de respuesta Oxidacion (1° Ensayo)

DOSIS AAS OXIDACION (%)
0 ml 70
5ml 90
10 ml 80
15 ml 70
20 ml 80
0 ml 60
5 ml 90
10 ml 90
15 ml 80
20 ml 90
0 ml 60
5ml 80
10 ml 90
15 ml 90
20 ml a0
0ml 70
5 ml 100
10 ml 80
15 mi 70
20 ml 80
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e PORCENTAJE DE CALLOGENESIS
Cuadro 19. Datos de la variable de respuesta Callogénesis (1° Ensayo)

DOSIS AAS | CALLOGENESIS (%)
0 ml 100
5 ml 90
10 ml 88,89
15 ml 50
20 ml 100
0 ml 100
5 ml 100
10 ml 80
15 ml 66,67
20 ml 20
0 ml 100
5 ml 80
10 ml 40
15 ml 62,5
20 ml 50
0 ml 100
5 ml 100
10 ml 60
15 ml 33,33
20 ml 85,71

SEGUNDO EXPERIMENTO

e PORCENTAJE DE CONTAMINACION
Cuadro 20. Datos de la variable de respuesta Contaminacion (2° Ensayo)

BIOCIDA DOSIS (% RT) | CONTAMINACION (%)
PPM 0% 100
PPM 0% 90
PPM 0% 90
PPM 0% 100
PPM 0% 90
PPM 50 % 80
PPM 50 % 70
PPM 50 % 80
PPM 50 % 80
PPM 50 % 80




PPM 100 % 80
PPM 100 % 90
PPM 100 % 60
PPM 100 % 70
PPM 100 % 100
PPM 150 % 50
PPM 150 % 50
PPM 150 % 40
PPM 150 % 50
PPM 150 % 90
PPM 200 % 80
PPM 200 % 40
PPM 200 % 40
PPM 200 % 60
PPM 200 % 80
AAS 0% 100
AAS 0% 100
AAS 0% 80
AAS 0% 100
AAS 0% 100
AAS 50 % 60
AAS 50 % 90
AAS 50 % 70
AAS 50 % 80
AAS 50 % 100
AAS 100 % 80
AAS 100 % 100
AAS 100 % 90
AAS 100 % 100
AAS 100 % 90
AAS 150 % 100
AAS 150 % 90
AAS 150 % 100
AAS 150 % 80
AAS 150 % 70
AAS 200 % 100
AAS 200 % 90
AAS 200 % 80
AAS 200 % 90
AAS 200 % 100
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e PORCENTAJE DE OXIDACION
Cuadro 21. Datos de la variable de respuesta Oxidacién (2° Ensayo)

DOSIS PPM (% RT) | OXIDACION (%)
0% 50
50 % 100

100 % 50
150 % 75
200 % 50
0% 100
50 % 66,66
100 % 100
150 % 100
200 % 100
0% 50
50 % 100
100 % 75
150 % 83,33
200 % 100
0% 100
50 % 50
100 % 66,66
150 % 80
200 % 75
0% 75
50 % 50
100 % 100
150 % 100
200 % 100

e PORCENTAJE DE CALLOGENESIS
Cuadro 22. Datos de la variable de respuesta Callogénesis (2° Ensayo)

DOSIS PPM (% RT) | CALLOGENESIS (%)

0% 100

50 % 100
100 % 90
150 % 100
200 % 100

0% 80

50 % 100




100 % 80
150 % 100
200 % 80

0% 100
50 % 100
100 % 100
150 % 50
200 % 80

0% 75
50 % 100
100 % 100
150 % 80
200 % 50

0% 100
50 % 100
100 % 100
150 % 100
200 % 90
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