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INFLUENCIA DE LA EDAD DEL CALLO EN LA INDUCCION DE
SUSPENSIONES CELULARES DE CAFETO!

Maria Esther Gonzdlez-Vega?, Maria Margarita Herndndez-Espinosa®, Annia Herndndez-Rodriguez’

RESUMEN

Influencia de la edad del callo en la induccion de
suspensiones celulares de cafeto. Esta investigacion se de-
sarroll6 en el Departamento de Genética y Mejoramiento de
Plantas del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA),
provincia La Habana, Cuba, durante el periodo de 2002 al
2004, con el objetivo de evaluar el comportamiento de sus-
pensiones celulares de tres genotipos de Coffea canephora P.
var. Robusta, para ello se procedi6 a estudiar la edad del callo
mads eficiente para el establecimiento del cultivo en medio
liquido, para lo cual se evaluaron callos de 15, 21, 28, 35,
42, 49 y 56 dias de cultivo. También se estudiaron diferentes
medios de cultivos para la multiplicacion celular, MMC-1
con 0,2 mg/1 de Kinetina y 0,5 mg/1 de 2,4-D, empleado como
medio control y el medio MMC-2 donde el 2,4-D fue sustitui-
do por 0,7 mg/l de un extracto auxinico de origen bacteriano.
Se determinaron los efectos de estos factores en la velocidad
de desagregacion, la coloracion de la suspension, asi como
en la concentracion de células totales y meristemdticas. Se
encontré que las suspensiones a partir de callos de 28 y 35
dias de cultivo en medio sélido, presentaron mejor respuesta,
dado el mayor nimero de células, velocidad de desagrega-
cién y adecuada coloracién de la suspension, destacdndose
los callos de estas edades como los mds favorables para la in-
duccién del cultivo en medio liquido, a partir de los genotipos
estudiados. Se obtuvieron mejores resultados con el medio de
multiplicacién celular MMC-2.

Palabras clave: Coffea canephora, Robusta, extracto
bacteriano, 2,4-D, células meristematicas

ABSTRACT

Effect of callus age on the induction of coffee cell
suspension cultures. The investigation was developed in
the Department of Crop Genetics and Breeding from the
National Institute of Agricultural Sciences (INCA), La Ha-
bana, Cuba, from 2002 to 2004, to evaluate the behavior of
cells suspensions of three Coffea canephora P. var. Robusta
genotypes. Seven callus ages (15, 21, 28, 35, 42, 49 and 56
days) were evaluated to find the age most appropriate for
culture establishment in liquid medium. Different culture
media were evaluated for cell multiplication, MMC-1 with
0.2 mg/l Kinetin and 0.5 mg/l 2,4-D (control) and MMC-2
where 2,4-D was substituted by 0.7 mg/l of an auxin extract
of bacterial origin. The effects of these factors on the time
of callus disaggregation, coloration of the cell suspension,
and concentration of total and meristematic cells were de-
termined. The optimum age of callus for the induction of
cell suspension was 28-35 days, given the higher number of
cells, disaggregation speed and good coloration of the cell
suspension. The best results were obtained with the medium
MMC-2 for cell multiplication.

Key words: Coffea canephora, Robusta, bacterial ex-
tract, 2,4-D, meristematic cells.
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INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas mds im-
portantes en el mercado mundial (Ricketts et al. 2004).
Constituye una fuente principal de divisas para nacio-
nes en vias de desarrollo que lo cultivan como Africa,
América Latina y Asia (FAO 2000). La tradicion ca-
fetalera de Cuba data de 1748. Al introducir la especie
Coffea arabica (1833), Cuba lleg6 a ser el primer ex-
portador mundial del preciado rubro (Sanchez 2006).

La micropropagacidn de plantas es una de las téc-
nicas de mayor aplicacion en la industria biotecnoldgi-
ca actual (Klimaszewska et al. 2007); sin embargo, su
expansion estd condicionada al estudio de los factores
que regulan dicho proceso. En el cultivo de células
en suspension que no es mds que el cultivo en el que
las células aisladas y agregados celulares crecen y se
multiplican suspendidos en un medio liquido, es im-
portante el conocimiento de la influencia de los factores
fisicos y quimicos. Este es un método muy utilizado
para la seleccién de mutantes, uso de fermentadores
en la embriogénesis somadtica, semilla artificial y en
la produccion de metabolitos secundarios tales como
antibidticos, saborizantes, proteinas, bioinsecticidas,
enzimas para fines farmacoldgicos y alimenticios, ya
que los medios liquidos ofrecen condiciones mds ho-
mogéneas, haciendo los nutrientes mds accesibles al
tejido. También elimina el agente gelificante, que es
uno de los insumos utilizados mds costosos (Salazar y
Hoyos 2007). Varios investigadores han empleado esta
técnica en el cultivo de C. arabica 'y Coffea canephora
con sorprendentes resultados (Zamarripa et al. 1991,
Montes et al. 1995, Van Boxtel y Berthouly 1996, San-
tana et al. 1998, Cevallos 2000, Barry et al. 2002, De
Feria et al. 2003).

En el cafeto, la produccién a gran escala de indi-
viduos deseados a través del cultivo in vitro, ya sea en
medio sélido o a través del cultivo en medio liquido
ha abierto nuevas perspectivas a la multiplicacién ve-
getativa de algunas especies, aspecto significativo en el
cultivo de C. canephora var. Robusta, caracterizada por
su autoincompatibilidad (Montagnon et al. 1998). Es-
tos métodos de propagacion sin el empleo de la semilla,
ofrecen enormes ventajas para esta especie de alogamia
estricta, debido a la posibilidad de reproduccién unifor-
me de los genotipos seleccionados (Zamarripa 1993).

También es conocido que este tipo de propagacién
asexual mantiene el vigor del material inicial lo que no
es posible usando otro tipo de técnicas no vegetativas
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como la propagacion por semillas, lo cual resulta de
gran interés para materiales mejorados para la siembra
en generacion filial F1, donde el aprovechamiento del
vigor hibrido o heterosis constituye una necesidad.

En este sentido la determinacién del momento ade-
cuado para el establecimiento de la suspension celular
a partir de callos cultivados en medio sélido resulta
importante, a fin de garantizar la presencia del tipo
celular mds favorable y considerando que este puede
variar con relacidn a las caracteristicas genéticas de la
fuente de los explantes (Santana et al. 1998).

De aqui que el presente trabajo se realizé con
el objetivo de estudiar el efecto de la edad del callo
durante la etapa de establecimiento de la suspensién
celular, como fase previa a la induccién y regeneracion
de embriones somadticos de tres genotipos promisorios
de C. canephora P. var. Robusta.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrolld en el De-
partamento de Genética y Mejoramiento de Plantas del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), ubi-
cado en el municipio de San José de las Lajas, provin-
cia La Habana, durante el periodo de 2002 al 2004.

Se utilizaron tres genotipos promisorios: M-229,
K-234 y M-28 (Figura 1) del Banco de germoplasma
de la Estacion Central de Investigaciones de Café y
Cacao (ECICO).

La variedad Robusta se caracteriza por la alta
potencialidad productiva que ha alcanzado, represen-
tando rendimientos promedios entre 1,5 y 2,0 t/ha de
café comercial (Diaz et al. 2002), asi como por la ma-
nifestacion de resistencia a ciertas plagas y enferme-
dades, su resistencia a la sequia, su rusticidad y por la
posibilidad de propiciar hibridos de interés entre ésta y
las variedades de C. arabica (Lépez et al. 1993).

Para estudiar la influencia de la edad del callo
en la induccién de suspensiones celulares de cafeto
se utilizaron hojas procedentes de los genotipos M-
229, K-234 y M-28, a partir de éstas se seleccionaron
explantes foliares de 1 cm? de longitud. Para la toma
de las muestras foliares, la desinfeccién y diseccidn se
siguié la metodologia establecida para este cultivo en
estudios precedentes (Santana et al. 1998).

Para la induccion de callo se utilizé el medio
MFA-3 (Gonzélez et al. 2007), constituido por las
sales minerales del medio de cultivo MS (Murashige
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GONZALEZ et al.:INDUCCION DE SUSPENSIONES CELULARES DE CAFETO 301

Figura 1.

Estructura externa de las plantas de C. canephora var. Robusta. A- Genotipo M-229, B- Ge-

notipo K-234 y C- Genotipo M-28. La Habana, Cuba, 2004.

y Skoog 1962) (10 ml/l), con mioinositol (100 mg/l),
vitaminas de Morell (4 mg/l), cisteina-HCI (25 mg/l),
sacarosa (30 g/1) y como reguladores del crecimiento
2,0 mg/l de Kinetina y 0,7 mg/l de un extracto auxi-
nico obtenido a partir de un biopreparado bacteriano
(Herndandez 2002), obtenido a partir de metabolitos
activos de una cepa nativa de Burkholderia cepacia,
aislada de la rizosfera del cultivo del maiz. Entre los
componentes del mismo se destacan auxinas, citoqui-
ninas, dcido salicilico, sideréforos y alcaloides quini-
losidinicos de naturaleza antibidtica. Como agente ge-
lificante se utiliz6 gelrite (2 g/l). El pH fue ajustado a
5,7 y la esterilizacion se realizé en autoclave a 121°C,
durante 15 minutos y 1,2 kg/cm?® Los subcultivos se
realizaron cada 21 dias, tomando como referencia
resultados precedentes obtenidos al evaluar las curvas
de crecimiento celular para cada genotipo.

Determinacion de la edad 6ptima del callo

Para el establecimiento de la suspension celular,
los callos objeto de estudio se tomaron a los 15, 21,
28,35, 42,49 y 56 dias de cultivo. Una vez alcanzadas
las edades prefijadas, los callos de coloracion blanco-
cremosa y consistencia friable, fueron transferidos a
los medios de multiplicacion celular, de igual com-
posicién que el medio de formacion de callo MFA-3,
excepto los reguladores del crecimiento que en este
caso fueron en MMC-1: 0,2 mg/l de Kinetina y 0,5
mg/l de 2,4-D empleado como medio control (Mon-
tes et al. 1995) y en el medio MMC-2, el 2,4-D fue
sustituido por 0,7 mg/1 del extracto auxinico de origen
bacteriano.

Se utilizaron erlenmeyers de 50 ml de capacidad,
contentivos de 15 ml de medio de cultivo, los que
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fueron colocados en zaranda orbital a 110 rpm, 27 +
1°C y fotoperiodo de 16 horas luz/8 oscuridad con una
intensidad luminica entre 4000 y 5000 luxes. Se em-
pled una densidad de indculo inicial (DI) igual a diez
gramos de masa fresca por litro (gMF/1).

Posterior a los 21 dfas de cultivo las suspensiones
se pasaron por un filtro de gasa (1500 ym) y se sub-
cultivaron en 25 ml del mismo medio en que se en-
contraban transfiriéndose a erlenmeyers de 100 ml de
capacidad. En este caso la DI fue de 3 gMF/I (Montes
et al. 1995).

Pasados 21 dias en este medio de cultivo, las
suspensiones se transfirieron a erlenmeyers de 250
ml de capacidad con 70 ml de los medios MMC-1 o
MMC-2, segtn correspondiera. Para evaluar el efecto
de los diferentes tratamientos (edad del callo x medio
de cultivo), se inocularon cinco erlenmeyers por cada
genotipo con una DI igual a 3 gMF/I. En todos los ca-
sos, los subcultivos se realizaron cada 21 dias.

Alos 15 dias se evalud la velocidad de desagrega-
cion (dias), que consistié en la evaluacion visual de los
dfas transcurridos para la liberacién de las células que
formaban parte del callo, debido al movimiento del
medio de cultivo liquido. Ademads se evalug la colora-
cion de la suspension (de blanco cremoso a carmelita)
de acuerdo a la escala 1, establecida a tal efecto:

Escala 1: Coloracion de la suspension

BC- Blanco-cremoso

Cr- Crema

CC- Carmelita claro

Alos 60 dias de subcultivadas las suspensiones, se
evalud la concentracion de células totales y de células
meristemdticas (No. de cél/ml), en diez muestras por
tratamiento, a través del conteo celular en cdmara de
Fuch Rosentals (Garcia et al. 1996).

AGRONOMIA MESOAMERICANA 21(2):299-306. 2010
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En el montaje del experimento se utilizé un disefio
Completamente Aleatorizado con cinco repeticiones
por tratamiento y tres periodos en el tiempo.

Analisis estadisticos

A todas las variables se les comprobd su norma-
lidad por el método de Shapiro y Francia (Shapiro y
Francia 1972). Para el andlisis estadistico, los datos
originales de las variables expresadas en % se trans-
formaron mediante la férmula arcsen '\/% y los datos
de conteos celulares a través de la férmula Log x. A
los valores de las diferentes variables se les realizé un
andlisis de varianza bifactorial, utilizando el procesa-
dor estadistico Start Ver 4.10 (INCA. START 1998).
Se definid el factor A- Medio de cultivo con los niveles
MMC-1y MMC-2 y como factor B- Edad del callo con
los niveles, 15, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dfas de cultivo.

En los casos en que se observaron diferencias
significativas, se aplicé la prueba de Rangos Miuiltiples
de Duncan al 5%, para la comparacion de las medias,
utilizando el programa STATGRAPHICS (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar el efecto del medio de cultivo y la
edad del callo sobre los valores de células totales,

se detectd interaccion significativa (Cuadro 1). En
el genotipo M-229, los callos de 28 y 35 dias culti-
vados en medio MMC-2, con 0,7 mg/l del extracto
auxinico indujeron la mayor concentracién, con
valores de 30 y 29 x 10*cel/ml, respectivamente,
los que difirieron de los obtenidos en el resto de las
combinaciones, le siguieron callos de este genotipo
e igual periodo de cultivo, inoculados en MMC-1. El
resto de los tratamientos mostré una tendencia a la
disminucién de la concentracién con el aumento de
la edad del callo.

En el genotipo K-234, se obtuvo un comporta-
miento similar al observado en el genotipo M-229, las
variantes de callos de 28 y 35 dias en el medio MMC-
2, mostraron las concentraciones mas elevadas con 30
y 31 x 10*cel/ml, respectivamente, seguidas por los
valores alcanzados con los callos de 21 y 42 dias en
el medio MMC-1 y callos de 28 y 35 dias en el medio
MMC-2, que presentaron valores de 19 x 10*cel/ml,
observdndose una mayor respuesta al cultivo en medio
MMC-2 para este genotipo. El resto de las variantes
mostrd valores de concentracion celular que no supe-
raron el 17 x 10*cel/ml.

En el genotipo M-28, el mayor nimero de células
se logré solo con callos de 35 dias de cultivo en el
medio MMC-2, al parecer, los callos de este genotipo
requirieron de un tiempo mds prolongado en medio de
formacidn de callos para expresar mayor proliferacion

Cuadro 1. Efecto de la edad del callo en el nimero de células totales por ml (x 10*) en C. canephora var. Robusta a los 60
difas de cultivo. La Habana, Cuba, 2004.
Edad callo M-229 K-234 M-28
(dias) MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2
15 14,1 f 16,4 de 134e 15,6 d 138 ¢ 17,1e
21 18,3 cd 19,1 ¢ 179 ¢ 19.2b 12,3 h 18,4d
28 239b 30,1 a 199b 30,5a 18,1d 22,1b
35 253D 29,8 a 19,7b 31,7a 153f 223 a
42 174d 18,7 ¢ 18,3 ¢ 19,5b 154 f 172
49 142 f 16,4 de 134¢ 17,8 ¢ 13,7 ¢ 11,7h
56 13,1 g 159 12,1 £ 15,2d 12,1 h 19,8 ¢
ESX (%) 0,311%* 0,211°%%* 0,281%%*

Medias con letras comunes no difieren estadisticamente, seglin Prueba de Rangos Miuiltiples de Duncan para p < 0,05.

** significativo para p<0,01
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celular en medio liquido, lo que pudo estar asociado a
las propias caracteristicas de este material.

Los resultados mostraron que en las condiciones
evaluadas el momento mds adecuado para la seleccion
del callo y su inoculacién en medio liquido, para la
multiplicacion celular, estuvo comprendido entre los
28 y 35 dias posteriores a su cultivo en medio s6lido en
los genotipos M-229 y K-234, mientras que los resul-
tados en M-28 fueron mds favorables con callos de 35
dias, en todos los casos inoculados en el medio MMC-
2, demostrdndose la superioridad del medio con el
extracto auxinico del biopreparado, en sustitucién del
2,4-D, lo que corrobord la efectividad de este nuevo
bioproducto para la multiplicacién celular, llegdndose
a alcanzar valores superiores a 30 x 10* cel/ml.

Este comportamiento demostré que con el empleo
del extracto auxinico se logré una mayor activacion
del crecimiento de las suspensiones celulares en los
tres genotipos, lo que pudiera deberse a los aspectos
antes expuestos, con relacion a los materiales evalua-
dos y sus requerimientos hormonales.

La determinacién del momento adecuado para el
establecimiento de la suspension celular a partir de los
callos cultivados en medio sélido resulté importante,
teniendo en cuenta que éste puede variar con relacién
a las caracteristicas genéticas de la fuente de los ex-
plantes. Existen especies dentro de un mismo género
y especialmente variedades en una misma especie que

pueden diferir en cuanto a la facilidad para responder a
las diferentes etapas de cultivo in vitro, jugando un pa-
pel esencial el tiempo de cultivo (Santana et al. 1998).

Los resultados de la concentracién de células me-
ristemdticas en las suspensiones de los genotipos en
estudio se reflejan en el Cuadro 2.

Se obtuvieron valores que, similares a la variable
analizada anteriormente, difirieron significativamente
en dependencia de la edad del callo y el medio de
cultivo a partir del cual se establecid la suspension, ob-
teniéndose los mayores porcentajes al emplear callos
de 28 y 35 dfas y el medio MMC-2 en los genotipos
M-229 y K-234, asf como callos de 35 dias y este mis-
mo medio en el genotipo M-28, estos valores oscilaron
entre 60,7 y 88,3%.

Los resultados obtenidos fueron diferentes a los
alcanzados con el tratamiento control (MMC-1) y las
edades anteriormente mencionadas, comportamiento
que fue observado para los tres genotipos.

El genotipo M-28, se caracterizo por presentar los
menores porcentajes para las edades y medios de cul-
tivo evaluados, aunque resulté favorecido con callos
de 35 dias y el medio MMC-2, coincidiendo con el
comportamiento de los genotipos M-229 y K-234.

De forma general, a los 60 dfas de cultivo se obser-
v6 un alto porcentaje de células meristemadticas para las
condiciones mencionadas, éstas se caracterizaron por
presentar una forma casi esférica, niicleo grande, alto

Cuadro 2. Efecto de la edad del callo en el nimero de células meristemadticas en suspensiones de C. canephora
var. Robusta (%) a los 60 dfas de cultivo. La Habana, Cuba, 2004.

Edad callo M-229 K-234 M-28
(dias) MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2
15 412] 493 h 413 h 49,6 fg 11,51 193 h
21 453 593 ¢ 515f 538¢ 189h 295 ¢
28 782¢ 87.7a 734b 834a 429¢ 446b
35 71,5 f 883 a 72,6 b 828a 337e 60,7 a
42 77.1d 80,9 b 65,6 d 69,3 ¢ 318 f 432¢
49 4157 T3de 50,9 f 512f 309 f 434¢
56 40.8 713f 487 ¢ 50,8 f 288 ¢ 413d
ESX () 0,012+ 0,171%+ 0,041

Medias con letras comunes no difieren estadisticamente, segtin Prueba de Rangos Multiples de Duncan para

p <0,05.
** significativo para p<0,01.
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contenido citoplasmadtico y alta capacidad de divisidn;
lo que constituyd un importante indicador del potencial
embriogénico de la suspension, ya que generalmente
estas células forman parte de la suspension junto a cé-
lulas parenquimatosas y agregados proembriogénicos,
los que a su vez dan lugar a los embriones somdticos
(Jong et al. 1993). De los resultados mostrados y lo
antes expuesto, se infiere que la capacidad embriogéni-
ca de los genotipos M-229 y K-234 en medio liquido,
superd a la del genotipo M-28, tanto con el empleo del
extracto auxinico como con el 2,4-D.

En este sentido, Cevallos (2000) al evaluar la com-
posicién celular en suspensiones de otro genotipo de
C. canephora a los 60 dfas de cultivo, obtuvo que el
mayor porcentaje de células correspondid al tipo me-
ristemadticas (61%), siendo este valor superado por los
resultados obtenidos en el presente estudio para algu-
nas de las combinaciones de medio de multiplicacién
celular y edad del callo evaluadas.

Estos resultados reflejan el efecto favorable del
extracto auxinico y las ventajas de garantizar el
establecimiento de la suspensién celular a partir
de callos con edades adecuadas, a fin de garantizar
la presencia del tipo celular mds favorable. Otros
autores, en condiciones de bioreactores y para la
especie C. arabica, han informado la presencia de
90,85% de células meristematicas y 9,15% de células
parenquimdticas (De Feria et al. 2003).

La velocidad de desagregacion presentd mejor
comportamiento en el genotipo M-229 a partir de
callos de 28 y 35 dias de cultivo y las dos variantes
de medio de cultivo evaluadas (Cuadro 3), mostrando
valores promedio de seis dias para la obtencion de
suspensiones celulares.

Sin embargo, las combinaciones de medio de cul-
tivo y las diferentes edades de los callos evaluadas, en
el genotipo K-234, mostraron valores muy similares
que oscilaron alrededor de los once dias, difiriendo
solo las velocidades alcanzadas para las suspensiones
obtenidas a partir de callos de 49 y 56 dfas de cultivo
en el medio MMC-1 y MMC-2, cuyos valores fueron
de doce y trece dias, respectivamente, comportamiento
que pudiera atribuirse a la consistencia esponjosa de
los callos, que dificultd la separacidn de las células que
formaban parte de la masa callogénica.

El genotipo M-28 presenté un comportamiento
diferente, siendo diez dias la velocidad mdxima de
desagregacion obtenida en callos de 28 a 42 dfas, sin
observarse diferencias entre ellos. En el resto de las
combinaciones la velocidad de desagregacién oscild
entre once y trece dias. Al evaluar el comportamiento
de suspensiones celulares de la especie C. arabica
establecidas a partir de callos provenientes de material
de campo y de 25 dias de formados, se obtuvieron
velocidades de desagregacion de siete a ocho dias; sin
embargo, callos de 25 dias pero obtenidos a partir de

Cuadro 3. Velocidad de desagregacion de la masa callogénica en genotipos de C. canephora var.
Robusta a los 15 dias de cultivo. La Habana, Cuba, 2004.

Edad callo M-229 K-234 M-28
(dias) MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2
15 12,66 a* 1231a 11,82 ¢ 11,85 ¢ 12,01 b 12,15b

21 12,61 a 1247 a 11,74 ¢ 11,72 ¢ 1135¢ 1142 ¢

28 6,61 e 6,50 e 11,80 ¢ 11,82 ¢ 10,46 d 10,41 d

35 6,33 e 6,37 ¢ 11,77 ¢ 11,89 ¢ 10,37 d 10,23 d

42 7.83d 771d 11,68 ¢ 11,71 ¢ 10,00 d 10,01 d

49 10,88 b 10,75 b 12,81 b 1291b 11,03 ¢ 11,09 ¢

56 9,61 ¢ 9,59 ¢ 13,81 a 13,854 13,83 a 13,88 a

ES ¥ (+) 0,481 0,032 0,041

*Medias con letras comunes no difieren estadisticamente, segin Prueba de Rangos Miuiltiples de Duncan

para p < 0,05
** significativo para p<0,01.
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Cuadro 4. Coloracién de las suspensiones celulares de C. canephora var. Robusta con relacion a la edad del callo a los 15 dias de

cultivo. La Habana, Cuba, 2004.

Edad (dias)

35 42 49 56

Genotipo
15 21 28
M-229 Blanco cremoso Blanco cremoso Blanco cremoso Blanco cremoso Carmelita claro
K-234 Crema Crema Crema
M-28 Crema Crema Crema

Crema Carmelita claro

Carmelita claro  Carmelita claro

Carmelita claro  Carmelita claro

Crema Carmelita oscuro Carmelita oscuro Carmelita oscuro

explantes de vitroplantas, expresaron la desagregacion
a los cuatro dias (Cevallos 1995).

Los resultados mostraron que la respuesta a este
indicador estd en correspondencia con las caracteristi-
cas del callo, en cuanto a edad de cultivo, procedencia
y calidad del callo, a partir del cual se induce el cultivo
en medio liquido.

Al analizar las caracteristicas de las suspensiones
celulares desde el punto de vista de su apariencia mor-
foldgica, se observé que el color de la suspensién varid
para los genotipos M-229, K-234 y M-28 (Cuadro 4).

Las suspensiones presentaron una tonalidad cre-
mosa desde el principio y torndndose carmelita claro
en el genotipo K-234, al igual que en el M-229, a par-
tir de los 42 dfas y carmelita oscuro en el M-28. Los
resultados indicaron que para los genotipos evaluados
las edades comprendidas entre 15 y 35 dias arrojaron
resultados favorables con relacién a la morfologia de
las células en suspension por el color de la misma, lo
que se corresponde con el comportamiento obtenido
en los demds indicadores evaluados.

Se ha informado que en estudios relacionados
con C. canephora var. Robusta, a pesar de lograrse un
alto contenido de embriones en suspensiones de color
carmelita oscuro, éstos no llegaron a convertir en plan-
tulas sino que continuaron en las etapas de desarrollo
embrionario: globular, acorazonado y torpedo (Montes
et al. 1995). Demostrdndose la importancia de este
aspecto con relacion al color de la suspension, ya que
puede constituir un marcador visual de gran utilidad
préctica para identificar callos y suspensiones de alto
potencial embriogénico.

Las suspensiones a partir de callos de 28 y 35
dias de cultivo en medio sdlido, presentaron mejor
respuesta, dado el mayor nimero de células, velocidad
de desagregacion y aspectos cualitativos de la suspen-
sidn, destacandose los callos de estas edades como los

ISSN: 1021-7444

mds favorables para la induccién del cultivo en medio
liquido, a partir de los genotipos estudiados. Los re-
sultados mds favorables se obtuvieron con el medio de
multiplicacién celular MMC-2.

LITERATURA CITADA

Barry-Etienne, D; Bertrand, B; Schlonvoigt, A; Etienne, H.
2002. The morphological variability within a popula-
tion of coffee somatic embryos produced in a bioreac-
tor affects the regeneration and the development of
plants in the nursery. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture 68:153-162.

Cevallos, M. 1995. Embriogénesis somdtica en Coffea arabica
L.var. 9723: Estudio morfobioquimico de la callogéne-
sis en medio sdlido. Caracterizacién de suspensiones
celulares. Trabajo de Diploma. Instituto Superior de
Ciencias Agropecuarias de La Habana (ISCAH), Cuba.
67 p.

Cevallos, M. 2000. Establecimiento de una metodologia
eficiente en el proceso de embriogénesis somadtica del
cafeto. Tesis presentada en opcidn al grado de Doctor
en Ciencias. Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA), La Habana, Cuba.186 p.

De Feria, M; Jiménez, E; Quiala, E; Barbon, R; Capote, A.
2003. Effect of disolved oxygen concentration on dif-
ferentiation of somatic embryos of Coffea arabica cv.
Catimos 9722. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
72:1-6.

Diaz, W; Molina, G; Vasquez, E; Reyes, R. 2002. Compor-
tamiento morfoldgico y rendimientos en la primera co-
secha de cafetos (Coffea canephora Pierre) plantados
bajo cuatro densidades. Café Cacao 3(3):26-28.

FAO (Food and Agricultural Organization). 2000. Afio inter-
nacional de las montafias (documentos de conceptos).
Roma, Italia. 28 p.

AGRONOMIA MESOAMERICANA 21(2):299-306. 2010



306 GONZALEZ e al.:INDUCCION DE SUSPENSIONES CELULARES DE CAFETO

Garcfa, D; Rojas, R; Martinez, M; Cuba, M. 1996. Métodos
para la evaluacion del crecimiento de suspensiones ce-
lulares de Coffea canephora variedad Robusta. Cultivos
Tropicales 17(1):85-87.

Gonzdlez, ME; Herndndez, MM; Hernandez, A. 2007. Com-
portamiento de diferentes genotipos de cafeto frente al
empleo de un biopreparado bacteriano en la callogéne-
sis. Cultivos Tropicales 28(3):39-45.

Hernandez, A. 2002. Obtencién de un biopreparado a partir de
rizobacterias asociadas al cultivo del maiz (Zea mays
L.). Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas. Univer-
sidad de la Habana (UH). La Habana, Cuba. 104 p.

INCA. START. 1998. Sistema automdtico para Andlisis Es-
tadistico, (Version 4.10, 1998), disco compacto, 8 mm.
La Habana, Cuba.

Jong, AJ; Heidstra, R; Spaink, HP; Hartog, M; Meijer, E; Hen-
driks, T; Lo Schiavo, F; Bisseling, T; Van Kammen, A;
De Vries, SC. 1993. Rhizobium oligosacharides rescue a
carrot somatic embryo mutant. Plant Cell 2:615-620.

Klimaszewska, K; Trointin, F; Becwar, M; Devillard, C; Park,
Y; Lelu-Walter, L. 2007. Recent progress in Somatic
embryogenesis of four Pinus spp. Tree and Forestry
Science and Biotechnology 1(1):11-25.

Lépez, C; Cabrera, M; Silva, N; Carracedo, C; Pérez, P; Sédn-
chez, C. 1993. Algunos aspectos productivos de Coffea
canephora ex Froehner. Rev. Baracoa 3(2):60-67.

Montagnon, C; Leroy, T; Eskes, AB. 1998. Varietal
improvement of Coffea canephora. 11 - Breeding
programmes and their results. Plantation Recherche
Developpement 5:89-98.

Montes, S; Martinez M; Rojas R; Santana N; Cuba, M.
1995. Obtencion de embriones somadticos a partir
de suspensiones celulares de Coffea canephora var.
Robusta. Cultivos Tropicales 16(3):77-81.

Murashige, T; Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid
growth and bioassoys whith tobbaco tissue cultures.
Physiology Plants 15:473-497.

ISSN: 1021-7444

Ricketts, T; Daily, G; Ehrlich, P; Michener, C. 2004. Eco-
nomic value of tropical forest to coffee production.
Proc. of National Academy of Sciences 101(34):
12570-12582.

Salazar, Y; Hoyos, R. 2007. Multiplicacién y tuberizacién
in vitro de fiame (Dioscorea alata L.) en sistema de
inmersion temporal. Rev. Fac. Nac. Agr. Medellin 60
(2):3907-3921.

Sdnchez, L. 2006. Tercer Simposio Internacional de Café
y Cacao: Reconquista productiva. Santiago de Cuba,
Cuba. Periddico Sierra Maestra, Version Digital. 1 p.

Santana, N; Martinez, O; Gonzdlez, MC. 1998. Embriogé-
nesis somdtica en el cultivo del café (Coffea arabica)
(Parte I). Cultivos Tropicales 10:36-43.

Shapiro, SS; Francia, RS. 1972. An approximate analysis of
variance test for normality. Journal of the American
Statistical Association 67:215-216.

Statistical Graphics Corp. 1999. STAGRAPHICS Plus por
Windows 4.1. Disco compacto, 8 mm. La Habana,
Cuba.

Van Boxtel, J; Berthouly, M. 1996. High frequency somatic
embryogenesis from coffee leaves factors influenc-
ing embryogenesis and subsequent proliferation and
regeneration in liquid medium. Plant Cell Tissue and
Orga Culture 44:7-17.

Zamarripa, CA; Ducos, JP; Tessereau, H; Bollon, H; Pe-
tiard, V. 1991.Production d’ embryons somatiques de
cafeier en milieu liquide: Effets densite d” inoculacion
et renouvellement du milieu. Café, Cacao, Thé 35(4):
21-26.

Zamarripa, CA. 1993. Etude et développement de
I’embryogenése somatique en milieu liquide du caféier
(Coffea canephora P., Coffea arabica L. et I’hybride
Arabusta). These présentée devant: L’Ecole National
Superire Agronomique de rennes pour obtenir le
titre de Docteur de L’ensar. Préparéedan le Centre de
Biotechnologie Vegétale Francerero. 191 p.

AGRONOMIA MESOAMERICANA 21(2):299-306. 2010



