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Resumen

Cafeto es el nombre comln que se le da a la planta de café perteneciente a un
género de arboles de la familia de las Rubiaceas. De las especies que comprende
el género Coffea destacan tres por su importancia en el cultivo: Coffea arabica, C.
canephora y C. liberica. Econédmicamente hablando C. arabica representa el 58%

de la produccion mundial.

En el presente trabajo se desarroll6 un protocolo de induccion de callo a partir de
explantes de hoja de C. arabica, asi como su mantenimiento y caracterizacion. El
medio de induccion fueron las sales de Murashinge y Skoog suplementado con
tiamina-HCI, mioinositol, L-cisteina, sacarosa y como reguladores del crecimiento el
acido 2,4-dicloroacético y kinetina. El callo fue friable y adecuado para

establecimiento de suspensiones celulares.

El crecimiento se caracterizd6 con base en los pesos seco y fresco. También se
caracterizo el aspecto morfolégico. El indice de crecimiento fue de 5.6 y el cultivo
tuvo un tiempo de duplicacion de 13.9 dias, en tanto que su velocidad de crecimiento
fue de 0.0497 al dia 14. Los resultados obtenidos serviran de base a otros estudios
permitiendo evaluar y desarrollar estrategias de conservacion, dando cumplimiento
al objetivo referente a estudiar el crecimiento, caracterizacion y formacion de callos

potencialmente embriogénicos.






Introduccioén

De acuerdo con la informacion documentada en lo referente a Coffea arabica, es la
especie que mas se cultiva en el aspecto comercial, desempefia un papel
importante en la economia de mas de 60 paises, principalmente en América Latina,
Africa y Asia (Cardona, 2020). La planta es originaria de Etiopia y su cultivo se inicio
en las regiones de Arabia (Yemen) hasta extenderse por el mundo, esto debido a
su alta produccion del cultivo de café que ofrece, generado una gran demanda

gastrondémica y comercial.

El comercio del café desempefia un papel importante para produccién y exportacion
a numerosos paises. Es uno de los productos primarios mas valiosos a nivel de
cultivo, procesamiento, comercializacion, ademas proporciona una mejora en las
condiciones sociales y econémicas a los agricultores. Las exportaciones de café
generan un ingreso significativo en las economias locales y contribuye en el
comercio internacional, promoviendo esta iniciativa la equidad y la sostenibilidad en
la cadena de suministro del café brindando un impacto positivo y mejor calidad de

vida para los productores.

La biotecnologia contemporanea ha sido capaz de seguir desarrollandose en los
altimos afios, ofreciendo alternativas para reducir el ndmero de problemas
relacionados en cualquier aspecto, entre ellos la produccion de las plantas de café
C. arabica. En sintesis, el café de la especie arabica tiene una calidad excelente por
su bebida suave y en bajos indice de cafeina, pero las plantas son delicadas a causa
de que son vulnerables a plagas y a cambios bruscos del clima afectado la
produccion, asi mismo Venkatai (2016, citado, por Cardona 2010) afirma que
“existen variedades mejoradas de café que presentan caracteristicas con altos
rendimientos, mejor organoléptica, y resistencia a plagas y enfermedades; estas

caracteristicas pueden ser propagadas utilizando técnicas biotecnolégicas.”
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La biotecnologia vegetal en su conjunto de técnicas que es utilizada para los tejidos
células u érganos vegetales. Estas permiten la proliferacion de las células a partir
de un explane (fragmento vegetal que puede ser meristemo, yemas auxiliares,
hojas, raices, anteras e incluso microsporas) en un medio de cultivo provisto de

nutrientes, vitaminas y en algunos casos también de reguladores del crecimiento.

En las técnicas del cultivo in vitro siempre se ha realizado una busqueda de
propagaciones alternativas permitiendo la aplicacion de nuevos métodos que
permita obtener plantas libre de patdégenos con un gran valor agronémico. La
regeneracion de plantas bajo condiciones in vitro esta relacionada con el genotipo
del cual provienen los explantes al existir diferencias porcentuales en la formacion

de callo embriogénicos.

El cultivo in vitro de las células, tejido y 6rganos vegetales permite estudiar los
factores que influye en el metabolismo y crecimiento de los tejidos vegetales, ya que
se pueden controlar y variar las condiciones de cultivo dependiendo del objetivo.
Esto permite que esta técnica presente un campo bastante amplio en la

investigacion cientifica.

Dependiendo de la especie, la cicatrizacion de heridas toma diferentes caminos,
generalmente se forma primero un callo que consiste en parénquima sin
diferenciacion. El callo se forma de las heridas superficiales; sin embargo, si la
herida es muy profunda, la cicatrizacion se lleva a cabo por tejido calloso que
empieza a formar en los bordes, y crece hacia el centro, hasta fusionarse, La

cicatrizacion por callo es de importancia en el prendimiento de injertos,

Por lo tanto, en la presente investigacion se plante6 inducir y caracterizar el callo a
partir de explantes de hojas de plantas de C. arabica cultivadas in vitro, como apoyo
a proyectos de innovacion que faciliten la investigacion en laboratorios del sector

productivo.
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Capitulo 1

1.1 Marco Teorico

1.1.1 Origen de Coffea arabica

Coffea arabica es originaria de Etiopia. Su cultivo se inicio en las regiones de Arabia,
fue uno de los cultivos que se extendié por el mundo gracias a su elevada
produccion. Esta especie desempefia un papel importante en los aspectos

econdémico y gastronémico.

Existen decenas de especie de café, de las cuales se han identificado
aproximadamente 124. Las dos que dominan la produccién comercial y las ventas
son C. arabica y C. canephora. El sabor exacto de un café depende en gran medida

de su origen, método de procesamiento y otros factores (Kanniah, 2021).

Su habitat 6ptimo se encuentra en las regiones tropicales de Asia, Africa y América:
estas regiones de hecho tiene suelos ricos en humus, nitrégeno y potasio, con una
temperatura de entre 17 °C y 30 °C, con precipitaciones anuales de entre 1,200 y
2000 mm (Bissanti, 2023).

El café es el segundo producto de importancia comercial en el ambito internacional,
sélo superado por el petréleo. En México la produccién de café esta fuertemente
arraigada en la estructura social y cultural. Actualmente se estima que hay
aproximadamente medio millon de caficultores en México, el 90% de los cuales son
titulares de pequefias explotaciones familiares con areas de 2 a 5 hectéreas de
cafetales. (Hernandez, 2021).

El mayor productor y exportador de café del mundo es Brasil representando
aproximadamente el 70% de las exportaciones mundiales. El rendimiento medio en
las fincas mexicanas es de 5.28 sacos de 60 Kg/hectarea, lo que fija la produccion
cafetalera del pais en unos 3.7 a 4 millones de sacos de 60 kg. Entre el 30% vy el
50% de la produccion es para autoconsumo, mientras que el resto se destina

basicamente a los Estados Unidos. (Hernandez, 2021).
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El café tiene una importancia econémica, cultural y social a nivel mundial; lo cultivan
en mas de 60 paises, unos 25 millones de agricultores, a menudo pequefios
productores y sustenta 120 millones de personas (Bracken, et. al, 2023). Sin
embargo, la produccidn en estas regiones es muy vulnerable al cambio climatico, lo
gue probablemente afecta los rendimiento, la calidad de los cultivos y, en Ultima
instancia, los medios de vida de los agricultores y sus familias. Goody (2019)
menciona otros factores que también afectan la produccion de café como son las
fluctuaciones del precio en el mercado internacional;, politicas econdémicas
nacionales y reduccion de areas de cultivo. Todo esto ha provocado que la
productividad y el volumen de las exportaciones hayan experimentado
disminuciones considerables. Teniendo este cultivo un alto costo. Cabe mencionar
gue esta planta presenta una tendencia decreciente provocada por la enfermedad

conocida como roya del café,

La roya es una enfermedad del café causada por el hongo Hemileia vastatrix. Ataca
principalmente a las variedades derivadas de Typica y Bourbon, entre ellas Caturra,
Catuai y Pache. Suele afectar a las hojas maduras, y en el caso de ataques severos,
puede también infectar hojas joévenes, provocando su caida y pérdidas en la
produccioén (Garzén, 2021). El dafio en las hojas ocasiona que la planta no pueda
realizar la fotosintesis, lo que provoca que sea incapaz de completar la produccion

del grano. Ademas, estas plantas son vulnerables a cambios bruscos en el clima.

Por ende, para enfrentar el problema de la baja productividad, una alternativa
econOmica es el uso de variedades resistentes a plagas o enfermedades, la
variedad del cafeto también juega un papel importante en cualquier sistema de
produccion, pues el genotipo y su adaptacion depende de la calidad de frutos a
cosecha (Hein y Gatzweiler, 2006; Kathurima et al, 2009). En otras palabras, para
que el café se beneficie de una mejora en el rendimiento, en los aspectos
organolépticos, en la resistencia a plagas y enfermedades se requiere utilizar

técnicas biotecnoldgicas.
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1.1.2 Biotecnologia verde

Actualmente, la biotecnologia ha sido capaz de resolver problemas en el aspecto
biolégico y tecnoldgico, esto con el objetivo de mejorar y obtener alternativas para
mejorar la calidad de los cultivos utilizando técnicas como el cultivo de tejidos para

mejorar una planta o el desarrollo de un microrganismo.

La biotecnologia tiene numerosas aplicaciones de gran potencial, en este caso el
proyecto a presentar aplica la biotecnologia vegetal, la cual es un conjunto de
técnicas que utilizan plantas o sus partes para obtener productos con caracteristicas
deseables para mejorar sus propiedades. Se encarga de desarrollar diversas
variedades de rasgo en los cultivos y en las plantas y estudios que conforman a una

planta y las caracteristicas que les proporcionan (Benitez, 2020).

Sandoval, et al (2021) sefialan que la biotecnologia también ha sido de gran utilidad
para el medio ambiente, ya que se utilizan microorganismo en procesos de
biorremediacion de residuos y liquidos, para la recuperacion e identificacion de

diferentes compuestos quimicos.

Este tipo de biotecnologia tiene como objetivo buscar soluciones sostenibles en los
procesos agricolas para abordar los problemas actuales y desarrollar soluciones
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente y asi garantizar el bienestar no
solo del ser humano, sino también de todos los seres vivos y el planeta.

1.1.3 Cultivo de tejido vegetal

El cultivo vegetal se presenta como una herramienta biotecnolégica que permite la
propagacion masiva de distintas especies de importancia econémica (Venkataiah et
al., 2016; Georget et al., 2017). Asi mismo en la agricultura se ha centrado en la
identificacion de enfermedades, mejoramiento de cultivo, produccion de material
vegetal a gran escala, conservacion de germoplasma, modificacion genética y

analisis de diversas poblaciones de plantas de interés (Sandoval et al., 2021).

El cultivo de tejidos vegetales representa una herramienta de gran impacto en la
biologia vegetal para la solucion de problemas basicos y aplicados, ya que permite

contar con modelos ideales para las investigaciones en el area fisioldgica,
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bioquimica, genética y estructural (Araiza, 2020), logrando que esta técnica
biotecnolégica permita clonar, conservar y manipular in vitro practicamente
cualquier vegetal, logrado que nuevas generacion en plantas estén libres de
patdgenos en un tiempo corto, lo que es una diferencia importante ya que cuando

se utilizan plantas el proceso es largo.

En 2006 De los Santos- Briones y Hernandez, aseguraron que el cultivo de tejido
vegetales ha permitido mejorar la capacidad de multiplicacion de plantas agricolas
con rasgos de interés agrondmico, ademas de ser una herramienta importante para

la investigacion basica y practica en la agricultura.

Su aplicacion permite la propagaciéon masiva de plantas en especial para especies
de una propagacion que resulte dificil para otros métodos. El éxito de todo cultivo in
vitro puede fundamentarse en la eleccion correcta del explante inicial que se usara,
el tipo de medio de cultivo y la constitucion de este, y sobre todo garantizar la
asepsia del cultivo. Si se logra estas condiciones, es posible lograr regenerar
plantas completas a partir de pequefios fragmentos del tejido vegetal en condiciones
artificiales, axénicas y controladas (Ariza, 2020).

Dependiendo del grado de preservacion de la estructura del tejido u 6rgano de
origen y del tiempo de su duracion distinguimos diferentes tipos de cultivos: cultivo
de drgano, cultivo de segmento de érgano, cultivo de tejido calloso, suspensiones

celulares y cultivo de plantas completas.

e Cultivo de 6rgano: en este tipo de cultivo el 6rgano se mantienen en un medio
liquido y se conservan todas o algunas de las caracteristicas del tejido.

e Cultivo de segmento de 6rgano: constituido por fragmentos pequefios de
tejidos u 6rganos que se adhiere a una superficie en la que generalmente
crecen las células mas periféricas del explante.

e Cultivo de tejido calloso: este se refiere al mantenimiento in vitro de masa
celular no diferenciadas, llamados callos, o tejido de callos.

e Suspensiones celulares: este tipo de cultivos est'a formado por células

dispersas disgregadas de un tejido vivo, es el mas utilizado debido a su
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capacidad de programacion. En este caso se utiliza células aisladas no
diferenciadas, en un medio liquido bajo condiciones de agitacion continua.

e Cultivo de plantas completas: en este caso se trabaja con individuos
completos, aunque cultivados bajo condiciones artificiales a fin de ser
utilizadas como fuente de tejido axénico para el establecimiento de otros tipos

de cultivo o para transformacion genética.

Lépez, Foster & Jankuloski (2021) mencionan que las células vegetales tiene tanto
plasticidad como totipotencia, por lo tanto, son adecuadas para el cultivo in vitro.
Dado que cada parte de la planta tiene el mismo origen, cualquier parte de la planta

puede emplearse para fines de cultivo.

1.1.4 Cultivo in vitro

El método in vitro ha sido una parte importante de la biologia vegetal y del
mejoramiento de cultivo desde los afios sesenta (Lopez et al, 2021). Asi mismo el
cultivo in vitro es una técnica que se basa en el aislamiento de érganos o tejidos de
células vegetales en condiciones asépticas en un medio de composicién quimica
determinando e incubados en condiciones controladas (Roca y Mroginski, 1991,

citado por Fernandez et al. (2019).

Araiza (2021) menciona que el cultivo de tejido in vitro es uno de los avances mas
desarrollados por la biotecnologia vegetal, siendo un conjunto de técnicas que
permiten el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de una planta, pudiendo
iniciar en una célula hasta el organismo completo, su caracteristica de este cultivo

técnico es mantener las condiciones de cultivo artificiales controladas.
Por lo tanto, esta técnica tiene multiples ventajas:

e Permite sanear plantas con virus, mediante el cultivo de meristemos y
termoterapia.
e Las plantulas se mantienen libres de plagas y enfermedades, por ser una

técnica que requiere de mucha asepsia.
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e Facilita la elaboracion de una propagacion clonal masiva de plantas idénticas
en un corto tiempo, en cualquier época del afio. El costo de la conservacion
in vitro es mucho menor que la conservacion en campo.

e Evita el riesgo de pérdidas por factores climaticos (presencia de heladas,
sequias prolongadas, granizadas o temperaturas elevadas) y disminuye el
riesgo de pérdidas debido a factores biéticos.

e Permite realizar un tamizado para estrés bidtico y abiotico a un alto nimero
de muestras bajo condiciones controladas.

e Admite la distribucion segura de germoplasma libre de patégenos

cuarentenarios.

Ademas, el cultivo de tejido vegetales in vitro ofrece la posibilidad de almacenar un
elevado numero y variedad de muestras en un érea reducida, facilitando su acceso

a la evaluacion y el estudio (Rad, 2004 citado por Fernandez, et al., 2019).

1.1.5 Explante

El explante es la porcion de material vegetal usado para iniciar el cultivo in vitro de
la especie seleccionada. En principio, podemos decir que cualquier parte de la
planta, pueden ser un explante apropiado debido a su totipotencialidad, o su

capacidad para regenerar una planta completa (Ruscitti et al, 2011).

1.1.6 Induccion de callo

Este método es utilizado para diferentes propésitos dentro del mejoramiento
vegetal, como la micropropagacién y la obtencion de suspensiones celulares para
la produccion de embriones somaticos (Larson et al., 2006 citado por Amasifuen &
Pillasca, 2019).

Los callos embriogénicos son células vegetales en un proceso de indiferenciacion
en constante division celular dependiendo principalmente del genotipo de donde
proviene el explante. Ademas de la concentracion y combinacién de reguladores de

crecimiento adicionados al medio de cultivo (Amasifuen & Pillasca, 2019).

El potencial de los callos como via para la organogénesis y embriogénesis indirecta

es una alternativa para programas de mejoramiento genético. Debido a que estos
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meétodos en algunas especies 0 genotipos al ser introducidos en medios de cultivo
in vitro con diferentes concentraciones de fitohormonas o combinaciones de estas
pueden inducir a variacién somaclonal permitiendo obtener nuevas caracteristicas
o la eliminacion de alguna indeseada (Sala y Labra, 2003; Rodriguez et al., 2014

citado por Amasifuen, et al, 2020).

1.1.7 Micropropagacion

La micropropagacion es una de las aplicaciones mas generalizadas del cultivo in
vitro a partir de un fragmento (explante) de una planta madre, se obtienen una
descendencia uniforme con plantas elite a gran escala y en un corto periodo de
tiempo, garantizado, ademas, la sanidad del material reproducido (Goody, 2019).

Sigcho (2019) sefala que, a diferencia de la propagacion tradicional, el cultivo de
tejidos permite la micropropagacion clonal de un determinado genotipo vegetal en
un tiempo relativamente corto, Util, en programas de mejoramiento genético

convencional o por transformacién genética.

A partir de la micropropagacion de explantes (tallos, hojas, raices y/o yemas
auxiliares) de una planta, se puede conseguir un gran numero de plantulas debido
al principio de totipotencia, capacidad que tiene una célula de regenerar una planta

completa. (Mufioz, 2006, citado por Fernandez, et al, 2019).

Costa (2015, citado por Patricia, 2020) menciona que la micropropagacion se inicia
con la extraccion de pequefios fragmentos de tejido, tomadas de diversas partes de
la planta como por ejemplo las hojas. Una vez limpio y desinfectados, los explantes

son transferidos en condiciones asépticas a un medio de cultivo adecuado.

1.1.8 Medio de cultivo

El desarrollo de formulaciones que proporcionan el medio ideal para el cultivo en
condiciones in vitro fue un tema de gran actividad a partir de la segunda mitad del
siglo XX (Padrén, 2020).

Entre los medios de cultivos mas utilizados para la induccién y desarrollo de la ES
se encuentra el propuesto por Murashinge y Skoog (MS) o modificaciones de este

(Sandoval et al, 2021). El medio de cultivo MS esta compuesto por macroelementos,
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microelementos, y vitaminas. Como suplemento, se pueden afadir reguladores de
crecimiento como la 6 benciladenina (6BA), el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
(Lozano, 2014, citado por Patricia, 2020).

Actualmente, los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas, que
los investigadores han descrito después de numerosos experimentos los cuales
proporcionan al cultivo in vitro una dieta balanceada de nutrientes y reguladores del
crecimiento, para mantener su viabilidad, estimular su diferenciacion y regular su

crecimiento (Landaverde, 2002, citado por Sigcho, 2019).

A pesar de que a nivel macro, las necesidad nutricionales de la planta han sido
extensamente estudiadas para conocer qué tipo de compuesto es utilizado por la

mayoria de cada uno de los érganos de una planta completa (Padrén, 2020).

1.1.9 Componentes del medio
Los componentes de un medio de cultivo generalmente estan constituidos por

minerales, compuestos organicos y materiales de soporte.

1.1.9.1 Agua

El agua constituye mas del 95% de cualquier medio de cultivo y es el solvente de
todos los solutos que componen en el medio. Teniendo en cuenta que el agua
potable corriente contiene elementos varios disueltos como compuestos organicos
e inorganicos, particulas sélidas de diversa naturaleza y microorganismos que
pueden afectar la calidad del medio, es necesario aplicar mecanismos que permitan

alcanzar un alto grado de pureza del agua corriente antes de ser utilizada.

1.1.9.2 Destilacion
La destilacidén es el mas comun y utilizado de los métodos de purificacién de agua

se requiere un equipo relativamente econdmico (destilador) y facil de manejar.

1.1.9.3 Minerales

Los compuestos minerales presentes en el medio de cultivo constituyen todos
aguellos elementos inorganicos que son importantes para el desarrollo de la planta
(macroelementos y microelementos). A continuacion, se enuncian los elementos

utilizados en los medios de cultivo y la forma en que estos son utilizados:
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Potasio (K): promueve el crecimiento del tejido meristematico, actia como
osmorregulador y regula el pH. Se agrega al medio de cultivo en forma de fosfato
de potasio (KH2PO4) o cloruro de potasio (KCI).

Calcio (Ca): es un componente de la pared celular y promotor de la formacion de
raices; el cultivo de tejidos su deficiencia pude causar muerte de meristemos. El Ca

se agrega al medio de cultivo en forma de cloruro de calcio o como nitrato de calcio.

Manganeso (Mn): este elemento es un componente de la membrana de los
cloroplastos y su deficiencia se observa en plantas adultas en forma de moteados

foliares. Es suministrado al medio en forma de sulfato de manganeso (MnSO 4H20).

Zinc (Zn): tiene diversas funciones, entre ellas la de actuar como activador

enzimatico de la clorofila. Se suministra al medio en forma de sulfato de zinc.

Cobre: este microelemento interviene en la sintesis de clorofila y en la transferencia

electréonica. Se adiciona al medio en forma de sulfato de cobre.

Molibdeno (Mo): interviene en la conversion del N y en la fijacién del mismo. Es

agregado al medio como en molibdato de amonio y sodio.

Cobalto (Co): es un elemento componente de la vitamina B12 y de las enzimas de
la sintesis de &cidos nucleicos. Es agregado al medio de cultivo en forma de cloruro

de cobalto.

Hierro (Fe): esta involucrado entre otros procesos en la sintesis de clorofila 'y en las
reacciones de éxido/reduccion que se suceden en los cloroplastos y mitocondrias.
Su deficiencia se expresa en hojas con apariencia clorética. El hierro es adicionado
al medio mezclando sulfato ferroso o con la sal disédica del acido

etilendiaminatetracético (EDTA) formando el quelato de hierro.

1.1.10 Compuesto orgéanicos
Son aquellos compuestos que estan conformados por moléculas con atomos de
carbono enlazados covalentemente con otro atomo de carbono o hidrogeno. Dentro

de los compuestos organicos que se utilizan en el medio de cultivo estan los
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carbohidratos o fuentes energéticas, las vitaminas, los reguladores de crecimiento

y algunos suplementos.

Carbohidratos o fuentes energéticas: las plantas en su estado natural producen
sus propias fuentes de energia (autétrofos); sin embargo, en condiciones de cultivo
in vitro, por la ausencia total o parcial de fotosintesis, los organismos vegetales
necesitan de una fuente externa de carbohidratos para poder crecer y desarrollarse
(heterdtrofos), por lo que la mayoria de los medios deben ser suplementados con

compuestos que actiuen como fuentes de energia.

Dentro de las fuentes mas comunes de carbohidratos usados en cultivos in vitro

estan:

e Sacarosa: es un disacarido compuesto por fructosa y glucosa, usado
comunmente en las preparaciones de medios de cultivo. Normalmente, se
adiciona al medio en forma de azlcar comdn y casi siempre en una
concentracion del 2 al 4%.

e D-Manitol: es un azucar que se utiliza para regular el potencial osmético del
medio. Se utiliza frecuentemente cuando se aislan y cultivan protoplastos.

e D-Sorbitol: No es usado frecuentemente como fuente de energia; sin
embargo, tiene la particularidad de ser transportada a través del floema. Al
igual que el manitol se agrega al medio de cultivo para regular el potencial

osmoético cuando se aislan y cultivan protoplastos.

Vitaminas: las plantas en su estado natural suplen sus propias necesidades
vitaminicas; sin embargo, los tejidos y células vegetales cultivados in vitro requieren
de suplementos externos de estos compuestos para llevar a cabo sus procesos de

crecimiento y desarrollo.

En la actualidad estos compuestos son adicionados en forma individual, siendo las

vitaminas mas comunes las siguientes:

e Tiamina (vitamina B1): es un cofactor para enzimas que actua en el ciclo de
los acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) y es un componente regular de la

mayoria de los medios de cultivo.
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e Acido nicotinico (niacina o vitamina B3): es un componente de las
enzimas que actdan en las reacciones activadas por luz. Su uso es menos
comun que el de la tiamina.

e Mio-inositol: es un componente regular de todos los medios de cultivo.
Aungue no es estrictamente necesario para los procesos de crecimiento y
desarrollo, los cultivos tienen un mejor comportamiento en presencia de éste.

e Acido ascorbico (vitamina C): es usado mas frecuentemente como un
antioxidante en cultivos de tejidos de especies que producen grandes

cantidades de fenoles cuando se les cultiva in vitro.

Una tercera alternativa a la formulacion del medio de cultivo es el de doble fase. En
este medio, se coloca una fase solida y sobre esta una fase liquida; la sélida brinda
la estabilidad para mantener en su sitio a los explantes, y la liquida le permite
renovar el suministro de nutrientes sin realizar subcultivos del material vegetal

permitiendo el crecimiento de los tejidos en el mismo recipiente. (Padrén, 2020)

1.1.11 Embriogénesis somatica

La ES es una herramienta biotecnoldgica utilizada para la regeneracion rapida y a
gran escala de plantas. Consiste en la produccion de embriones sin fecundacion a
partir de células somaética (de Feria et al., 2003; Padua et al., 2014, citado por Avila,
2019).

Los embriones se pueden formar a parir de células del explante, o previa formacién
de callo, estas dos vias diferentes, se denominan embriogénesis somatica directa e

indirecta (Campos et al., 2017, citado por Jhong, et al., 2019),

En el proceso indirecto, ademas de obtener embriones somaticos a partir de callo,
también se pueden obtener a partir de suspensiones celulares (Sandoval et al,
2020). La embriogénesis somatica indirecta es una valiosa herramienta para la
propagacion clonal de especies de Coffea (Campos et al., 2017, citado por Cardona,
2020).

Actualmente, la embriogénesis somatica indirecta empleada en café incluye la

introduccidn de un segmento de hoja en condiciones in vitro asépticas y controladas
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para la induccion de callo. De este callo se obtendran masas celulares que serian
multiplicadas en medios liquidos durante un tiempo determinado, hasta alcanzar
una mayor cantidad material (Van Boxtel y Berthouly, 1995; Etienne et al., 1999,
citado por.Cardona, 2020).
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Justificacion

Alcance y limitaciones
Alcance del proyecto

El alcance que se presenta en esta investigacion pretende:

e La preparacion de medios de cultivo para C. arabica.
e Caracterizar el crecimiento de un linea de callo a partir de explantes de hoja
de plantas in vitro de C. arabica.

Limitaciones.
Entre los limitantes podemos mencionar:

e Es un modelo vegetal con diferentes medios de cultivo.

e Se generan diferentes tipos de tejido de callo .

Objetivo generales y especificos

Objetivo general
Inducir y caracterizar una linea de callo generada a partir de explantes de hoja de

plantas de Coffea arabica in vitro.

Objetivos especificos.
¢ Inducir la formacioén de callo a partir de explantes de hoja de C. arabica.
e Caracterizar el crecimiento de la linea de callo generada bajo los parametros
de pesos fresco y seco.
e Evaluar cualitativamente a los callos obtenidos en cuanto a color (crema,

blanco y amarillo) y consistencia (compacto, friable y esponjoso).

32







Capitulo 2

2.1 Materiales y métodos
2.1.1 Material bioldgico

El trabajo fue realizado en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.
perteneciente a la Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion
(Secihti).

Para la obtencion de la linea de callos, se prepararon medios de cultivo. Los callos

se indujeron a partir de explantes de hojas de C. arabica.

Se utilizoé el medio de Murashinge y Skoog (S1), el cual se enlista a continuacion
(Tablal):

Concentracion

Componentes Nombre comun

au

Macro y microelementos Sales MS 4.33 ¢
) ] Tiamina- HCI 29.6 mM

Vitaminas
Mio-inositol 550 mM
Aminoéacidos L-Cisteina 210 mM
Fuente de carbono Sacarosa 87.7 mM
o 2,4-Diclorofenoxiacético 4.5 uM
Reguladores de crecimiento S

Kinetina 9.2 uM

Agente gelificante Gel-rite 0.28%

Tabla 1. Medio de cultivo de Murashige y Skoog para la induccion de callo (S1).

2.1.2 Preparacion de Medio de cultivo para induccion de callo.
Para la preparacion del medio de cultivo, en un vaso de precipitados de 1 L se
adicionaron agua, sales MS, tiamina-HCI, mio-inositol, L-cisteina, sacarosa, 2,4-Dy

kinetina. A continuacién se ajustd el pH a 5.8, se aforé a un litro y se agregé el
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agente gelificante bajo condiciones de agitacion. El vaso de precipitados que
contiene los componentes del medio se calienta en un horno de microondas durante
ocho minutos. Una vez fundido el agente gelificante, el medio se dosificd en frascos
Gerber (30 mL de medio). Los frascos se taparon con papel aluminio y se
esterilizaron al mismo tiempo que cajas Petri de cristal, 2 frasco con agua y 2 pinzas.
Todo el material fue colocado en una autoclave y la presion se llevé a 1 kg. cm?
(121 °C de temperatura) durante 20 minutos. Al finalizar, los medios de cultivo y los

materiales esterilizados fueron llevados a la campana de flujo laminar para su uso.

2.1.3 Induccion de callo

Los materiales y frascos que fueron esterilizadas, junto con las cajas que contenia
plantas de Coffea arabica fueron llevadas a una campana de flujo laminar. Todo el
material se limpid con una solucion de etanol al 70%. Las hojas de la planta fueron
cortadas con ayuda de una tijera y se sembraron en los frascos con el medio de
cultivo después de habérseles eliminado los bordes. Después, cada frasco fue

sellado y trasladado al cuarto oscuro y la temperatura se fij6 en 24 + 2 °C.

2.2.4 Mantenimiento de los callos de Coffea arabica

Una vez que los callos fueron inducidos se pas6 a una segunda fase, en el cual
solamente el callo formado sigue su crecimiento para su mantenimiento (medio S2).
En esta segunda fase se hace la multiplicacién de los callos y se realiza la
caracterizacion de su crecimiento, asi como una evaluacién cualitativa en cuanto a

color (crema, blanco y amarillo) y consistencia (compacto, friable y esponjoso)

2.2.5 Preparacion del medio para mantenimiento de callo

Para la preparacion de los medios de mantenimiento se utiliz6 un vaso de
precipitados de 1 L con 600 mL de agua destilada y un agitador magnético; en él se
adicionaron las sales MS y se ajusto el pH a 5.8. A continuacion se agrego el gelrite
al 0.28%. El medio se calent6é en un horno de microondas durante 8 minutos (cada
4 minutos fue sacado del horno para ser agitado). Se vertieron 25 mL del medio en

los frascos tipo Gerber y se taparon con tapas de plastico.

Los frascos tipo Gerber, 2 cajas Petri, 2 frascos de agua y 2 pinzas fueron

esterilizadas en una autoclave a 1 kg cm2 durante 20 minutos.
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Los componentes para la preparacion del medio de mantenimiento (S2) se enlistan

a continuacion en la tabla 2.

Concentracioén

Componentes Nombre comun
(L)

Macro y microelementos Sales MS 2.185¢
Vitaminas Tiamina- HCI 29.6 mM
Mio-inositol 550 mM

Aminoéacidos L-cisteina 210 uM
Fuente de carbono Sacarosa 87.7 uM
o 2,4-diclorofenoxiacético 4.5 uyM

Reguladores del crecimiento

Kinetina 9.2 uM

Agente gelificante Gelrite 0.28%

Tabla 2. Componentes del medio de cultivo Murashinge y Skoog para el mantenimiento de callo
(S2).

2.2.6 Trasferencia de los callos de Coffea arabica al medio de mantenimiento.
Los frascos con callos ubicados en el cuarto oscuro y los frascos con medio de
mantenimiento fueron llevados a la campana de flujo laminar junto con el material
esterilizado (cajas Petri, frasco con agua y pinzas), después de que la campana
fuera limpiada con un algodon impregnado con alcohol al 70%, al igual que los
materiales, se inicié la transferencia de los callos al medio de mantenimiento con la

ayuda de unas pinzas metalicas estériles.
2.2.7 Dindmica de crecimiento de los callos.

Para la caracterizacion del crecimiento de los callos se sembraron 90 frascos tipo
Gerber con 1.0 g de peso fresco cada uno. Una vez inoculados, los frascos fueron

tapados y sellados y se colocaron en un cuarto oscuro a 27 = 2 °C en la oscuridad.

36




El peso fresco se determiné colectando biomasa de los callos durante la cinética de
crecimiento. Cada cuarto dia se tomaron 3 frascos para que con la ayuda de una
balanza analitica se tomara el dato de peso fresco de cada frasco durante toda la

caracterizacion. Los callos se almacenaron a — 80 °C para su posterior analisis.

La biomasa de los callos previamente obtenida se liofilizé6 durante 2 dias en una
liofilizadora marca LABCONCO a -50 °C y 0.02 mbar de vacio, hasta peso seco

constante.

La evaluacion cualitativa de los callos en cuanto a color (crema, blanco y amarillo)
y consistencia (compacto, friable y esponjoso), fueron realizados en cada dia del

muestreo a cada uno de los frascos.

Datos cinéticos. Con los datos obtenidos de biomasa en peso seco se calculé la
velocidad especifica de crecimiento celular (u) y el tiempo de duplicacion (td) de las

células mediante las siguientes ecuaciones:

_InX, -InX,
Iy — 1,
En donde: u, es la velocidad especifica de crecimiento; Xo, la biomasa inicial; X,
In2

Td =—,
it

biomasa final; tr, el tiempo final;to, el tiempo inicial; Td, el tiempo de duplicacion.
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Capitulo 3

3.1 Resultados y discusiones

3.1.1 Resultados
Durante la fase experimental de este proyecto de tesis, se llevo a cabo una serie de
experimentos que condujeron al establecimiento de las condiciones adecuadas para

la induccién y mantenimiento de callos de Coffea arabica.

3.1.2 Induccidn de callo en explantes de hoja
Para la induccién de los callos se utilizaron explantes de hojas jovenes de C. arabica

cultivadas bajo condiciones estériles en medio MS.

La induccion de los callos se realizd en el medio S1 (ver materiales y métodos)
durante los primeros 45 dias de cultivo (primera etapa). Lo primero que se hizo fue
retirar las hojas de las plantas empleadas (Fig. 1A). A continuacién, para provocar
una herida en las hojas, con unas tijeras se cortaron los bordes de las hojas
empleadas retirando la orilla (Fig. 1B), todo esto se llevo a cabo al interior de una
campana de flujo laminar. Como se puede observar en la Figura 1C, se empieza a
apreciar la aparicion de callo en los bordes de la hoja que fueron cortadas (Fig. 1C).
Después de 30 dias (Fig. 1D) de cultivo se logra apreciar el aumento en el volumen
del callo que se ha formado sobre la herida provocada en los explantes. Para el dia
45 se logr6 visualizar un gran aumento en la cantidad de callo formado alrededor de
los explantes (Fig. 1E). Al final del experimento se colecto el callo formado y se

colocé en el medio de mantenimiento para su proliferacion (Fig. 1F).

En la Figura 1. se muestra de forma completa todo el proceso de la induccién de
los callos obtenidos. La documentacion del proceso se llevo a cabo con la ayuda de
una camara digital acoplada a un estereoscopio. Las fotografias se tomaron cada

15 dias, durante 45 dias después de la induccion.
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Figura 1. Proceso de induccion de callo en explantes foliares de Coffea arabica. A) Planta de C.
arabica, sus hojas fueron cortadas para la induccién del callo. B) Explante de hoja C. arabica en el
dia 0. C) Explante después de 15 dias en induccion en el que las orillas de la hoja comenzaba a
generar callo. D) Explante con callo después de 30 dias de induccion. E) Explante de 45 dias con
tejido calloso después de la induccion y D) Cultivo de callo en medio de mantenimiento.

3.1.3.Mantenimiento de los callos obtenidos

Para el mantenimiento de los callos se utilizé el medio MS (S2), el cual esta
compuesto de las sales basales del medio MS suplementando con tiamina-HCI 29.6
KM, mio-inositol 550 uM, cisteina 210 uM, 2,4-D 4.5 uM y kinetina 9.2 pM. Shiram
et al. (2008) sefalan que concentraciones elevadas de auxinas o de citocininas
estimulan la produccion de callo y que su aspecto esta relacionado al tipo de
regulador utilizado durante la induccién, por eso usamos una concentracion elevada
de 2,4-D, combinada con una concentracion baja de una citocinina. En nuestro caso
los callos tenian una apariencia blanco-amarillenta. Los callos colocados en el
medio de mantenimiento crecieron bien hasta forma una masa importante que nos
permitio realizar un ciclo de cultivo completo y mantener una cantidad importante de

material para estudios posteriores.

3.2. Caracterizacion mediante la determinacion de los pesos seco y fresco de un ciclo
de cultivo de los callos de C. arabica.
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3.2.1 Pesos fresco y seco

Después de que los callos obtenidos se multiplicaron por dos ciclos de cultivo en el
medio de mantenimiento (S2), se inici6 su caracterizacién. Para ello se
determinaron los pesos fresco y seco cada 3-4 dias durante 60 dias. Las muestras
para seguir el crecimiento se realizaron por triplicado y se tomaron aleatoriamente
cada dia de muestreo. Al finalizar cada dia la determinacion del peso fresco (Tabla
3), los callos fueron guardados en el ultracongelador. Al completar todas las
determinaciones de peso fresco, los callos congelados se liofilizaron durante dos

dias. Una vez que los callos fueron liofilizados, se pesaron en una balanza analitica

para obtener su peso seco (Tabla 3).

Dias de Pesos fresco (g) Error estandar Pesos seco (mg) Error estandar

cultivo (Promedio) (Promedio)
0 1.00 0.5 56.70 4.9
3 1.12 0.57 65.10 8.2
7 1.24 0.63 65.80 3.5
11 1.32 0.67 81.60 15.0
14 1.80 0.93 89.70 5.1
18 2.00 1.01 117.60 18.3
21 2.17 1.09 120.20 3.3
25 2.72 1.58 164.00 16.0
28 3.05 1.76 166.00 26.2
32 3.25 1.89 194.40 19.2
35 4.00 2.32 197.50 23.5
39 4.10 2.57 240.50 1.8
49 5.19 S 2] 320.70 10.1
53 6.60 3.81 364.00 3.3
56 5.73 4.05 290.40 0.1
60 2.08 1.47 150.70 0.4

Tabla 3. Peso freso y seco de los callos de Coffea arabica a través de un ciclo de cultivo de 60 dias
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Caracterizacion de una linea de callo de coffea arabica
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Grafica 1.- Dinamica del crecimiento bajo el parametro de peso fresco de la linea de callos de

Coffea arabica.

En la Grafica 1 se muestra la dinamica del crecimiento de los callos, desde el
momento en que se realiza la siembra de 1.0 g (inoculo) en los medios de cultivo,

hasta los 60 dias en los que termina el ciclo evaluado.

De acuerdo con los resultados de la grafica de peso fresco (Gréfica 1) se muestra
la curva de crecimiento ajustada por tener referencia del comportamiento del peso
fresco de los callos segun la aplicacion de un modelo matematico que permite
valorar y correlacionar el crecimiento de estos en correspondencia con su
comportamiento biolégico. A partir del dia 11 se inici6 la fase de crecimiento
exponencial hasta aproximadamente los 21 dias, donde se produjo un aumento
acelerado en la masa fresca y el volumen de los callos. Entre los 21 hasta los 42
dias se presentd una fase de crecimiento lineal y una fase de desaceleracion entre
los 42 y 53 dias. Después del dia 53, el crecimiento de la masa callosa cesoé y
comenzo el necrosado y la senescencia del callo, y se produjo una disminucién
brusca en el peso fresco, lo cual pudo ser causado por el agotamiento de los

nutrientes del medio de cultivo.
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En este sentido, se destaca que la curva obtenida se ajusta en gran medida a la
curva sigmoidea caracteristica del crecimiento, mediante la cual puede ser evaluado
matematicamente el crecimiento. Por otra parte, los estudios de los callos como
material vegetal permiten conocer, a partir de las especies estudiadas, la
informacion que las mismas ofrecen de su composicion celular especifica,
crecimiento, morfologia, caracteristicas y actividad, lo cual puede ser empleado en
futuros estudios ofreciendo posibles vias y soluciones que permitan la proteccion,

conservacion y estudio de la biodiversidad.

Con los datos obtenidos se obtuvo una curva con la que se muestra el crecimiento

de los callos y en la que se distinguen cinco fases:

1. La fase de retardamiento (lag), en la que las células se preparan para dividirse
tuvo una duracion de 7 dias, caracterizdndose por un crecimiento lento dado que
los callos se encuentra en un proceso de adaptacion a las condiciones de cultivo in

vitro.

2. Después se observa la fase exponencial (entre los dias 7 y 18 dias), en esta fase

las células se dividen activamente.
3. La fase lineal (dias 21 hasta 44 dias), en esta fase la divisién celular es maxima.

4. La fase progresiva de desaceleracion, en esta fase la division se hace lenta y baja

(entre los dias 44 y 53 dias).

5. La fase estacionaria (entre los dias 53 y 60 dias), el crecimiento se detiene

completamente e incluso decae.

En la curva de crecimiento mostrada en la Grafica 2 se ilustra la caracterizacion del
crecimiento de los callos bajo el pardmetro de peso seco. Se observo la misma
tendencia en su comportamiento que al evaluar el peso fresco. Con una primera
etapa de once dias en el que el crecimiento fue lento. A partir de la etapa de
crecimiento lineal del dia 21 y hasta el dia 42 se observé un aumento constante de
la masa de callo, Esto se debe a que en esta fase es joven y activa biolégicamente
alcanzando su maxima tasa de division. Al dia 53 de cultivo llega al punto de

aumento maximo con un peso de 354 mg de peso seco. La fase estacionaria del
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peso seco fue corta, ya que a partir del dia 56 inicio la etapa de decaimiento, esto
se debe en las células se produce una rapida lisis y la muerte de las células a

consecuencia de la disminucién de los nutrientes en el medio de cultivo.

Grafica 2. Dinamica del crecimiento bajo el pardmetro de peso seco de la linea de callos de Coffea arabica.

Caracterizacion de una linea de callo de coffea arabica
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3.2.2 Evaluacion cualitativa del color (crema, blanco y amarillo) y la

consistencia (compacto, friable y nodular) de los callos

Cuando los callos fueron pesados, también se evaluaron sus caracteristicas
visuales y morfologicas, observandose que del dia 0 y hasta el dia 18 de cultivo su
coloracion era blanca. A parir del dia 21 y hasta el dia 45 su coloracion cambié a
cremosa. Después del dia 49 presentaban un color amarillo cremoso con

caracteristicas nodulares y friables como se reporta en la Tabla 4.

Dias de

" Caracteristicas de los callos durante su crecimiento
cultivo
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Callos formados Color Nodular Friable Compacto

0 + Blanco - * -
4+ Blanco - * -

7 + Blanco - * -
11 Ah Blanco - * =
14 ++ Blanco - * -
16 ++ Blanco - * =
18 ++ Blanco - * -
21 ++ Crema = = -
25 + Crema - * -
28 AFF Crema - * -
32 ++ Crema - * -
35 AFF Crema - * -
39 ++ Crema - * -
42 ++ Crema = * -
45 ++ Crema - * -
49 +++ Crema/Amarillo - - *
53 +++ Crema/Amarillo - - *
56 +++ Crema/Amarillo - * -
60 +++ Crema /Amarillo - * -

Tabla 4. Datos de las caracteristicas visuales y morfoldgicas de los callo a través de 60 dias de
cultivo. Cantidad de callos formados: (+): formacion ligera. (++): formacion media. (+++): formacion
abundante. (-): No nodular. (-): No friable. (-): No compacto. (*): Compacto. (*): Nodular. (*): Friable.

El analisis de los datos obtenidos se ha utilizado para evaluar el comportamiento de
los callos. Se explica la accién del empleo de los reguladores del crecimiento lo que
abre nuevas vias para el establecimiento in vitro de estos procesos. Al respecto, la
edad del callo constituye un aspecto de gran importancia en el proceso de su
induccion y define el posterior comportamiento. Es evidente la influencia que ejerce
la composicién de los reguladores del crecimiento enddgena del explante empleado
y la cantidad de los reguladores del crecimiento empleados en el medio de cultivo
durante el crecimiento de la masa callosa, y se refleja en el crecimiento y en sus

diferentes caracteristicas morfolégicas.
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Los resultados obtenidos sefalan que, en las condiciones experimentales descritas,
el momento adecuado para el subcultivo de los callos queda comprendido entre los
dias 21 y 30. En estos dias, los callos presentaron color crema. Durante la

realizacion de este trabajo el subcultivo se realiz6 rutinariamente a los 30 dias.

3.2.3 Parametros de crecimiento de los callos de Coffea arabica.

Anteriormente se detall6 el comportamiento de los callos al crecer y como pasan
por diferentes fases con el pasar del tiempo. Esta caracterizacién permite evaluar
de forma cuantitativa el crecimiento de los callos. Para ello se utilizan los datos de
la fase exponencial de crecimiento entre los dias 7 y 18. Empleado las formulas
descritas en la metodologia se calcul6 un indice de crecimiento de 5.6 dias y un
tiempo de duplicacion de 13.9 dias, en tanto que su velocidad de crecimiento fue de
0.0497 dias.

Discusion
Se establecié una linea de callos de C. arabica la cual puede ser utilizada para
diferentes propositos, tales como la regeneracion de plantas para la
micropropagacion y el mejoramiento vegetal o la formacion de embriones
somaticos. También puede ser utilizada para generar suspensiones celulares que

se pueden usar para estudios bioquimicos y moleculares.

Esta investigacion sirve de base para evaluar el comportamiento del material vegetal
en condiciones in vitro, en este sentido, la callogenesis tiene un papel importante
porque permite conocer la composicion celular y el comportamientos morfoldgico de
los materiales estudiados. Segun Gonzalo et al. (2011) con el empleo de la
callogenesis se abren nuevas areas para la investigacion cientifica y el estudio de
la biodiversidad vegetal, representando una herramienta de utilidad para el estudio
y multiplicacién de espacios de interés, siendo un aspecto de gran importancia a la

agricultura moderna.
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Se caracterizo la linea generada y se pudieron observar las 5 fases de una curva
tipica de crecimiento, los datos observados coinciden con lo reportado en la
literatura, y aunque las células se encuentran en un proceso de adaptacion a las
nuevas condiciones nutricionales del medio, luego incrementan la velocidad de
division celular durante la fase exponencial (Shigeta et al., 1996) a partir de la fase
exponencial entre los dias 11 y 21, en el cual el peso fresco del callo se pudo
observar el inici6 de la division celular, es hasta la fase lineal (entre 21 y 49 dias)
donde el crecimiento se aceler6 al maximo tanto del peso fresco como el peso seco,
por lo cual el callo mostré el maximo incremento con los componentes nutricionales
y las condiciones fisicas proporcionadas, el dia 53 empieza la desaceleracion del

crecimiento de los callos y algunas de las células mueren.

La caracterizacion del crecimiento del cultivo es fundamental para la obtencién de
resultados confiables en la realizacion de estos estudios que permiten el

mantenimiento adecuado del cultivo.
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Conclusion

Finalmente, con base en la metodologia empleada en este estudio, fue posible
visualizar el crecimiento de callos in vitro en explantes de hoja con el empleo del
medio de cultivo MS y de establecer lineas celulares que obtenian reproducibilidad
de los caracteres fisiol6gicos de crecimiento y de los caracteres bioquimicos. En ella
se establecio una linea de callo, un método de trabajo que brinda la posibilidad de
diferenciar entre las lineas con alto o bajo potencial embriogénico conocidos, este
sistema que puede ser usado de manera eficiente en estudios bioquimicos y

moleculares.

Se preparé medio MS de induccion para el crecimiento de los callos, el tiempo de
crecimiento fue de 45 dias. Asi mismo el uso del medio MS a media fuerza idnica
permitird el mantenimiento de los callos a largo plazo en lo que se podra estudiar

para el desarrollo de la linea de callo y su caracterizacidbn embriogénica.

El ciclo de caracterizacion de los callos de C. arabica tuvo una duracion de 60 dias.
Se logro identificar la fase de crecimiento retardado, fase exponencial, fase lineal,
la fase de desaceleracion progresiva y la fase estacionaria. Presentaron un indice
de crecimiento de 5.6 dias y un tiempo de duplicacion de 13.9 dias. La
caracterizacion del crecimiento del cultivo es fundamental para la obtencién de
resultados confiables en la realizacibn de estos estudios que permiten el

mantenimiento adecuado del cultivo.

Como parte de este trabajo el uso del medio de cultivo MS permitié el mantenimiento
a largo plazo y generacion de los callos como una fuente de material biolégico para

las siguientes investigaciones
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