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RESUMEN

El cultivo in vitro de Coffea arabica “café” a partir de microesquejes, es una técnica que permite propagar
genotipos de interés agronémico, pero requiere disponer del medio de cultivo adecuado para iniciar la
micropropagacion. El objetivo fue establecer café Var. Liman{ en dos medios de cultivo basales (Murashige &
Skoog, MS y Schenk & Hildebrandt, SH) con diferentes cantidades de reguladores de crecimiento; evaluados en
un disefio de bloques completos al azar (DBCA). En MS, fue superior t1 (sin regulador), con menor fenolizacion,
y sin diferencias estadisticas en contaminacién por hongos. bacterias; y, sobrevivencia; ademas, en t5 (BAP, 0,5
mgL-1), se obtuvo mejor respuesta en el establecimiento in vitro; mientras que, en SH, todos los tratamientos
fueron iguales en presencia de hongos, bacterias, fenolizacion y sobrevivencia; pero, en longitud de brote,
numero de nudos y hojas fueron superiores t2 (ANA, 0,2 mgL-1 + BAP, 2,25 mgL-1) y t5 (BAP, 0,5 mgL-1) entre los
18 y 42 dias después de la inoculacion, se concluye que es posible el establecimiento in vitro de microesquejes
provenientes de campo de esta variedad con los medios basales MS y SH con la adicién de 0,5 mgL-1 de BAP.
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ABSTRACT

The in vitro cultivation of Coffea arabica "coffee” from microcuttings is a technique that allows the propagation
of genotypes of agronomic interest but requires an appropriate culture medium to initiate micropropagation.
The objective was to establish coffee var. Limani in two basal culture media (Murashige & Skoog, MS and Schenk
& Hildebrandt, SH) with different amounts of growth regulators; evaluated in a randomized complete block
design (RCBD). In MS, t1 (without regulator) was superior, with lower phenolization, and no statistical
differences in fungal contamination, bacteria; and survival; in addition, at t5 (BAP, 0.5 mgL-1), a better response
was obtained in the in vitro establishment; while, in SH, all treatments were equal in presence of fungi, bacteria,
phenolization and survival; but, in shoot length, number of nodes and leaves were higher t2 (ANA, 0.2 mgL! +
BAP, 2.25 mgL-1) and t5 (BAP, 0.5 mgL-1) between 18 and 42 days after inoculation, it is concluded that the in
vitro establishment of microcuttings from the field of this variety is possible with the basal media MS and SH
with the addition of 0.5 mgL-! of BAP.
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INTRODUCCION

El café, Coffea arabica, se cultiva en unos 80 paises
en todo el mundo (Kumar et al, 2006), como
bebida, esta muy generalizada en todo el mundo, es
producido en los paises tropicales y en muchos de
ellos dependen econémicamente de este cultivo
(Krishnan, 2011). En el Pert, su produccion esta
basada principalmente en las variedades Tipica y
Caturra, en 70% y 20%, respectivamente (Canet et
al,, 2016); asimismo, se ha determinado que sus
granos tostados contienen concentraciones
significativas de flavonoides, acidos fendlicos y
derivados de la quercetina (Gérecki & Hallmann,
2020; Muzykiewicz-Szymanska et al, 2021). La
biotecnologia ayuda a aumentar los rendimientos;
también, es una via para disminuir el uso de
pesticidas y mejorar la economia de los
agricultores (Mamata & Anuj, 2021); ademas, se
menciona que en el proceso de esta tecnologia no
es afectado por el cambio climatico y pueden
producirse plantas de interés agronémico de una
manera sostenible (Kim et al,, 2025); asimismo, se
puede mantener las caracteristicas de la planta
donadora de explante; entre estas, en el caso de la
industria farmacedtica de Cannabis sativa
‘Cheungsam' con alto contenido de cannabinoides
es esencial para obtener una produccién uniforme
ante la demanda en paises que han legalizado su
consumo (Baek et al, 2024); por otro lado, para
aquellas especies vegetales limitadas por la escasez
de germoplasma (Lilium rosthornii Diels) Unica, de
lirio silvestre en China, con valor medicinal y
ornamental, mediante la induccién de callos
embriogénicos, luego la proliferacién de brotes y
enraizamiento en medio Murashige y Skoog (MS)
con la adicién de reguladores de crecimiento
facilitan y respaldan el cultivo de tejidos in vitro
(Fu et al, 2024); por lo mencionado, se ha
demostrado que la micropropagacién del cultivo de
café, es una necesidad, permite reducir el tiempo de
establecimiento de plantaciones de alto valor
productivo y de calidad uniforme (Melese,
2016);como en el genotipo Sarchimor LC-1668
llamado Limani, considerado como fuente de genes
de resistencia a la roya del cafeto, Hemileia
vastatrix, que podria ser utilizado en el manejo de
esta enfermedad (Rodriguez et al,, 2020).

Los reguladores de crecimiento, entre ellos, las
auxinas y citoquininas, son muy utilizados porque
ejercen efecto a nivel celular, modificando el
crecimiento 'y desarrollo de las plantas,
esencialmente en bajas concentraciones, teniendo
en cuenta las condiciones especificas de la
propagacion in vitro (Alcantara et al, 2019); en
donde, se observa una respuesta sobre el material
bioldgico utilizado, dependiendo de la sensibilidad
del genotipo a los efectos de la auxina y citoquinina
contenidos en el medio de cultivo (Gutierrez-Rosati
& Gonzales, 2019); en tejidos foliares de C. arabica
L. se obtuvo mayor porcentaje y peso de callo en el
medio “Arabica Calli Medium” (ACM) con 1,0 mgL-!
2,4 D + 1,0 mgL! BAP (Arimarsetiowati et al,
2023); por otro lado, en brotes axilares y explantes
hipocotilicos de café ardbica “Solok Rajo”, en el
25% de medio MS, con 5,0 y 7,5 mgL-1 de BAP, fue
capaz de aumentar el numero y longitud de los

brotes, concentraciones superiores parecen dar
una influencia desfavorable (Suliansyah et al,
2021).

En la medida que existen nuevas técnicas en la
biologia molecular, se necesita de métodos de
cultivo de tejidos mucho mas eficientes para los
cultivares comerciales que permita avanzar en el
establecimiento in vitro (Fazuoli et al., 2000); en el
futuro, cada vez es mas importante contar con
plantulas libre de patégenos para llevar a campo, la
micropropagaciéon puede garantizar; ademas,
paises en desarrollo se carece de centros semilleros
para cultivos perennes, por la baja tasa de
renovacion (Etienne et al, 2018). Durante el
establecimiento para el inicio del cultivo in vitro, es
muy importante controlar la contaminacién y la
oxidacién fendlica, ain mas cuando se trata de
especies lefiosas (Hernandez & Gonzilez, 2010);
para especies forestales, puede evitarse la
fenolizacion con el agregado de 150 mgL-! de acido
ascorbico al medio de cultivo (Indacochea et al,
2018), como en el caso del café, especie calificada
como recalcitrante, con muchos problemas para su
establecimiento in vitro.

El establecimiento, es la etapa critica dentro de la
micropropagacion de las especies vegetales; de
manera que, en este proceso se tiene que tener
presente varios factores como el tipo, tamafio y
edad del explante, contaminacién, medio de cultivo,
reguladores de crecimiento, fuentes y la
concentracion de los nutrientes (Mroginski & Roca,
1991; Mroginski et al., 2010); la contaminacién y
fenolizacion  estd  presente  durante la
micropropagacion de C. arabica, en el medio MS +
2,5 mgL-t de KIN + 1,0 mgL-t de 2,4-D con 10% y
100%, respectivamente (Quifiones et al.,, 2020).

El medio para la micropropagaciéon de especies
vegetales ampliamente utilizado es Murashige y
Skoog, (1962), conocido como MS, para regenerar
plantas; pero, también existen otros medios como
el desarrollado por Loyd y McCown en 1980, WPM,
para plantas lefiosas y de Schenk e Hildebrandt
1972, SH, para generar callos, también se utiliza
para producir plantas completas, y ademas tiene
menor concentracion de sales (Beyl, 2000); en
muchos laboratorios de cultivo de tejidos
vegetales, se utilizan uno o dos medios para una
especie en particular; aunque, el MS, es el mas
utilizado debido que, en varias especies tiene una
mejor respuesta, incluye las variedades de las
mismas (Cardoso et al, 2018). Asimismo, en la
micropropagaciéon de Panax vietnamensis Ha et
Grushv, en SH + 0,5 mgL-t de ANA + 1,0 mgL-1 BAP
+ 4 g de sacarosa, produjo 1,6 g de biomasa y 7,44
cm de longitud de vitroplanta (Dinh et al., 2021).
En la brotacién de yemas de Gmelina arborea, en
medio SH y MS diluido a la mitad de sus sales, fue
de 42,50% y 20%, respectivamente, permiti6
observar que el medio SH fue mas eficiente en la
morfogénesis, posiblemente porque permite una
mejor regulacion nutricional frente a otros medios
(Alvarez et al, 2011). Se ha encontrado que el
desarrollo de plantulas de Panax ginseng Meyer,
germinadas in vitro fue mejor en medio 1/2MS
seguido de 1/2SH y con mayor vigor (Jung-Woo et
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al, 2023). Meristemas de rizoma de una planta
ornamental (Alstroemeria sp.) fueron instaladas en
medio MS con BAP (1,0 mgL-1), ANA (0,2 mgL-1) yla
combinacién de ambos, se determin6 que el 76%
de explantes lograron regenerar plantulas
completas con la adicién de 0,2 mgL-! de ANA
(Tombion etal., 2020). En diferentes variedades de
C. arabica, la micropropagacion se ha tenido éxito a
través de la embriogénesis somatica; sin embargo,
la regeneraciéon de plantas depende del genotipo,
tamafio y tipo de explante y los componentes del
medio nutritivo; al respecto, en la Var. Colombia,
explantes foliares en MS se ha logrado obtener 51%
de embriones cotiledonares en la combinacién de
BAP (0,25 mgL-1) + AIA (0,25 mgL-1) (Avila-Victor
et al, 2023). A partir de callos, previamente
obtenidos de fragmentos de laminas foliares
expuestos en MS suplementado con 0,48 y 0,96 de
2-4 D, de 20 variedades de café (Coffea spp.),
inoculados en MS suplementado con 50 mgL-! de L-
cisteina, 0,1 mgL-1de Kinetina y 0,5 mgL-1 de IBA
(Acido indol butirico), se logré generar embriones
somaticos en siete de ellas destacandose la
variedad Borbdn que regeneré mayor cantidad
(Calderén & Montes, 2024).

En muchos procesos de morfogénesis in vitro en
diferentes especies, la primera fase de
establecimiento es muy sensible por la
contaminacién y fenolizacién a consecuencia de
exposicién de los explantes a las sustancias y
concentracion de éstas (hipoclorito de sodio y de
calcio); en “ardndano” Vaccinium floribundum
Kunth, fue efectivo el control de la contaminacién
con el biocida PPMTM (Plant Preservative
Mixture™) con respecto al uso de etanol e
hipoclorito de sodio, a partir de explantes de tallo
(1 cm) en inmersién en MS (Murashige & Skoog)
liquido y 5% (v/v) PPMTM por 5h con agitacién
constante, luego transferidos al medio WPM
(Woody Plant Media) con 2 mLL! de PPMTM

(Moreno-Pefia et al, 2025); en el caso muy
particular en café, sus tejidos son muy vulnerables
a la oxidacién biolégica por efecto abrasivo de los
agentes desinfectantes y los cortes que sufren los
organos en la obtencidn de explantes (Suescun et
al, 2020). Por la necesidad de disponer
germoplasma selecto de café, en menor espacio,
tiempo, y en cualquier momento del afio; de
genotipos uniformes y en forma masiva, se recurre
a las técnicas del cultivo de tejidos vegetales in
vitro, para contar con material vegetal de buena
calidad fitosanitaria, agronémica y organoléptica
(Cabrera etal.,, 2022).

En C. liberica, el uso de medio MS + 0,5 mgL-! de
BAP combinado con 0,5 mgL-! de IAA produjo un
buen desarrollo de brotes (Ardiyani et al., 2021).
Por otro lado, en C. arabica, hibrido MCH2, en 5,0
mgL-! de BAP + hemisulfato de adenina, comparado
a BAP solo, se determind una reduccién en la
proliferacién de brotes, con 2,82 brotes por
explante, pero aument6 la longitud del entrenudo
(Gebremariam, 2017).

En los dltimos afios, en los paises productores de
café, hubo un incremento en el consumo interno,
basado en las investigaciones de las propiedades
beneficiosas, que califican como un producto
saludable (Canet et al, 2016); frente a esto, es
necesario que las plantas que se llevan a campo
estén libre de patdgenos para expresar todas las
caracteristicas de la variedad en el producto final;
pero, a pesar de existir un gran desarrollo de la
micropropagacion es dificil tener estas plantas a
nivel de laboratorio (Suarez-Padrdén, 2020).
Considerando que la introducciéon y
establecimiento in vitro, es una etapa muy critica
en la micropropagacion de café. La presente
investigacion tuvo como objetivo el
establecimiento in vitro de C. arabica Var. Limani
de explantes obtenidos de campo, utilizando como
medios, el MS y el SH.

METODOLOGIA

Localizacién

El trabajo fue realizado en las instalaciones de la
Universidad Nacional Daniel Alcides Carrion, filial
Oxapampa, en el invernadero y laboratorio de
Biotecnologia vegetal, carretera central, km 3,5,
Miraflores, distrito y provincia Oxapampa, Pasco-
Peru.

Colecta del material bioldgico

Establecimiento en medio MS

El material bioldgico, fueron plantas jévenes de
café, var. Limani, de diez meses de edad, obtenidas
de un vivero, del sector de Alto Gramazuy,
10°31'24"S y 75°27'06"W, distrito de Chonta-
bamba, provincia de Oxapampa, Pasco.

Se seleccionaron los mejores plantones, Figura 1,
que estuvieron en bolsas plasticas con sustrato,
fueron trasladados al invernadero, donde se
mantuvieron por 21 dias bajo tratamiento
fitosanitario, con aplicaciones de 500 mgL-1 de
sulfato de cobre pentahidratado, cada 7 dias; de
éstas, se obtuvo con una hoja de bisturi N°10
desinfectada en etanol 96%, esquejes de ramas del

tercio superior, constituido por la yema terminal
con tres nudos subyacentes, luego se colocaron
sobre papel toalla estéril y se trasladaron al
laboratorio de biotecnologia dentro de una bolsa de
polipropileno rotulada.

Figura 1. Eleccion de plantones de café Var. ‘Limani’.
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Establecimiento en medio SH

En campo, 10°32'22"Sy 75°26'42"W, de plantas de
4 afios de edad, vigorosas y de apariencia saludable,
Figura 2, fueron obtenidos los esquejes, de las
ramas del tercio superior, conformado por la yema
terminal con dos nudos subyacentes, Figura 3, y
colocados en papel toalla humedecido con una
solucion de benomilo al 1,0% e introducidos en
bolsas de polipropileno rotuladas y luego
trasladadas al laboratorio.

Figura 3. Rama donadora de esqueje.

Desinfeccion

En el laboratorio, los esquejes fueron defoliados
con ayuda de un bisturi # 10 y se desech6 una
pequeiia seccién basal del tallo, fueron colocados
en un vaso de precipitados de 1,0 L. Luego, se
procedié a un lavado con detergente al 1%,
seguidamente se dejaron reposar en una soluciéon
de Benomilo 1,0 gL! y Gentamicina 500 gL
durante 30 min, seguidamente un triple enjuague
con agua destilada estéril, luego en la cdmara de
flujo laminar, se realizé una inmersién de los
esquejes en hipoclorito de sodio al 1,3%
adicionando 3 gotas de tween20 por cada 100 mL
de solucién; posteriormente, los explantes se
enjuagaron 5 veces con agua destilada estéril y se

dejaron reposar en una solucién antioxidante de
300 mgL-! de &cido ascdrbico y 100 mgL-1 de acido
citrico durante 10 min. Finalmente, los explantes,
nudos apicales (microesqueje) de aproximadamente
08 a 1,0 cm de longitud, se sembraron
cuidadosamente en tubos de ensayo de 15x 125 mm,
conteniendo 7 mL de medio de cultivo. La incubaciéon
se realiz6 a una temperatura ambiente de 20 °C, con
59,32 pmol m-2s de luminosidad, 60% de humedad
relativa y fotoperiodo de 16 horas luz.

Medios de cultivo

Se utilizaron 5 tratamientos (medios de cultivo),
Tabla 1, cada uno estuvo compuesto de sales MS y
SH, ambos con vitaminas y diferentes concen-
traciones de BAP y ANA. A todos se adicionaron 30
gL-1 de sacarosa, agar 9 gL-1 y pH ajustado a 5,6. La
esterilizacion se realizd en autoclave a 121°C y 0,1
MPa por 20 min.

Disefio estadistico

Se utilizé el disefio de bloques completamente al
azar (Steel & Torrie, 1985), cinco tratamientos y tres
repeticiones, la unidad experimental conformada
por seis tubos de ensayo con un microesqueje en
cada uno.

Las variables fueron: contaminacién (el numero de
explantes con la presencia de micelios y colonias de
bacterias); fenolizacién (nimero de explantes con
mas del 50% de tejido que cambié de color verde a
marroén oscuro opacado); sobrevivencia; longitud de
brote (cm, desde la base del explante hasta el
extremo final del apice, se consider6 la longitud
inicial para ser restada a la longitud total); ntimero
de nudos (N°, los nudos nuevos que se formaron) y
numero de hojas (N°). Las lecturas fueron realizadas
alos 17, 21, 25 y 38 dias después de la inoculaciéon
(ddi), en el medio MSy para el medio SH alos 18, 29,
36y 42 ddi.

El procesamiento de los datos fue realizado con el
software estadistico R v4.0.4, se aplic6 Q de Cochran
y la prueba de Dunn (a = 0,05) para presencia de
hongos y bacterias; fenolizacién y sobrevivencia;
asimismo, el andlisis de variancia y la comparacién
multiple de Duncan (a = 0,05), en la longitud de
microesqueje, nimero de nudos y de hojas. Los datos
fueron transformados mediante raiz cuadrada de
x+1.

Tabla 1
Tratamientos (Medios MS y SH + reguladores en mgL1)
para establecimiento de microesquejes de café var.
Limani

Tratamientos Descripcién
Murashige & Skoog (MS)

tl Sin reguladores

t2 ANA (0,2) + BAP (2,25)
t3 ANA (0,2)

t4 BAP (0,2)

t5 BAP (0,5)

Schenk & Hildebrandt (SH)

tl Sin reguladores

t2 ANA (0,2) + BAP (2,25)
t3 ANA (0,2)

t4 BAP (0,2)

t5 BAP (0,5)




J. Rodriguez-Layza et al. (2025). Manglar 22(3): 385-395

389

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento en medio MS

La prueba Q de Cochran (Anexo 1),alos 17,21y 25
ddi, determin6 que no hubo diferencias
significativas en las variables contaminacion por
hongos y bacterias, fenolizaciéon y sobrevivencia;
mientras que, a los 38 ddi sélo se encontrd
diferencias  significativas en  fenolizacidn;
igualmente, la prueba de Dunn, o = 0,05 (Anexo 1,
Figura 4), donde t1 fue superior al resto de
tratamientos; mientras que, el ANOVA, (Anexo 2),
para numero de nudos y de hojas encontré
diferencias significativas a los 17 y 21 ddi; sin
embargo, con la prueba multiple de Duncan, a =
0,05 (Anexo 2, Figura 5), determin6 que t1 y t5
fueron superiores e iguales a t4. Por otro lado, a los
25 ddi, el N° de nudos y hojas, t5 fue superiorat2 y
t3 e igual al resto de tratamientos; a los 38 ddj, t5
fue superior a t3 e igual a los demés tratamientos
en nimero de nudos; y, en numero de hojas, t5 fue
igual a t1 y ambos superiores a t2 e igual a t3 y t4.

Establecimiento en medio SH

La prueba de comparaciéon de Cochran y Dunn,
a=0,05 (Anexo 3, Figura 6), determinaron que no
hubo diferencias significativas para contaminaciéon
por hongos y Dbacterias, fenolizacion y
sobrevivencia, a los 18, 29, 36 y 42 ddi; mientras
que, con el ANOVA, (Anexo 4), determind
diferencias significativas para longitud de brotes a
los 36 ddi y altamente significativa a los 42 ddi y
significativa para nimero de hojas a los 29 ddi. La
prueba multiple de Duncan, a = 0,05 (Anexo 4,
Figura 7), determind en longitud de brotes a los 29,
36 y 42 ddi que t5, t4 y t2 fueron superiores a los
demads; en nimero de nudos y hojas, t3 fue inferior
a los demas tratamientos a los 29 y 36 ddi; sin
embargo, a los 18 y 42 ddi, todos los tratamientos
fueron iguales, en las variables evaluadas, excepto
para longitud de brotes, a los 42 ddi.
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Figura 4. Variables de desinfeccién en el establecimiento in vitro de microesquejes de café Var. Limani en MS + reguladores
de crecimiento, Dunn a=0,05. Nota. Las variables sin letra, indica que no existe diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 5. Formacion de vastago en el establecimiento in vitro de microesquejes de café Var. Limani en MS + reguladores de

crecimiento, Duncan a=0,05. Nota. Las variables sin letra, in

dica que no existe diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 6. Variables de desinfeccion en el establecimiento in vitro de microesquejes de café Var. Limani en SH + reguladores
de crecimiento, Dunn a=0,05. Nota. Las variables sin letra, indica que no existe diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 7. Formacién de vastago en el establecimiento in vitro de microesquejes de café Var. Limani en SH + reguladores de
crecimiento, Duncan a=0,05. Nota. Las variables sin letra, indica que no existe diferencias significativas entre los tratamientos.

Varias especies vegetales de interés agrondmico, & H. Luther, bromelia epifita, inoculados en medio
ornamentales, en peligro de erosién genética, entre MS la mayor cantidad de brotes (41,4) por explante
otras, se han logrado propagar in vitro; sin fue con 1,0 mgL-! de BA y 0,25 mgL-1 de ANA, la
embargo, ha sido necesario establecer protocolos longitud de brotes se logrd con la adicién de 1,0
desde la eleccién del explante, componentes y mgL-! de AG3 (Herndndez-Meneses et al,, 2024). En
reguladores de crecimiento adecuados en el medio Malus domestica, explantes in vitro, inoculados en
nutritivo para la micropropagacién respectiva; en medios de cultivo MS y WPM (woody plant
café, el método de regeneraciéon de plantas, se medium) a diferentes concentraciones de BAP e
obtiene generalmente mediante la embriogénesis IBA, presentaron la mayor cantidad (36) de brotes
somatica; sin embargo, es importante evaluar otro por explante a la dosis de 1,5 mgL-! de BAP en
tipo de explantes, como los que se han utilizado en ambos medios; sin embargo, se determiné que el
esta investigacién, a partir de microesquejes. medio de cultivo MS influye en el desarrollo
Vitroplantas de C. arabica de cuatro pares de hojas, vegetativo (Cabral-Miramontes et al., 2022).

se tomaron como explantes los brotes apicales de El medio MS, es considerado importante en la
dos pares de hojas, y fueron sembradas en medios micropropagacion de diferentes especies vegetales
MS con reduccién de 25% de sus componentes, en de interés; en Rubus glaucus Benth. para su
donde al 50%, se obtuvo el 85% de supervivencia establecimiento result6 con el medio MS en
de plantulas; y, con 4,5 hojas en promedio entre combinacién con 2,0 mglL-l de acido giberélico
cuatro a seis meses de cultivo (Castilla-Valdés et al., (Andrade et al, 2021); sin embargo, en Croton

2020). En explantes de Tillandsia takizawae Ehlers lechleri Mull. Arg. con propiedades terapéuticas,
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embriones cigéticos fueron inoculados en cuatro
medios de cultivo, se determin6 que, en WPM y QL
sin carbén activado proporcionaron un desarrollo
promedio superior al 90% (de Oliveira et al., 2020).
En el establecimiento de Hibiscus moscheutos L.
‘Berry Awesome’ en MS + 0,1 mgL-1 N-(2-chloro-4-
pyridinyl)- N’-phenylurea (CPPU), produjo una
sobrevivencia 73,3% superior a MS + 0,1 mgL-1 de
BAP con 67,2%, ambos a los 11 ddi (Sereda et al,,
2024), En Panax ginseng Meyer, con 1/2 MS facilité
un buen desarrollo de los brotes en comparacién al
medio con 1/2 SH (Jung-Woo et al, 2023). En
Polylepis  rugulosa  Bitter, se usaron 3
concentraciones de ANA y 5 concentraciones de
BAP en medio MS, siendo el de mejor respuesta la
combinacién de 0,25 uM ANA + 2 uM BAP con 15,8
brotes, de 9 mm de tamafio y 2,7 hojas en promedio
por explante y no presentaron formacién de callo
(Mollohuanca et al.,, 2021).

Por otro lado, el crecimiento de los explantes de
plantas es afectado por la aplicacién de reguladores
de crecimiento, la contaminacién y fenolizacién a
consecuencia de exposicion de los explantes a las
sustancias y concentracion de éstas (hipoclorito de
sodio y de calcio). EI BAP tiene un efecto directo
sobre la generaciéon de brotes, se sintetizan
principalmente en raices, ausente en los explantes
utilizados en el establecimiento in vitro, por lo cual,
es fundamental su adicion en los medios de cultivo
(Hoyos et al.,, 2008). A partir de brotes axilares de
café, utilizando diferentes concentraciones de BAP
se determiné que hasta 5,0 mgL! se obtuvo el
mayor nimero de brotes (4,0); pero, se reduce la
longitud del mismo (Suliansyah et al, 2021).
Cuando se utilizaron medio SH con 4 y 8 mgL-! de
BAP en combinacién con 8,0 mgL-! de kinetina, la
reactivacion de apices de C. arabica Var. Catuai, fue
de un 100%; asimismo, valores de BAP superiores
a este valor (8,0 mgL1) tiende a disminuir el
numero de hojas (Gonzalez et al, 1998). En la
induccién de microesquejes de C. arabica, cv
‘Benan’ explantes de plantulas in vitro, de 0,5 cm de
altura, en MS basal, produjo un brote y una altura
de 2,0 cm, a los 90 ddi, inferior a cuando se afiade
BAP al MS; enfatizando, que la mejor respuesta

obtenida con mayor nimero de nudos y hojas en
los explantes de café Var. Limani, fue a los 25 ddi en
MS + 0,5 mgL-1 de BAP; y, a los 29 ddi en SH + ANA
(0,2 mgL-1) + BAP (2,25 mgL-1) y en SH + BAP (0,5
mgL-1). También se determinaron que los medios
de cultivo para diferentes cultivares son especificos
cuando regeneraron explantes de diferentes
cultivares (AL-Azab etal,, 2015). Por lo expuesto, se
puede mencionar que la respuesta bajo
condiciones in vitro es diversa, varia dependiendo
de la especie, explante, variedad o el genotipo que
se utilice. Vale decir que, en Uncaria gambier, de
alto valor econédmico, en microesquejes de tercer
nudo, la adicién de 2,0 mgL-1 de BAP influye en la
formacidn de los brotes y con 6,0 mgL-1 de BAP para
aumentar el nimero de hojas y brotes (Zainal etal,,
2023); y, en la regeneracion in vitro a partir de
puntas de brote de Lycium barbarum L, con
propiedades nutracéuticas, se obtuvo el mayor
numero de brotes (4,33) con 2,0 mgL-! de BAP +
0,25 mgL-1 IBA en comparacion a los explantes de
hoja y segmentos nodales (Ucar et al,, 2024). Por
otro lado, en C. arabica, el hipoclorito de sodio es
utilizado como desinfectante; en algunos explantes
a partir de meristemas y oOrganos son muy
susceptibles a la oxidacién bioldgica, sin embargo,
con hipoclorito de calcio y meta bisulfito de sodio
como antioxidante, resultdé muy efectivo para el
control respectivo (Suescin et al, 2020); el
tratamiento que presenté los mejores resultados
en la desinfeccién de los explantes fue el 20% de
cloro (NaClO) activo durante 20 min, con un 98 y
92% de explantes sanos en las variedades Caturra
y SL-28, respectivamente (Montes-Cruz et al,
2017). En segmentos nodales de Salix babylonica L.,
con una doble desinfeccién con NaClO (1,0%) y
HgClz (0,1%) por 20 y 10 min, respectivamente,
instaladas en medio MS, se obtuvo el 71% de
desinfeccion y la mejor respuesta en
establecimiento (31,6%) se logré con la adicién de
BAP (2,0 mgL-1) (Silva etal., 2020). Sin embargo, en
la presente investigacién se encontré que solo a los
38 ddi en medio MS sin regulador, hubo una
respuesta inferior en fenolizacion con respecto a
los medios con ANA y BAP.

CONCLUSIONES

El café C. arabica Var. Limani es resistente a roya H.
vastatrix. El establecimiento in vitro es una fase
critica en la micropropagacion, donde a partir de
microesquejes obtenidos de campo, se logré
establecer en los medios MS y SH, con 0,5 mgL-1de

BAP, para continuar con las fases de multiplicacién
y enraizamiento.

Se recomienda realizar investigaciones en otras
variedades de café, con estos mismos medios
basales con la adicion de BAP.
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Prueba de Cochran y Dunn, a=0,05, en variables de desinfeccion en el establecimiento in vitro en MS + reguladores de
crecimiento de microesquejes de café Var. Limani

ddi Fuente Hongos Bacterias Fenolizacion Sobrevivencia
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 1,42 1,94 5,28 5,26
17 p value 0,841 0,746 0,260 0,261
Tratamientos Promedios
t1 0,67 0,72 0,33 0,94
t2 0,50 0,78 0,67 1,00
t3 0,56 0,83 0,56 0,78
t4 0,50 0,83 0,67 0,83
t5 0,50 0,67 0,50 0,89
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 1,45 1,21 511 0,32
21 p value 0,836 0,876 0,276 0,989
Tratamientos Promedios
t1 0,67 0,72 0,33 0,33
t2 0,50 0,78 0,67 0,28
t3 0,56 0,83 0,56 0,33
t4 0,50 0,83 0,67 0,33
t5 0,50 0,72 0,56 0,28
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 2,55 1,37 511 0,82
25 p value 0,635 0,850 0,277 0,936
Tratamientos Promedios
t1 0,72 0,72 0,33 0,33
t2 0,50 0,67 0,67 0,28
t3 0,56 0,83 0,56 0,33
t4 0,50 0,72 0,67 0,33
t5 0,50 0,78 0,56 0,22
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 2,55 2,17 10,40 1,58
38 p value 0,635 0,706 0,034* 0,812
Tratamientos Promedios
t1 0,72 0,83 0,33b 0,28
t2 0,50 0,78 0,83a 0,28
t3 0,56 0,89 0,87a 0,33
t4 0,50 0,94 0,72a 0,33
t5 0,50 0,83 0,56a 0,17

Nota. *: Existe diferencias significativas; Letras diferentes muestra que existe diferencias significativas.
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Anexo 2
Cuadrados medios y comparacién multiple de Duncan (a = 0,05), en formacion de vastago en establecimiento in vitro de
microesquejes de café Var. Limani, en MS + reguladores de crecimiento

Andlisis de varianza (ANOVA) Prueba miltiple de Duncan
ddi  Fuente de variacion gl Lonbg:(t::: i Nudos Hojas Trat. Ii:,rl:)"i:l(lg:)e N("ll\g())s l-:;]gs
Bloques 2 0,0067ns 0,0034ns 0,0101ns t1 1,34 1,31a 1,56a
Tratamiento 4 0,0066ns 0,0142* 0,0416* t2 1,26 1,18 ¢ 1,33 ¢
CV% 8,226 4,035 5,829 t3 1,21 1,20 bc 1,37 bc
17 Promedio 1,277 1,263 1,478 t4 1,28 1,29ab 1,52ab
Minimo 1,118 1,155 1,291 t5 1,29 1,33a 1,60a
Maximo 1,489 1,414 1,732
Bloques 2 0,0067ns 0,0034ns 0,0101ns t1 1,34 1,31a 1,56a
Tratamiento 4 0,0066ns 0,0142* 0,0416* t2 1,26 1,18 ¢ 1,33 ¢
CV% 8,226 4,035 5,829 t3 1,21 1,20 bc 1,37 be
21 Promedio 1,277 1,263 1,478 t4 1,28 1,29ab 1,52ab
Minimo 1,118 1,155 1,291 t5 1,29 1,33a 1,60a
Maximo 1,489 1,414 1,732
Bloques 2 0,0054ns 0,0019ns 0,0053ns t1 1,36 1,31ab 1,56ab
Tratamiento 4 0,0048ns 0,0096ns 0,0277ns t2 1,28 1,20 ¢ 1,37 ¢
CV% 7,884 3,992 5,734 t3 1,26 1,22 be 1,41 bc
25 Promedio 1,293 1,272 1,494 t4 1,28 1,29abc 1,52abc
Minimo 1,169 1,155 1,291 t5 1,29 1,33a 1,60a
Maximo 1,494 1,414 1,732
Bloques 2 0,0019ns 0,0114ns 0,0067ns t1 1,38 1,31ab 1,56a
Tratamiento 4 0,0054ns 0,0150ns 0,0241ns t2 1,29 1,20ab 1,37 b
CV% 8,461 6,146 5,983 t3 1,28 1,17b 1,45ab
38 Promedio 1,308 1,261 1,502 t4 1,29 1,29ab 1,52ab
Minimo 1,169 1,000 1,291 t5 1,29 1,33a 1,60a
Maximo 1,511 1,414 1,732

Nota. *: diferencias significativas; ns: sin diferencias significativas; los promedios en columna, que no comparten la misma
letra son significativamente diferentes. Trat.: tratamiento.

Anexo 3
Prueba de Cochran y Dunn, a=0,05, en variables de desinfeccion en el establecimiento in vitro en SH + reguladores
de crecimiento de microesquejes de café Var. Limani

ddi Fuente Hongos Bacterias Fenolizacion Sobrevivencia
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 1,09 3,00 5,47 5,60
18 p value 0,896 0,558 0,242 0,231
Tratamientos Promedios
t1 0,06 1,00 0,83 0,50
t2 0,06 0,94 0,78 0,67
t3 0,06 0,94 0,67 0,50
t4 0,11 1,00 0,56 0,44
t5 0,11 1,00 0,56 0,78
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 1,09 533 0,714 6,26
29 p value 0,896 0,255 0,950 0,180
Tratamientos Promedios
t1 0,06 1,00 0,83 0,22
t2 0,06 0,89 0,78 0,61
t3 0,06 1,00 0,78 0,44
t4 0,11 0,94 0,72 0,44
t5 0,11 1,00 0,78 0,56
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 0,92 4,00 2,97 6,25
36 p value 0,921 0,406 0,563 0,181
Tratamientos Promedios
t1 0,06 1,00 0,83 0,22
t2 0,06 0,94 0,72 0,61
t3 0,11 1,00 0,61 0,39
t4 0,11 1,00 0,78 0,44
t5 0,11 1,00 0,78 0,56
Repeticiones 18 18 18 18
gl 4 4 4 4
Valor Q 0,92 0,92 7,23 8,82
42 p value 0,921 0,921 0,124 0,066
Tratamientos Promedios
t1 0,06 1,00 1,00 0,22
t2 0,06 1,00 0,94 0,50
t3 0,11 1,00 0,78 0,17
t4 0,11 1,00 0,72 0,44
t5 0,11 1,00 0,78 0,56

Nota. Promedios sin grupos (letras), no hay diferencias significativas.
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Anexo 4
Cuadrados medios y comparacién multiple de Duncan (a = 0,05), en formacion de vastago en establecimiento in vitro de

microesquejes de café Var. Limani, en SH + reguladores de crecimiento

395

Analisis de varianza (ANOVA)

Prueba multiple de Duncan

. Longitud .
ddi Fue.nt(? d N gl Longitud Nudos Hojas Trat. de brote Nu(los HO]:‘ S
variacion de brote (cm) (N9) (N9)
Bloques 2 0,0205* 0,0238ns 0,1076* t1 1,12 1,18 1,32
Tratamientos 4 0,0048ns 0,0063ns 0,0333ns t2 1,19 1,18 1,33
CV% 4,845 9,124 11,474 t3 1,16 1,08 1,15
18 Promedio 1,177 1,160 1,320 t4 1,20 1,18 1,36
Minimo 1,041 1,00 1,000 t5 1,21 1,19 1,43
Maximo 1,285 1,414 1,732
Bloques 2 0,0221** 0,0244ns 0,0776ns t1 1,13b 1,18ab 1,32a
Tratamientos 4 0,0070ns 0,0235ns 0,0768* t2 1,20ab 1,25a 1,45a
CV% 3,646 6,827 10,483 t3 1,13b 1,03 b 1,05b
29 Promedio 1,181 1,173 1,318 t4 1,21ab 1,18ab 1,33a
Minimo 1,049 1,000 1,000 t5 1,23a 1,24a 1,43a
Maximo 1,323 1,414 1,732
Bloques 2 0,0279* 0,0375* 0,1325** t1 1,10b 1,15ab  1,32ab
Tratamientos 4 0,0150* 0,0155ns 0,0454ns t2 1,21ab 1,27a 1,49a
CV% 4,844 5,583 8,951 t3 1,10b 1,10 b 1,19b
36 Promedio 1,180 1,192 1,361 t4 1,22a 1,18ab  1,33ab
Minimo 1,033 1,000 1,000 t5 1,26a 1,26a 1,47a
Maximo 1,329 1,414 1,732
Bloques 2 0,0333** 0,0514* 0,1615* t1 1,11b 1,18 1,32
Tratamientos 4 0,0124** 0,0130ns 0,0402ns t2 1,23a 1,27 1,49
CV% 3,095 7,644 11,524 t3 1,12b 1,12 1,23
42 Promedio 1,182 1,210 1,382 t4 1,20a 1,20 1,36
Minimo 1,033 1,000 1,000 t5 1,25a 1,28 1,50
Maximo 1,348 1,472 1,826

Nota. **: diferencias altamente significativas *: diferencias significativas; ns: sin diferencias significativas; los promedios en columna, que no
comparten la misma letra son significativamente diferentes. Trat.: tratamiento.



