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Resumen

El cultivo del café (Coffea arabica) en Costa Rica afronta diversos desafios debido a los
cambios climaticos y a las fluctuaciones del mercado. La busqueda de variedades mas
resistentes y de mayor calidad ha llevado a explorar métodos de propagacion alternativos,
como la embriogénesis somatica (ES), que permite la multiplicacion de nuevas variedades en
condiciones controladas de laboratorio. Cuando se realiza directamente, sin callo de por medio,
la orientacion del segmento foliar y el punto de origen de la muestra poseen influencia evidente
en el éxito del explante. Para comprobarlo, en este estudio se evalud el efecto de la disposicion
adaxial y abaxial de las hojas de C. arabica obtenidas de puntos distales, proximales vy
mediales de vitroplantas para la induccion de embriogénesis somatica directa. Secciones de
las hojas fueron introducidas en un medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado.
Se realiz6 un analisis multivariado para conocer cual combinacion de tratamientos generé
una mejor respuesta en la ES, denotado mediando un mapa de calor. Se obtuvo un 36% de
callo de regeneracion al introducir explantes de forma adaxial con una oxidacion reducida.
Asimismo, la parte distal y medial exhibieron mayor capacidad de regeneracion. La orientacion
adaxial de las hojas de café aument6 la induccion de embriones somaticos, posiblemente al
favorecer el intercambio gaseoso por la caracteristica hipoestomatica de C. arabica. Con esta
optimizacion, se podria facilitar el proceso de introduccion de plantas a partir de hojas con un
mayor porcentaje esperado de éxito.
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Abstract

Coffee (C. arabica) farming in Costa Rica is facing several challenges due to climatic changes
and market fluctuations. The search for higher quality and more resistant varieties has led to
the research of new alternative propagation methods, such as somatic embryogenesis (SE),
which allows the generation of new subspecies under controlled laboratory conditions. Direct
propagation, without callus, has a significant influence on explant success depending on leaf
orientation and the origin of the sample. To prove this, this work evaluates the effect of the adaxial
and abaxial orientation of C. arabica leaves obtained from distal, proximal and medial points
of vitroplants for the induction of direct somatic embryogenesis. Leaf sections were placed into
supplemented Murashige and Skoog (MS) culture medium. Multivariate analysis was performed
to know which combination of treatments led to a better response to SE, and it is shown using a
heat map. About 36% regeneration callus was produced by introducing explants in adaxial form
with decreased oxidation. Furthermore, distal and medial parts exhibited higher regenerative
capacity. Adaxial orientation of C. arabica leaves promoted somatic embryo induction possibly
by enhancing gas exchange due to hypostomatic leaf feature. By optimizing this protocol, the
plant introduction process from leaves may beimproved with a higher expected success rate.
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Introduccién

El café (Coffea arabica) es uno de los principales cultivos de interés agricola en el ambito
mundial, con mas de 11 millones de hectareas sembradas y el 80% cultivado en América Latina
[1]. En Costa Rica, desempefia un destacado papel agricola, social y comercial, al ocupar la
mayor extension de tierras dedicadas a cultivos permanentes en el pais con 74 437 hectareas
sembradas segun la ultima Encuesta Nacional Agropecuaria [2], [3]. Actualmente, el cultivo
de café enfrenta importantes desafios debido a su alta sensibilidad a las variaciones en los
patrones climaticos, aumento de costos de produccion, y a las fluctuaciones en el precio del
mercado [4]. Esto ha motivado a los productores a explorar nuevas alternativas para asegurar
una produccion eficiente con variedades con mayor resistencia a enfermedades como la roya
(Hemileia vastatrix), y variedades con mayor calidad en grano, como Hibidro F1 y Venecia,
respectivamente, para adaptarse mejor a las condiciones cambiantes del entorno [5].

El aumento del numero de plantas de dichos genotipos potenciales dentro de un programa de
mejoramiento genético tradicional es un proceso complejo, considerando que la generacion de
nuevas variedades con caracteristicas mejoradas y estables mediante dichas técnicas puede
tomar alrededor de 30 afios [6]. Ante esto, el cultivo in vitro se proyecta como una alternativa
para la multiplicacion de variedades de C. arabica a través del aislamiento de explantes
vegetales obtenidos de la planta madre, con caracteristicas potenciales para su crecimiento en
condiciones reguladas dentro de un laboratorio y en un menor periddo de tiempo, demostrado
a través de métodos basados en técnicas cada vez mas optimizadas [7], [8]. Entre ellas, la
embriogénesis somatica (ES) es uno de los métodos biotecnolégicos mas viables para la
micropropagacion del café debido a su condicion de especie lefiosa y con un largo ciclo de
vida, facilitando la produccién clonal masiva de individuos élite [9].

Durante la ES, las células somaticas tomadas de tejidos como las hojas pueden desdiferenciarse
en células totipotentes y reprogramar su desarrollo hacia la via embriogénica con el estimulo
apropiado [10]. En C. arabica, el proceso se puede lograr por una via somatica directa con
células proembriogénicas formadas directamente desde células del explante foliar, o indirecta
con el desarrollo previo de un callo friable del cual emergen estructuras embriogénicas [11]. Se
ha reportado la obtencion directa de embriones soméaticos globulares y torpedo desde la hoja
de vitroplantas posterior a 10 semanas de introduccion en variedades como Catuai y Caturra
[12]; sin embargo, se ha sefialado que en Coffea sp. el método indirecto genera mayor cantidad
de estructuras tipo torpedo, donde la etapa de desarrollo del explante, edad de la planta, y la
orientacion de la hoja hacia el medio de cultivo durante la introduccion in vitro toman relevancia
si se busca la eficacia en la embriogénesis directa [13].

La orientacion adaxial o abaxial del explante foliar permite el intercambio de gases dentro del
frasco de cultivo in vitro segun la posicion de las estomas de la especie, siendo fundamental
en la embriogénesis y morfogénesis, a pesar de que las tasas fotosintéticas y respiratorias en
cultivos in vitro son bajas [14]. Ademas, la capacidad embriogénica in vitro puede depender
del equilibrio entre los reguladores del crecimiento enddégeno y exdgeno, en particular de los
niveles de auxinas enddgenas, las cuales se concentran en mayor proporcion en zonas distales
0 apicales con respecto a la totalidad de la planta [15]. Para evaluar la incidencia de estos
factores, en este trabajo se buscé evaluar la eficiencia en la embriogénesis somatica directa
segun la disposicion adaxial o abaxial de hojas de vitroplantas de C. arabica var. Caturra
obtenidas de desde un punto de origen distal, proximal o medial con respecto a la totalidad de
la planta.
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Materiales y métodos

El ensayo se llevd a cabo como parte de las préacticas del curso “Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales” de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia del Instituto Tecnholdégico de
Costa Rica (ITCR), en Cartago, Costa Rica, siguiendo metodologias descritas en [16], [17].

Material vegetal. El material vegetal utilizado consistio en vitroplantas de C. arabica var. Caturra
disponibles para las practicas docentes de dicho curso. Estas plantas se encontraban en el
cuarto de crecimiento del Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia (ITCR) en un medio con sales M&S [18], complementado con vitaminas [19], 5
mg/L de benciladenina (BA), 15 g/L sacarosa, 125 mg/L de estreptomicinay 3 g/L de Phytagel,
con un pH de 5.7, a una temperatura promedio de 24 + 2° C y a un fotoperiodo de 16 horas
luz/8 horas oscuridad, con 90 dias de crecimiento [20].

Medio de cultivo. Para la ES de C. arabica var. Caturra, se empled un medio de cultivo basal
M&S al 25% (Macroelementos) y 50% (Microelementos) [18], FEEDTA al 50%, asi como los
siguientes componentes: fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 42,5 mg/L, piridoxina 1 mgl/L,
acido nicotinico 1 mg/L, tiamina 10 mg/L, mionositol 100 mg/L, bencilaminopurina (BAP) 1 mg/L,
sacarosa 30g/L, 3 g/L de Phytagel, y se ajusté el pH a 5.6 [16]. El medio se dispenso en frascos
de vidrio de 5.2 x 6 x 6-7 cm; con 60 ml para el cultivo in vitro.

Preparacion del material e inducciéon de embriogénesis somatica. Se extrajeron secciones de
hojas de café de aproximadamente 1 cm? de los puntos de origen distales (primer par de hojas
de la parte superior de la vitroplanta), medias (hojas de la parte media) y basales (hojas de la
parte inferior, mas cercanas al medio de cultivo) de vitroplantas seleccionadas. Cada explante
se cultivd en un frasco con la orientacion de la hoja en posicion abaxial (envés hacia el medio
de cultivo) o adaxial (haz hacia el medio de cultivo). El material se incubd a una temperatura
constante de 26 °C en condiciones de oscuridad durante 60 dias, tras los cuales se expusieron
a luz directa durante 20 dias adicionales [17]. Al final del proceso sobrevivieron 72 explantes.

Andlisis estadistico. Las variables de respuesta para este experimento fueron oxidacion,
regeneracion o embriogénesis, y formacion de callo, mientras que los tratamientos fueron
disposicion de la hoja (abaxial, adaxial) y la parte del explante de donde se tomd la hoja (basal,
medial y proximal). La evaluacion del material se llevd a cabo luego de 80 dias del ensayo.
Se realizd un analisis multivariado utilizando la herramienta RStudio (v 2023.09.1), utilizando
los paquetes; agricolae, factoextra, FactoMineR, pheatmap, RColorBrewer, colorspace y
grid, con las variables de respuesta (oxidacion, callo y regeneracion) y la interaccion entre
los dos tratamientos establecidos (origen y posicion del explante). Para ello se definid una
matriz, los componentes principales analizados mediante andlisis de covarianza y el analisis
de conglomerados, por medio de la determinaciéon de distancias euclidias. En base a esto se
realizd un mapa de calor para determinar cual combinacion de factores (orientacion de la hojay
punto de origen en la planta) generd una mayor regeneracion en la inducciéon de embriogénesis
somatica.

Resultados

La embriogénesis somatica de C. arabica var. Caturra expuso el crecimiento de callo de
cicatrizaciéon en las zonas cercanas a los cortes realizados en las hojas luego de 1 mes de
incubacion. Los ejes embrionarios germinaron en gran parte de los tratamientos 80 dias
después de la introduccion de hoja en posicion adaxial desde distintos puntos de origen
(Cuadro 1, Figura 1), al igual que tratamientos con la hoja en posicion abaxial, pero en menor
cantidad.
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Figura 1. Embriogénesis somatica a partir de explantes de hoja de vitroplantas de Coffea arabica var.
Caturra de origen adaxial-distal (A), adaxial-medial (B) y adaxial-proximal (C) luego de 80 dias.

Cuadro 1. Cantidad de explantes obtenidos por tratamiento luego de 80 dias de desarrollo.

Distal 12

Adaxial Medial 13
Proximal 12

Distal 12

Abaxial Medial 10
Proximal 13

El andlisis de conglomerados aplicado para la cuantificacion vectorial dividio los datos en dos
grupos, donde se agruparon los datos considerando la proximidad de las medias; es decir, al
considerar todas las variables de respuesta conjuntamente, las combinaciones de tratamientos
se agruparon en dos conglomerados que presentaron patrones de respuesta similares (Figura
2). La agrupacion 1 se conformé por los tratamientos Abaxial/distal y Abaxial/proximal con una
suma de cuadrados dentro del cluster (SS) de 0.0190, mientras que en la agrupacion 2 se
encontraban los tratamientos Adaxial/distal, Adaxial/medial, Adaxial/proximal y Abaxial/medial
(SS = 0.1493). El conglomerado 2 exhibio el mayor promedio de regeneracion con 0.36 (Cuadro
2). Dicho grupo engloba todas las muestras con disposicion de hoja adaxial, y el tratamiento
abaxial medial. La relacion de SS entre el total de SS es de 46.7% asociado a la dispersion de
los datos dentro del grupo de cada cluster.
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Figura 2. Agrupacion de los datos a partir del andlisis de cluster por K-medias para diferentes
tratamientos de embriogénesis en C. arabica var. Caturra en base a su respuesta en callo, regeneracion
y oxidacion, a partir de una métrica de distancia euclidea, un método de enlace completo y dos
cluster. Representado con un 46.7% de varianza entre los cluster RStudio (v 2023.09.1).

Cuadro 2. Promedios de respuestas asociadas con la induccién de embriogénesis somatica
(callo, regeneracion y oxidacion) obtenidos a partir de explantes de hojas de vitroplantas
de Coffea arabica var. Caturra a partir del andlisis de cluster por K-medias.

Callo 0.68 0.70

Regeneracion 0.12 0.36
Oxidacion 0.36 0.23

Nota: SS = suma de cuadrados dentro del cluster.

Las respuestas de cada tratamiento fueron representadas en forma de un mapa de calor (Figura
3), donde los colores representan diferentes niveles de respuesta junto a la escala de 0 a 1
donde la mayor cercania a 1 representa que el tratamiento tiene una influencia significativa
en la variable observada. El tratamiento con la hoja abaxial/medial gener6é mas callo (0.92),
probablemente relacionado con la cicatrizacion del tejido, y simultaneamente exhibié el mayor
porcentaje de regeneracion (0.46), que es la variable principal de interés en este estudio. El
segundo tratamiento con mayor regeneracion fue el adaxial distal (0.40), seguido del adaxial
medial (0.33), indicando que estas partes de la planta permitieron la regeneracion. Ademas,
los tratamientos adaxiales restantes también mostraron regeneracion, con una oxidacion
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relativamente reducida. Por otro lado, los tratamientos abaxiales distal y proximal muestran
tonos mas azulados en cuanto a regeneracion, con un valor especifico de 0.17 y 0.06,
respectivamente, lo que sugiere una respuesta deficiente en esta variable, junto con mayor

oxidacion.
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Figura 3. Mapa de calor de respuestas asociadas con induccion de embriogénesis somatica (oxidacion,
regeneracion y callo) respecto al tipo de explante de hojas de vitroplantas de Coffea arabica var. Caturra.

Discusion

La embriogénesis somatica es una técnica importante para la propagacion masiva de plantas
como C. arabica var. Caturra. La posicion de la hoja puede contribuir significativamente a la
eficacia del proceso de embriogénesis somatica, con variaciones que pueden representar
hasta un 70% de diferencia en la formacion de embriones dependiendo del protocolo y la
posicion de la hoja [21].

La orientacion adaxial de las hojas hacia el medio de cultivo ha demostrado tener una respuesta
eficiente y significativa en la formacion de callos y embriones en esta especie [22]. Este aspecto
posiblemente se debe a la riqueza en células activas de los tejidos epidérmicos y mesofilos
presentes en el lado adaxial de la hoja, facilitando la absorcién de nutrientes y fitohormonas
esenciales para la embriogénesis somatica. Ademas, la caracteristica hipoestomatica (estomas
en el envés) de las hojas de C. arabica favorece el intercambio gaseoso cuando es cultivada
con la superficie adaxial en contacto con el medio de cultivo, lo que puede resultar en una
formacion de callos mas eficiente [7] .

La regeneracion de embriones en C. arabica también esta estrechamente relacionada con
la biosintesis local de auxinas y sus vias de transporte endégenas [23]. La acumulacion
de auxinas en los tejidos cercanos a las lesiones promueve la regeneracion tisular, siendo
fundamental para el proceso de embriogénesis [24]. Asimismo, el punto de origen de la hoja en
la planta donadora también desempefa un papel crucial en la inducciéon de la embriogénesis
somatica a partir de tejido foliar, ya que las hojas jévenes/adultas ubicadas en la parte media
o distal de la planta son ricas en citocininas y auxinas, estimulando el desarrollo embrionario
significativamente [21]. Adicionalmente, los explantes obtenidos de vitroplantas tienden a
exhibir la mejor respuesta a la induccion de la embriogénesis soméatica debido a su composicion
parenquimatosa, caracterizada por un bajo nivel de diferenciacion celular [25].

Se observd que las hojas tomadas de la parte medial de la planta mostraron una mayor
capacidad de regeneracion. La combinacion de hojas con posicion adaxial medial generd una
respuesta mas favorable, seguida de los tratamientos con hojas adaxiales tanto distales, basales
y proximales, destacando ademas una reducida oxidacion en el grupo 2, donde se observo un
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36% de formacion de embriones, mientras que en el grupo 1 fue del 12%. Estas observaciones
se basan en un total de 72 inducciones de embriogénesis, en las cuales, la mayoria de los
explantes del cluster 2 presentaron una capacidad superior para formar embriones somaticos.

Conclusiones

El cultivo de explantes de hoja de café (C. arabica var. Caturra) en posicion abaxial mostrd
regeneracion de plantas reducida, pues posiblemente se limita el intercambio gaseoso y
conduce a un mayor nivel de oxidacion. En consecuencia, se sugiere priorizar el uso de hojas
tomadas de la parte medial de la planta, las cuales deben ser colocadas en el medio de cultivo
en posicion adaxial para obtener mayor porcentaje esperado de éxito en la induccion de la
embriogénesis somatica con vitroplantas de C. arabica. La capacidad de esta especie para
originar embriones a partir de tejido somatico representa una ventaja en la regeneracion de
plantas por cultivo de tejidos, siendo de interés para procesos de propagacion a gran escala.
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