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RESUMEN

El café robusta (Coffea canephora) ha incrementado su demanda para elaboracion de café soluble por contener entre
2-3% mas de cafeina. Se han identificado genotipos con mayor rendimiento y se busca su reproduccion masiva por medio
de embriogénesis somatica e identificar su respuesta fisiologica a diferentes desinfectantes mediante la determinacion
de la capacidad de ajuste osmotico. Se desarrolld un estudio para determinar el grado de ajuste osmotico de explantes
foliares de café robusta en el establecimiento aséptico in vitro. Se utilizaron explantes foliares de los genotipos de C.
canephora: INIFAP 95-8, 95-9, 97-10, 97-15, 97-18 y 97-20, desinfectados con NaClO (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0y 4.0
%),y Ca(ClO), (3, 4,5, 6,7 8,9y 10 %), asi como, la combinacién de ambos. Se determino el potencial hidrico, osmotico,
turgencia, y concentracion de iones Cl™, Na* vy Ca**. Los resultados indicaron que los genotipos presentan diferente
capacidad de tolerancia a los desinfectantes solos 0 combinados y en su respuesta a la acumulacion de sustancias
osmoticamente activas, sobresaliendo INIFAP 95-9 y 97-20 con ajuste osmotico por acumulacion de Cl~7, Na* y Ca**,
mientras que al combinar NaClO y Ca(ClO),, el genotipo INIFAP 95-8, disminuyo el ajuste osmotico al incrementar la

concentracion de los desinfectantes.
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ABSTRACT

The demand for Robusta coffee (Coffea canephora) has increased, for the elaboration of soluble coffee, because it
contains 2-3 % more caffeine. Genotypes with higher yield have been identified and their massive reproduction is sought
through somatic embryogenesis and by identifying their physiological response to different disinfectants through the
determination of the capacity for osmotic adjustment. A study was developed to determine the degree of osmotic
adjustment of foliar explants of Robusta coffee in the aseptic in vitro establishment. Foliar explants were used of the
following genotypes of C. canephora: INIFAP 95-8, 95-9, 97-10, 97-15, 97-18 and 97-%9, disinfected with NaClO (0.1, 0.5,
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7 es un cultivo de importancia eco-
El Cafe nomica en mas de 50 paises en el
mundo y existen cerca de 100 especies, de las cuales
Coffea arabica L. y C. canephora (Pierre) ex Froehner
son las mas comerciales (Etienne, 2006). México es un
productor por excelencia de Coffea arabica L.y las areas
cafetaleras se ubican generalmente en las regiones tro-
picales y subtropicales con clima calido humedo. En la
actualidad existe una fuerte demanda por C. canephora
(Pierre) ex Froehner o café "Robusta’, que se ha estudia-
do en los ultimos afios debido a que contiene de 2% a
3% mas cafeina y lo demanda la industria nacional que
elabora café soluble. En México no se satisface la de-
manda de esta especie (CNOC, 2010). C. canephora
es aldbgama y esta condicion dificulta la reproduccion
a gran escala de los genotipos mejorados mediante los
metodos tradicionales. La embriogénesis somatica es
un procedimiento que admite la reproduccion masiva
de las especies y durante el mismo, es posible evaluar
los materiales de interés con el fin de identificar atribu-
tos morfologicos vy fisiologicos para mejorar su repro-
duccion. En este caso, es relevante evaluar la toleran-
Cia a sequia, mediante sus relaciones hidricas con base
en su capacidad de ajuste osmotico, que consiste en la
acumulacion activa de solutos en respuesta a un déefi-
Cit hidrico y la disminucion del potencial hidrico celular.
La osmoregulacion, favorece su crecimiento durante y
después del estres hidrico y es relevante en el éxito del
establecimiento aséptico y la induccion y multiplicacion
del callo embriogénico. Por lo anterior, se evaluo el gra-
do de ajuste osmotico de los explantes foliares durante
la fase de establecimiento aseptico.

Se emplearon explantes foliares provenientes de hojas
jovenes de cinco meses de edad de genotipos élite de
C. canephora (Pierre) ex Froehner, provenientes del pro-
grama de mejoramiento genético del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INI-
FAP) en Rosario Izapa, Chiapas, que fueron selecciona-
dos por expresar alto rendimiento durante varios afios de
produccion. Se recolectaron explantes de hojas jovenes
de los genotipos INIFAP 95-8, 95-9, 97-10, 97/-15, 97-18
y 97-20. Se desinfectaron en concentraciones de NaClO
al 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 2.0, 25, 3.0y 4.0 %, de Ca(ClO), al
3,4,5 6,789y 10 %y en lacombinacion de ambos
desinfectantes. Posteriormente se enjuagaron con agua
destilada y se secaron con papel absorbente. Se obtuvie-
ron discos de la l[amina foliar de un milimetro de espe-
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sor y cinco de diametro con la ayuda de un perforador
manual y se colocaron en camaras psicrométricas (Wes-
cor® modelo C-52, USA) conectadas a un microvolti-
metro (Wescor®, HT-33T, USA), de acuerdo a Chandler %
Thorpe (1987). Posteriormente el tejido se congeld por
24 horas para evaluar el potencial osmotico (W,,). En las
mismas camaras se registro el W, en bares con base a
la ecuacion de regresion, obtenida mediante la calibra-
cion de las camaras con diferentes soluciones de NaCl.
El potencial de turgencia (Wp) se calculé al despejar la
variable Wy de la formula W, =W;+W¥,. Cada tratamiento
conto con tres repeticiones. Se llevo a cabo el analisis
quimico de las hojas después de ser tratadas con cada
uno de los tratamientos de desinfeccion para determinar
los iones, como porcentaje de Cl~, de Ca*™* y concen-
tracion de Na™ expresada en mg kg'l. La determinacion
de Cl7, fue por el método colorimétrico del Tiocianato
de Mercurio (lwahashi et al,, 1982) y la determinacion del
Ca** y Na* por Absorcién Atdmica (Walinga et al., 1995)
(PerkinElmer® AS 3100 USA).

Relaciones hidricas y contenido de iones

Los potenciales, hidrico, osmotico y de turgencia de cada
uno de los genotipos al ser sometidos a las diferentes
concentraciones y tipos de desinfectantes se presentan
en el Cuadro 1y las concentracionesde Cl=, Naty Ca™™
en la Figura 1. En general, los genotipos presentaron la
capacidad de ajustarse osmaoticamente en al menos uno
de los tratamientos de desinfeccion con respecto a la
concentracion mas baja de desinfectante, aunque en al-
gunos, en mayor o menor grado de ajuste. Al aplicar las
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio, en
los genotipos INIFAP 95-9 y 97-20 se presentd el mayor
grado de ajuste osmotico con la concentracion mayor
del desinfectante. Los valores encontrados de potencial
osmotico fueron —29.7 y —69.6 bares, respectivamente
para ambos genotipos. Estos genotipos presentan una
dosis letal media relativamente alta, por lo cual se con-
sideran tolerantes a concentraciones altas de hipoclo-
rito de sodio (Lopez-Gdmez et al,, 2011). En relacion al
contenido de iones en estos genotipos se observo que
la de Cl” se mantuvo constante a medida que aumento
la concentracion del desinfectante NaClO. Para el ge-
notipo INIFAP 95-9 la acumulacion activa de solutos se
atribuy® al Ca*™, al observarse aumento en la concen-
tracion de este ion a medida que aumento la concentra-
cion de NaClO; esta relacion no fue observada para el
Na™ en el mismo genotipo. Al respecto, Aguirre-Medina
et al. (1999) mencionan que algunas especies presentan
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Genotipos

Desinfectante

97-10 97-15

" Error estandar promedio de tres repeticiones por tratamiento.

la capacidad de acumular sustancias durante un estado
de estrés hidrico, las cuales son constituyentes normales
de las células.

En el genotipo INIFAP 97-20, la acumulacion activa de
solutos se atribuy® al Na*. En este caso se presentd au-
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mento en la concentracion de dicho ion en proporcion
a la concentracion de NaClO. El comportamiento ante-
rior sugiere que la tolerancia de este genotipo al NaClO
puede relacionarse con la toma del ion presente en la
solucion desinfectante para crecer en esta condicion de
estrés. El genotipo INIFAP 97-10 no presento variaciones
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Figura 1.
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binados.
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ascendentes en relacion con el incre-
mento de la concentracion de NaClO
aplicado, en cambio con el genotipo
INIFAP 97-18, la acumulacion fue alta,
independientemente de la concentra-
cion aplicada. No se presento tendencia
clara en cuanto a la concentracion de
Cl7, Na* y Ca** que indique acumu-
lacion de estos iones en relacion al au-
mento de la concentracion de NaClO.
En el resto de los genotipos (INIFAP
95-8 y 97-15) la mayor turgencia y acu-
mulacion de solutos se presentd a con-
centraciones de 0.3% y 2.25 % de NaClO
respectivamente, si bien ambos genoti-
pos presentaron tendencia a aumentar
la concentracion de solutos (iones Cl™,
Na®y Ca*™) conforme se elevd la con-
centracion de desinfectantes, tales valo-
res no indicaron claridad en el ajuste os-
motico. Lo anterior coincide con lo re-
gistrado en estudios de dosis letal media
de desinfectantes (Lopez-Gomez et al.,
2011), ya que los genotipos, a excepcion
del INIFAP 97-10, se consideran como
sensibles a moderadamente sensibles al
hipoclorito de sodio. Al respecto, Parra
et al. (1999) mencionan que uno de los
procesos fisiologicos mas sensibles al
estrés hidrico es el crecimiento celular
gue induce a la senescencia (oxidacion)
prematura causado por la reduccion de
la turgencia celular, el cierre estomati-
coy elaumento de la concentracion de
acido abscisico. Al someter los genoti-
pos a las diferentes concentraciones de
hipoclorito de calcio Ca(ClO), se pudo
observar que la turgencia celular se
mantuvo con valores positivos en todos
los genotipos, e incluso en algunos de
ellos aumento. Tal comportamiento lo
presento el genotipo INIFAP 97-20, en
el cual, al aumentar la concentracion de
Cal(ClO), se incremento el potencial de
turgencia. Es probable que esta capaci-
dad no esté asociada a la acumulacion
de iones, talescomo el Cl™, Na*y Ca*™,
mas bien, a la sintesis de sustancias
COMO acidos organicos, aminoacidos y
azucares (Wang y Stutte, 1992; Wang et
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al., 1995), o bien, por modificaciones en la elasticidad de
la pared celular (Silva-Robledo et al., 2007). En los geno-
tipos INIFAP 95-8, 97-15 y 97-18 a medida que aumento
el potencial de turgencia, el potencial osmaotico disminu-
yo. Sin embargo, en el genotipo
INIFAP 97-15 el mantenimiento
del potencial de turgencia no
fue debido a la disminucion del
potencial osmotico al no expre-
sarse ajuste osmaotico definido.
En este mismo genotipo, se ob-
servo aumento en la concentra-
cion de Ca**, con relacion a la
concentracion de Ca(ClO),, sin
embargo, la falta de tolerancia
a este desinfectante no indujo
ajuste osmaotico por la acumula-
cion del mismo. A diferencia del
genotipo INIFAP 97-15, en las
variedades INIFAP 95-8 y 97-18,
la capacidad de ajuste osmotico
por acumulacion activa de solu-
tos se presentod con la aplicacion
de la concentracion promedio
de 7.5% de Ca(ClO), y cuando
se aplico 9.5% se observa un
ligero descenso del mismo. Lo
anterior sugiere que el ajuste o0s-
motico observado en estos ge-
notipos esta relacionado con la
absorcion y acumulacion activa
del Ca** (Figura 2).

En el caso del genotipo INIFAP
97-10 no se observaron diferen-
cias entre los valores de los po-
tenciales hidricos, osmaotico vy
de turgencia por efecto de las
diferentes concentraciones de
Ca(ClO)y, esto pudo atribuirse
a que es altamente tolerante al
desinfectante (Lopez-Gomez et
al., 2010). Esta misma tolerancia
fue observada al determinar la
concentracion de iones, al per-
mitir incluso, disminuir la con-
centracion del Ca*™ a medida
gue se aumenta la concentra-
cion de Ca(ClO),. Lo anterior implica que este uUltimo
genotipo presenta un mecanismo diferente de toleran-
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Figura 2. Explantes y plantulas de
Coffea canephora (Pierre) ex Froehner,

Cia a este desinfectante en comparacion al resto de los
genotipos. De acuerdo a Ludlow (1989), la capacidad
de modificar morfoldgica como fisiologicamente las
estructuras celulares para disminuir los efectos del es-
trés, dependeran de la toleran-
cia de los tejidos al déficit hidri-
co. La combinacion de NaClO
y Ca(ClO), no tuvo efecto dife-
rencial en cuanto a los valores
del potencial hidrico en la ma-
yoria de los genotipos, sin em-
bargo, el genotipo INIFAP 95-8,
registro tendencia a disminuir
el ajuste osmotico a medida
que se aumento la concentra-
cion de los desinfectantes. Asi
mismo, aumentd la acumula-
cionde Na*y Ca*™ proporcio-
nalmente a la concentracion
de NaClO y Ca(ClO)y. En el
caso de INIFAP 97-10 y 97-15,
no se presentd ajuste osmoti-
co. La acumulacion activa de
solutos se registro solo a ba-
jas concentraciones de ambos
desinfectantes [no mayores a
2.25 % NaClO+75 % Ca(ClO),
y 1.25 % NaClO+5.5 % Ca(ClO),
respectivamente]. En gene-
ral la concentracion de Na™
y Ca*™*, fluctud con respecto
a la concentracion de NaClO
y Ca(ClO)y, sin mostrar una
tendencia clara de aumento o
disminucion. En las variantes
INIFAP 97-18 y 97-20 esta ca-
pacidad de ajuste osmotico se
observd con altas concentra-
ciones de la combinacion de
hipoclorito de sodio y calcio
(mayores a 3.25 % NaClO+09.
5 % Cal(ClO)p), y sus relaciones
hidricas tuvieron cierta rela-
cion con la concentracion de
Na* y Ca**, es decir, la ma-
yor concentracion se registro
con las altas concentraciones
de ambos desinfectantes. En
cambio en INIFAP 95-9 no se expresd con claridad el
ajuste osmaotico por la acumulacion activa de solutos.



La tendencia de aumentar la concentracion de Na*, no
fue suficiente para el mantenimiento de la turgencia ce-
lular a altas concentraciones de ambos desinfectantes.
Entre los genotipos se presentd respuesta diferencial
a la capacidad de ajuste osmaotico al ser sometidos a
determinados tipos de desinfectantes. A la vez, la desin-
feccion de los explantes es un proceso que puede da-
Aar a los tejidos (oxidacion), mediante la induccion de
estrés hidrico como resultado de la solucion desinfec-
tante. La respuesta diferente entre algunos genotipos
a los desinfectantes puede estar asociada a cambios
en la elasticidad de la pared celular (Silva-Robledo et
al, 2007) y no necesariamente a una acumulacion de
solutos osmoticamente activos.

: diferente capacidad de tolerancia de
EX'Ste los genotipos de café robusta a los
desinfectantes solos o0 combinados y en su respuesta a
la acumulacion de sustancias osmoticamente activas.
Los genotipos INIFAP 95-9 y 97-20 presentaron ajus-
te osmotico, por acumulacion de Cl7, Na* y Ca*™, al
desinfectarlos tanto por hipoclorito de sodio (NaClO),
como por hipoclorito de calcio [Ca(ClO),]. El genotipo
INIFAP 95-8, lo presentd con la combinacion de ambos
desinfectantes [NaClO y Ca(ClO),] y disminuyo el ajuste
osmotico al aumentar la concentracion de los desinfec-
tantes.
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