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Agua residual y complementada como sustituto del
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Resumen

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de la
Empresa Provincial de Recursos Hidraulicos (Hidroeco-
nomja) de Santiago de Cuba y en el Laboratorio de
Genética de la Estacién Central de Investigaciones de
Café y Cacao Tercer Frente, Santiago de Cuba en el
periodo comprendido entre febrero y junio de 1998. EJ
cultivo “in vitro” de embriones de Coffea arabica L. var.
‘Catuai Rojo’ se realizé con el objetivo de sustituir el
medio de cultivo empleado tradicionalmente por el agua
residual del Combinado Carnico de Santiago de Cuba,
sola y complementada con leche de coco y nitrato de
amonio. Se determinaron los componentes quimicos,
principales, presentes en los sustratos utilizados. Se
evaluaron dos indices morfolégicos de las plantas (lon-
gitud del vastago y de la raiz) a los 19; 27; 36 y 44 dias
despugs de la siembra. Se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos mediante un andlisis
de varianza, mostrando mejor comportamiento los
medios con agua residual complementada con 500 y
1000 mg.}" de nitrato de amonio.
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Summary

Alone and Complemented Wastewater as a Substi-
tute in an “in vitro” Culture Media of Coffee
Embryos

This work was carried out in Provincial Enterprise from
Hydraulical Resources of Santiago de Cuba and a
Genetic Laboratory from Central Research Station of
Coffee and Cacao, Tercer Frente, Santiago de Cuba
province, from February to June of 1996 period. The “in
vitro” cufture of Coffea arabica L. ‘Catuai Rojo’ var.
embryos was made as substitute the traditionally culture
media using wastewater of Neat Enterprise of Santiago
de Cuba as alone and mixed form with coconut milk and
ammonium nitrate. Main chemical components were
analysed at 19, 27, 36 and 44 days after culturing,
the stem and root length were evaluated. The
statistical analysis showed a significative difference
between treatments. The best behaviour culture media
were wastewater complemented with 500 mg.l' or
1000 mg.F' of ammonium nitrate.

Introduccion

La demanda de productos agricolas y forestales se
incrementa dramaticamente. Entre las alternativas de
solucién a este importante problema se incluyen la
obtencién de variedades mas productivas, precoces
con resistencia a enfermedades y la ampliacion de la
frontera agricola, entre otras. Estas dos alternativas, sin
embargo presentan limitaciones, aln cuando se reco-
noce la gran contribucion dei mejoramiento genético en
los dltimos 50 ahos, las posibilidades de ganancias
netas son cada vez menores y por otro lado, existen
limitaciones debido a la competencia entre las areas
destinadas a la agricultura y la urbanizacién con la des-
tinada a la conservacion de la diversidad biolégica (10).
Otra alternativa viable es la técnica de cultivo “in vitro”,
la cual es una de las vias para obtener plantas resis-

tentes a enfermedades ecolégicas, salinidad, sequedad
y de altos rendimientos agricolas (8). El café es el culti-
vo perenne de mayor superficie cultivada en las regio-
nes tropicales (2) y donde las técnicas de cultivo “in
vitro” han tenido resultados favorables. En el cultivo del
cafeto se han realizado numerosos trabajos y en la
actualidad se cuenta con varias metodologias para ef
establecimiento y micropropagaciéon de materiales
deseados (12). Para el desarrollo de los explantes se
utilizan medios de cultivos basicos, como el de Dutcher
y Powell (4); Murashige y Skoog (9) y Schenk and Hil-
debrant (15); suplementados con quelato de hierro, cis-
teina, sacarosa y agar, generalmente estos medios de
cultivo se suplementan con sustancias reguladoras de
crecimiento y otras sustancias (7, 14). Por la importan-
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cia que tiene la aplicacién del cultivo “in vitro” de
embriones de café en el mejoramiento genético y cono-
ciendo que las sales que se utilizan en la preparacion
de los medios de cultivo son de alto costo, se realizo el
trabajo con el objetivo de sustituir el medio empleado
segun la metodologia tradicional por el agua residual
del Combinado Carnico sola y suplementada con leche
de coco y nitrato de amonio.

Materiales y métodos

En el Laboratorio de la Empresa Provincial de Recursos
Hidraulicos {Hidroeconomia) de Santiago de Cuba se
analizaron los elementos principales presentes en el
agua residual procedente de la laguna de oxidacion del
Combinado Carnico asi como también en la leche de
coco; sustratos que se utilizaron para la preparacion de
los distintos medios de cultivo. En el Laboratorio de
Genética de la Estacidén Central de Investigaciones de
Cafée y Cacao, Tercer Frente, provincia de Santiago de
Cuba se desarroll6 fa parte experimental del trabajo en
el periodo comprendido entre febrero y junio de 1998.
Los medios de cultivo basados en el agua residual se
prepararon adicionando las cantidades indicadas en la
Tabla 1. Se utilizé como testigo el tratamiento 1, que
contiene por cada litro, 100 mi de la solucidén de macro-
nutrientes Schenk y Hildebrant, 50 mi de la solucion de
micronutrientes de Dutcher y Powell, complementada
con 5 ml de quelato de hierro, 10 ml de solucion inter-
media, 5 ml de vitamina Morrell y Wetmore y 50 ml de
agua de coco.

Tabla 1
Composicion de los medios de cultivo preparados
con ef residual

Tratamiento Leche de Coco NH4NO, HO residual
(mi) (mg) (mi)

1 (testigo) - - -

2 - - Csp 1 litro
3 - 100 Csp 1 litro
4 10 - Csp 1 litro
5 - 50 Csp 1 litro
6 10 110 Csp 1 litro
7 - 110 Csp 1 litro
8 - 55 Csp 1 litro
9 - 165 Csp 1 litro
10 - 500 Csp 1 litro
11 - 1000 Csp 1 litro
12 - 2000 Csp 1 litro
13 10 100 Csp 1 litro

Antes de ahadir el agente solidificante (agar) se adicio-
naron 30 g.I'" de sacarosa, se filtrd y se ajustd el pH a
5,6 con hidroxido de sodio o acido clorhidrico. Los
medios distribuidos a razén de 15 ml por tubo, se sella-
ron con tapones de algodon y pape! de aluminio y se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Se sembraron embriones procedentes de semillas nor-
males de Coffea arabica L. variedad ‘Catuai Rojo’ con
buen estado fitosanitario y adecuada viabilidad, desin-
fectadas con formol (3 ml en 200 ml de agua destilada).
Para facilitar la extraccion del embridon se sumergieron
las semillas durante 72 horas en solucidn de acido bori-
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co al 5%. Posteriormente se sumergieron las semillas
durante 30 minutos en perdxido de hidrogeno al 3%. Se
realizaron tres enjuagues con agua destilada y estéril.
Se sumergieron las semillas en agua hasta la extrac-
cion del embrién. Se evalud la longitud del vastago y de
la raiz a los 19; 27; 36 y 44 dias posteriores a las siem-
bras. Se evaluaron 10 plantas por tratamiento en un
disefio completamente al azar. Se aplicd un analisis de
varianza clasificacién simple y un Test de Duncan para
determinar el orden de merito.

Resultados y discusion

En el agua residual las concentraciones de los elemen-
tos esenciales (nitrégeno, fésforo y potasio) se encuen-
tran por debajo de las de los medios basales (Tabla 2)
lo que hace necesaria a adicion de sustratos que con-
tengan estos elementos para el correcto desarrollo de
los embriones. Al evaluar esta agua residual (1, 7),
durante los afios 1996 y 1997 también se encontraron
concentraciones de N, P, K y Ca inferiores a las pre-
sentes en los medios basales Murashige y Skoog (9),
Schenk y Hildebrant (15) y White (17). Con estos resul-
tados se confirma la estabilidad de estos elementos
durante tres afos en el agua residual.

Tabla 2
Composicion de tres medios basales, laleche de cocoy el
agua residual (mg.l")

Elementos  MS SH White Agua Leche
residual  de coco
Na 5 0,13 65 253 4,14
K 790 946,75 65 23,74 42,9
P 39 88,67 2,8 0,44 1,238
S 55 60,21 142 3,44 25,41
Ca 160 54,52 48 24 12,0
Mg 36 37,44 70 552 2.4
+Ci 284 48,32 31 385,4 39,05
Fe 5.61 - 0,35 0,17 0,275
N 825 182,54 45 0,02 0,884
Mn 55 10,93 1,6 0,01 0,005
B 1,0 1,04 0,26 0,13 0,05

MS - Murashige y Skoog
SH - Shenk y Hildebrant

Los embriones crecieron en los medios preparados con
agua residual, agar y sacarosa (Tratamiento 2), sin
embargo desarrollaron hojas de color verde menos
intenso comparado al testigo. La disminucion de la
intensidad del color verde de las hojas, probablemente
es consecuencia de la baja concentracion de nitrégeno.
El cultivo “in vitro” de segmentos nodales de yerba mate
{{lex paraguariensis) en medio Murashige y Skoog dilui-
do a un octavo (1/8 MS) mostrd brotes con signos de
clorosis (9).

El nitrégeno se adiciona en grandes cantidades en los
medios de cultivo por su importancia en el metabolismo
celular, fotosintesis y respiracion (6). El déficit de este
elemento en el vegetal se reconoce por la pérdida del
color verde tipico de las hojas (5, 16). Se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos para fa
longitud del vastago (P< 0,05). Muestran una tendencia
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general a tener mayor longitud del vastago los trata-
mientos 9; 10 y 11 que se mantuvieron entre los mejo-
res durante todo el periodo de evaluacién. Los trata-
mientos 1 y 2 se encontraron entre los de menor longi-
tud del vastago (Figura 1).

A los 44 dias la longitud del vastago oscild entre valo-
res de 0,25 y 0,95 cm (Figura 2). Se demuestra que el
uso de hormonas naturales es innecesario para lograr
un aumento de la longitud del embrion, resultado simi-
lar obtuvieron otros autores quienes sefialan que el
embridn presenta una estructura bipolar, gue potencial-
mente esta preparado para efectuar la division, el
alargamiento y la diferenciacién, permitiendo el de-
sarrollo progresivo de la raiz y brotes axilares de las
plantas (13).

Figura 1: Expiantes cultivados a partir de embriones de café en
medio tradicional
A - planta con tres meses de edad.
B- embridn con 19 dias de cultivo.

o Tratamiento 1m Tratamiento 20 Tratamiento 3@ Tratamiento 4@ Tratamiento
@ Tratamiento 6@ Tratamiento 7o Tratamiento 8@ Tratamiento 9@ Tratamiento 1
O Tratamiento 11 Tratamiento 1&@ Tratamiento 13
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_

Figura 2: Comportamiento de la longitud del vastago (cm)
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La longitud de la raiz a los 19 dias de la siembra mos-
tré diferencias significativas entre los tratamientos. El
tratamiento 11 fue el de mayor respuesta a los 19 y 27
dias. A los 44 dias de la siembra presentaron mayor
longitud de la raiz los tratamientos 10 y 11, que no difi-
rieron entre si, el tratamiento 10 se diferencio de los
demas. Seis tratamientos que no difirieron del testigo
presentaron los menores valores de longitud de raiz,
entre ellos el tratamiento 2 (Tabla 3). Los resultados de
los tratamientos 10 y 11 superan los obtenidos por otros
autores (Cruz de la y col, (3) y Martinez y col, (8)) para
este cultivo cuando utilizaron otros medios como el
Murashige y Skoog modificado (4, 8).

Tabla 3
Longitud de la raiz (cm)

Tratamiento 19 dias 27 dias 36 dias 44 dias
1 0.04 d 0,05d 0,05e 0,05d
2 0,35 cd 0,45 cd 0.60 de 0,68 d
3 0.55 cd 0,65 cd 0.65 de 0,65 d
4 0,20d 0,30 cd 030e 0,30 d
5 1,67 bc 237b 3.10 be 3,40 bc
6 0,33d 0,40 cd 050e 0,50d
7 0,55 cd 0.60 cd 0.60 de 0,65d
8 1,63 be 210b 253 cd 280¢c
9 1,80 b 220b 2.65 bcd 2.85¢
10 1,60 be 1,60 bec 4,70 a 550 a
11 280 a 3.85a 4,25 ab 4,55 ab
12 1,73b 2,50b 2,47 cd 257¢
13 0,35 cd 0,75 cd 0.75 de 0,80d
ES 0.,1246 0,1592 0.2134 0.2009
CV (%) 37.68 36,73 37,90 32,65

Letras iguales en una misma columna no difieren segun Duncan
para P < 0,05

Conclusiones

Se obtuvo una mayor longitud de vastago y raices en
los medios de cultivo preparados con agua residual
complementada con 500 y 1000 mg.l" de nitrato de
amonio.

Es posible sustituir el medio de cuitivo “in vitro” tradicio-
nal de embriones de café.
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