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RESUMEN 

     En la última década el consumo mundial de café y sus derivados registró un aumento 

aproximado del 21%, demanda que es cubierta por dos especies, Coffea robusta y Coffea 

arabica, esta última preferida por su calidad. No obstante, la situación ambiental actual, 

uso de cultivares mejorados y otros factores están provocando el desplazamiento de 

variedades tradicionales de importancia cultural, ambiental y científica. La pérdida de 

este material fitogenético amenaza la diversidad de especies en ecosistemas naturales y 

agrícolas, limitando el desarrollo del café de subsistencia futuro. La conservación in vitro 

de germoplasma permite el resguardo y accesibilidad de recursos genéticos en distintas 

etapas de desarrollo y en este estudio, esta técnica se empleó para conservar ejemplares 

de café cultivados por los productores de la Asociación Agro artesanal de Caficultores 

Río Intag (AACRI), en Apuela, valle de Intag, cantón Cotacachi. Para ello, mediante una 

encuesta en campo se identificaron las variedades: Caturra roja, Caturra amarilla, 

Colombia, Típica mejorada y Típica nacional, de las cuales solo dos (Colombia y Caturra 

roja) se conservaron con éxito. Durante la fase experimental, el tratamiento de 

desinfección (P8) fue el mejor para ambas variedades (p<0,006 y p<0,003), logrando un 58% 

y 65% de efectividad respetivamente. Por otro lado, en la etapa de generación de callos 

embriogénicos, F4 logró el 75% de formación en Colombia y el peso seco promedio fue 

de 35,2 mg (p<0,02), mientras que F6 logró un 73,3% en Caturra roja con 4,6 mg (p>0,17). 

En los cultivos en suspensión, M1 fue el más adecuado con ambas variedades, generando 

células disgregadas que se mantuvieron viables durante todo el periodo establecido. Por 

último, el trabajo conjunto con los caficultores de la localidad y tomando en cuenta las 

condiciones ambientales y ecológicas de la zona y su influencia en la productividad, así 

como el estado de las plantaciones, se pudo elaborar un manual de manejo agronómico 

del café, que contribuirá al desarrollo local y conservación del germoplasma de la región.  

Palabras clave: Coffea sp., variedades, Apuela, cambio climático, conservación, in vitro. 
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ABSTRACT 

     In the last decade the world consumption of coffee and its derivatives registered an 

approximate increase of 21%, demand that is covered by two species: Coffea robusta and 

Coffea arabica, the latter preferred for its quality. However, the current environmental 

situation, the use of improved cultivars and other factors are causing the displacement of 

traditional varieties of cultural, environmental and scientific importance. The loss of this 

phytogenetic material threatens the diversity of species in natural and agricultural 

ecosystems, limiting the development of future subsistence coffee. The in vitro 

conservation of germplasm allows the safeguarding and accessibility of genetic resources 

at different stages of development and in this study, this technique was used to conserve 

the coffee specimens cultivated by the producers of the Asociación Agro artesanal de 

Caficultores Río Intag (AACRI), in Apuela, Intag Valley, Cotacachi canton. For this 

purpose, a field survey was conducted to identify the varieties: Caturra roja, Caturra 

amarilla, Colombia, Típica mejorada and Típica nacional, of which only two (Colombia 

and Caturra roja) were successfully conserved. During the experimental phase, the 

disinfection treatment (P8) was the best for both varieties (p<0.006 and p<0.003), 

achieving 58% and 65% effectiveness respectively. On the other hand, in the embryogenic 

callus generation stage, F4 achieved 75% formation in Colombia and the average dry 

weight was 35.2 mg (p<0.02), while F6 achieved 73.3% in red Caturra with 4.6 mg 

(p>0.17). In suspension culture, M1 was the most suitable with both varieties, generating 

disaggregated cells that remained viable throughout the established period. Finally, 

working together with local coffee growers and considering the environmental and 

ecological conditions of the area and their influence on productivity, as well as the state 

of the plantations, it was possible to prepare a manual for agronomic management of 

coffee, which will contribute to local development and conservation of the region's 

germplasm. 

Key words: Coffea sp., varieties, Apuela, climate change, preservation, in vitro. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

1.1. Problema de Investigación. 

     La pérdida de riqueza genética pone en riesgo la permanencia y evolución de las 

especies vegetales, sean estas silvestres o de la agrobiodiversidad. El aumento de 

perturbaciones ambientales y antropogénicas, así como el uso no sostenible de los 

recursos genéticos son las principales causas de degradación de los ecosistemas naturales. 

En el caso del café, las variedades tradicionales de interés socioeconómico son a menudo 

difíciles de mantener en cultivo, por lo que se estima que alrededor del 60% de las mismas 

están en peligro de desaparecer dentro de sus propios hábitats, lo que amenaza la 

preservación de los recursos genéticos  (Gurr et al., 2004; Koutouleas et al., 2023; 

Krishnan, 2022; Salojärvi et al., 2024; Van der Vossen et al., 2015). 

     A pesar de los esfuerzos de conservación de recursos como medida preventiva frente 

a los efectos del cambio climático, la erosión genética sigue siendo un desafío para el café 

de subsistencia. En los últimos años, la ruptura de las capacidades de resistencia de las 

plantas aumentó la vulnerabilidad al ataque de enfermedades y plagas comunes, poniendo 

en riesgo a cultivares con escasa variabilidad entre poblaciones, como el café arábigo. 

Además, se han observado efectos adversos en la productividad de variedades más 

resistentes, como robusta. Este escenario extiende el uso de híbridos mejorados por parte 

de los caficultores, desplazando linajes clásicos como Típica y Bourbon, que ahora solo 

se encuentran en pocas regiones de américa latina  (de Almeida et al., 2021; Jibat, 2020; 

Lin et al., 2008). 

     Ante esta situación, varios centros de investigación a escala global tratan de conservar 

germoplasma de variedades de café de regiones de interés, incluyendo bosques nativos. 

Sin embargo, las características recalcitrantes de las semillas hacen que métodos 

convencionales y prácticos como la crio preservación no sean adecuados en condiciones 

ex situ, mientras que in situ requiere muchos recursos para su mantenimiento. Esto 

dificulta la adición de accesiones de café en unidades que no cuentan con estrategias 

auxiliares eficaces, recursos o infraestructura. Para solventar esto, en Ecuador, las 

estaciones experimentales del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias 

(INIAP), junto con instituciones públicas y privadas, han desarrollado medidas para 

conservar recursos de interés agrícola y silvestre de las localidades más representativas 
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de las cuatro regiones del país, incluyendo café arábigo y robusta. No obstante, aún 

existen muchos sitios donde se practica la caficultura que aún no han sido estudiados para 

estos fines y que cuentan con recursos nativos importantes en peligro de desaparecer 

(Engelmann et al., 2007; Imarhiagbe et al., 2016;Alvear, 2021; Engelmann, 2012; INIAP, 

2004). 

    Un ejemplo de lo descrito es la asociación AACRI, que es uno de los principales centros 

donde se cultiva café orgánico de altura en Imbabura, cuyo producto es reconocido en 

muchos mercados internacionales. No obstante, los problemas recurrentes en el mercado 

cafetero, así como aquellos vinculados a la agricultura, dificultan su mantenimiento y 

ocasionan el abandono de cultivos como ocurre en muchas otras regiones del país. Esta 

situación, junto a la introducción de cultivares mejorados en sistemas inestables a largo 

plazo y la falta de respaldos nativos, promueven la pérdida de los recursos fitogenéticos 

locales (AACRI, 2020; Bramel Paula et al., 2017; Navarrete Karla, 2014; Nigam & Singh, 

2014).  

1.2. Justificación. 

     Promover la protección y conservación de la agrobiodiversidad como patrimonio del 

pueblo ecuatoriano es clave para asegurar la disponibilidad de material genético 

competitivo, en conformidad con la Ley Orgánica del Régimen de Soberanía Alimentaria 

de la Constitución del Ecuador. Del mismo modo, proteger la integridad de la 

biodiversidad y el patrimonio genético del país es una responsabilidad de interés pública 

descrita en el Código Orgánico Ambiental del Ecuador (COA), sea de manera in situ o ex 

situ conforme a las características ecológicas y condición de las especies (Asamblea 

Nacional del Ecuador, 2008, 2017; Naciones Unidas, 2015; Secretaría del Convenio sobre 

la Diversidad Biológica, 1992). 

     El mantenimiento de especies vegetales permite controlar la erosión de recursos 

fitogenéticos. El cultivo de tejidos in vitro es una técnica prometedora para mantener 

germoplasma de especies vegetales, resolviendo problemas de los métodos in situ sobre 

el uso de espacio y elevados costos. Además, este método proporciona acceso inmediato 

al material en estudio para su caracterización, evaluación y utilización, lo que permite 

conservar estructuras con un alto porcentaje de viabilidad y supervivencia en distintas 

etapas de desarrollo (Dulloo et al., 1998; Haque & Ghosh, 2014; Negash et al., 2001; 

Rojas-Vásquez et al., 2022). 
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     El café en Ecuador ocupa gran porcentaje de áreas agro-productivas, con cultivos de 

pequeña y mediana escala que ocupan variedades de distintas características. Entre estas 

localidades se encuentra la parroquia de Apuela, ubicada en el valle de Intag, provincia 

de Imbabura, donde la riqueza genotípica local se encuentra protegida por familias 

caficultoras desde hace aproximadamente 25 años. En esta zona es posible encontrar 

ejemplares longevos en perfectas condiciones que son de importancia científica, 

económica y ambiental. Este proyecto identificará y describirá aquellas variedades 

encontradas en la parroquia, para establecer un banco de germoplasma in vitro como una 

forma de salvaguardar el patrimonio genético de la región y el país. Los resultados 

obtenidos servirán para garantizar la disponibilidad de recursos fitogenéticos de las 

especies, en futuros proyectos de investigación, fitomejoramiento y conservación 

(AACRI, 2020; Ministerio de Agricultura y Ganadería, 2020; Tesfaye et al., 2014). 

1.3. Objetivos. 

1.3.1. Objetivo General. 

     Generar un banco de germoplasma con variedades de Coffea spp. cultivadas por 

caficultores pertenecientes a la Asociación Agro-artesanal de Caficultores Río Intag de la 

parroquia de Apuela. 

1.3.2. Objetivos específicos. 

• Obtener células indiferenciadas de las variedades de Coffea spp. en estudio. 

• Establecer suspensiones celulares de las especies de café. 

• Redactar un manual para el manejo de las variedades recolectadas. 

1.4. Pregunta de Investigación. 

     ¿Es posible mantener viable el germoplasma de diferentes variedades de café obtenido 

mediante organogénesis indirecta? 

1.5. Marco legal. 

     Los enfoques de conservación integran sistemas sostenibles, resilientes e inclusivos, 

para promover el uso sustentable y eficiente de los recursos genéticos, así como generar 

información relevante para investigar, validar y promover selecciones genéticas con 

adaptaciones mejoradas a las condiciones agroclimáticas (Centro Agronómico Tropical 

de Investigación y Enseñanza, n.d.) 
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     En cuanto a la conservación de especies vegetales de interés comercial, la Constitución 

de la República del Ecuador señala, en su Art. 281, numerales: 6, 8 y 10, que se debe 

promover la preservación y recuperación de la agrobiodiversidad, así como la 

investigación científica y tecnológica enfocadas en garantizar la soberanía alimentaria, 

para fortalecer el desarrollo de organizaciones y redes de productores. Así mismo, el Art. 

54 establece como un derecho común el mantener, proteger y generar conocimiento a 

partir de los recursos genéticos de la agrobiodiversidad (Legislativo, 2008). 

     La adquisición de recursos fitogenéticos para investigación debe regirse a lo estipulado 

en las normativas nacionales y locales, de conformidad con lo establecido en el Art. 6, 

párrafo 1 del Protocolo de Nagoya, referente a la emisión de un consentimiento 

fundamentado previo o acuerdo entre las Partes involucradas en el proceso, con miras en 

el cumplimiento de lo dispuesto en el Art. 5, que declara que los beneficios resultantes 

del uso de esos recursos deben ser compartidos justa y equitativamente entre las Partes 

(Naciones Unidas-PNUMA, 2011).  

     Esto se encuentra respaldado por lo dispuesto en el Art. 10, sección 10.2 del Tratado 

sobre los Recursos Fitogenéticos, referente al uso de recursos concedido bajo condiciones 

de conservación, mejoramiento y capacitación investigativa y agro productiva. Del 

mismo modo, sobre el manejo de las colecciones ex situ, el Art. 15, apartado d) establece 

que debe administrarse en cumplimiento de las Normas para Bancos de Germoplasma 

ratificadas por la Comisión de Recursos Genéticos para la Alimentación y Agricultura, y 

que la recolección de muestras debe realizarse previa solicitud, de conformidad con la 

legislación de manera gratuita, y en su defecto, sin superar costos mínimos 

correspondientes (Organización de las Naciones Unidas-FAO, 2004). 

     Por último, se declara que la realización de este trabajo, en concordancia con lo 

descrito anteriormente y con especial atención a los objetivos del Convenio Sobre la 

Diversidad Biológica enmarcados en su Art. 10 referentes a la conservación ex situ. 

Además, de las políticas del objetivo 3 del eje económico del plan nacional de desarrollo 

vigente, se encuentra lo suficientemente fundamentado y validado para llevarse a cabo 

dentro del marco legal establecido nacional e internacionalmente. Primando la atención a 

las necesidades actuales y en función de la problemática creciente sobre la diminución de 

la producción cafetalera de los últimos años por factores ambientales y biológicos 

(Gobierno del Ecuador, 2024; Secretaría del Convenio sobre la Diversidad Biológica, 

1992). 
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

2.1. Características generales del género Coffea. 

     El género Coffea forma parte de la familia Rubiaceae y tiene cientos de ejemplares 

identificados, destacando C. arabica y C. robusta por su importancia socioeconómica a 

nivel mundial. Dependiendo de la especie, estas pueden desarrollarse en entornos con 

climas tropicales y subtropicales, que van desde los 400 hasta más de 1800 m.s.n.m. La 

temperatura puede variar entre los 18-25°C, con humedad relativa del 60-80%. En cuanto 

a sus características fenotípicas, estas son plantas perennes y leñosas que van desde 1 m 

hasta más de 2 m de altura. Sus inflorescencias son axilares y pareadas, de corolas 

ligeramente rosadas o blancas. Sus frutos son rojos brillantes cuando maduran, pero 

pueden variar entre cultivares y consta de dos semillas internas, que son procesadas para 

originar productos derivados del café (Herrera & Cortina, 2013; Patay et al., 2016). 

     De todas las especies registradas C. arabica es la única alotetraploide auto fértil (2n = 

4x = 44) y se auto poliniza en casi un 80%, provocando que su acervo genético sea 

estrecho a diferencia de especies auto incompatibles. Por su parte, C. canephora, también 

conocida como C. robusta, tiene mucha variabilidad genética y está mejor adaptada en 

zonas tropicales bajas y medias, bordeando los 800-1000 m.s.n.m. En Ecuador, C. robusta 

representó cerca del 70% de la producción en las regiones Litoral y Amazonía en el año 

2023 (De Castro & Marraccini, 2006; Fernández, 2017; Klein et al., 2003; Martins et al., 

2019; Prakash et al., 2015). 

2.1.1. El café arábigo (C. arabica) 

     Esta especie crece en regiones altas sobre los 1200 m.s.n.m. hasta más de 2000 

m.s.n.m. Tiene amplios rangos de tolerancia térmica, que van desde los 10-32 °C. Su 

origen se atribuye a una hibridación natural ocurrida entre C. canephora y C. eugenioides, 

o ecotipos encontrados en África central, desde donde se presume se distribuyó por el 

mundo. Cubre alrededor del 60-70% de la demanda mundial de subproductos de café y 

los principales productores en la actualidad son América Latina y el este de África. Esta 

variedad es reconocida por la calidad superior de sus frutos, pero es extremadamente 

susceptible a los cambios de temperatura, sequías, plagas y enfermedades. Carece de 

variabilidad genética entre generaciones, lo cual limita su adaptación a condiciones 

adversas. Esta desventaja supone un riesgo potencial para los recursos fitogenéticos de 
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esta especie, por lo que constantemente se evalúan estrategias para su conservación y 

fitomejoramiento (Craparo et al., 2015; Krishnan, 2011; Velásquez, 2021). 

     En cuanto a producción, la industria latinoamericana sobresale a nivel mundial, siendo 

Brasil, Colombia, Honduras, México, Perú, Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, El 

Salvador, Venezuela y Ecuador, los principales productores registrados en el año 2023. 

Los países con mayor producción como Brasil, Colombia y Honduras ocupan métodos 

completamente industrializados, que les permite obtener grandes rendimientos con 

variedades seleccionadas localmente, como C. arabica var. Colombia, Castillo, Cenicafé 

1 y Tabi, desarrolladas por Cenicafé en Colombia. No obstante, estas regiones no son 

reconocidas por originar café de excelencia. Esto debido a que los linajes clásicos que 

destacan por sus buenas cualidades organolépticas, como Típica y Bourbon, no pueden 

cultivarse con facilidad por su bajo rendimiento y alta vulnerabilidad, provocando que 

ahora solo se encuentren en pocas regiones del mundo (Asegid, 2020; Statista, 2024). 

     Sin embargo, el interés por obtener cultivares con mejores características llevó al 

desarrollo de nuevas variedades, por medio de cruces naturales o hibridaciones, capaces 

de soportar la infección de patógenos y plagas, a la vez que conservan la calidad de granos 

de sus parientes arábigos.  La tabla 1 muestra las variedades de café arábigo producidas 

en América Latina como resultado de la selección durante varias generaciones, así como 

sus características productivas y de resistencia (Shigueoka et al., 2014; World Coffee 

Research, 2024). 

Tabla 1  

Características de las variedades de café arábigo. 

Variedad Roya Nemátodos 
Antracnosis del 

cerezo 
Rend. Calidad 

Anacafé 14 r s s a b 

Batian t s r a m.b 

Bourbon s s s m m.b 

Bourbon Mayaguez 139 s d s a m.b 

Bourbon Mayaguez 71  s d s m b 

Caripe (Criollo Cogollo 

Verde) 
s s s 

m m.b 

Casiopea s s s a e 

Catimor 129 (Cat129, 

Nyika) 
r s r 

m.a b 

Catisic (Catimor) r s s a bajo 

Catuaí s s s b b 

Caturra s s s b b 

Centroamericano (H1) r s t m.a m.b 

Costa rica 95 (Catimor) s s s a bajo 

Cuscatleco (Sarchimor) r r d b b 
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Nota: Esta tabla muestra los perfiles de resistencia de las variedades de café arábigo más ocurrentes en 

cultivos a nivel de Latinoamérica, ante las principales plagas y enfermedades, así como su rendimiento y 

calidad de grano.  (r): resistente, (s): susceptible, (t): tolerante, (d): desconocido, (m.a.): muy alto, (a): alto; 

(m): medio, (b): bueno, (m.b.): muy bueno, (e): excepcional, (bajo). 

2.2. Importancia del café. 

     A nivel económico, el café constituye la principal fuente de desarrollo para cerca de 

20 millones de familias en más de 50 países que lo cultivan, procesan, distribuyen y 

comercializan, ya que diariamente se consumen alrededor de 2200 millones de tasas y se 

debe cubrir una demanda creciente cada año. Se conoce su influencia por ser uno de los 

Esperanza (L4 A5) t t t m.a m.b 

Evaluna (EC18) s s t a m.b 

Frontón (Catimor) r d d b b 

Geisha (Panama) t s s m e 

H3 s s s a m.b 

Harar Rwanda  s d s a m.b 

IAPAR 59 (Sarchimor) r r s b bajo 

IHCAFE 90 (Catimor) s s s a bajo 

Jackson 2/1257 s d s a b 

Java t s t m m.b 

K7 t s t a b 

KP423 t s s a bajo 

Típica s s s b m.b 

Venecia s s s b b 

Colombia r r t b b 

Villa Sarchí s s s b b 

Lempira (Catimor) s s s a b 

Limaní (Sarchimor) r d d b b 

Maragogipe s s s b m.b 

Marsellesa (Sarchimor) r s t a b 

Mibiriszi s d s b e 

Milenio (H10) r s t m.a m.b 

Mundo Maya (EC16) r r t a m.b 

Mundo Novo s s s a b 

Mayarita (EC19) s s t a m.b 

Nemaya (Portainjerto) - r - - - 

Nyasaland (Bugiso local) s d s b b 

Obatá rojo (Sarchimor) r d d a b 

Oro Azteca (Catimor) r s s a b 

Pacamara s s s b e 

Pacas s s s b b 

Pache s s s m b 

Parainema (Sarchimor) r r t b b 

Pop3303/21 r d t a b 

RAB C15 r d r m.a m.b 

Ruiru 11 t s r m.a b 

SL14 s s s a b 

SL28 s s s m.a e 

SL34 s s s a e 

Starmaya r d d a m.b 

T5175 (Catimor) r s s a m.b 

T5296 (Sarchimor) r d t m.b b 

T8667 (Catimor) r s s a b 

Tekisic s s s m m.b 
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productos más comercializados en el mundo, pero su permanencia está amenazada por la 

inestabilidad de su mercado, con precios de exportación-importación muy volátiles. A 

pesar de ello, la investigación para la creación de productos derivados aún es importante 

en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica. Por su parte, el estudio de su 

germoplasma sigue siendo poco explorado en muchas regiones, pese a la necesidad de 

crear estrategias que mejoren la producción y den solución a los problemas actuales 

(Davis et al., 2007; Organización Internacional de Café, 2016; Patay et al., 2016; Van der 

Vossen et al., 2015). 

     En el ámbito social, el café es componente integral para el desarrollo de vida de 

trabajadores, asociados y sus familias, muchas de las cuales habitan en zonas rurales. Su 

importancia económica es marcada, pero sus beneficios socioculturales son poco 

conocidos. Desde el inicio, las sociedades cafeteras lo consideraban una fuente de 

medicina, elemento clave de celebración, plataforma de interacción social, medio para 

resolver conflictos, herencia patrimonial y catalizador de la conservación de ecosistemas. 

Las variedades tradicionales son apreciadas, porque en algunas culturas aún forman parte 

de estas actividades (Bulitta & Duguma, 2021; Harahap & Humaizi, 2019). 

     En cuanto a la importancia ambiental, el manejo del café en sistemas agroforestales 

contribuye al mantenimiento de especies de flora y fauna representativa de las regiones, 

captura de carbono en el suelo y equilibrio hídrico de los ecosistemas. Las variedades 

actuales provienen de bosques que albergan el acervo genético natural del género, 

considerados como la salvaguarda que asegurará la producción de subsistencia. Por esta 

razón, entender su composición genética es clave para crear enfoques de mejoramiento, 

que impulsen la industria de café sostenible en años venideros (Albrecht & Kandji, 2003; 

Gakuo, 2022; Gole et al., 2008). 

2.3. Factores que amenazan los recursos genéticos de café. 

     Ponen en riesgo la integridad de los recursos y promueven su erosión. Comprenden en 

este aspecto la presión de la población humana y el cambio climático, que en los últimos 

años modificaron los patrones de cultivo y provocaron un aumento en la propagación de 

plagas y enfermedades. No obstante, a partir del descubrimiento del híbrido de Timor 

(hibridación natural entre la variedad Típica de C. arabica y Robusta de C. canephora) se 

comenzó a establecer la base del mejoramiento convencional, con el cual se desarrollaron 

cultivares capaces de responder a las necesidades de los caficultores, principalmente 
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relacionados con la resistencia al patógeno de la Roya (Hemileia vastatrix) en C. arabica. 

Sin embargo, en la actualidad el uso de cultivares resistentes en prácticas de monocultivo 

está provocando que la resistencia genética desarrollada en las plantas de café se vulnere 

por la adaptación y evolución obligada de los patógenos (Bramel Paula et al., 2017; Gole 

et al., 2002). 

2.3.1. Roya de cafeto (H. vastratrix). 

     Es la especie fúngica más investigada, por causar dos epidemias devastadoras que 

terminaron con plantaciones de forma definitiva. Se cree que su distribución está ligada 

al traslado de especies vegetales entre países, llegando a extenderse por todas las regiones 

del mundo donde se cultiva café. En la actualidad, la incidencia de esta enfermedad 

aumentó por las alteraciones en las condiciones climáticas, especialmente en linajes de 

café arábigo extremadamente susceptibles, como Típica y Bourbon. Estas variedades 

reconocidas por la calidad de sus granos aún prevalecen en algunos países de américa 

latina, mientras que en otros fueron totalmente reemplazados por híbridos resistentes 

como medida para combatir la Roya  (Arneson, 2015; Bucardo, 2015; Sabogal, 2024). 

2.3.2. La broca del café (Hypothenemus hampei). 

     Es una plaga directa del género y limitante en la producción, distribuida mundialmente 

en todo el rango altitudinal de las zonas cafeteras. Afecta en el rendimiento y se estima 

que genera pérdidas en el mercado aproximadas de $500 millones cada año. Su desarrollo 

depende de la temperatura y humedad del entorno, incrementándose en los últimos años 

por las variaciones ambientales. Además, la susceptibilidad al ataque en las plantas a 

menudo puede estar relacionada con la altitud en la que se encuentran. Por esta razón se 

cree que el desplazamiento de territorios de cultivo hacia sitios de mayor altitud, por 

efectos del cambio climático, provoque la adaptación de la Broca en sitios donde 

anteriormente la infestación era muy baja, es decir, sobre los 1700 m.s.n.m. Actualmente, 

la broca se encuentra presente en 19 países de América Latina, incluyendo Brasil, 

Colombia y Ecuador, además de otros 60 alrededor del mundo (Alfaro et al., 2019; 

Barrera, 2023; Benavides et al., 2013; Lezaun, 2016). 

2.3.3. Nemátodos fitoparásitos. 

     Los nemátodos ocupan el tercer lugar de plagas devastadoras del café, atacando la raíz 

principal y provocando necrosis, así como amarillamiento y marchitamiento de hojas con 

posterior defoliación por falta de nutrientes. Las poblaciones de mayor importancia a 
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nivel mundial corresponden a: Pratylenchus coffeae, Meloidogyne sp., Radopholus 

similis, Rotylechulus reniformis y Xiphinema americanum, cuya dinámica está en 

aumento por las variaciones climáticas. Los síntomas de infección en las raíces varían 

dependiendo del patógeno presente. Las estrategias para combatirlos incluyen el uso de 

nematicidas-insecticidas, control biológico con Trichoderma spp., Bacillus spp., 

Pseudomonas spp., así como porta injertos de café canéfora y optimización tradicional de 

variedades. El fitomejoramiento también es una alternativa eficiente para desarrollar 

cultivares resistentes a la infección por nemátodos, sea por métodos de hibridación o 

selección (Davis et al., 2019; Myers et al., 2023; Piagguage, 2023). 

2.4. Afectaciones del cambio climático. 

     El aumento en la variabilidad de la temperatura y precipitaciones, así como 

condiciones climáticas extremas más frecuentes afectan la calidad y productividad del 

café, poniendo en riesgo la biodiversidad y ecosistemas subyacentes. El café arábigo es 

más vulnerable, con una tendencia de reducción del 65% de las superficies 

bioclimáticamente compatibles en los próximos años, es decir, sitios para la conservación 

in situ de sus recursos genéticos. Por otro lado, robusta registra cambios significativos en 

su productividad durante la transición ambiental, pero es más tolerante a las condiciones 

adversas. La mayor preocupación para ambas especies es el aumento en la incidencia de 

enfermedades y plagas, debido a las alteraciones ambientales, que pueden dar lugar a 

continuas crisis sistémicas. En este aspecto, América Latina puede ser una de las 

principales zonas afectadas, debido a sequías severas que se están presentando en varias 

regiones cafetaleras y que ponen en riesgo el mantenimiento de la diversidad de especies 

locales (S. Ahmed et al., 2021; Asegid, 2020; Davis et al., 2012; Ebisa, 2017). 

2.5. Conservación de germoplasma. 

     El germoplasma vegetal son los recursos fitogenéticos como: plantas, semillas, hojas, 

tallos, polen y cultivos celulares que permiten el estudio, mantenimiento, producción o 

selección de ejemplares deseados. Un banco de germoplasma mantiene los recursos de 

especies silvestres, extintas, y demás que la intervención humana y cambio climático 

están llevando a la desaparición. La importancia de conservar germoplasma radica en que 

las variedades, a menudo, tienen características distintivas en su genoma, resultado de un 

proceso de adaptación a su entorno, cruzamientos naturales o artificiales, selecciones y 

mutaciones que les permitieron perdurar en el tiempo. Sin embargo, la adaptación de las 
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especies en condiciones o sitios determinados, así como requerimientos específicos, en 

ocasiones dificultan la aplicación generalizada de estrategias. Por este motivo, se 

desarrollaron diferentes enfoques de conservación con el fin de resolver inconvenientes 

como los presentados con plantas de reproducción asexual o de semilla recalcitrante. En 

la figura 1 se observan las principales estrategias creadas por centros de investigación que 

son usadas en la actualidad (Priyanka et al., 2021; Quazi et al., 2021; Rukhsar et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.1. Conservación in situ. 

     Comprende la conservación de los recursos genéticos locales en su ecosistema y 

hábitat natural, mediante técnicas que implican el mantenimiento de la variación genética 

en el lugar donde están las especies, sean estos entornos agrícolas o silvestres, 

dependiendo del modo de reproducción y naturaleza de las plantas a conservar. En 

Ecuador, el Sistema Nacional de Áreas Protegidas (SNAP) determina las áreas de mayor 

prioridad para la conservación de la biodiversidad, desarrollo sustentable y 

mantenimiento de las funciones ecológicas en diferentes categorías, las cuales se enlistan 

en la tabla 2 (Columba, 2013; Rajpurohit & Jhang, 2015). 

Figura 1 

Estrategias de conservación de recursos naturales. 
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Tabla 2. 

Clasificación de áreas protegidas para la conservación de la biodiversidad del Ecuador. Modificado de: Columba, (2013). 

Categoría Tamaño 
Nivel de 

restricción 
Actividades prioritarias 

Actividades de apoyo 

a la conservación 
Áreas registradas 

Parques 

nacionales 
Más de 10000 ha Alto 

Investigación y monitoreo 

ambiental. 
Turismo de naturaleza 

Galápagos, Machalilla, Cayambe Coca, Cotopaxi, 

Llangates, Sangay, El Cajas, Podocarpus, Yacuri, 

Sumaco-Napo-Galeras, Yasuní. 

Reserva 

marina 
Variable Moderado 

Conservación de ecosistemas y 

especies marinas. 
Pesca Galera San Francisco, El Pelado, Galápagos 

Reservas 

ecológicas 
Variable Moderado 

Conservación, investigación y 

educación ambiental. 

Actividades de 

recreación y turismo en 

áreas limitadas 

Manglares Cayapas Mataje, Mache Chindul, Manglares 

Churute, Arenillas, El Ángel, Cotacachi Cayapas, 

Antisana, Los Illinizas, Cofán Bermejo. 

Reserva 

biológica 
Más de 10000 ha Muy alto 

Investigación biológica, ecológica y 

ambiental. 
Educación ambiental 

Limoncocha, El Cóndor, El Quimi, Cerro El Plateado, 

Colonso Chalupas. 

Reserva de 

producción de 

flora y fauna 

5000-10000 ha Bajo 
Manejo sustentable de recursos, 

restauración y educación ambiental. 
Turismo de naturaleza 

Puntilla de Santa Elena, Manglares El Salado, 

Chimborazo, Cuyabeno. 

Refugio de 

vida silvestre 
Menos 5000 ha Alto 

Manejo de hábitat y especies, 

investigación, monitoreo y 

restauración. 

Educación ambiental 

La Chiquita, Estuario de río Esmeraldas, Estuario de río 

Muisne, El Pambilar, Isla Corazón y Fragatas, Marino 

Costera Pacoche, El Zarza, Manglares El Morro, Isla 

Santa. Clara, Pasochoa. 

Área natural 

de recreación 
5000-10000 ha Bajo 

Investigación, restauración y 

monitoreo ambiental. 
Turismo y recreación 

Playas de Villamil, Parque Lago, Los Samanes, Isla 

Santay, El Boliche, Quimsacocha. 

Reserva 

geobotánica 
Variable Bajo 

Conservación de ecosistemas y 

germoplasma de especies en vías de 

extinción. 

Turismo recreativo y 

educación cultural 
Pululahua 
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2.5.2. Conservación ex situ. 

     Implica la conservación de los componentes de la diversidad biológica (genes o 

genotipos) fuera de sus hábitats naturales para su uso e investigación a corto, mediano o 

largo plazo. Para ello, se emplean infraestructuras de almacenamiento denominadas 

“bancos”, las cuales se estima existen alrededor de 1750 en todo el mundo, manteniendo 

cerca de 7,2 millones de muestras de distintas fuentes. En esta categoría se encuentran: 

los bancos de semillas ortodoxas, bancos de germoplasma in vivo, bancos de 

germoplasma in vitro, bancos de polen y los bancos de ADN  (Fu, 2017; Gutiérrez & 

Koch, 2015). 

     En Ecuador existen algunos centros de conservación ex situ, dedicados a la 

preservación de la biodiversidad agrícola y silvestre local, con el fin de contribuir a la 

seguridad alimentaria y combatir los efectos del cambio climático. Entre ellos destacan 

el Banco de Germoplasma del INIAP, Banco de Germoplasma del Ministerio del 

Ambiente (MAE), Banco de Semillas de la Fundación Runa, Centro de Investigaciones 

Biotecnológicas del Ecuador (CIBE), Banco de Germoplasma de la Universidad de 

Cuenca, Banco de Germoplasma de la Universidad de Loja, Banco de Germoplasma de 

la Estación Experimental Santa Catalina, Estación Central de la Amazonía, Estación 

Experimental Tropical Pichilingue, Banco de Germoplasma de la Universidad Central del 

Ecuador, entre otros centros regionales y comunitarios (Arguello Pazmiño et al., 2021; 

Narváez et al., 2010; Valencia Carreño et al., 2022) 

2.5.2.1. Conservación de germoplasma en bancos in vitro. 

     Hace referencia a la conservación de recursos genéticos a corto y mediano plazo, en 

ambientes controlados de laboratorio. Aquí se emplean dos técnicas de almacenamiento 

de semillas o explantes vegetativos: la crioconservación y los métodos de crecimiento 

mínimo. Este último incluye métodos como la micropropagación de meristemos 

apicales/axilares, embriogénesis somática y tecnologías de rescate de embriones, que 

tienen el objetivo de generar y mantener individuos genéticamente uniformes en 

determinadas condiciones de crecimiento. Entre las ventajas de la conservación in vitro 

están la obtención de material libre de patógenos y la rapidez de propagación de este. Las 

desventajas se relacionan con el costo de infraestructura y equipo especializado, así como 

la revisión constante de la estabilidad del germoplasma (Panis et al., 2020; Rajasekharan 

& Sahijram, 2015). 
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     Los métodos de crecimiento mínimo utilizan explantes vegetales estériles, creciendo 

en medios enriquecidos modificados dentro de espacios con condiciones definidas, lo que 

permite disminuir su actividad fisiológica y metabólica. Esta técnica es apropiada para 

preservar especies vegetativas raras y endémicas en peligro de extinción o con semilla 

recalcitrante/intermedia. Además, a través de este método se resuelven desventajas de la 

conservación in situ, como el uso de espacio, mano de obra, exposición a plagas y 

desastres naturales. El esquema general de un proceso de introducción in vitro se observa 

en la figura 2 (Coelho et al., 2020; Engelmann, 2011; Gonzalez Benito et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6. La caficultura en el Ecuador. 

     La producción aproximada de café en Ecuador es del 14% de la superficie agrícola, 

donde los actores son poblaciones de las regiones Costa, Sierra y Amazonía. En algunas 

localidades, esta actividad se considera la principal fuente de ingresos económicos para 

las familias, cuyos responsables son agricultores con edades aproximadas de 45 y 64 años 

y que han dedicado su vida al campo. Mientras que, por el contrario, los individuos más 

jóvenes deciden ocupar otras fuentes de trabajo menos extenuantes, abandonando en 

muchos casos los cultivos heredados. Esto pone en desconcierto del futuro de la actividad 

cafetalera en el país, donde existe una reducción significativa de las áreas agrícolas 

(Echeverría et al., 2022; Ponce, Orellana, et al., 2018). 

Conservación in vitro 

Selección de tejido vegetal 

Corte del tejido  

Lavado superficial 

Desinfección 

Extracción de explantes 

Siembra en medio de cultivo 

Conservación de germoplasma 

Figura 2  

Método de conservación in vitro de tejido vegetal. 
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     Otros factores como la dificultad de manejo por la prevalencia de ejemplares longevos, 

deficientes controles de calidad e inocuidad, asociatividad insuficiente, baja tecnificación, 

cambio climático y agravamiento de enfermedades han provocado la reducción de cerca 

del 85% de áreas destinadas al cultivo de café en los últimos 10 años, de acuerdo con el 

informe presentado por el Banco Central del Ecuador (BCE). El abandono y reemplazo 

de cultivos son factores que promueven la pérdida de recursos fitogenéticos locales y con 

ello, la biodiversidad (BCE, 2014; Ponce, Acuña, et al., 2018). 

2.6.1. Cultivo de café en Ecuador y el valle de Intag. 

     En las regiones del Ecuador se emplean técnicas agroforestales sostenibles con el fin 

de mejorar la dinámica comercial, mediante asociaciones de productores locales. Algunos 

ejemplos en Ecuador son: APCI, AACRI, CAFELIX, RAPCI, AROMA DE CAFÉ, 

PROCAP, APECAM, APECAEL, PROCAFEQ, APECAP, ACEDE, APACCH, 

FAPECAFES, ASOSUMACO, ubicadas alrededor del país (García & Quezada, 2021; 

Prefectura de Imbabura, 2023). 

     En la provincia de Imbabura, el valle de Intag es una de las zonas donde se cosecha 

café arábigo de altura, reconocido por su manejo artesanal orgánico. El referente de la 

región es la asociación AACRI, integrada por alrededor de 150 familias, cuya finalidad 

es resaltar el valor agregado y calidad a nivel internacional de su producto. El manejo de 

variedades susceptibles es un problema local en Intag, debido a los elevados costos de 

mantenimiento. Sin embargo, estas variedades producen granos de calidad, de preferencia 

para el mercado internacional (Espinoza, 2022; Navarrete Karla, 2014). 
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CAPÍTULO III 

METODOLOGÍA 

3.1. Caracterización del área de estudio. 

     La investigación se realizó en las instalaciones del laboratorio de biotecnología vegetal 

de la Facultad de Ingeniería en Ciencias Agropecuarias y Ambientales (FICAYA) de la 

Universidad Técnica del Norte, campus San Vicente de Paúl, ubicado en la ciudad de 

Ibarra, provincia de Imbabura.  

     Las muestras se colectaron de una plantación privada ubicada en Perugal, en la ciudad 

de Atuntaqui. Esta zona, se encuentra entre los 2340-2360 m.s.n.m. y su temperatura 

promedio bordea los 17°C, con precipitaciones de 2900 a 3000 mm/año. Las plantas de 

café encontradas en esta localidad provienen de ejemplares trasladados desde Apuela, en 

Intag. Esta región, por su parte, se ubica entre los 1600 a 2000 m.s.n.m., con temperatura 

promedio de 18°C y precipitaciones de 1000 a 3000 mm/año. Intag es una de las áreas 

cafeteras más importantes de la provincia, por su clima tropical que le confiere un 

ambiente templado sub andino y subtropical ideal para el café de altura (ClimateData, 

2024; GAD-Antonio Ante, 2022; GAD-Santa Ana de Cotacachi, 2015). 

     Se recolectaron hojas jóvenes, sin signos aparentes de enfermedades, vigorosas y 

completamente desarrolladas. Se seleccionó el segundo par emergente en sentido basípeto 

de las ramificaciones intermedias de las plantas. Las muestras frescas se trasladaron hacia 

las instalaciones del área de estudio en fundas de celofán herméticas, como se observa en 

la figura 3 (Cevallos et al., 2018; Ciridhar et al., 2004).  
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Figura 3  

Método de recolección de muestras de hojas de café. 
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Figura 4 

Vista satelital de la parroquia de Apuela, valle de Intag. 

3.2. Recolección de información de manejo agronómico del café de Apuela. 

     Se elaboró una encuesta (Anexo 14) para identificar las variedades de café cultivadas 

en Apuela y comprender su manejo en campo. Se definieron los sitios dedicados al cultivo 

de café dentro de la parroquia de Apuela (Figura 4), cuyos responsables formen parte de 

AACRI y puedan compartir información acerca del estado y cuidado de sus plantaciones. 

Se identificaron trece productores con ayuda de la asociación, de los cuales siete (53,8%) 

fueron encuestados. El sondeo se realizó de manera personal, con previa socialización de 

los objetivos de la investigación, requerimientos y aportes para la comunidad cafetalera. 

Se recolectaron datos referentes a las plantaciones, superficie, técnicas agroforestales, 

control de plagas y enfermedades, estado de las variedades, problemas actuales, entre 

otros aspectos de interés. Se registraron las coordenadas geográficas de los predios 

mediante la aplicación satelital GPS Tools de VirtualMaze (Cortina et al., 2013; Cotrina, 

2014; Fernández, 2017; INEC, 2023).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

3.3. Preparación de medio y desinfección de explantes. 

     Se utilizó el medio basal Murashige and Skoog (M519) con vitaminas de la marca 

PhytoTech al 50%, junto con sacarosa 20 g/L, Gelzan 2,5 g/L y cisteína 25 mg/L. No se 

emplearon reguladores de crecimiento. Se prepararon 20 tubos de ensayo de 25x200 mL 

con 15 mL de medio sólido para cada tratamiento (Ahmed et al., 2013). 
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     Se usaron diferentes tratamientos de desinfección (Tabla 3) para evaluar los 

porcentajes de efectividad, así como las variedades de mejor respuesta. Las hojas 

recolectadas fueron lavadas manualmente con solución jabonosa al 2% durante 10 

minutos, para eliminar los residuos grandes. Luego, las muestras se trasladaron a la 

cámara de flujo laminar para el lavado con solución detergente (1,3% p/v) y Tween 20 

(0,5% v/v) durante 15 min, dando paso a las sustancias desinfectantes de cada tratamiento 

(Figura 5). Las muestras desinfectadas se sumergieron en solución de cisteína (825 mg/L) 

por 30 minutos y las hojas se recuperaron para la obtención de explantes (Montes, 1982) 

Tabla 3.  

Tratamientos de desinfección. 

Tratamiento D1 

Soluciones desinfectantes Concentración Tiempo (min) Fuente 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 
Ángel et al., 2018 

Agua + hipoclorito de sodio (𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂) 2,5% v/v 15 

Tratamiento D2 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 
Santana et al., 

1998 
Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 15 

Agua + Etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D3 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 

Clarindo et al., 

2012 

Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 15 

Agua + Ácido bórico 0,5% p/v 20 

Agua + Etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D4 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 

Bedoya et al., 2016 
Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 15 

Agua + Antifúngico 0,2% 25 

Agua + etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D5 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 

Chone et al., 

2018 

Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 15 

Agua + Antifúngico 0,3% 25 

Agua + etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D6 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 

 
Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 15 

Agua + Antifúngico 0,4% 25 

Agua + etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D7 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 

Kahia et al., 2016 
Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 15 

Agua + Hidróxido de calcio (𝐶𝑎𝑂𝐻) 3% p/v 20 

Agua + Etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D8 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 

Rojas-Vásquez et 

al., 2022 

Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 1,5% v/v 20 

Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2,5% v/v 10 

Agua + Etanol 70% v/v 0,5 

Tratamiento D9 

Agua + Detergente + Tween 20 1,3% p/v - 0,5% v/v 15 
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Agua + 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2% v/v 15 
Mihaljevic et al., 

2013 
Agua + Peróxido de hidrógeno (𝐻2𝑂2) 1% v/v 20 

Agua + Etanol 70% v/v 0,5 
Figura 5  

Etapas de desinfección de los tratamientos. 

 

3.4. Obtención de explantes y siembra. 

     Se extrajeron explantes con un tamaño aproximado de 1 cm2 y un máximo de 6 

unidades por hoja. Los cortes se realizaron con cuidado de no incluir nervios principales 

ni secundarios. Cada explante se sembró manteniendo la superficie adaxial en contacto 

con el medio. Los tubos sellados se mantuvieron en completa oscuridad a temperatura 

ambiente durante 15 días, evaluando la presencia de contaminación cada 72 horas (Molina 

et al., 2002). 

3.5. Establecimiento de las variedades de mejor respuesta. 

     Se probaron concentraciones del esterilizante 𝐻2𝑂2 (1%, 1,5% y 2%), en diferentes 

tiempos de exposición (10, 15 y 20 minutos), como etapa adicional a la desinfección con 

NaClO (2% por 15 minutos) para las variedades Colombia y Caturra roja (Tabla 4). Se 

determinó el porcentaje de explantes sanos, fenolizados y contaminados por cada 

tratamiento para cada variedad luego de 15 días de siembra en medio de pre-cultivo 

(Ahmadpoor et al., 2022; Gantait & Sinniah, 2014).  

 

 



35 

 

Tabla 4.  

Tratamientos con 𝐻2𝑂2 evaluados en la desinfección de hojas de café. 

Tratamiento 
Concentración de 

𝑯𝟐𝑶𝟐 (%) 
Tiempo (min) 

P1 1,0 10 

P2 1,0 15 

P3 1,0 20 

P4 1,5 10 

P5 1,5 15 

P6 1,5 20 

P7 2,0 10 

P8 2,0 15 

P9 2,0 20 

     

3.6. Formación de callos embriogénicos. 

     Los explantes desinfectados de la variedad Colombia se sembraron en frascos de vidrio 

de 250 mL, que contenían 30 mL de medio sólido compuesto por las sales basales MS 

con vitaminas al 50%, sacarosa (30 g/L), cisteína (30 mg/L) y Gelzan (2,5 g/L). En tanto, 

para Caturra roja, el medio estaba conformado por sales MS al 50%, extracto de malta 

(400 mg/L), tiamina (10 mg/L), ácido nicotínico (0,5 mg/L), piridoxina (0,5 mg/L), 

inositol (100 mg/L), glicina (1 mg/L), caseína (100 mg/L), sacarosa (30 g/L), cisteína (30 

mg/L) y Gelzan (2,5 g/L). Se evaluaron diferentes tratamientos con fitohormonas para 

determinar la mejor respuesta en la generación de callos embriogénicos en ambas 

variedades (Tabla 5) (Avila-Victor et al., 2023; Van Boxtel & Berthouly, 1996). 

Tabla 5.  

Fitohormonas para la inducción de callo embriogénico. 

Tratamiento 
Concentración (mg/L) 

2,4-D BAP IBA 2-iP Kinetina 

F1V4 3,0 2,0 - -  - 

F2V4 2,0 - - - 3,0 

F3V4 2,0 0,2 - - - 

F4V4 4,0 0,4 - - - 

F1V5 3,0 2,0 - -  - 

F2V5 2,0 - - - 3,0 

F3V5 2,0 0,2 - - - 

F4V5 4,0 0,4 - - - 

F5V5 0,5 - 1,0 2,0 - 

F6V5 1,0 - 2,0 4,0 - 

Nota: Variedades: Colombia (V4), Caturra roja (V5). Tratamientos con fitohormonas: F1-F6. 
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     Los cultivos se mantuvieron en oscuridad y se realizaron resiembras cada cuatro 

semanas, por un periodo de 3 meses para mantener células viables. Se realizaron 10-20 

repeticiones por tratamiento. Al final del tiempo establecido se determinó el porcentaje 

de explantes con formación de callo y el porcentaje de supervivencia de estos. Además, 

se calculó el porcentaje de peso seco y el porcentaje de humedad de las células frescas 

(Ecuación 1) a partir de las muestras de callo de cada tratamiento para determinar el peso 

seco en unidades de masa (mg). Los datos obtenidos se ajustaron a la normalidad 

mediante una transformación raíz cuadrada. El secado se realizó en un horno a 60°C 

durante 72 horas (Montes, 1982; Romano, 2023).  

% 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 = (
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑗𝑎 𝑃𝑒𝑡𝑟𝑖 𝑣𝑎𝑐í𝑎

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑎 − 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑗𝑎 𝑃𝑒𝑡𝑟𝑖 𝑣𝑎𝑐í𝑎
) 𝑥100 

3.7. Establecimiento de suspensiones celulares. 

     Se evaluaron dos medios de cultivo para determinar el efecto de la composición de 

nutrientes en la generación de biomasa (Tabla 6). Los medios se esterilizaron por 

autoclave dentro de matraces Erlenmeyer de 100 mL con tapón de ventilación, los mismos 

que contenían 30 mL de medio líquido de cada tratamiento. Para el inóculo, se tomaron 

muestras de callo fresco (aproximadamente 1 𝑐𝑚2) de cada variedad y se colocaron como 

inóculo para los matraces. Luego de la inoculación estos se mantuvieron en oscuridad y 

agitación constante a 110 rpm y 27°C en un agitador orbital magnético. El monitoreo del 

crecimiento celular se realizó cada 15 días durante 3,5 meses, con un densitómetro marca 

Biosan DEN-18 (Di Bonaventura et al., 2024; Mohan & Pramod, 2005; Sartor & 

Mazzafera, 2000) 

Tabla 6.  

Tratamientos para multiplicación de células de callos de café. 

Tratamiento Composición 
Concentración 

(mg/L) 
Fuente 

M1 

Medio basal Murashige & Skoog  4.43 

 Avila-Victor et al., 2023 

Sacarosa 25 

Cisteína 25 

2,4-D 2 

BAP 2 

M2 

Medio basal Murashige & Skoog (50%) 2,215 

 Etienne, 2005 

Tiamina 10 

Piridoxina 1 

Ácido nicotínico 1 

Glicina 1 

(1) 
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Inositol 100 

Caseína 100 

Extracto de malta 400 

Cisteína 30 

Sacarosa 20 

2,4-D 1,1 

2-iP 2 

IBA 1 

 

3.8. Elaboración de un manual de manejo agronómico. 

     Se elaboró un manual para manejo agronómico de las variedades identificadas, para 

describir las técnicas empleadas por los productores de Apuela, empleando los datos 

recolectados a través de la encuesta (Anexo 14). El contenido incluyó información local 

como la geografía, condiciones ambientales, características de las plantaciones, 

principales problemas del sector y los esfuerzos actuales para afrontarlos, entre otros. Los 

datos consultados se extrajeron de manuales y guías de cultivo de café en línea, artículos 

de revistas científicas (springer nature, mdpi, plants, Elsevier, entre otros), páginas web 

de organizaciones e instituciones nacionales e internacionales y bases de datos 

estadísticos que describen el estado de las plantaciones en diversas regiones del mundo. 

La información también se usó para establecer relaciones entre las variables evaluadas y 

los patrones productivos de la localidad. Las palabras clave empleadas en la búsqueda 

bibliográfica se observan en la tabla 7 (Anacafé, 2020; Farfán, 2007; Gómez, 2024). 

Tabla 7.  

Términos de búsqueda bibliográfica. 

En español En inglés 

Café Y Manual O Guía de cultivo Coffee AND Cultivation manual OR Guide 

Coffea arabica Y Variedades Coffea arabica AND Varieties 

Manejo orgánico Y Café Organic management AND Coffee 

Sistemas agroforestales Y Café Agroforestry systems AND Coffee 

Control biológico Y Roya del café Biological control AND Coffee rust 

Control biológico Y Broca Biological control AND Coffee berry borer 

Tipos de poda Y Café Types of pruning cuts AND Coffee 

Temperatura Y Variedades café arábigo Temperature AND Arabica Coffee varieties 

Altitud Y Variedades de café arábigo Altitude AND Arabica Coffee varieties 

Fertilizantes orgánicos Y Café Organic fertilizers AND Coffee 
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Figura 6  

Contenido del manual de manejo agronómico de café. 

 

3.9. Análisis estadístico. 

3.9.1. Desinfección. 

     Se evaluó el porcentaje de explantes sanos, contaminados y fenolizados en cada 

tratamiento para las dos variedades. Se empleó un ANOVA con diseño de bloques 

completos al azar (DBCA) y arreglo factorial AxB, para definir si existen diferencias entre 

los grupos. Además, se realizó una prueba a posteriori Tukey 0,05% para identificar los 

intervalos de confianza entre las comparaciones de concentración-tiempo. 
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3.9.2. Formación de callos de células indiferenciadas. 

     Se seleccionó el mejor tratamiento para cada variedad, al evaluar el porcentaje de 

explantes con formación de callo alcanzado. Se realizó una prueba T de Student de 

muestras independientes, para comparar el efecto de las combinaciones de fitohormonas 

de los ensayos seleccionados. Además, mediante una prueba Chi cuadrado, se evaluó si 

existe significancia entre las concentraciones de fitohormonas y el grado de fenolización, 

en la etapa de formación de callo. Las hipótesis planteadas fueron las siguientes:  

H0: la fenolización de explantes es independiente de las 

concentraciones de fitohormonas.  

H1: la fenolización depende de las concentraciones de fitohormonas. 

3.9.3. Establecimiento de suspensiones celulares. 

     Se realizó una valoración descriptiva de las curvas obtenidas, identificando las fases 

del crecimiento de las células en suspensión. Se compararon los tiempos de duración de 

cada etapa, relacionando los datos de densidad óptica con la cantidad de biomasa 

generada. 

3.9.4. Elaboración del manual de manejo agronómico de café.      

     Se evaluaron los patrones de cultivo empírico desarrollados por los socios, así como 

las condiciones de manejo y estado de las plantaciones, para determinar la proporción de 

la población encuestada que obtiene resultados satisfactorios. Los datos de las tendencias 

obtenidas servirán para establecer relaciones entre las variables estudiadas. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Desinfección. 

     En esta etapa se observó que los tratamientos D1, D2 y D3 lograron buenos resultados 

con muestras de las variedades V4 y V5, obteniendo un promedio de viabilidad del 48,9% 

y 41,1% respectivamente, mientras que V1, V2 y V3 fueron menos efectivas, con solo el 

37,2%, 31,1% y 38,9% (Figura 7). Esto sugiere que las variedades responden de manera 

distinta a la desinfección, lo que podría estar relacionado con factores como: nivel de 

colonización de microorganismos, presencia de otras especies vegetales en el entorno, 

prácticas agro-productivas, condiciones ambientales, características fisiológicas, entre 

otros. Asimismo, las variedades V2 y V3 mencionadas se consideran linajes clásicos de 

café arábigo, con pocas adaptaciones debido a su escasa variabilidad genética, que 

figuraría como uno de los elementos que promueve, de forma indirecta, la mayor 

presencia de microorganismos en estas plantas (Leifert et al., 1994; Teixeira da Silva et 

al., 2016). 

     Por otro lado, a partir de los demás tratamientos probados con muestras de V4 (D4, 

D5, D6, D7, D8 y D9), se obtuvo que D9 logró un 70% de viabilidad después de 15 días 

de cultivo, mientras que los restantes no mostraron efectividad superior al 40%. El 

tratamiento en dos etapas D9 involucró el uso de 𝑁𝑎𝐶𝑙𝑂 2% por 15 min y 𝐻2𝑂2 1% por 

20 min, cuyo efecto positivo pudo deberse a la exposición de las hojas de café a este 

segundo esterilizante, que también actúa como fungicida, bactericida y alguicida de 

amplio espectro. Esta sustancia es un oxidante de grupos sulfhidrilo y dobles enlaces de 

proteínas y lípidos de la membrana citoplasmática de los microorganismos. Además, crea 

radicales libres que actúan contra el ADN y otros componentes celulares esenciales, lo 

que habría permitido aumentar la eficiencia en la desinfección (Abdelnour, 2012; Perera 

et al., 2012). 
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NOTA: Variedades de Coffea sp. (V1): Caturra amarilla, (V2): Bourbon, (V3): Típica, (V4): Colombia, (V5): Caturra roja. 

 

Figura 15NOTA: Variedades de Coffea sp. (V1): Caturra amarilla, (V2): Bourbon, (V3): Típica, (V4): Colombia, (V5): Caturra 

roja. 

 

Figura 16 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 17NOTA: Variedades de Coffea sp. (V1): Caturra amarilla, (V2): Bourbon, (V3): Típica, (V4): Colombia, (V5): Caturra 

roja. 

 

Figura 18NOTA: Variedades de Coffea sp. (V1): Caturra amarilla, (V2): Bourbon, (V3): Típica, (V4): Colombia, (V5): Caturra 

roja. 

 

Figura 19 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 20 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 21 
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Figura 7  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 8  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 9  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 10  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 11  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 12  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 13  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

Figura 14  

Efecto de los tratamientos en la desinfección de muestras de hojas de las variedades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     La baja eficiencia en el 88,9% de los casos presentados (D1-D8) estaría también 

vinculada al método empleado, debido a que la acción de los esterilizantes depende de las 

condiciones de aplicación y manipulación. Es decir, el uso inadecuado pudo favorecer la 

permanencia de contaminantes o la oxidación del tejido vegetal. Asimismo, la longevidad 

del ejemplar es importante, ya que los cafetos son plantas leñosas perennes que pueden 

vivir hasta 25 años, pero se mantienen en producción durante 5 o 7 años. Sin embargo, 

este tiempo sería suficiente para acumular una gran diversidad microbiana, que 

eventualmente dificultaría la introducción in vitro de estas especies vegetales (Herrera & 

Cortina, 2013; Mihaljevic et al., 2013). 

4.2. Establecimiento de las variedades de mejor respuesta. 

     Los resultados indican que la desinfección de las muestras con distintas combinaciones 

de las variables: concentración de 𝐻2𝑂2 y tiempo de exposición, permite generar 

diferentes respuestas en el porcentaje de viabilidad de los explantes de V4 y V5 (Figura 

8A y 8B). Sin embargo, ninguno de estos ensayos alcanzó el 70% de efectividad logrado 

en tratamientos previos, lo que podría atribuirse a la influencia de factores bióticos y 

abióticos durante el muestreo y/o la desinfección. 
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     Del análisis de la varianza se encontraron diferencias significativas entre las medias 

de los tratamientos P1-P9 en la efectividad con V4 y V5 (p<0,0063 y p<0,0028) (ANOVA, 

Anexo 1-2). Entre ellos, P8 alcanzó el 65% y 58,33% de viabilidad respectivamente, con 

el uso de 𝐻2𝑂2 al 2% por 15 min. Esto concuerda con el estudio realizado por Ahmadpoor 

et al., (2022), quien evaluó diferentes tratamientos para disminuir la contaminación en 

hojas de Melia azedarach L, demostrando que el uso de 𝐻2𝑂2 al 5% por 10 min y NaClO 

al 2% por 12 min puede mejorar hasta un 87% la efectividad en la desinfección, con solo 

0,35% de fenolización. Por el contrario, el resto de los tratamientos tuvieron respuestas 

menores, por lo que no se consideraron adecuados para esta etapa. 

     Sabiendo esto, al evaluar la influencia de la concentración del desinfectante se 

encontró un efecto significativo para la generación de explantes sanos (p<0,0002 “V4” y 

p<0,0006 “V5”) (Anexo 3-4) y con la prueba Tukey α=0,05 (Anexo 7-8) se dedujo que el 

uso de 𝐻2𝑂2 al 2% (P8) podría ser mejor para desinfectar ambas variedades (Figura 9A). 

No obstante, la fenolización puede ser mayor (Figura 9B), debido a que la sustancia, 

además de afectar la forma y función de los microorganismos, puede inhibir la actividad 

enzimática de células vegetales al exceder concentraciones y/o tiempos óptimos, 

Figura 8 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y C. roja (B). 

 

Figura 27 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 28 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 29 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 30 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 31 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 32 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 

 

Figura 33 

 Efecto de la desinfección con 𝐻2𝑂2 en hojas de Coffea sp. var. Colombia (A) y Caturra roja (B). 
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Figura 53B 

 

Figura 54  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 55B 

 

Figura 56B 

 

Figura 57  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 58  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 59  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 60B 

 

Figura 61B 
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Figura 9 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 46 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 47 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 48 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 49 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 50 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 51 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

 

Figura 52 

 Efecto de las diferentes concentraciones de 𝐻2𝑂2 sobre el estado de los explantes 

especialmente cuando se trata de muestras sin cubierta protectora como hojas, nodos 

axilares, brotes y embriones (Ahmad et al., 2013; Bharti et al., 2018; Bonga & von 

Aderkas, 1992). 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

     Por otro lado, se encontraron diferencias significativas en los tiempos de exposición y 

la fenolización con explantes de V4 (p<0,0258), mientras que V5 estuvo influenciada en 

menor medida (p>0,2282) (ANOVA, Anexo 3). Esta diferencia entre las variedades puede 

estar ligada a las características genéticas y fisiológicas propias de cada una de ellas. A 

nivel fisiológico el 𝐻2𝑂2 sería capaz de reaccionar con las enzimas oxidasas presentes en 

las hojas como polifenol oxidasa (PPO) y peroxidasas (POD), cuya presencia puede varía 

con cada variedad. Por ello, el contacto de las enzimas con su sustrato pudo dar paso a la 

formación de radicales libres reactivos, que fueron capaces de dañar el tejido y células en 

ambos casos (Azofeifa, 2009; Ji et al., 2022). 

4.3. Formación de callos de células indiferenciadas. 

Luego de dos meses de cultivo en completa oscuridad, F3 y F4 generaron respuestas 

positivas en diferentes niveles con ambas variedades (V4 y V5), mientras que F1 y F2 no 

fueron efectivos para ninguna de ellas, debido a que en estos el 100% de los explantes 

sufrieron fenolización. De este modo, F4 alcanzó un 75% de formación de callo con 

muestras de V4, entre tanto que con F3 se obtuvo solo un 55% (Tabla 8). Esto concuerda 

con el estudio de (Avila-Victor et al., 2023), donde la adición de 0,2 mg/L de BAP y 2 

mg/L de 2,4-D generó altos porcentajes de callos embriogénicos en explantes de hojas de 
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café arábigo var. Colombia. Sin embargo, al probar estos mismos tratamientos con 

muestras de V5, solo se alcanzó un 41,2% y 29,4% de efectividad, motivo por el cual se 

consideraron no aptos para esta última variedad (Van Staden et al., 2006). 

Por lo tanto, al evaluar dos tratamientos adicionales (F5 y F6) en muestras de V5, se 

logró optimizar las respuestas de formación en hasta un 60% y 73,3% respectivamente. 

Esto fue evaluado previamente por (Kumar, 2005), quien empleó dos tratamientos con 

fitohormonas: A (2,4-D 0,5 mg/L, IBA 0,5 mg/L y 2-iP 2 mg/L) y B (2,4-D 1 mg/L y 2-

iP 2 mg/L), obteniendo un 68% y 36% de formación de callo respectivamente con 

explantes de hojas de C. canephora cv. S-274. Mientras que (Mwaniki et al., 2019) 

reportó variaciones en el grado de inducción de callo con dos variedades de café ante un 

mismo tratamiento. Por este motivo, se podría suponer que modificar las condiciones de 

crecimiento (fitohormonas, medio de cultivo, condiciones ambientales) de manera más 

específica para cada variedad, daría como resultado mejores desempeños en el cultivo, 

debido a la influencia del genotipo. 

Tabla 8.  

Respuesta de los tratamientos en la formación de callos embriogénicos. 

Tratamiento 
Explantes 

totales 

Explantes 

fenolizados 

(%) 

Explantes 

contaminados 

(%) 

Explantes con 

formación de 

callo (%) 

F1V4 10 100,0 0 0 

F2V4 10 100,0 0 0 

F3V4 20 40,0 5,0 55,0 

F4V4 20 20,0 5,0 75,0 

F1V5 10 100,0 0 0 

F2V5 10 100,0 0 0 

F3V5 17 47,0 11,7 41,2 

F4V5 17 70,6 0,0 29,4 

F5V5 15 33,3 6,7 60,0 

F6V5 15 26,7 0,0 73,3 

 

     Con respecto a la elevada fenolización suscitada con explantes de F1 y F2, se cree que 

pudo atribuirse a factores de estrés que provocaron desbalances en las reacciones con 

formación de especies reactivas de oxígeno (ROS), así como por el tipo de muestra y su 

estado durante la recolección. Las hojas utilizadas en estos tratamientos eran maduras y 

correspondían al cuarto par en sentido basípeto de la rama, por lo que existe la posibilidad 

de que las células de estas hojas se encuentren diferenciadas en su totalidad, lo que habría 

dificultado la formación de callos embriogénicos, al contrario de lo que sucede con hojas 

inmaduras-jóvenes del segundo par emergente, cuyo potencial para callogénesis es 

mayor.  (Azofeifa, 2009; López et al., 2010; Mittler et al., 2004). 
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     Por último, los resultados de peso de biomasa seca de los callos medidos luego de tres 

meses de cultivo se analizaron mediante una prueba T de Student para muestras 

independientes (Anexo 13), observándose que existen diferencias significativas 

(p<0,0235) entre las concentraciones de F3 y F4 con V4, alcanzando un mayor peso en 

miligramos al aumentar la concentración de las hormonas en F4 (4mg/L de 2,4-D y 

0,4mg/L de BAP), como se observa en la figura 9A. Por el contrario, no se encontraron 

diferencias (p>0,1683) entre F5 y F6 para V5 (figura 9B), es decir, en este caso la 

concentración de hormonas no influiría en la generación de biomasa.  

     La influencia de las fitohormonas dispuestas en el medio de cultivo puede estar 

regulada por la capacidad de las células vegetales para responder al suministro externo, 

debido a que las variedades cuentan con niveles endógenos propios de citoquininas y 

auxinas que podrían alterar la sensibilidad a los tratamientos. Por ello, aumentar la 

cantidad de fitohormonas para obtener mayor efectividad no siempre puede ser adecuado, 

lo que podría explicar las respuestas invariables registradas con V5 (Bojórquez et al., 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

     En cuanto a la supervivencia de los callos, a pesar de que F3 y F4 generaron altas tasas 

de inducción en V4, la viabilidad se perdió luego de cuatro a cinco meses, a diferencia de 

F5 y F6 con V5, donde se mantuvo por más tiempo. El comportamiento de V4 se relaciona 

con lo observado por (Mayerni et al., 2020), quien logró mantener células vivas luego de 

aumentar la concentración de BAP de 0,5 mg/L a 1-2 mg/L, resaltando la importancia de 

compensar las concentraciones de auxinas-citocinas en cada etapa de crecimiento. Las 

concentraciones en F3 y F4 generaron crecimientos rápidos, pero para conservar la 
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Figura 10 

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 65  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 66  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 67  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 68  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 69  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 

 

Figura 70  

Promedio de peso seco (mg) de callos formados en explantes de hojas de café. 
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viabilidad de los callos se necesita realizar subcultivos con medios de mantenimiento 

específicamente formulados (Gao et al., 2021). 

4.4. Establecimiento de suspensiones celulares. 

     Al observar el crecimiento de los callos en suspensión de V4 y V5, no se registraron 

lecturas de densidad óptica durante los primeros 50 días de cultivo. Esto debido a que 

durante este tiempo las muestras de callos inoculados se encontraban en crecimiento. 

Luego de este tiempo, los callos comenzaron a disgregarse y difundirse por el medio, por 

lo que a partir del día 60 existió un aumento en la densidad óptica de aproximadamente 

0,15 unidades McFarlan (MFU). El aumento de biomasa siguió constante y se 

identificaron las etapas a partir de la curva de crecimiento descrita. En cada caso la 

primera etapa (fase de latencia o Lag) duró hasta el día 60, mientras que del día 60 al 90 

el incremento en la biomasa fue rápido describiendo la fase exponencial y finalmente, del 

día 90 al 105 el crecimiento comenzó a estabilizarse, iniciando la fase estacionara (figura 

12). A pesar de que se obtuvieron respuestas similares entre los tratamientos, T1 alcanzó 

un valor más alto de 1,21 MFU con V4, respecto a 1,16 MFU logrando con V5 (Diniz et 

al., 2017; Vondrakova et al., 2018). 
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Figura 11 

 Efecto de los tratamientos de multiplicación en células suspendidas de las variedades: A: Colombia-T1, B: Colombia-

T2. 

 

Figura 72 

 Efecto de los tratamientos de multiplicación en células suspendidas de las variedades: A: Colombia-T1, B: Colombia-

T2. 

 

Figura 73 

 Efecto de los tratamientos de multiplicación en células suspendidas de las variedades: A: Colombia-T1, B: Colombia-

T2. 

 

Figura 74 

 Efecto de los tratamientos de multiplicación en células suspendidas de las variedades: A: Colombia-T1, B: Colombia-

T2. 

 

Figura 75 

 Efecto de los tratamientos de multiplicación en células suspendidas de las variedades: A: Colombia-T1, B: Colombia-

T2. 

 

Figura 76 
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     A pesar de que en literatura no se encontraron estándares McFarland establecidos a 

partir de cultivos de células de café en suspensión, estudios previos relacionaron el 

número de células por mililitro y peso fresco-seco de células en suspensión de callos de 

pera (Pyrus communis L.) mediante densidad óptica con espectrofotómetro (Abs 525 nm) 

(Ryu & Romani, 1990). Sin embargo, es evidente que, para determinar una concentración 

en unidades de masa, a partir de MFU obtenidos en este estudio, es necesario establecer 

estándares en relación con las condiciones de crecimiento manejadas, debido a la poca 

uniformidad en tamaño y distribución de las células vegetales. Por ello, pese a que el 

aumento en la densidad óptica registrado concuerda con las fases de crecimiento, no se 

pudo estimar la cantidad de biomasa real obtenida a lo largo del proceso (Aoyagi et al., 

1992; Pasternak & Steinmacher, 2024). 

     En cuanto a la duración de cada fase descrita por la curva, se determinó que lo 

observado no corresponde con lo detallado en otros estudios. Es así como (Torres et al., 

2018) registró el inicio del periodo exponencial en el 4to día después de la inoculación, 

finalizando el día 20 con suspensiones de C. arabica, var. Bourbon amarillo. Esta 

disparidad pudo deberse a factores como el tamaño y forma del inóculo, composición del 

medio, tipo y concentración de reguladores de crecimiento, especie vegetal y grado de 

adaptación a las condiciones. En este caso, el inóculo inicial fue de aproximadamente el 

10% (p/v), que podría no ser adecuado para el óptimo crecimiento celular. Además, el 
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Figura 12 

Curvas de crecimiento de las células en multiplicación 

 

Anexo 8Figura 91  

Curvas de crecimiento de las células en multiplicación 

 

Anexo 9 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 10Anexo 11Figura 92  

Curvas de crecimiento de las células en multiplicación 
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inóculo inicial no se disgregó previamente, lo que pudo haber limitado el contacto y la 

adaptación del callo a las condiciones del medio (Fernández, 2018; Ribeiro et al., 2021). 

     Al observar la morfología, T1 generó células dispersas y homogéneas, como se 

muestra en la figura 11A, reflejando un mayor valor de densidad óptica. Por el contrario, 

T2 generó agregados de mayor tamaño que precipitaron (figura 11B). Esto puede 

relacionarse con la composición del medio de cada tratamiento, debido a que T2 contiene 

extracto de malta, componente que aumenta el potencial proliferativo de preembriones a 

partir de células de callos, generando estructuras compactas y poco hidratadas. Este 

componente es usado ampliamente en la embriogénesis somática de especies leñosas, 

(Mazri & Belkoura, 2021; Mohan & Pramod, 2005). 

     Por otro lado, en la curva obtenida no se logró identificar la fase de depleción. Sin 

embargo, se observa que a partir del día 90 el crecimiento se estabiliza, indicando que los 

nutrientes ya no se encuentran en la cantidad óptima para sustentar el crecimiento, por lo 

que paulatinamente las células morirán. Conocer esta fase es importante, debido a que el 

mantenimiento de las suspensiones por sobre este periodo resulta en un cambio 

morfológico, que disminuyen el potencial embriogénico. En este estudio, los datos 

indican que el intervalo óptimo de subcultivo de las células en suspensión es de 90 días. 

No obstante, se debe considerar que estos cultivos partieron de un inóculo inicial en forma 

de agregado (Al-Khayri, 2012). 

4.5. Manual de manejo agronómico de café. 

     El valle de Intag es un sitio ideal para el cultivo de café de altura de calidad. El 

contenido del manual de manejo agronómico de café (Anexo 15), muestra la descripción 

de las condiciones agro-productivas y ambientales, para la optimización de la producción. 

Además, mediante la caracterización fenotípica, se logró identificar que las variedades 

que pueden encontrarse en la zona mantienen relación con linajes clásicos, cuyo material 

genético podría ser casi idéntico a linajes encontrados hace miles de años atrás, como es 

el caso del cultivar Typica (Anacafé, 2020). 

     Por último, la descripción de las variables identificadas en el manejo de las 

plantaciones mostró que gran parte de los productores emplean técnicas similares, tanto 

para la producción como para el cuidado orgánico. Esto se relaciona con la influencia de 

la Asociación AACRI, puesto que es la encargada de la búsqueda, evaluación y 

estandarización de metodologías que permitan mejorar las condiciones de los cultivos. 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones. 

• Las características de cada variedad determinan la efectividad de los tratamientos 

con reguladores de crecimiento, por lo que las combinaciones y concentraciones 

de fitohormonas mostraron respuestas diferenciadas. El tratamiento más adecuado 

para la variedad Colombia fue F4, que logró un 75% de formación, mientras que 

para Caturra roja fue F6, el cual alcanzó un 73,3%,  

• Los dos medios evaluados en la fase de multiplicación fueron efectivos para las 

células en suspensión de ambas variedades, observándose que las características 

pueden variar de acuerdo con la composición de cada tratamiento. Además, la 

viabilidad se logró mantener después de tres meses en condiciones de crecimiento 

controlado, lo que demuestra que los cultivos en suspensión son una alternativa 

favorable para conservar germoplasma de café a corto y mediano plazo. 

• Las variedades de café arábigo cultivadas por los productores de Apuela son 

buenas fuentes de germoplasma, debido a que muchas de ellas corresponden a 

ejemplares clásicos sin mucha variabilidad genética y de excelentes cualidades 

organolépticas. 

• El manual de manejo agronómico presenta una gruía detallada de las estrategias 

productivas de los caficultores, así como de las condiciones agroecológicas de la 

localidad, siendo un vínculo para conectar a la comunidad local y externa con la 

actividad cafetera de Intag. 

5.2. Recomendaciones. 

• Para la desinfección, realizar el muestreo en épocas de baja humedad ambiental o 

lluvia disminuye la probabilidad de contaminación por la baja proliferación 

microbiana. Asimismo, realizar la introducción el mismo día que se realiza la 

recolección de muestras aumenta considerablemente la obtención de explantes 

viables, debido a que éstas están frescas.  

• Evaluar la tolerancia de las variedades antes de aumentar las concentraciones de 

los reguladores de crecimiento permitiría optimizar respuestas y materiales, ya 

que cada variedad tiene características genotípicas propias que les permiten 
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asimilar determinados niveles de fitohormonas exógenas antes de que puedan 

promover respuestas negativas. 

• Para el establecimiento de medios líquidos en suspensión, se recomienda 

disgregar los callos antes de inocular los matraces, para aumentar el área de 

contacto con el medio y disminuir el tiempo de adaptación.  

• La medición del aumento de biomasa durante la multiplicación en medio líquido 

puede determinarse por métodos más precisos en términos de mg/L, para 

comparar con certeza la eficiencia de los tratamientos. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Análisis de la varianza para “tratamientos” con 𝐻2𝑂2, variedad Colombia. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 122,37 10 12,24 3,82 0,0085 

Repetición 12,07 2 6,04 1,88 0,1841 

Tratamiento 110,30 8 13,79 4,30 0,0063 

Error 51,26 16 3,20   
Total 173,63 26    

 

Anexo 2 

Análisis de la varianza para “tratamientos” con 𝐻2𝑂2, variedad C. roja. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 131,56 10 13,16 4,47 0,0040 

Repetición 11,56 2 5,78 1,96 0,1729 

Tratamiento 120,00 8 15,00 5,09 0,0028 

Error 47,11 16 2,94   
Total 178,67 26    

 

Anexo 3 

Análisis de la varianza para “explantes sanos”, variedad Colombia. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 122,37 10 12,24 3,82 0,0085 

Concentración 93,41 2 46,70 14,58 0,0002 

Tiempo 11,19 2 5,59 1,75 0,2062 

Repetición 12,07 2 6,04 1,88 0,1841 

Conc.xTiemp. 5,70 4 1,43 0,45 0,7744 

Error 51,26 16 3,20   
Total 173,63 26    

 

Anexo 426 

Análisis de la varianza para “explantes sanos”, variedad C. roja. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 131,56 10 13,16 4,47 0,0040 

Concentración 72,67 2 36,33 12,34 0,0006 

Tiempo 9,56 2 4,78 1,62 0,2282 

Repetición 11,56 2 5,78 1,96 0,1729 

Conc.xTiemp. 37,78 4 9,44 3,21 0,0410 

Error 47,11 16 2,94   
Total 178,67 26    
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Anexo 5 

Análisis de la varianza para “explantes fenolizados”, variedad Colombia. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 35,93 10 3,59 4,13 0,0059 

Concentración 21,63 2 10,81 12,43 0,0006 

Tiempo 8,07 2 4,04 4,64 0,0258 

Repetición 1,41 2 0,70 0,81 0,4629 

Conc.xTiemp. 4,81 4 1,20 1,38 0,2840 

Error 13,93 16 0,87   
Total 49,85 26    

 

Anexo 6 

Análisis de la varianza para “explantes fenolizados”, variedad C. roja. 

F.V. SC gl CM F p-valor 

Modelo 45,26 10 4,53 2,40 0,0571 

Concentración 3,19 2 1,59 0,85 0,4478 

Tiempo 16,07 2 8,04 4,27 0,0328 

Repetición 9,85 2 4,93 2,61 0,1041 

Conc.xTiemp. 16,15 4 4,04 2,14 0,1226 

Error 30,15 16 1,88   
Total 75,41 26    

 

Anexo 7 

Comparaciones ortogonales para concentraciones en “explantes sanos”, Colombia. 

Concentración 

(%) 
Medias n EE 

  

 

2 0,58 9 0,03 A   

1,5 0,47 9 0,03  B  

1 0,35 9 0,03   C 
 

Anexo 8 

Comparaciones ortogonales para concentraciones en “explantes sanos”, C. roja. 

Concentración 

(%) 
Medias n EE 

  

 

2 0,45 9 0,03 A   

1,5 0,37 9 0,03 A   

1 0,25 9 0,03  B  
 

 



68 

 

Anexo 9 

Comparaciones ortogonales para concentraciones en “explantes fenolizados”, Colombia. 

Concentración 

(%) 
Medias n EE 

  

 

2 3,33 9 0,31 A   

1 1,56 9 0,31  B  

1,5 1,33 9 0,31  B  

 

Anexo 10 

Comparaciones ortogonales para concentraciones en “explantes fenolizados”, C. roja. 

Concentración 

(%) 
Medias n EE 

  

 

2 0,16 9 0,02 A   

1,5 0,11 9 0,02 A B  

1 0,06 9 0,02  B  
 

Anexo 11 

Comparaciones ortogonales para tiempo de exposición en “explantes fenolizados”, Colombia. 

Tiempo 

(min) 
Medias n EE 

  

 

20 2,78 9 0,31 A   

10 2,00 9 0,31 A B  

15 1,44 9 0,31  B  
 

Anexo 12 

Comparaciones ortogonales para concentraciones en “explantes fenolizados”, C. roja. 

Tiempo 

(min) 
Medias n EE 

  

 

20 0,15 9 0,02 A   

15 0,09 9 0,02 A   

10 0,08 9 0,02 A   

 

Anexo 13 

Valores del T de Student para muestras independientes con las variedades 

  Colombia C. roja 

Variable de clasificación 

Concentración 

(mg/L) 

Concentración 

(mg/L) 

Variable de respuesta Raíz peso seco (mg) Raíz peso seco (mg) 

T (bilateral) -2,54 -1,49 

p-valor 0,0235 0,1683 
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Anexo 14 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 27 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Figura 98Anexo 28 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 29 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Figura 99Anexo 30 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 31 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Figura 100Anexo 32 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 33 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 
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Anexo 15 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 34Anexo 35 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 36 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 37Anexo 38 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 39Anexo 40 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 41 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 42 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Figura 101Anexo 43 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 44Anexo 45 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 46Anexo 47 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Anexo 48 

Encuesta para la recolección de información de los productores de Apuela. 

 

Anexo 49Anexo 50 

Manual de manejo agronómico orgánico de café. 

 

Acceso digital: Manual Agronómico Café de Apuela, Intag.pdf 
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