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Influencia de concentraciones de Vitrofural en la esterilización de 
medios de cultivos en la propagación in vitro de Coffea arabica L.1
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Resumen
La investigación se desarrolló con el objetivo de evaluar 

la influencia de diferentes concentraciones de Vitrofural 

en la esterilización de medios de cultivo en la propagación 

in vitro del descendiente F1 de Coffea arabica L. Se realizó 

en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Estación 

Experimental Agro-Forestal Jibacoa, provincia de Villa Clara, 

Cuba, en 2017. Se estudiaron diferentes concentraciones 

(60 mg • L-1
, 80 mg • L-1,100 mg • L-1 y 116 mg • L-1 como 

control) de Vitrofural en la esterilización de medios de 

cultivos semisólidos para la formación de callos. Se evaluó la 

contaminación, oxidación, explantes con callogénesis, masa 

seca y fresca, y la consistencia de los explantes, realizando 

la comparación de sus valores mediante la prueba de Tukey y 

Kruskall Wallis con previa comprobación de los supuestos de 

normalidad y homogeneidad de varianza utilizando el paquete 

estadístico InfoStat, 2012 versión 1.0. Las concentraciones de 

Vitrofural influyeron en la esterilización de medios de cultivo 

en la fase de formación de callos para la propagación in vitro 

del descendiente F1 de Coffea arabica L. La concentración 

de 80 mg • L-1 resultó ser la más económica sin diferir de 

las concentraciones superiores en la contaminación de los 

explantes. Las concentraciones de Vitrofural no influyeron 

en la inducción de callogénesis y en la consistencia de los 

explantes; sin embargo, con 80 y 60 mg • L-1 se aumentó 

significativamente la masa seca de los callos.

Palabras clave: café, consistencia, contaminación, explantes, 

friable.

Abstract
The investigation was developed with the objective of 

evaluating the influence of different Vitrofural concentrations 

in the sterilization of cultivations medium in the propagation in 

the in vitro descendant’s F1 of Coffea arabica L. It was carried 

out in the vegetable biotechnology laboratory of the Estación 

Experimental Agro-Forestal Jibacoa, Villa Clara province, Cuba, 

in the 2017 year. Different Vitrofural concentrations were studied 

(60 mg • L-1, 80 mg • L-1,100 mg • L-1 and 116 mg • L-1 as 

control) in the sterilization of cultivations medium semisolids for 

the calluses formation. The contamination, oxidation, explants 

was evaluated with call genesis, dry and fresh mass, and the 

consistency of the explants, carrying out the comparison of its 

values by means of the test of Tukey and Kruskall Wallis with 

previous confirmation of the suppositions of normality and 

variance homogeneity using the statistical package InfoStat, 

2012 version 1.0. The Vitrofural concentrations of influenced in 

the sterilization of cultivations medium in the phase of calluses 

formation for the in vitro propagation of the descendant’s F1 

of Coffea arabica L. The concentration of 80 mg • L-1 turned 

out to be the most economic without differing of the superior 

concentrations in the contamination of the explants. The 

Vitrofural concentrations didn’t influence in the call genesis 

induction and in the consistency of the explants; however, 

with 80 and 60 mg • L-1 was increased the dry mass of the 

calluses significantly. 
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Introducción
El café constituye la segunda mercancía comercia-

lizada en el mundo después del petróleo (Fernández 
et al., 2010). En las plantaciones cafetaleras cubanas 
el 23 % rinden 0,34 t/ha-1, siendo el envejecimiento una 
de las causas principales de los bajos rendimientos de 
los volúmenes productivos. Para revertir esta problemá-
tica se implementa un programa de desarrollo que prevé 
transformar las plantaciones para elevar los rendimientos 
y los volúmenes de productivos (Sánchez y col., 2012).

La embriogénesis somática tiene un gran potencial 
para la multiplicación rápida y en gran escala de varie-
dades seleccionadas en una amplia gama de especies 
económicamente importantes, incluyendo el cultivo del 
café (Etienne et al., 2016); permite la regeneración de 
plántulas a gran escala utilizando fragmentos de hojas 
como material inicial (Rezende et al., 2016).

Para la regeneración de plantas por técnicas biotec-
nológicas es esencial la esterilización de medios de cul-
tivos, mediante el cual se obtiene un sustrato libre de mi-
croorganismos. Se pueden emplear diferentes métodos 
de esterilización; dentro de estos, el método químico, el 
cual presenta como principal problema para su uso el 
efecto tóxico que provocan a los órganos, tejidos y célu-
las vegetales.

La planta de producción del Centro de Bioactivos Quí-
micos de Villa Clara produce Vitrofural, el que se emplea 
como aditivo para los medios de cultivo en la producción 
de vitroplantas (Díaz y col., 2012).

El Vitrofural es derivado de plantas de caña de azú-
car, que se ha utilizado en la industria médica y cultivo 
de tejidos vegetales. El ingrediente activo es 1- (5 bromo-
fur-2-IL) -2-bromo-a-nitroeteno G-1, siendo efectivo para 
bacterias y hongos, puede usarse en el medio de cultivo 
sin ningún efecto tóxico sobre el tejido vegetal. Estas ca-
racterísticas lo convierte en una alternativa atractiva en 
la regeneración de plantas in vitro (Escalona et al., 2010).

El Vitrofural sustituye el proceso de esterilización por 
autoclave, reduce el consumo de agente gelificante en 
un 35 %, aumenta el coeficiente de multiplicación entre 0,3 
y 0,5, la productividad y mejora las condiciones de traba-
jo y un considerable ahorro de energía eléctrica (Scholz 
et al., 2013).

El Vitrofural se ha utilizado en la esterilización de 
medios de cultivos para la propagación in vitro de es-
pecies como plátanos, bananos, caña, papa, eucalipto, 

piña, ajo, cebolla, cítricos y cerezos, en los que se ha de-
mostrado su efectividad. La concentración recomendada 
para su uso en la esterilización de medios de cultivos 
para la regeneración de plantas in vitro es de 116 mg • L-1 
(Silveira y col., 2010).

En la esterilización de medios de cultivos empleados 
para la fase de formación de callos de café no se eviden-
cian estudios donde se muestre la efectividad de este 
producto con el empleo de concentraciones inferiores a 
la recomendada para otras especies. La investigación se 
desarrolló con el objetivo de evaluar la influencia de dife-
rentes concentraciones de Vitrofural en la esterilización 
de medios de cultivo en la fase de formación de callos 
para la propagación in vitro de híbridos F1 de Coffea 
arabica L.

Materiales y métodos
La investigación se realizó en el Laboratorio de Bio-

tecnología de la Estación Experimental Agro-Forestal 
Jibacoa, localizado en el municipio de Manicaragua, pro-
vincia de Villa Clara, Cuba, durante el período compren-
dido de enero a mayo de 2017.

El material vegetal utilizado para la propagación in vitro 
fue un descendiente F1, del cruzamiento de la variedad 
Caturra rojo con cafetos silvestres (Lacerra y col., 2012). 
Se les realizaron actividades agrotécnicas mantenién-
dolas en un óptimo estado vegetativo y fitosanitario. Se 
colectaron de estas los segundos pares de hojas ubica-
das en las ramas plagiotrópicas del tercio medio, y se 
seleccionaron las que no presentaban afectaciones por 
plagas, enfermedades ni deformaciones.

Las hojas colectadas se trasladaron al Laboratorio 
de Biotecnología, se lavaron individualmente en agua 
con detergente comercial y se enjuagaron con agua 
limpia. Seguidamente en el área aséptica se desinfec-
taron con hipoclorito de sodio según la metodología 
propuesta por Ortiz y col. (2017). Se seleccionaron de 
las hojas desinfestadas explantes de 1,0 cm2 aproxima-
damente, desechando las que estuvieran dañadas por 
el hipoclorito de sodio, los bordes y las nervaduras de 
estas. Se ubicaron con el haz en contacto con el medio 
de cultivo.

Se utilizó un medio de cultivo para formación de ca-
llos de café, se esterilizó con diferentes concentraciones 
de Vitrofural con los que se conformaron los siguientes 
tratamientos:
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1.	 Vitrofural al 60 mg • L-1

2.	Vitrofural al 80 mg • L-1

3.	Vitrofural al 100 mg • L-1

4.	Vitrofural al 116 mg • L-1 (recomendada por el fabricante 
para la esterilización de medios de cultivos para el 
cultivo in vitro de plantas (Silveira y col., 2010).

El esterilizante químico se incorporó a una porción del 
medio de cultivo cuando tuvo una temperatura aproximada 
entre 80-85 °C y se incorporó al resto del mismo agitán-
dolo vigorosamente para lograr una homogeneización 
total y evitar la sedimentación del producto. 

Se utilizaron por tratamiento 115 explantes, los que se 
colocaron en el medio de cultivo y permanecieron por 90 
días a la oscuridad, a una temperatura de ± 25 oC. Se 
evaluaron las variables siguientes:

1.	 Contaminación (%) (5 y 90 días).
2.	Explantes oxidados (%) (15, 20, 30 y 90 días).
3.	Explantes con callogénesis (%) (15, 20, 30 y 90 días).

A los 90 días se les evaluó a los callos formados.
1.	 Masa seca (g).
2.	Consistencia (%).

Para determinar los porcientos de oxidación, contami-
nación y de explantes con callogénesis se realizó por la 
metodología propuesta por López et al. (2011).

El peso fresco y el peso seco se determinaron me-
diante una balanza analítica Radwad de 0,1 mg de preci-
sión. El peso seco se obtuvo en una estufa hasta alcan-
zar peso constante.

Se empleó la metodología utilizada por González, 
Santana y López (2001) para evaluar la consistencia. 

La comparación de valores de la contaminación, explan-
tes oxidados, porcentaje de explantes con callogénesis y 
la consistencia se realizó mediante la prueba de Tukey; la 
masa fresca y seca mediante prueba de Kruskall Wallis con 
previa comprobación de los supuestos de normalidad y ho-
mogeneidad de varianza utilizando el paquete estadístico 
versión 1.0 (InfoStat, 2012).

Resultados y discusión
La contaminación que se observó en el medio de cul-

tivo y en los explantes en todo el proceso de formación de 
callo fue causada por hongos. La utilización de distintas 
concentraciones del Vitrofural en el medio de cultivo produjo 
efecto diferenciado en la contaminación microbiana (Fig. 1).

*Valores con letras diferentes difieren según la prueba de Tukey para p < 0,05; 
ns No significativo para p < 0,05.

Fig. 1. Influencia de las concentraciones de Vitrofural en la contaminación de 

explantes (%).

En la evaluación realizada a los cinco días se observó 
que la aparición de agentes contaminantes en los dife-
rentes tratamientos se obtuvieron resultados similares; a 

los 90 días se apreció que la concentración de 60 mg • L-1 
aumentó la aparición de contaminación con diferencia esta-
dística significativa con respecto a los demás tratamientos. 
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Se demostró que se puede emplear el Vitrofural a con-
centraciones inferiores a 116 mg • L-1 en la esterilización 
de medios de cultivo para formación de callos de cafetos, 
con el empleo de 80 mg • L-1 y 100 mg • L-1 se obtienen 
resultados similares a esta concentración recomendada.

Ortiz y col. (2018) plantearon que el Vitrofural es efectivo 
en la esterilización de medios de cultivos semisólidos para 
la formación de callos de cafeto, donde reporta un 4,15 % 
de contaminación en una concentración de 116 mg • L-1. 
Quintana y col. (2006) refirieron que el Vitrofural es 
uno de los esterilizantes químicos usados con éxito 

para el control de contaminantes en el cultivo in vitro 
de tejidos vegetales; con el empleo de concentracio-
nes de 116 mg • L-1(35 mg • L-1 de principio activo) infor-
maron valores inferiores al 2,5 % de contaminación en la 
propagación in vitro de Vigna luteola SC-123 y Macropti-
liumatro purpureum SE-72.

A los 20 días de establecidos los explantes en el me-
dio de cultivo se apreció la presencia de algunos necro-
sados, con una coloración carmelita oscuro. Estos daños 
se dejaron de observar en los restantes a partir de los 
treinta días (Fig. 2).

ns No significativo según prueba de Tukey para p < 0,05.
Fig. 2. Explantes oxidados (%) en los diferentes tratamientos evaluados.

Las concentraciones de Vitrofural empleadas no 
influyeron significativamente en la oxidación de los 
explantes, los cuales no superaron el 3,48 % en los 
diferentes tratamientos evaluados. Estás muertes 
pudieran estar asociadas a la acción de productos 
utilizados en el proceso de desinfección al que se 
sometieron las hojas de café. Silveira y col. (2010) 
plantearon que con concentraciones de 116 mg • L-1 
no se reportaron intoxicaciones en estudios realiza-
dos en cultivos como papa, plátano, banano y caña 
de azúcar.

Orlikowska et al. (2015), en estudios realizados en 
diferentes especies como anthurium, mora, chrysan-
themum, hosta, fresa y frambuesa con diferentes con-
centraciones de Vitrofural (25 mg • L-1, 35 mg • L-1, 
45 mg • L-1 del ingrediente farmacéutico activo), apre-
ciaron que nunca fue completamente fitotóxico; puede 
afectar o estimular el desarrollo de las plantas in vitro 

en dependencia de las concentraciones del producto 
y el genotipo en estudio. Plantearon que el empleo de 
biosidas, incluso los que se recomiendan para cultivos 
de tejidos vegetales, puede ser tóxico para algunos 
genotipos de plantas, pueden inhibir el crecimiento y 
desarrollo de brotes y raíces, y reducir la eficiencia de 
micropropagación, en la esterilización de medios de 
cultivos para regeneración de diferentes genotipos de 
plantas in vitro, por lo que debe ir precedido de ex-
perimentos para establecer una concentración segura 
para un uso posterior del producto.

Los explantes colocados en los diferentes tratamien-
tos presentaron la misma capacidad de formación de 
callos; se observó la iniciación del proceso de callogé-
nesis en la evaluación realizada a los 15 días y con-
cluyó a los 30 días sin diferencia significativa entre los 
tratamientos en las diferentes evaluaciones realizadas 
(Tabla 1).
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Tabla 1. Influencia de las concentraciones de Vitrofural en las diferentes 
evaluaciones realizadas en los callos con callogénesis (%)

Tratamientos 
Días

15 20 30

60 (mg • L-1) 84,3 95,4 95,4

80 (mg • L-1) 87,8 96,3 96,3

100 (mg • L-1) 86,0 94,8 98,1

116 (mg • L-1) 89,5 95,4 98,1

ES 1,99 ns 1,75 ns 1,41 ns

CV (%) 10,96 8,79 6,92

ns No significativo según prueba de Tukey para p < 0,05.

Las concentraciones de Vitrofural empleadas no influ-
yeron en el proceso de callogénesis, no se mostraron di-
ferencias significativas entre los tratamientos, aunque se 
observó que los tratamientos con mayor concentración 
de Vitrofural (100 y 116 mg • L-1) obtuvieron las menores 
medias en el porciento de explantes que concluyeron el 
proceso de iniciación de callogénesis, la cual se apreció 
que concluyó en la evaluación realizada a los 30 días.

Ortiz y col. (2018) afirman que el Vitrofural no afecta el 
proceso de formación de callos en el cultivo del café en 
concentraciones de 116 mg • L-1, aunque observaron que 
retarda en los primeros 30 días el proceso de iniciación. 

Se evidencia que el esterilizador químico empleado no 
afecta el proceso de formación de callos en concentra-
ciones iguales o inferiores a 116 mg • L-1.

Silveira y col. (2010) plantearon que en la esteriliza-
ción de los medios de cultivo el Vitrofural es efectivo y 
puede ser empleado en la micropropagación de plantas 
(plátanos, bananos, papa y otros), y se logra aumentar 
el coeficiente de multiplicación de los explantes con su 
utilización.

Las diferentes concentraciones de Vitrofural emplea-
das no incidió significativamente en la consistencia de 
los callos formados (Tabla 2).

Tabla 2. Consistencia de los callos en los diferentes tratamientos 
evaluados

Tratamientos Consistencia

Vitrofural al 60 mg • L-1 93,3 % Friable
6,7 % Esponjoso

Vitrofural al 80 mg • L-1 90,0 % Friable
10,0 % Esponjoso

Vitrofural al 100 mg • L-1 93,3 % Friable
6,7% Esponjoso

Vitrofural al 116 mg • L-1 (Control)
93,3 % Friable

6,7 % Esponjoso

Al emplear las diferentes concentraciones de Vitro-
fural se obtuvo valores superiores al 90 % de callos 
friables, características las cuales son fundamentales 
para seleccionar un callo de cafeto para los posterio-
res procesos in vitro. Corrobora lo planteado por Gon-
zález, Santana y López (2001), quienes se refirieron 
a que los callos de cafetos obtenidos in vitro con con-
sistencia friable y una coloración blanca cremosa son 

características que permiten seleccionar explantes 
con posibilidad potencial de alta capacidad embriogé-
nica y de mayor calidad.

Se apreció que las concentraciones de Vitrofural 
empleadas en la esterilización de medios de cultivo 
semisólidos influyeron en la masa seca de los callos 
formados, con diferencias significativas entre los trata-
mientos (Fig. 3).
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** Barras con valores con letras desiguales difieren estadísticamente según 
la prueba de Kruskall Wallis 
para p < 0,01.
Fig. 3. Masa seca (g) de los callos en los diferentes tratamientos 

evaluados.

Con la utilización de concentraciones de 80 mg • L-1 
y 60 mg • L-1 de Vitrofural se obtienen callos con mayor 
masa seca, con diferencia significativa con respecto a los 
demás tratamientos.

La masa seca muestra la calidad del callo formado 
entre otras características. Se apreció que al aumentar la 
concentración de Vitrofural (100 mg • L-1 y 116 mg • L-1) 
disminuyó la masa seca. Quiala y col. (2002), en estu-
dios realizados en el cultivo de la caña de azúcar, de-
mostraron que al emplear concentraciones de Vitrofural 
por encima de 20 mg • L-1 disminuyó la germinación de 
embriones somáticos.

Conclusiones
•	 Las concentraciones de Vitrofural influyeron en 

la esterilización de medios de cultivo en la fase 
de formación de callos para la propagación in 
vitro del descendiente F1 de Coffea arabica L. 
La concentración de 80 mg • L-1 resultó ser la más 
económica, sin diferir de las concentraciones 
superiores en la contaminación de los explantes.

•	 Las concentraciones de Vitrofural no influyeron en 
la inducción de callogénesis y en la consistencia de 
los explantes; sin embargo, con 80 y 60 mg • L-1 
se aumentó significativamente la masa seca de los 
callos.
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