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Ortiz R. et al.

RESUMEN

La caracterizacién del crecimiento y desarrollo de las plantas de cafeto en
condiciones de campo es un aspecto que valida el potencial agroproductivo de la
plantacién. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar en condiciones de
campo aspectos morfo-agronomicos de plantas in vitro de Coffea arabica L. cv.
Caturra rojo J-884 obtenidas por embriogénesis somatica. Las plantas fueron
evaluadas durante 16 meses. Como referencia se emplearon plantas procedentes
de semillas. Se determind que las plantas de cafeto regeneradas por
embriogénesis somatica y de semilla mostraron un crecimiento y desarrollo
similar con respecto a las variables morfoagronémicas. Sin embargo, se observé
mayor area foliar y nimero de ramas plagiotropicas en las plantas obtenidas por
embriogénesis somatica. Ademas, se comprobd que las afectaciones causadas
por plagas y enfermedades fueron similares en las plantas de los dos origenes
durante los diferentes periodos estacionales. Los resultados de las variables
morfoagrondmicas y el incremento en el nimero de ramas plagiotropicas
demuestran la potencialidad productiva de las plantas obtenidas por
embriogénesis somatica.

Palabras clave: adaptacion ex vitro, antracnosis, embriogénesis cigética, indices
fisiologicos, minador de la hoja, roya de cafeto

Morpho-agronomic characterization under field conditions of
Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 in vitro plants
obtained by somatic embryogenesis

ABSTRACT

The characterization of the growth and development of coffee plants under field
conditions is an aspect that validates the agro-productive potential of the
plantation. The aim of this research was to characterize under field conditions
morpho-agronomic aspects of in vitro plants of Coffea arabica L. cv. Red caturra
J-884 obtained by somatic embryogenesis. The plants were evaluated during 16
months. As a reference, plants from seeds were used. It was determined that the
coffee plants regenerated by somatic and seeds showed a similar growth and
development with respect to the morphoagronomic variables. However, a greater
leaf area and number of plagiotropic branches were observed in the plants
obtained by somatic embryogenesis. In addition, it was verified that the
affectations caused by pests and diseases were similar in the plants of the two
origins during the different seasonal periods. The results of the morphoagronomic
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variables and the increase in the number of plagiotropic branches demonstrate
the productive potential of the plants obtained by somatic embryogenesis.

Keywords: anthracnose, coffee rust, ex vitro adaptation, leaf miner,
physiological indices, zygotic embryogenesis

INTRODUCCION

Uno de los productos mas importante en el comercio internacional es el café, que
esta entre los rubros principales de la economia en alrededor de 70 paises
(Ivamoto et al., 2017). Las areas cultivadas de cafeto (Coffea spp.) a nivel
mundial son aproximadamente 10.2 millones de hectareas distribuidas en mas
de 80 paises, sobre todo en las regiones tropicales y subtropicales de Africa, Asia
y América Latina. Mas de 100 millones de personas obtienen sus ingresos directa
o indirectamente de las areas cultivadas de cafeto (ICO, 2018).

El empleo de semillas de cafeto de alta calidad fisiolégica es considerada como
uno de los principales factores que influye en la obtencién de plantulas mas
vigorosas en condiciones de campo, lo cual conduce a una mayor productividad
del cultivo (Avila-Victor et al., 2018; Ardiyani et al., 2020). Para la propagacion
de cafeto se pueden emplear semillas botanicas y plantas in vitro obtenidas
generalmente por embriogénesis somatica (Valdes et al., 2021)

La embriogénesis somatica como método de regeneracion de plantas se obtiene
en un gran numero de familias y especies entre las que se incluye el cafeto. Se
utiliza para estudios basicos de fisiologia vegetal y en aplicaciones mas practicas,
como la propagacion in vitro y la transformacion genética (Sanchez et al., 2019).
Respecto a la propagacion convencional, tiene entre otras ventajas, la obtencion
de plantas completas a partir de la germinacion del embriéon somatico por lo que
no se requiere una fase de enraizamiento posterior, ademas de la facilidad para
su escalamiento y una menor probabilidad de variacion genética (Bobadilla et al.,
2013; Méndez-Hernandez et al., 2019).

Un aspecto importante para el escalado productivo por métodos biotecnoldgicos
es conocer caracteristicas de crecimiento y desarrollo de las plantas obtenidas.
Sin embargo, la respuesta morfoagronémica de las plantas regeneradas por
embriogénesis somaticas de cafeto del cultivar Caturra rojo J-884 en condiciones
ex vitro no ha sido estudiada. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar en
condiciones de campo aspectos morfoagrondomicos de plantas de Coffea arabica
L. cv. Caturra rojo J-884 obtenidas por embriogénesis somatica.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en la Finca cafetalera “El Guayabal”, ubicada en la zona
del macizo de Guamuhaya (Provincia Villa Clara, Cuba). La plantacién de cafeto
estd situada a una altitud media de 350 m.s.n.m, con georreferenciacién de
ubicacion en 21°59 "05”N y 80°59 57" O.

Material vegetal

Plantas in vitro obtenidas por embriogénesis somatica segun el protocolo
desarrollado por Barbon et al. (2003) y plantas obtenidas por semillas bétanicas
de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 cultivadas en condiciones de vivero.
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Las plantas obtenidas por semillas se obtuvieron en el banco de germoplasma de
la Estacién Experimental Agroforestal Jibacoa (Villa Clara, Cuba). Las plantas
presentaron las siguientes caracteristicas: seis o0 mas pares de hojas, didmetro
del tallo superior a 4.0 mm y altura entre 12-15 cm, medida desde la base del
tallo hasta el apice caulinar.

Condiciones de cultivo

Las condiciones edafoclimaticas en las cuales se desarrolld el experimento fueron
de una temperatura promedio durante el dia de 24.5 + 3.0 °C, humedad relativa
del 85%, la intensidad luminosa oscil entre 224-457 ymol m2s™* medida con un
luxédmetro EXTECH Light meter (China) y una precipitacion anual entre 1347.6
mm y 3245 mm. La zona se caracteriza por presentar un suelo Ferralitico rojo
(Categoria 2) (Hernandez-Jiménez et al., 2019) con un contenido de 3.8% de
materia organica, 8.7% de P.0s, 11.66% de K;O y un pH de 5.53. La sombra
predominante del area fue guamo (Inga vera Will) y platano (Musa spp.).

Las labores agrotécnicas al cultivo (control de plantas arvenses vy fertilizacion) se
realizaron segun las normas del instructivo para el cultivo (Diaz et al., 2013). No
se realizaron aplicaciones de productos quimicos para la proteccion fitosanitaria
durante la evaluacién del experimento.

Disefio experimental y evaluaciones

Se empled un diseno experimental de bloques al azar, compuesto por dos
tratamientos (plantas obtenidas por embriogénesis somatica y plantas obtenidas
de semilla) y cuatro réplicas por cada tratamiento compuesto por 224 plantas.
La parcela tenia un area de 52 m?, con 13.0 m de largo y 4.0 m de ancho, cuatro
hileras espaciados a 2.0 m uno de otro y 13 plantas por metro lineal. Por hoyo
de plantacion se aplicaron 28 kg de abono organico (humus de lombriz).

Para la caracterizacion de las plantas en condiciones de campo se realizaron
evaluaciones de todas las plantas cada dos meses durante 16 meses de cultivo
de la plantacion. Se tuvieron en cuenta los descriptores para cafeto propuesto
por IPGRI (1996) y se evaluaron las variables siguientes:

- Altura de la planta (cm). Se midié con cinta métrica desde la base del tallo de
la planta hasta el apice.

- Diametro del tallo (cm). Se midié con el empleo de un Pie de Rey a 1 cm de
altura de la base del tallo.

- NUumero de pares de hojas (u)

- Area foliar (AF). Se determind segun procedimiento de Soto (1980) de acuerdo
con la medicién de las dimensiones lineales de las hojas. AF (cm?) = largo x
ancho x 0.64.

- NUmero de pares de ramas plagiotrdpicas (u)

- Diametro de la copa de la planta (cm). Se midié con el empleo de una cinta
métrica la longitud de la rama bajera mas larga de la planta.

- Presencia o no de flores

- NUmero plantas fuera de tipo (u)

Ademas, se determind la incidencia de enfermedades en las plantas. La
estimacion de la incidencia a roya (Hemileia vastatrix Berk y Br.) se realizd entre
los meses de febrero — agosto. Se seleccionaron nueve hojas de cada planta y se
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realizé una evaluacion por estrato (bajo, medio, alto). La evaluacién de roya se
realizd cada 30 dias, esta metodologia fue basada en el tiempo requerido para el
desarrollo de sintomas de la enfermedad (20 dias) segun Alvarado (2004). Se
cuantificd y registrd el nUmero de hojas y el nUmero de hojas con lesiones con
esporulacion, cualquiera que fuera la cantidad de lesiones presentes en cada
hoja.

La respuesta se expresé como el porcentaje de incidencia de roya (IR) por planta,
que fue determinado por la relacion entre el nimero de hojas afectadas (NHA) y
el nimero de hojas presentes (NHP) segun la formula IR(%)=(NHA/NHP)x100),
segun la metodologia de Alvarado y Moreno (2005).

Para la determinacién de la incidencia del insecto plaga minador de la hoja
(Leucoptera coffeella Gérin Méneville), en todas las plantas se evaluaron cuatro
ramas en la parte media, dos en el sentido de las hileras y dos ramas hacia cada
una de las calles. Se cuantifico el total de hojas (TH) por cada rama y de ellas
las afectadas (THM) por el organismo patdgeno. Se calculé el porcentaje de indice
de afectacién (IA) se empled la férmula: IA(%)=(THM/TH)x100.

La incidencia de antracnosis (Colletotrichum coffeanum Nocack.) se evalud en
una rama por cada punto cardinal y diez hojas por rama a partir del extremo
apical. La rama sujeta a evaluacion se ubicaba en el cuadrante del centro y se
determind el grado de afectacidon de las hojas. Se utilizd una escala de grados
(Tabla 1) y se calculd el porcentaje de incidencia por antracnosis (IF) por la
férmula siguiente: % IF=3(AB)/(NK)*100, donde A es el Grado de la escala, B
es la cantidad de hojas afectadas por la antracnosis en cada grado, N es el
numero de hojas evaluadas y K el grado de la escala.

La incidencia de Cercospora coffeicola Berk y Cooke se determind segun
metodologia propuesta por Dilas-Jiménez (2022). Se evaluaron a todas las
plantas en estudio, cuatro ramas en la parte media, dos en la opuesta en el
sentido de la hilera y dos ramas hacia el espacio entre hileras. Se cuantificé el
total de hojas y de ellas las afectadas por la enfermedad. Se utilizé una escala
grado de afectacion de la enfermedad conocida como mancha de hierro en hojas
y frutos del cafeto.

Anaélisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos experimentales se utilizd el programa
InfoStat versidon 1.0 (2012). Se comprobd si los datos cumplian con los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza. El analisis estadistico se realizd
mediante procedimientos ANOVA vy la diferencia entre las medias se determiné
por la prueba de Tukey. En todos los casos las diferencias significativas fueron
establecidas para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas procedentes de la embriogénesis somatica tuvieron una respuesta de
crecimiento y desarrollo similar a las plantas obtenidas por el método
convencional.

Las plantas regeneradas por embriogénesis somatica y caracterizadas segun el
catalogo de variedades o cultivares (IPGRI, 1996), mostraron las caracteristicas
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fenotipicas de crecimiento tipicas del cultivar en estudio (Figura 1). La respuesta
obtenida fue similar a lo descrito por Sanchez et al. (2012) para plantaciones de
cafeto del cultivar Caturra rojo obtenidas por semilla botanica a los 16 meses de
plantadas en campo.

Tabla 1. Escala de grado para determinar la incidencia de antracnosis
(Colletotrichum coffeanum Nocack.) en plantas de Coffea spp. durante 16 meses
de cultivo.

Grado Descripcion

0 Hojas sanas

1 Hojas con 1-2 puntuaciones de color parda, 1-5% de la superficie
foliar manchada

5 De 1-2 puntuaciones de 5-14 mm? de didmetro, aproximadamente
6-10% de la superficie foliar manchada.

3 Hasta tres manchas de 5-14 mm? de didmetro, aproximadamente
11-25%.

4 De 26-35% de la superficie foliar manchada y 25-50% de defoliacién
en la planta

5 De 36-50% de la superficie foliar manchada y mas de 50% de la

superficie foliar manchada y mas del 50% de la planta defoliada

El porcentaje de incidencia de la enfermedad se determind por la formula:
I.I=2AxB*100/SN, donde, >AxB es la sumatoria de las plantas atacadas en cada
valor de la escala por el valor de la escala, N es el Total de plantas evaluadas y
S el ultimo grado de la escala.

Figura 1. Plantas in vitro de Coffea arabica cv. Caturra rojo 1-884 obtenidas por
embriogénesis somatica a los 16 meses de cultivo en condiciones de campo.
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A los 16 meses de plantadas en condiciones de campo, las plantas de cafeto
obtenidas por embriogénesis somatica mostraron un crecimiento y desarrollo
para las variables altura, diametro del tallo, pares de ramas plagiotrépicas, pares
de hojas, diametro del tallo y diametro de la copa similar a los de las semillas.
Sin embargo, el nimero pares de ramas plagiotrépicas y area foliar fue superior
con diferencias significativas (Tabla 2).

Al tener las plantas obtenidas por embriogénesis somatica una respuesta
morfoagronémica similar a las plantas propagadas por el método convencional,
asi como un mayor numero de ramas plagiotropicas, estas tienen un alto
potencial productivo y podrian ser empleadas para la renovacion de las
plantaciones comerciales. Segun Etienne et al. (2018) en estudios durante la
adaptacion ex vitro de plantas de cafeto obtenidas in vitro, informaron la
confiabilidad y utilizacion de la embriogénesis somatica en Coffea arabica L. en
la regeneracion de plantas, la produccién a gran escala, tanto por suspensiones
celulares como por embriogénesis somatica secundaria y su respuesta ex vitro.

Se constatd que en las plantas procedentes de semilla, el 10.0% de estas no
tenian las caracteristicas propias del cultivar en estudio (Figura 2), a diferencia
de las obtenidas por embriogénesis somatica donde no se apreciaron cambios.
Se observaron, plantas con los brotes jovenes de color bronceado (#996B26) y
otras con los entrenudos largos y ramas plagiotropicas separadas. Al respecto,
Etienne et al. (2016) sefalaron que en mas del 99.0% de las plantas de cafeto
regeneradas por embriogénesis somatica, sus caracteristicas morfoldgicas se
ajustaban a la planta madre que les dio origen y demostraron que solo las plantas
obtenidas de cultivos embriogénicos mantenidos durante largo tiempo de cultivo
in vitro fueron los mas susceptible a la variacion somaclonal.

Tabla 2. Caracteristicas morfoagrondmicas de las plantas de Coffea arabica L.
cv. Caturra rojo J-884 procedente de embriogénesis y somatica a los 16 meses
de cultivo campo.

Tratamiento Altura Didmetro Pares Pares de Diametro Area
(cm) de tallo de ramas de la foliar
(cm) hojas  plagiotrépicas copa (m?)
(u) (w) (m)
Plantas 98.0a 2.29a 213.5a 15.2a 1.08 a 2.7 a

obtenidas por

embriogénesis

somatica

Plantas 93.0a 2.28a 202.5 a 13.33 b 1.11a 19b
obtenidas por

semillas

(control)

Desviacion +4.14 +0.06 +21.27 +0.76 +4.44 +1.8
estandar

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren significativamente
segun prueba de Tukey para p< 0.05 (n=224)
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En observaciones realizadas, se aprecié un 10.0% de la plantacién con floracion
temprana a los ocho meses de cultivo. La respuesta fue similar tanto para las
plantas obtenidas por embriogénesis somatica como las de semilla, sin
diferencias significativas. Posteriormente se observé la formacion de frutos con
una respuesta similar entre ambas poblaciones (Figura 3).

Figura 2. Plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo ]-884 obtenidas por
semillas a los 16 meses de plantadas en condiciones de campo. A) Plantas con
los brotes bronceados. B) Planta con entrenudos y ramas plagiotrépicas
separadas.

Figura 3. Plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 con primera
floracion a partir los ocho meses de cultivo, (A) procedente de semilla (B)
embriogénesis somatica y fructificacion entre 11-13 meses cultivo (C)
procedencia semilla y (D) embriogénesis somatica.
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Las afectaciones causadas por plagas y enfermedades a las plantas procedentes
de embriogénesis somatica y semilla fueron similares en ambos tratamientos sin
diferencias significativas (Tabla 3).

La incidencia de la roya del cafeto en las diferentes evaluaciones realizadas fue
baja sin superar el valor critico, a pesar de que el cultivar en estudio es
susceptible a los ataques del organismo patdgeno. Al respecto, Hernandez (2016)
sefiald que este cultivar es de alta calidad del grano y productividad, pero
muestra susceptibilidad a la roya.

Las afectaciones causadas por el minador de la hoja en los dos tratamientos
evaluados se mantuvieron por debajo del valor critico en las dos primeras
evaluaciones en periodo de seca y lluvia. En la evaluacion efectuada a los 14
meses de cultivo en época de lluvia los indices de infestacion aumentaron en los
dos tratamientos con resultados superiores o igual al valor critico, pero sin
diferencias significativas entre ellos. Olértegui (2012) informd que esta plaga

Tabla 3. Incidencia por plagas en plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo
J-884 procedentes de semilla y embriogénesis somatica cultivadas en campo
durante 16 meses de cultivo.

Tiempo | Valor Indice de incidencia o
Plaga o de cultivo| critico Periodo Plantas Plantas de Desv,|aC|on
enfermedad . " estandar
(meses) (%) de semillas | E. Somatica
Seca
8 (Febrero) 0.5a 1.5a +£0.0029
Lluvia
Roya del cafeto 11 10 (Mayo) Oa Oa 0
Lluvia
14 (Agosto) 0a 0.95 a +0.0015
Seca
+
8 (Febrero) 3.5a 1la 6.36
Mlnado_r de la 11 15 Lluvia 93 323 +14.2
hoja (Mayo)
Lluvia
14 (Agosto) 22 a 15 a +16.77
Seca
+
8 (Febrero) 4 a3 4,70 a 4.13
- Lluvia
Cercosporiosis 11 8 (Mayo) 8.80 a 7.89 a +4.29
Lluvia
14 (Agosto) 2.90 a 2.63 a +3.47
Seca
+
8 (Febrero) 4 a3 4.5 a 0.01
. Lluvia
Antracnosis 11 4 (Mayo) 6 a 10.2 a +0.01
Lluvia
14 (Agosto) 0a 0.95 a +0.002

Medias con letras diferentes en una misma fila difieren significativamente segun prueba
de Tukey para p< 0.05
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ataca al cafeto durante todo el afio, pero es particularmente agresiva durante los
meses de temperaturas elevadas. Segun plantearon Arafidé et al. (2016) existe
una correlacién significativa y positiva entre el desarrollo de la plaga y las
temperaturas prevalecientes en la zona cafetalera y la época del afio.

La presencia de la antracnosis en ambos tratamientos se aprecié a los 8 y 11
meses de cultivo de las plantas. La incidencia de la enfermedad fue igual o
superior al valor critico sin diferencias significativas entre los tratamientos. En
ambos disminuyd a los 14 meses de plantadas en campo. En relacion con lo
anterior, Monzoén (2003) refiri6 que esta respuesta puede estar dada por la
infeccidn oportunista de C. coffeanum. La presencia de antracnosis en los dos
tratamientos podria ser resultado de la utilizacién de algunos productos aplicados
como fungicidas o herbicidas de contacto, los cuales pueden producir
microlesiones en las hojas inferiores del cafeto y podrian ser puntos de entrada
para el organismo patdgeno.

Con respecto a la incidencia de cercosporiosis el valor critico fue superado a los
11 meses de cultivo (época de lluvia) en las plantas obtenidas por embriogénesis
somatica; mientras que, las plantas procedentes de semilla estaban en el limite
de valor critico (7.89%), aunque no se encontraron diferencias significativas en
las incidencias en dicho periodo en las plantas de ambas procedencias. La
incidencia de esta enfermedad se correlaciona positivamente con la temperatura
y la humedad relativa (Olértegui, 2012), el hongo requiere de temperaturas
calidas y humedad para la germinaciéon de las esporas y su crecimiento. Una
deficiencia en la cantidad de agua disponible una vez que el hongo ha penetrado
en la hoja, favorece su desarrollo y provoca una rapida aparicion de manchas.

CONCLUSIONES

Las plantas de cafeto (Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884) obtenidas por
embriogénesis somatica tienen una respuesta morfoagrondmica similar a las
plantas procedentes de semilla en condiciones de campo después de 16 meses
de cultivo.
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