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RESUMEN

La propagacion asexual mediante la embriogénesis soméatica se ha desarrollado en diferentes
cultivares de cafeto (Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre ex Froehner). Esta
investigacion se realiz6 con el objetivo de determinar la influencia de la altura de las plantas de
cafeto (Coffea arabica L.) cv. Caturra rojo J-884 obtenidas por embriogénesis somatica en su
adaptacion ex vitro en vivero. Se conformaron tres tratamientos de acuerdo con la altura de
las plantas: 1.5-2.0cm, 2.1-3.0cmy 3.1 - 4.0 cm. Las plantas fueron adaptadas en vivero en
la zona del macizo de Guamuhaya. Se evaluaron las variables supervivencia, altura, area foliar,
diametro del tallo, nimero de pares de hojas, contenido de clorofila totales (SPAD), masa
fresca, masa seca e indices fisiologicos (tasa asimilacion neta, tasa de crecimiento absoluto,
tasa de crecimiento relativo, indice de area foliar y razdn de area foliar). Las plantas procedentes
de embriogénesis somatica con una altura inicialde 2.1- 3.0cmy 3.1 - 4.0 cm presentaron las
mejores caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas relacionadas con el crecimiento y desarrollo.
Las plantas que inicialmente tenian una mayor altura presentaron los mayores valores de
crecimiento relativo y absoluto con diferencias significativas con respecto a las plantas con
una menor altura inicial (1.5 -2.0cm y 2.1- 3.0 cm). Se comprobé que la altura inicial de la
planta de cafeto cv. Caturra rojo J-884 obtenida por embriogénesis somatica influye en la
respuesta morfoldgica y fisiolégica de esta en la adaptacion ex vitro.
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Effect of the height of Coffea arabica cv. Caturra rojo J-884 plants
obtained by somatic embryogenesis in the ex vitro adaptation

ABSTRACT

The asexual propagation through somatic embryogenesis has been developed in different
coffee cultivars (Coffea arabica L. and Coffea canephora Pierre ex Froehner). This investigation
was carried out with the objective of determining the influence of the height of coffee plants
(Coffea arabica L.) cv. Caturra red J-884 obtained by somatic embryogenesis in its adaptation
in the nursery. Three treatments were formed according to the height of the plants: 1.5-2.0
cm, 2.1-3.0 cm and 3.1 - 4.0 cm. The plants were adapted in the nursery in the area of the
Guamuhaya massif. The following variables were evaluated: survival, height, leaf area, stem
diameter, number of leaf pairs, total chlorophyll content (SPAD), fresh mass, dry mass and
physiological indexes (net assimilation rate, absolute growth rate, relative growth rate, leaf
area index and leaf area ratio). Plants derived from somatic embryogenesis with an initial
height of 2.1-3.0 cm and 3.1-4.0 cm presented the best morphological and physiological
characteristics related to growth and development. The plants that initially had a higher
height had the highest values of relative and absolute growth with significant differences
with respect to the plants with a lower initial height (1.5 -2.0 cm and 2.1-3.0 cm). It was
found that the initial height of the coffee plant cv. Caturra red J-884 obtained by somatic
embryogenesis influences its morphological and physiological response in nursery adaptation.
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INTRODUCCION

Los estudios sobre la propagacion asexual
mediante la embriogénesis somética (ES) en
cafetos (Coffea arabica L. y Coffea canephora
Pierre ex Froehner) se iniciaron a nivel mundial
en la década de los afios 70, del siglo XX.
Con la utilizaciéon de esta técnica se pretende
establecer la produccion de plantas de alto
potencial productivo y reducir los costos de
produccién de posturas (De Rezende et al.,
2016).

La adaptacion de las plantas obtenidas in vitro
a condiciones ambientales ex vitro es uno de
los puntos mas criticos del proceso para la
utilizacion de las plantas con fines productivos.
Por ello, constituye una de las fases mas
importantes del proceso de embriogénesis
somética. Esta fase es la etapa final del
proceso, de ahi que sea trascendental para
la propagacion comercial de plantas. El éxito
dependera en gran medida de la eficiencia
total del proceso durante la propagacion in
vitro, esto garantiza la adaptacion de las
plantas propagadas a las condiciones
ambientales, antes de ser llevadas a campo
(Hazarika, 2003; Rodriguez et al., 2005).

Este trabajo se realiz6 con el objetivo de
determinar la influencia de la altura de las
plantas de cafeto obtenidas por embriogénesis
somaética en la supervivencia y adaptacion
ex vitro en vivero.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron plantas
de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884
obtenidas por embriogénesis soméatica (Barbon
et al., 2003) y con las caracteristicas
morfoldgicas segln describié Ortiz et al.
(2017).

Caracterizacion morfofisioldgica

Se conformaron tres tratamientos de acuerdo
con la altura de las plantas: 1.5-2.0cm; 2.1-
3.0cm y 3.1 - 4.0 cm con el objetivo de
determinar la influencia del tamafio de las
plantas de cafeto obtenidas por embriogénesis
somaética en la supervivencia y adaptacion
ex vitro en condiciones de vivero. Ademas,
todas las plantas presentaban de dos a cuatro
pares de hojas y desarrollo del sistema radical
(Figura 1).

El ensayo se realiz6 en un vivero, ubicado en
la zona del macizo de Guamuhaya (Villa Clara,
Cuba). Se emplearon por tratamiento 80
plantas obtenidas por embriogénesis
somatica. Para la adaptacion de las plantas
se emplearon tubetes (Propileno atéxico con
AntiUV) de un volumen total de 180 cm?. El
sustrato empleado estaba conformado por
suelo Fersialitico pardo (categoria 2) y humus
de lombriz (1:1).

Figura 1. Plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 con
diferentes alturas obtenidas por embriogénesis somatica.
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La temperatura promedio durante el dia fue
de 24.5+3.0 °C, 85% de humedad relativa y
224-457 imol m2 s de intensidad luminosa
(EXTECH Light meter). Durante los primeros
15 dias de cultivo, se empled una malla de
color negro para obtener un 70% de sombreo
y se retird posteriormente para incrementar
la luminosidad.

La frecuencia de riego por microaspersion fue
de cuatro veces al dia (9.00, 11.00, 14.00y
16.00 horas) con una duraciéon de dos minutos
cada riego. A las plantas también se les
realizaron tres aplicaciones de fertilizante
(NPK) en una proporcion (7:14:7) diluido al
12% y en cada tubete se afiadieron 20 ml.

Se evaluaron las siguientes variables durante

los 180 dias de cultivo:

- Supervivencia (%): numero de plantas
vivas a los 15 dias de cultivo expresado
en porcentaje.

- Altura de las plantas (cm) desde la base
del tallo hasta el apice. Se realiz6 la medicion
con el empleo de una regla graduada.

- Didmetro del tallo de las plantas (cm). Se
realizé la medicion con el empleo de un
Pie de Rey a 1 cm de altura de la base del
tallo.

- Numero de pares de hojas (u).

- Area foliar de las plantas (cm?2) segun el
método propuesto por Soto (1980) para
cultivares de C. arabica L. basada en la
férmula siguiente: AF (cm?)=largo de hoja
x ancho de la hoja x 0.64 (referido a area
foliar de todas las hojas nuevas formadas
durante la adaptacion ex vitro).

- Masa fresca (g) y seca (g) de hojas, tallo,
raiz y total.

- Indices fisiolégicos:

. Tasa de Asimilacion Neta:
_ a2lPy-Py) 2 a1
TAN = Aty (9 dm™dia™)
. Tasa de Crecimiento Relativa:
_ zlpy-pyd P
TCR = (Pz+P1)(ty—ty) (9 g™dia™)
. Tasa de Crecimiento absoluta:

_(B,-py) .
TAC = Teamty) g dia?)

. indice de Area foliar (IAF):
4F
IAF = a

e Relacién o razén de area foliar:

e =2(2+2) o g
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Donde en la formula: P, es la masa seca total
(9) al inicio del cultivo, P, es la masa seca
total (g) a los 180 dias de cultivo (t,), A, es
el area foliar al inicio del ensayo, A, es el
area foliar a los 180 dias de cultivo, t, = 0
dias y t,= 180 dias, AF es el area foliar total
y A es el area ocupada por la planta.

Andlisis estadisticos

La comparacion de valores de las variables,
se realizé mediante una prueba de Tukey o
una prueba H de Kruskal Wallis, segun los
resultados de la comprobacion previa de los
supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza con el empleo del paquete estadistico
InfoStat version 1.0 (2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

A los 15 dias de cultivo, la altura de las plantas
in vitro, obtenidas por ES, no influy6 en su
supervivencia durante la adaptacion ex vitro
en vivero. Se encontraron valores de 86.3%
(altura 1.5 — 2.0 cm), 90.0% (altura 2.1 —
3.0cm) y 91.1% (altura 3.1 — 4.0 cm) sin
diferencias significativas entre los
tratamientos.

Esta respuesta similar pudiera ser debido a
que la calidad morfofisiolégica adquirida de
estas plantas durante las fases de
germinacion y conversion que permitié una
alta supervivencia ex vitro.

La supervivencia de plantas de cafeto
obtenidas por ES cuando se transfieren a
condiciones ex vitro ha sido referida entre el
70 y 100%. En este sentido, Barbén et al.
(2014) emplearon para la adaptacion en casa
de cultivo plantas de cafeto obtenidas por
ES con una altura de 3.0 - 4.0 cm e informaron
valores de supervivencia entre 89.3-100%.
Mientras, Ortiz et al. (2014) en estudios
realizados en condiciones de vivero con la
utilizacion de plantas hibridas de cafeto
obtenidas por ES yde 2.0 a 2.5 cm de altura
alcanzaron una supervivencia de 85.0%. De
igual forma, De Rezende et al. (2016)
determinaron que al utilizar plantas de cafeto
de 1.50 a 2.51cm de altura procedentes de
la fase de germinacion se alcanzé un 78% de
supervivencia. Asimismo, Ortiz et al. (2017)
en ensayos realizados en plantas de cafeto
cultivar Caturra rojo J-884 de 2.0-3.0 cm
obtuvieron un 100% de supervivencia.
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Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas en cuanto a variables
morfolégicas relacionadas con el crecimiento
y desarrollo entre los diferentes tratamientos
de altura de las plantas al finalizar los 180
dias de cultivo (Figura 2).

Las plantas con una altura inicial entre 3.1-
4.0 cm alcanzaron los mayores valores de
altura y numero de hojas a los 180 dias de
cultivo con diferencias significativas con las
plantas que inicialmente tenian una altura de
1.5-2.0cmy 2.1-3.0 cm (Tabla 1). En este
tratamiento también se obtuvieron los
mayores valores de grosor de tallo, area foliar,
masa frescay masa seca pero sin diferencias
significativas con las plantas con una altura
inicial de 2.1-3.0 cm.

Las plantas con una altura inicial de 1.5 - 2.0
cm, mostraron a los 180 dias de cultivo una
respuesta similar con las plantas con una
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altura de 2.1-3.0 cm con respecto a las
variables altura, didAmetro de tallo, area foliar
y masa fresca. Esto indica como las plantas
de un rango de altura entre 1.5-2.0 cm
durante su adaptacion ex vitro alcanzan un
desarrollo morfolégico similar a las plantas con
una altura inicial de 2.1-3.0 cm. Sin embargo,
al realizarse el andlisis de los indices
fisiol6gicos se demostré que entre estas
plantas no hubo el mismo desarrollo fisiolégico
(Tabla 2.)

Se determind que hubo una influencia de la
altura inicial de la planta en su respuesta
morfolégica y fisiolégica. Las plantas que
inicialmente tenian una mayor altura (3.1 - 4.0
cmy 2.1- 3.0 cm) fueron las que presentaron
los mayores valores en los indices fisiolégicos.
Estas presentaron los mejores resultados de
crecimiento relativo y absoluto con diferencias
significativas con respecto a las plantas con
una menor altura inicial (1.5-2.0 cm) (Tabla 2).

Figura 2. Plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 a los 180 dias de cultivo
procedentes de embriogénesis somaticas plantadas con diferentes alturas (A. 1.5-2.0 cm;
B. 2.1-3.0cm yC. 3.1- 4.0 cm) al inicio de la adaptacion en vivero.

Tabla 1. Influencia de la altura de plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884
obtenidas por embriogénesis somatica, en el crecimiento y desarrollo en vivero a los

180 dias de cultivo.

Diametro Numero de Area Masa Masa
Altura
Tratamientos del tallo pares de foliar fresca seca
€ em)  hojas@ @) © @
1.5-2.0cm 12.02 b 0.34 b 7.2b 167.27 b 9.34 b 2.19b
2.1-3.0cm 13.48 b 0.40 ab 7.3b 217.73 ab 11.82 ab 2.92 a
3.1-4.0cm 15.59 a 0.43 a 7.9 a 247.68 a 14.36 a 3.6a
*+EE 0.58 0.02 0.17 15.54 0.83 0.23
CV (%) 19.19 17.55 9.91 32.95 31.48 36.12

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren significativamente segun

prueba de Tukey para p<0.05
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Tabla 2. Influencia de la altura de plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884,
obtenidas por embriogénesis somatica, en los caracteres fisioldgicos durante la adaptacion

en vivero a los 180 dias de cultivo.

1.5-2.0cm 2.1-3.0cm 3.1-4.0cm
Variables fisiolégicas Rango Rango Rango
Media ) Media ) Media )
promedio promedio promedio
Tasa de asimilacion
0.0135 21.90b 0.0140 29.30ab 0.0153 40.30 a
neta (mg dm-2diat)
Tasa de crecimiento
) 10.340 19.38b 10.512 31.08 a 10.696 41.05 a
relativo (mg mg-idia™t)
Tasa de crecimiento
11.805 19.38b 15.828 31.08 a 19.636 41.05 a
absoluta (mg dia™)
indice de area foliar  8.523 20.25 b 11.095 30.80 a 12.620 40.45 a
Relacion o razéon de
10.375 3.83b 9.763 3.17ab 9.394 2.14a

area foliar (dm?g™)

Rangos de las medias con letras diferentes en una misma fila difieren significativamente
segun prueba H de Kruskal Wallis para p<0.05

Las plantas con una altura inicial de 1.5-2.0
cmy 2.1-3.0 cm no presentaron diferencias
significativas en las distintas variables
morfoldgicas pero si se encontraron diferencias
en la masa seca. Esta variable es un buen
indicador del desarrollo fisiolégico de la
plantas, es por ello que las plantas con una
mayor alturay area foliar poseen una mayor
tasa de crecimiento relativo y absoluto. La
tasa de crecimiento relativo es un concepto
central, que se define como el incremento de
biomasa por unidad de tiempo (Hunt, 1978;
Vilchez et al., 2015). Durante los primeros
dias de crecimiento y desarrollo de las plantas,
el crecimiento suele tener una dindmica
exponencial y suele reflejar diferencias
significativas entre especies y condiciones de
crecimiento (De Grazia et al., 2007). Por otra
parte, en plantas con una mayor altura se
logra una mayor tasa de asimilacion neta, ya
que el componente fisioldgico de esta variable
es el resultado de un balance neto entre la
ganancia por la tasa de fotosintesis y las
pérdidas por las tasas de respiracion de las
hojas, tallos y raices. No obstante, también
intervienen otros factores como es la
distribucion de la biomasa a diferentes
6rganos, la composicion quimica y la formacion
de area foliar en la planta (Vilchez et al., 2015).

Similar respuesta se observo en las plantas
de una mayor altura en cuanto a la tasa de

crecimiento absoluta. Este indicador fisiol6gico
del crecimiento estuvo influenciado por un
incremento de la masa seca debido a las
caracteristicas de una mayor calidad de la
planta desde el punto de vista morfolégico
desde el inicio del cultivo (De Grazia et al.,
2004). Es por ello que cuando existe un mayor
incremento en masa seca, esto contribuye a
que la razén de area foliar sea menor, lo cual
se observo para las plantas de altura 2.1-3.0
cmy3.1-4.0cm.

Con respecto a la altura inicial de las plantas
obtenidas por embriogénesis somatica y la
tasa de crecimiento absoluta, esta ultima no
expresa la intensidad con que se produce el
cambio de una forma correcta, pues su valor
depende mucho de la proporcion entre lo que
se produce por unidad de tiempo y la masa
total de la planta (Vazquez y Torres, 2006).

El mejor resultado de tasa de crecimiento
relativa se obtuvo en las plantas con una
altura 2.1— 3.0 cm y 3.1- 4.0 cm, con
diferencias significativas con las planta mas
pequefas (1.5- 2.0 cm). Segun De Grazia et
al. (2007) la tasa de crecimiento relativa en
base a la masa seca debe ser més elevada
para plantas con un mayor desarrollo
morfoldgico al momento de ser plantadas en
condiciones ex vitro y esto es un indicador
que las plantas in vitro se han adaptado a las
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condiciones de vivero. Este resultado
corrobora lo planteado por Chandra et al.
(2010) de que las plantas estan adaptadas a
las condiciones ex vitro cuando se desarrollan
nuevas hojas e incrementan la masa seca
durante el proceso de crecimiento y desarrollo.

Las plantas con 2.1-3.0cmy 3.1 — 4.0 cm
de altura presentaron una mayor area foliar
y esto juega un importante papel en el
desarrollo de las plantas en la interfase in
vitro — ex vitro. Hazarika (2003) refirié que
es conocido que las hojas producidas en
condiciones in vitro son empleadas como
almacén de sustancias carbonadas, las
cuales son utilizadas en el crecimiento y
desarrollo de las plantulas. Cuando son
transferidas a las condiciones ex vitro
mantienen esta funcién hasta tanto no
exista una nueva emision foliar. El primer par
de hojas emitidas en condiciones ex vitro
son de caracteristicas autotroficas y
acumulan temporalmente fotosintatos;
donde una parte de estos, es retenida por
la hoja para su crecimiento y metabolismo y
la otra parte es exportada fuera de la hoja
hacia tejidos y 6rganos no fotosintéticos.
Los fotoasimilados producidos tienen dos
funciones la produccion de energia y la
sintesis de nuevos compuestos como la
coenzima del complejo B, que son esenciales
para el desarrollo del sistema radical y el
metabolismo respiratorio. La formacién de
un sistema radical desarrollado permitira la
absorciéon de nutrientes del suelo y agua
para el mantenimiento de la planta (Hopkins
y Hiner, 2004).

Las plantas con una altura de 2.1-3.0 cm y
3.1 -4.0 cm mostraron los mayores indices
de area foliar, la cual es la proporcion de area
de las hojas que estéa cubriendo la unidad de
area del suelo que ocupa la planta. Por ello,
la determinacion del area foliar de las plantas
tiene gran importancia en los estudios
relacionados con su crecimiento y desarrollo,
dado que en las hojas se sintetizan los
carbohidratos que van a repartirse entre los
diferentes 6rganos. La capacidad de
fotosintesis de las plantas esta directamente
relacionada con la superficie foliar expresada
como indice de area foliar (Kozlowski et al.,
1991). Los resultados coinciden con los
obtenidos por De Grazia et al. (2007), quienes
determinaron que la calidad morfoldgica de la
planta y las condiciones de cultivo aumentan
los valores del indice de area foliar.
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En otras especies como Juglans regia L. se
ha demostrado que con el incremento del
indice foliar hay un mayor desarrollo fisioldgico
de la plantas debido a que se elevan los niveles
de fotosintesis (Campbell et al., 2001;
Rodriguez et al., 2001).

Los resultados de este trabajo demuestran
que es necesario que las plantas in vitro que
son transferidas a condiciones ex vitro tengan
una adecuada calidad expresada en
indicadores como la altura de la planta para
obtener resultados 6ptimos en su crecimiento
y desarrollo. Esto corrobora lo planteado por
Jiménez et al. (2012) quienes sefialaron que
la procedencia y calidad morfolégica de las
plantas in vitro beneficia su supervivencia
y adaptacion ex vitro. Ademas, Pérez et al.
(2016) describieron la importancia de
adecuada altura y buena calidad de las
plantas in vitro para su desarrollo durante
la adaptacion ex vitro, porque de esto
depende la supervivencia, velocidad de
crecimiento y productividad final durante la
fase de campo.

CONCLUSIONES

La altura inicial de plantas in vitro de cafeto
obtenidas por ES influye en su crecimiento y
desarrollo durante su adaptacion ex vitro en
vivero. Las plantas con una altura inicial de
2.1-3.0cmy 3.1- 4.0 cm presentan mejores
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas a
los 180 dias durante su adaptacion ex vitro
en vivero.
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