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RESUMEN

El desarrollo de la embriogénesis somatica de cafeto (Coffea spp.) en medios de cultivo liquido es una
alternativa viable para la propagacion de esta especie pero se requiere incrementar los porcentajes de conversion
en plantas. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de sustratos, elaborados con mezclas de
humus de lombriz y zeolita, en la fase de conversion de plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’
obtenidas por embriogénesis soméatica. Se conformaron cuatro tratamientos (85% humus de lombriz-15%
Zeolita, 75% humus de lombriz-25% Zeolita, 65% humus de lombriz-35% Zeolita, 50% humus de lombriz-
50% Zeolita) y se evalud: la altura de las plantas, el nimero de pares de hojas, longitud de la raiz principal,
masa fresca y masa seca. Se alcanzo una alta supervivencia de las plantas procedentes de embriogénesis
somatica en los diferentes tratamientos, superior al 89.0%. En los sustratos con mayor contenido de humus
de lombriz se obtuvieron los mayores valores para las variables evaluadas.

Palabras clave: adaptacion ex vitro, embrién somético, humus de lombriz, zeolita

Effect of substrates mixtures on conversion phase of Coffea arabica
L. cv. ‘Caturra rojo’ plants obtained by somatic embryogenesis

ABSTRACT

The development of somatic embryogenesis of coffee (Coffea spp.) in liquid culture medium is a viable alternative
for the propagation of this specie, but high conversion rates are required. The aim of this paper was to
determine the effect of substrates elaborated with a mixture of natural zeolite and vermicompost on conversion
phase of Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ plants obtained by somatic embryogenesis. Four treatments
were used (85% vermicompost -15% zeolite, 75% vermicompost -25% zeolite, 65% vermicompost -35%
zeolite, 50% vermicompost -50% zeolite). It was evaluated the plant height, pair leaf number, principal root
length, fresh weight and dry weight. It was achieved high survival of plants from somatic embryogenesis in the
different treatments, over 89.0%. The mixtures with higher content of vermicompost allowed better results in
all the variables evaluated.
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INTRODUCCION La aplicacion de la embriogénesis somética en

este cultivo puede contribuir a la multiplicacién

El café es uno de los productos agricolas mas
importantes a nivel mundial y ocupa el segundo
lugar en el comercio internacional, después
del petr6leo. Como cultivo abarca
aproximadamente 10.2 millones de hectareas
enmas de 80 paises sobre todo en lasregiones
tropicales y subtropicales de Africa, Asia y
América Latina (FAOSTAT, 2013).

acelerada de plantas de gran potencial y reducir
los costos de produccion de posturas (de
Rezende et al., 2012).

La embriogénesis somatica de cafeto (Coffea
Spp.) es un tema que ocupa a varios
laboratorios en todo el mundo. La produccién
de embriones somaticos en biorreactores, su
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germinacién en Sistemas de Inmersion
Temporal (SIT), la crioconservacion y el
mejoramiento genético han estado entre las
principales teméticas de investigacion
(Santana-Buzzy et al., 2007).

Desde principios de 1990, se han logrado
importantes avances en la implementacién
comercial de la embriogénesis somatica de
cafeto en medio de cultivo liquido (Zamarripa
et al., 1991; Neuenschwander y Baumann,
1992; Zamarripa et al., 1993; Van Boxtel y
Berthouly, 1996).

Sin embargo, entre los desafios que impiden
la aplicacion mas amplia de la embriogénesis
somética para la propagacion clonal y la
obtencién de plantas de calidad estan las bajas
tasas de germinacién de embriones sométicos
yla conversion de las plantas en casa de cultivo
yviveros (Afren etal., 2002; Kumar et al., 2006).
Aunque se ha logrado en cafeto hasta un 65%
de conversién de las plantas (Ducos et al.,
2007) es dependiente de factores como los
sustratos utilizados, el genotipo y las
condiciones ambientales.

Los sustratos elaborados a base de humus de
lombriz y zeolita se emplean con frecuencia
para la aclimatizacién de plantas in vitro de
diferentes especies, determinar su efecto en
la fase de conversion de plantas de Coffea
arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ obtenidas por
embriogénesis somética, fue el objetivo de este
trabajo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Se utilizaron plantas in vitro de C. arabica cv.

‘Caturra rojo’ obtenidas a partir de la
germinacion de embriones somaticos en
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sistemas de inmersion temporal tipo RITA
segun Barbén et al. (2014).

Las plantas se seleccionaron de acuerdo con
su desarrollo morfolégico con las siguientes
caracteristicas: tres pares de hojas, longitud
del tallo de 2.0 — 3.0 cm y desarrollo radicular.
Las plantas fueron lavadas con agua corriente
y posteriormente se colocaron en bandejas de
polipropileno negras de 28 alvéolos con una
capacidad de 200 cm?® cada uno.

Para determinar el efecto del sustrato se
combinaron diferentes proporciones de
humus de lombriz y zeolita con las cuales
se conformaron cuatro tratamientos (Tabla
1). El tratamiento | con 85% humus de lombriz
- 15% zeolita se empled como control
teniendo en cuenta resultados de ensayos
preliminares.

La zeolita natural utilizada fue producida por
la Empresa GEOMINERA de Villa Clara
(Cuba) y el humus de lombriz fue obtenido
del Complejo Cientifico Productivo Biofabrica
de Villa Clara (Cuba). Las caracteristicas
fisico-quimicas de los sustratos utilizados se
muestran en la tabla 2.

Las bandejas se ubicaron en casa de cultivo,
a una temperatura promedio durante el dia
de 27+ 5°C, humedad relativa del 70% e
intensidad luminosa que oscilé entre 224 y
457 umol m2 s, medida con un luxémetro
EXTECH Light meter 401025. Se empled
una malla de color negro para obtener un 70%
de sombreo durante los primeros 15 dias.
Para el riego se utiliz6 un sistema
automatizado por microaspersién y la
frecuencia fue de dos minutos de duracion
cuatro veces al dia (9:00, 11:00, 14:00 y 16:00
horas). Se utilizaron 80 plantas por cada
tratamiento.

Tabla 1. Mezcla de sustratos utilizados en la conversion de plantas de
Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ obtenidas a partir de la germinacion de
embriones somaticos en SIT tipo RITA.

Tratamiento

Humus de lombriz (%)

Zeolita natural (%)

I (Control) 85 15
Il 75 25
] 65 35
1\ 50 50
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Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimica de la zeolita natural (Yacimiento Tasajera, Villa
Clara) y humus de lombriz (Complejo Cientifico Productivo Biofébrica, Villa Clara).

Zeolita natural

Composicién quimica (%)
Oxido de Silicio (SiO2) 70.10
Oxido de Aluminio IIl (Al2O3 ) 11.20
Oxido de Hierro lll (Fe203) 2.20
Oxido de Hierro Il (FeO) 0.30
Oxido de Magnesio (MgO) 0.60
Oxido de Calcio (CaO) 450
Oxido de Sodio (Naz0) 1.50
OxidodePotasio (K20) 1.30
Pentoxido de difésforo (P20s ) 0.07
Agua (H20) 4.70
Composicién mineral
Clinoptilolita 40.0
Modernita 40.0
Otros (Calcita, cuarzo, feldespato) 20.0
Propiedades fisicas Valor
Tamario de la particula 0.01-1.0 mm
Densidad (d) 0.37 gcm?3
Densidad de la fase sdlida (y) 1.77gcm
Porosidad total (PT) 80.59 % vol.
Humus de lombriz
Composicién quimica (%)
Nitrogeno 2.38
Potasio 0.45
Calcio 0.20
Magnesio 211
Carbono 21.55
Materia organica (%) 37.15
Otras caracteristicas Valor
Relacion C/N 7.66
Capacidad de absorcion de agua 55.44
Densidad aparente 0.48 gcm?
Conductividad eléctrica 2.60 Ms cm+
pH 7.40

La supervivencia, se defini6 como el par de hojas. Se realizaron observaciones de
nimero de plantas que sobrevivieron a  cambios de coloraciéon y necrosis en las
los 15 dias de cultivo. Se evalud, ademas, plantas yluego de pasar 90 dias se midi6é
el nimero de dias para la emision del primer  |a altura de las plantas (cm) desde la
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base del tallo hasta el 4pice yla longitud de la
raiz principal (cm). Ademas, se cuantificé el
namero de pares de hojas y se determind la
masa fresca y seca de hojas, tallo y raiz por
separado.

Para la determinacién de la masa fresca y
seca, se tomaron al azar 15 plantas de cada
tratamiento a los 70 y 90 dias de cultivo. Se
lavaron con agua las raices para eliminar los
restos de sustrato. Se determiné la masa
fresca con una balanza analitica (SCALTEC,
modelo SPD 54). Posteriormente, para la
determinacién de masa seca, el material
vegetal fue secado en una estufa
(MERMERT) a 70°C durante 12 horas y el
peso se determind en una balanza analitica
(SCALTEC, modelo SPD 54).

Para el andlisis de los datos se utilizaron las
prueba de Kruskal Wallis/ Mann Whitney y la
prueba de Bonferroni, previa comprobacion
del cumplimiento o no de los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Se
utilizé el paquete estadistico SPSS version
18.0 sobre Windows.

102
100.0a

Supenivencia (%)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados indicaron que el sustrato a
base de humus de lombriz y zeolita en
diferentes proporciones tuvo efecto en la
supervivencia de las plantas de C. arabica
cv. ‘Caturra rojo’ (mayor del 89.0%) en las
condiciones de la casa de cultivo. Se
demostrd que en el tratamiento Il (75% humus
de lombriz - 25% zeolita) se obtuvo un 100%
de supervivencia de las plantas con
diferencias significativas con respecto a los
otros tratamientos, mientras que en el
tratamiento IV (50% humus de lombriz - 50%
zeolita) se lograron los valores méas bajos
(89.3%) (Figura 1). Ademas, se observaron
diferencias en cuanto a la morfologia de las
plantas (Figura 2).

Se observé que en los tratamientos con
mayor contenido de humus de lombriz las
plantas presentaron, desde el punto de vista
morfoldgico, una mejor calidad en cuanto a
coloracion, calidad y uniformidad y no se
presentaron dafios por necrosis en el area
foliar (Figura 3).

89.3c

100 4
93 4
96.40
96 -
94 -
92 -
a0 4
88 -
86
84 4
g2 T
I

96.40
I

1

Tratamientos

Letras desiguales sobre barras indican diferencias significativas segun la prueba de Kruskal

Wallis/ Mann Whitney para p<0.05

Figura 1. Efecto del sustrato a base de humus de lombriz y zeolita sobre la supervivencia
de plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturrarojo’, obtenidas por embriogénesis somatica,
alos 15 dias en la fase de conversion. Tratamientos: |. 85% humus-15% zeolita, 1. 75%
humus-25% zeolita, I1l. 65% humus-35% zeolita, |V. 50% humus-50% zeolita.
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50% Humus de lombriz-50% Zeolita

65% Humus de lombriz-35% Zeolita

Figura 2. Plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’, obtenidas por embriogénesis
somética, alos 90 dias de cultivo en sustratos a base de humus de lombriz y zeolita.

Figura 3. Plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ en la fase de conversion en
diferentes sustratos a base de humus de lombriz y zeolita, a los 90 dias de cultivo.
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De igual forma, en estos tratamientos el
tiempo para emitir un nuevo para de hojas
fue significativamente menor. En el
tratamiento IV con 50% de humus de lombriz
las plantas demoraron més tiempo para
emitir el primer par de hojas mientras que en
el tratamiento | (85% humus - 15% zeolita)
fue donde se obtuvo el mayor numero de
pares de hojas con respecto a los otros
tratamientos con diferencias significativas
(Tabla 3).
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En cuanto a la altura de las plantas también en
los tratamientos | y Il obtuvieron los mayores
valores y se presentaron diferencias significativas
con respecto a los otros tratamientos. De igual
forma, con respecto a la influencia en la
longitud de la raiz, en el tratamiento | (85%
humus de lombriz y 15% zeolita) se obtuvo
un mayor crecimiento de la raiz con una
longitud de 9.84 cm a los 90 dias de cultivo,
con diferencias significativa con los otros
tratamientos (Figura 4).

Tabla 3. Efecto del sustrato a base de humus de lombriz y zeolita sobre la emision de hojas nuevas en

plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’.

N° de dias para emitir el

Tratamiento

primer par de hojas

NUmero de pares de

hojas nuevas

Media Rango Media Rango

promedio promedio
85% Humus-15% Zeolita (1) 29.00 52.18 bc 4.89 3285a
75% Humus-25% Zeolita (I1) 27.50 47.02c 4.20 21.60b
65% Humus-35% Zeolita (III) 29.50 56.38 b 3.60 13.60 c
50% Humus-50% Zeolita (1V) 33.77 68.89 a 3.70 13.95¢c

Valores con letras desiguales en una misma columna difieren significativamente segun prueba de Kruskal

Wallis/ Mann Whitney para p<0.05

12

10 9.84a
8.860

5643
B 5134

4
2
0
Il

Tratamientos

4460

8.4b

f.43c

m Altura (cm)
Longitud de raz {cm)
276 ¢

v

Letras diferentes sobre barras para altura indican diferencias significativas segun la prueba de Kruskal
Wallis/Mann Whitney para p< 0.05. Letras diferentes sobre barras para longitud de laraiz indican diferencias
significativas segun la prueba de Bonferronipara p< 0.05

Figura 4. Altura de plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ en diferentes sustrato a base de humus de
lombriz y zeolita, obtenidas por embriogénesis somatica, en la fase de conversion a los 90 dias de cultivo.
Tratamientos: |. 85% humus-15% zeolita, 1l. 75% humus-25% zeolita, Ill. 65% humus-35% zeolita, IV. 50%

humus-50% zeolita.
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En correspondencia con los resultados
anteriores, la masa fresca y la masa seca de las
plantas in vitro de C. arabica cv. ‘Caturra rojo’
mostraron valores superiores. En los
tratamientos | y Il se obtuvo el mayor contenido
de masa fresca y seca de hojas y del tallo. Sin

3 -
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embargo, en el tratamiento | los valores de masa
fresca y masa seca de la raiz fueron superiores
al resto (Figura 5y 6). En el tratamiento IV se
obtuvo la menor masa fresca y masa seca de
hojas, tallo y raiz lo cual indica que no tuvo un
crecimiento eficiente como los otros tratamientos.

25 4
0.72a OMasafresca de la raiz
051b OMasa fresca del tallo
_ 2 0.30a oMasa fresca de hojas
|- ]
E 0.26a
2157 0.35¢
m
§ 0.15D0
b 179
79a
1.63a 0.22d
007 ¢
05 | 1.13b
0.59c
D T T T 1
| Il I IV

Tratamientos
Letras diferentes sobre barras para masa fresca de la raiz indican diferencias significativas segun

la prueba de Kruskal WallissMann Whitney para p< 0.05. Letras diferentes sobre barras para masa
fresca de las hojas y del tallo indican diferencias significativas segin la prueba de Bonferroni para

p<0.05

Figura 5. Masa fresca de plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’, en diferentes sustrato
obtenidas por embriogénesis somaética, en la fase de conversion a los 90 dias de cultivo.

0.7
067 e OMasa seca de la raiz
05 - : SR OMasa seca del tallo
c 0.10a 0133 mMasa seca de hojas
m 04 '
(4]
@ 0.08b
w 0.3 -
m
=
0.2 - 0.04c
0.1
D T T 1
Il IV

Tratamientos

Letras diferentes sobre barras para masa seca de laraiz y el tallo indican diferencias significativas
segun la prueba de Kruskal Wallis/Mann Whitney para p< 0.05. Letras diferentes sobre barras para
masa seca de las hojas indican diferencias significativas segun la prueba de Bonferroni para p<

0.05

Figura 6. Masa seca de plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’, en diferentes sustrato a base
de humus de lombriz y zeolita obtenidas por embriogénesis somética, en la fase de conversion a

los 90 dias de cultivo.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio indicaron la
posibilidad del uso de mezclas de sustratos a
base de humus de lombriz y zeolita para la fase
de conversién en la embriogénesis somética
de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ con
supervivencia de las plantas superior al 89%.

Para la conversion en cafeto se han empleado
sustratos a base de materia orgénica con
resultados variables. Por ejemplo, Santana-
Buzzy et al. (2007) obtuvieron la mayor
supervivencia de las plantas in vitro de C.
arabica con un sustrato compuesto por suelo
y humus de lombriz (1:1).

Otros investigadores como Etienne et al. (2002)
lograron con sustratos compuestos por suelo,
arenay pulpa de café (2:1:1) un porcentaje de
conversion de las plantas de cafeto con valores
de 45%; mientras que, Santana - Buzzy et al.
(2007) obtuvieron los mejores resultados
durante la fase de conversion de las plantas de
C. arabica y C. canephora P. con una mezcla de
materia organica y suelo (1:1) o con una mezcla
de musgo de turba, agrolite y suelo (1:1:1). Seguin
Ducos et al. (2007), en la fase de conversion de
C. arabica varia la respuesta de los diferentes
cultivares con un rango de conversion de los
embriones somaticos a plantulas entre 25% y
67%, con influencia del genotipo.

El crecimiento del cafeto es lento, no obstante,
se observé la emision de nuevas hojas durante
el periodo evaluado. Esto es un indicador que
la plantas in vitro se han adaptacién a las
condiciones de casa de cultivo. Segun Chandra
et al. (2010) las plantas estan aclimatizadas
cuando se desarrollan nuevas hojas durante el
proceso de crecimiento.

Tanto el humus de lombriz como la zeolita ha
sido reconocidos por su efecto positivo en la
aclimatizacion de plantas. En este estudio se
corroboré el criterio de Henry et al. (2002)
guienes apuntaron que la eleccion del tipo de
sustrato debe garantizar permeabilidad, elevada
capacidad de retencion de agua, baja densidad
aparente, capacidad de intercambio cationico,
capacidad para mantener constante el pH y
minima velocidad de descomposicién; ademas
de servir como soporte. Las combinaciones de
sustratos con mayor contenido de humus de
lombriz proporcionaron los nutrientes
necesarios para garantizar un mayor
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crecimiento de las plantas lo cual se evidenci6
en las variables evaluadas.

Es necesario apuntar que en la literatura
cientifica no siempre se detallan las
caracteristicas morfoldgicas de los embriones
germinados o de las plantas obtenidas de
estos que se transfieren a casa de cultivo. Por
ello, los resultados en muchos casos no
pueden ser comparados.

En este estudio fueron seleccionadas plantas
obtenidas a partir de embriones germinados en
SIT tipo RITA del cv. ‘Caturra rojo’ con
caracteristicas morfolégicas que permitieran
evaluar el efecto de los sustratos elaborados a
base de humus de lombriz y zeolita en no mas
de 90 dias. Los resultados sientan las bases
para continuar profundizando en las
condiciones de cultivo que garanticen que los
embriones germinados puedan ser transferidos
a la fase de conversion en condiciones ex vitro
en estadios mas tempranos de desarrollo.

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que en todos los
sustratos evaluados se logré la conversion en
plantas de los embriones sométicos germinados.
Sin embargo, los mejores resultados morfo-
fisiologicos se obtuvieron en los sustratos
compuestos por 85% Humus de lombriz-15%
Zeolitay 75% Humus de lombriz - 25% Zeolita.
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