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RESUMEN

El manejo del sistema radical de las plantas obtenidas por embriogénesis somatica aumenta la
eficiencia de su adaptacion en condiciones de vivero. Este trabajo tuvo como objetivo determinar
la influencia de las caracteristicas del sistema radical de plantas de cafeto obtenidas por
embriogénesis somatica en la supervivencia y adaptacion ex vitro de las plantas en vivero. Se
utilizaron plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884. Se conformaron dos tratamientos
de manejo: plantas con poda total de la raiz y plantas con poda parcial de la raiz a una
longitud de 1.5 cm. A los 180 dias de cultivo se evaluaron diferentes variables morfo-fisiolégicas.
Se encontré que la presencia o no del sistema radical influy6 en el desarrollo morfolégico de
plantas durante la fase de conversion en vivero. La supervivencia fue mayor en las plantas
con poda parcial de sus raices (91.8%) con respecto a las plantas con una poda total del
sistema radical (76.8%). De igual forma, los valores en las variables morfoldgicas y fisioldgicas
evaluadas fueron mayores significativamente. Este manejo permite que no se desechen plantas
obtenidas durante la fase de germinacion que presenten alguna deformacién provocada por el
efecto fisico del frasco de cultivo.
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Influence of the root system of Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884
plants obtained by somatic embryogenesis, during the conversion phase

ABSTRACT

The management of the root system of the plants obtained by somatic embryogenesis increases
the efficiency of their adaptation under nursery conditions.This work aimed to determine the
influence of the characteristics of the root system of coffee plants obtained by somatic
embryogenesis on the survival and ex vitro adaptation of plants in the nursery. Plants of Coffea
arabica L. cv. Caturra Rojo J-884 were used. Two management treatments were established:
plants with total root pruning and plants with partial root pruning to a length of 1.5 cm. At 180
days of culture, different morpho-physiological variables were evaluated. It was found that
the presence or not of the root system influenced the morphological development of plants
during the conversion phase in the nursery. Survival was higher in plants with partial pruning of
their roots (91.8%) compared to plants with a total pruning of the root system (76.8%).
Similarly, the values in the morphological and physiological variables evaluated were significantly
higher. This management allows that plants obtained during the germination phase that show
some deformation caused by the physical effect of the culture bottle are not discarded.

Keywords: ex vitro adaptation, morphology, nursery, physiological indices, somatic embryo
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INTRODUCCION

Entre las fases del proceso de la embriogénesis
somatica, la fase de conversiéon es una de las
mas importantes. Consiste en la supervivencia
y desarrollo de propéagulos en condiciones
ambientales ex vitro en un determinado sustrato
(Morales et al., 2009).

La adaptacion de las plantas in vitro a
condiciones ambientales ex vitro es uno de los
puntos criticos del proceso para la obtencion
de plantas. Por ello, constituye una de las fases
mas importantes del proceso de embriogénesis
somatica. Esta es la fase final, de ahi que sea
trascendental para la propagacion comercial de
plantas. Depende en gran medida de la eficiencia
total del proceso durante la propagacion in vitro
que garantiza la adaptacion de las plantas antes
de ser llevadas a campo (Rodriguez et al., 2005).
Especialmente, una adecuada fase de
enraizamiento y mantener una buena humedad
relativa en los primeros dias de adaptacion son
clave para lograrla (Morales et al., 2009).

Por otra parte, la mayoria de trabajos de
investigacion se han basado en incrementar el
nimero de embriones somaticos formados, el
porcentaje de germinacion y la conversion en
plantas, pero faltan esfuerzos de investigacion
en los aspectos fisiolégicos y los procesos
moleculares durante la fase de conversion (Yang
etal., 2013).

Entre los desafios que impiden la aplicacion mas
amplia de la embriogénesis somatica para la
propagacion clonal y la obtencion de plantas
de calidad estan los bajos porcentajes de
germinacion de embriones somaéaticos y la
conversion de las plantas en casa de cultivo y
viveros (Afreen et al., 2002; Kumar et al., 2006;
Barbdn et al., 2014). Se ha logrado en cafeto
hasta un 65% de conversion de embriones en
plantas (Ducos et al., 2007) y es dependiente
de factores como los sustratos utilizados, el
genotipo y las condiciones ambientales.

En adicion a lo anterior, durante la germinacion
de los embriones soméaticos existe
heterogeneidad en la longitud del sistema
radical de las plantas asi como malformaciones
producidas durante el crecimiento de las raices
en el espacio reducido de los frascos de cultivo,
lo cual puede influir en la fase de conversion.
En este sentido, investigaciones realizadas por
Echeverria et al. (2014) demostraron la
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presencia de anormalidades en la fase de
conversion, especialmente del sistema radical,
en plantas de cafeto obtenidas mediante
embriogénesis somatica indirecta. Estas fueron
evidentes después de la fase de germinacion
en sistemas de inmersion temporal tipo RITA®,
en el cual se generaron deformaciones en la
raiz principal y secundarias. Se constaté una
disminuciéon de 70% en su masa fresca y 30%
en la longitud del tallo, con respecto a las que
mantenian una buena rectitud radical.

El éxito final de la propagacion in vitro a escala
comercial depende de la capacidad de regenerar
plantas a bajo costo y con altas tasas de
supervivencia (Chandra et al., 2010). A pesar
de la factibilidad de reproduccion clonal y
vegetativa de los cultivares de cafeto a través
de embriogénesis somatica es necesario el
perfeccionamiento de los procesos de seleccion
y manejo para el adecuado desarrollo de las
plantulas desde la fase de conversion o
adaptacion ex vitro, debido a que en condiciones
de campo se ha observado mortalidad que se
presume esta asociada a problemas del sistema
radical. La causa de este problema es el largo
sistema radical de estas plantas que dificulta
su correcto trasplante y desarrollo (Echeverria
et al., 2014). Es por ello que el objetivo del
siguiente trabajo fue determinar la influencia
de las caracteristicas del sistema radical de
plantas de cafeto obtenidas por embriogénesis
somatica en la supervivencia y adaptacion ex
vitro en condiciones de vivero.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizé en un vivero, ubicado en la
zona del macizo de Guamuhaya (Villa Clara,
Cuba).

Material vegetal

Plantas obtenidas por embriogénesis somatica
(Barbon et al., 2003) de Coffea arabica L. cv.
Caturra rojo J-884 y con las caracteristicas
morfolégicas segun describieron Ortiz et al.
(2017).

Caracterizacion morfofisiolégica de las plantas
segun caracteristicas del sistema radical

Se conformaron dos tratamientos de manejo:
plantas con poda total de las raices y plantas
con poda parcial de las raices a una longitud
de 1.5cm (Figura 1).
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Figura 1. Plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 obtenidas
por embriogénesis somatica con poda total y parcial del sistema radical.

A las plantas sin presencia de raices se les
aplicd una mezcla compuesta por talco industrial
y una solucion inductora de la formacion de
raices que contenia una mezcla de acido
indolacético (AlA), acido indolbutirico (AIB) y
acido naftalenacético (ANA) a una
concentracion de 1.0 g I'* cada uno. Todas las
plantas seleccionadas de los diferentes
tratamientos presentaban como minimo de tres
a cuatro pares de hojas.

Por cada tratamiento se emplearon 120 plantas.
Para la adaptacion ex vitro de las plantas se
utilizaron tubetes (Propileno atéxico con AntiUV)
de un volumen total de 180 cm3. El sustrato
estuvo conformado por suelo Fersialitico pardo
(categoria 2) y humus de lombriz en una relacion
1:1.

Las condiciones del vivero durante el ensayo
fueron de una temperatura promedio durante
eldiade 24.5+3.0 °C, 85% de humedad relativa
y 224-457 umol m2s-tde intensidad luminosa
determinada con un luxémetro (EXTECH Light
meter, R.P. China). Durante los primeros 15 dias
de cultivo, en el vivero, se empleé una malla de
color negro para obtener un 70% de sombreo y
se retird posteriormente para incrementar la
luminosidad.

El riego se realizé por microaspersion con una
frecuencia de cuatro veces al dia (9.00, 11.00,
14.00 y 16.00 horas) y una duracion 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%b,
una cada 60 dias y en cada tubete se afiadieron
20 ml al comienzo del cultivo.

A los 180 dias de cultivo se evaluaron las
siguientes variables:

- Supervivencia (%) se defini6 como el
numero de plantas vivas a los 15 dias de
cultivo en condiciones de vivero.

- Altura de las plantas (cm) desde la
base del tallo hasta el 4pice. Se realiz6 Ila
medicién con el empleo de una regla
graduada.

- Diametro del tallo de las plantas (cm). Se
determind 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?). Se determiné
segun el método propuesto por Soto (1980)
para cultivares de C. arabica L. basada en
la formula 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 fisiol6gicos:

Tasa de Asimilacion Neta:
TAN =

2P —Py) i
(4,+4,)(r,—z,1(9 dm* dia™)

Tasa de Crecimiento Relativa:
2(Po—By)

TCR = (Pa+p1)(r,—2,(9 g7 dia™)
Tasa de Crecimiento absoluta:

(=Bl |
TAC = I:r:—:-._h(g dia®)

~ . AF
Indice de Area foliar (IAF): IAF =—
Relacién o razéon de area foliar:

4, A2 2 g1
Pl + p:)(dm 9"

RAF =2 (
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Donde en la férmula: 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

Se empled6 el paquete estadistica InfoStat
version 1.0 (2012). La comparacion de los
valores de las variables se realiz6 mediante
pruebas paramétricas o no paramétricas, con
previa comprobacion de los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

La supervivencia de las plantas de Coffea
arabica L. cultivar Caturra rojo J-884
obtenidas por embriogénesis somatica, a las
cuales se les realizé poda parcial de sus raices
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(1.5 cm), fue mayor con diferencias
significativas con respecto a las plantas con
una poda total del sistema radical (Figura 2).

Se encontrd que la presencia o no del sistema
radical influy6 en el desarrollo morfoldgico de
las plantas durante la fase de conversion en
vivero (Figura 3). En las plantas con parte
del sistema radical se obtuvieron los mayores
valores en las diferentes variables morfolégicas
evaluadas, con diferencias significativas con
respecto al tratamiento donde se eliminaron
las raices (Tabla 1).

A los 180 dias de cultivo en las plantas con
poda total y parcial del sistema radical se
observo una correcta formacion y desarrollo
de las raices sin presencia de malformaciones
(Figura 4). Las plantas con poda total de
las raices produjeron varias raices principales
en el nuevo sistema radical formado y una
de estas tomo la guia como raiz principal
(Figura 4 a).

100 91.8a
a0
T 80 76.8b
‘“ﬂ‘; 70 A
T 004
g 50
=
= 40
g 30 4
@ 20 4
10 A
D .
Poda parcial Poda total

Letras distintas sobre barras indican diferencias significativas entre
las medias segun la prueba Tukey para p<0.05

Figura 2. Supervivencia de plantas de Coffea arabica cv. Caturra rojo J-884 obtenidas
por embriogénesis somatica, con poda parcial (1.5 cm de longitud) y poda total del
sistema radical, durante la fase de conversién en vivero a los 15 dias de cultivo.

Figura 3. Plantas de Coffea arabica cv. Caturra rojo J-884, obtenidas por embriogénesis
somaética, en la fase de conversion en vivero a los 180 dias de cultivo. (A) plantas
con poda parcial del sistema radical (1.5 cm de longitud) y (B) plantas con poda total.
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Tabla 1. Crecimiento y desarrollo de plantas de Coffea arabica L. cv.
Caturra rojo J-884 procedente de embriogénesis somatica con poda parcial
y poda total del sistema radical, a los 180 dias de cultivo en vivero.
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Diametro NUamero de p .
i Altura i Area foliar
Tratamiento (cm) del tallo pares de hojas (cm?)
(cm) ()

Plantas con poda . - o 0.44 a 8.08 a 249.0 a
parcial de la raiz
Plant

antas con D,Oda 13.20 b 0.40 a 7.42 Db 220.0b
total de la raiz
+EE 0.24 0.01 0.07 3.70
CV (%) 11.66 8.81 5.97 10.97

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren

significativamente segln prueba de Tukey para p<0.05

Figura 4. Sistema radical de plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra
rojo J-884 obtenidas por embriogénesis somatica, a los 180 dias de
cultivo en vivero. A) Raices de plantas con poda total B). Raices de
plantas con poda parcial (1.5 cm de longitud).

Los resultados corroboraron hallazgos previos
de Georget et al. (2017) sobre la capacidad
de enraizamiento de plantas de cafeto
obtenidas por embriogénesis somatica lo
cual es un indicativo de rejuvenecimiento
celular y posibilita incrementar la eficiencia
del proceso de propagacion por esta via.
En este sentido, estas dos formas de manejo
pueden ser fundamentales para lograr
disminuir la aparicion de malformaciones en
el sistema radical de las plantas de cafeto
en el momento de la plantaciéon en
condiciones ex vitro (vivero o casa de cultivo).

Permiten que la raiz se desarrolle de forma
recta y sin malformaciones no deseadas.

De forma similar como en cafeto, se han
establecido procesos de seleccion y manejo
del sistema radical en especies coniferas
obtenidas por embriogénesis somatica (Bonga,
2016). Por ejemplo, las compafias Bosque
Genetics Ltd. y Arbogen en Nueva Zelanda
producen anualmente mas de 50 000 plantulas
de Pinus radiata L. a las cuales le aplican
manejos de cortes y enraizamientos para
producir 2.5 — 3.0 millones de plantas por afo.
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Con la puesta en practica de estas dos
alternativas de manejo no hubo deformaciones
en el sistema radical, como son las planteadas
por Echeverria et al. (2014). Segun estos
autores, una de las problematicas en vivero
de las plantas de cafeto regeneradas por
embriogénesis somética son las
malformaciones, principalmente por
enrollamientos, dobleces y engrosamientos
cuando no hay poda de la raiz. Otro aspecto
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que se debe tener en cuenta es la altura de
la planta para una fase de conversion exitosa
(Barboén et al., 2014).

El tipo de manejo del sistema radical de las
plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo J-
884 en el momento de la plantacién en
condiciones de vivero también influy6 en el
incremento de la masa fresca y seca a los
180 dias de cultivo (Figura 5, Figura 6).

d
b
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ji_ll

Hoja Total

mPlantas con poda parcial de las raices

B Plantas con poda total de las raices

Letras distintas sobre barras de cada variable indican diferencias
significativas entre las medias segun la prueba Tukey para p<0.05

Figura 5. Influencia del manejo del sistema radical en la masa fresca de las
plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884 obtenidas por embriogénesis
somatica, a los 180 dias de cultivo en vivero.
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B Plantas con poda parcal de las raices

B Plantas con poda total de las raices

Letras distintas sobre barras de cada variable indican diferencias
significativas entre las medias segun la prueba Tukey para p<0.05

Figura 6. Influencia del manejo del sistema radical en la masa seca de las plantas
de Coffea arabica L. cultivar Caturra rojo J-884 obtenidas por embriogénesis
somatica, a los 180 dias de cultivo en vivero.
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Tabla 2. Indices fisioldgicos de plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo J-884
obtenidas por embriogénesis somatica plantada con poda parcial (1.5 cm) y con
poda total del sistema radical raiz en la fase de conversién a los 180 dias de cultivo.

Plantas con poda
parcial de la raiz

Variables fisiolégicas

Plantas con poda
total de la raiz

Rango R
Media 9 . media ango_
promedio promedio
Tasa de asimilacién neta
, 0.013 45.90 a 0.011 33.10 b
(mg dm-2diat)
Tasa de crecimiento ;0 50704 10.529 25.35 b
relativo (mg mgdia™?)
Tasa de crecimiento g .01 55704 13.499 25.35 b
absoluta (mg dia™)
indice de area foliar 12.74 50.02 a 11.23 26.45 b
Relaci6 5n de &
eacion orazonde area .4 156  365a 10.370 4.83b

foliar (dm?g?)

Rangos de las medias con letras diferentes en una misma fila difieren
significativamente segun la prueba U de Mann Whitney para p<0.05

Las plantas de cafeto obtenidas por
embriogénesis somatica que se plantaron en
el vivero con poda parcial de sus raices (1.5
cm de longitud) mostraron un mayor
crecimiento reflejado en un mayor contenido
de masa fresca y seca, con diferencia
significativa con respecto al tratamiento con
poda total del sistema radical. La masa fresca
y seca de las plantas de los dos
tratamientos influy6 en los valores de los
indices fisiolégicos hasta los 180 dias de
cultivo. En las plantas con poda parcial de
la raiz se alcanzaron los mayores valores en
los indices fisiolégicos con diferencias
significativas con el tratamiento de poda
total de las raices (Tabla 2).

De igual forma, en las plantas con poda
parcial se obtuvieron los mayores niveles
de tasa de asimilacién neta, como
consecuencia del buen desarrollo foliar y un
mayor incremento de la masa seca en el
tiempo. En esta misma variante también se
alcanzaron los mejores resultados en cuanto
a la tasa de crecimiento relativo y absoluto
por tener este tratamiento el mayor
incremento en gramos de masa fresca y seca
en el tiempo. Los altos valores del indice de
area y razon foliar alcanzados en esta
variante fueron debido a los altos valores
de area foliar hasta los 180 dias de cultivo
en la fase de conversion. Pocos son los
estudios en los cuales se combina el andlisis
de variables morfolégicas e indices
fisioloégicos en plantas de cafeto obtenidas

por embriogénesis somatica. El analisis de
los indices fisioldgicos permitié confirmar los
resultados de supervivencia y adaptacion
ex vitro de las plantas de cafeto obtenidas
por embriogénesis somatica,
independientemente del tipo de manejo de
la raiz.

La aplicacion de este manejo del sistema
radical de las plantas obtenidas por
embriogénesis somatica aumenta la
eficiencia para la propagacion de plantas.
Permite que no se desechen plantas
obtenidas durante la fase de germinacion
que presenten alguna deformacioén
provocada por el efecto fisico del frasco de
cultivo, el cual causa la curvatura del
sistema radical.

CONCLUSIONES

Durante la fase de conversién en vivero de
plantas obtenidas por embriogénesis
somatica, el sistema radical y su manejo
tienen influencia en el desarrollo morfolégico
de las plantas. La poda parcial del sistema
radical de las plantas posibilita una mejor
respuesta en las variables morfolégicas y
fisioldgicas con respecto a la eliminacion del
sistema radical.
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