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RESUMEN

El cultivo de café constituye un reglon importante para incrementar los ingresos de la
economia nacional por concepto de exportaciébn del grano. El desarrollo de la
embriogénesis somética de cafeto en medios de cultivo liquido es una alternativa viable
para la propagacion de esta especie. El empleo de los medios de cultivo en estado liquido
combinado con sistemas de cultivos basados en la inmersién temporal de los explantes,
podria incrementar la germinacion y mejorar la calidad de las plantas para su conversion
en condiciones ex vitro. Para ello se propusieron como objetivos determinar el efecto de
la densidad de inoculacion en la germinacion de los embriones somaticos de Coffea
arabica L. cv. Caturra rojo en Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA®, ademas de
evaluar el efecto de la composicién y tipo de sustrato en el crecimiento y desarrollo de
las plantas en la fase de aclimatizacion. Se emplearon diferentes densidades de in6culo
(40, 50, 60, 70 y 80 embriones somaticos por RITA®). A los 90 dias de cultivo se
evaluaron variables morfolégicas como: el numero de embriones somaticos con
germinacion parcial y total, sintomas de hiperhidricidad, nimero de hojas verdaderas,
longitud y desarrollo radicular. Mientras que, en la fase de aclimatizacion se emplearon
diferentes composiciones de sustrato (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 nUmero de hojas, longitud de la raiz
principal, la masa fresca, la masa seca, el area foliar. El mejor resultado en los Sistemas
de Inmersién Temporal tipo RITA® se logr6 con la densidad de inéculo de 70 ES por
RITA® con un 60% de germinacién y con un buen desarrollo de longitud de las plantas y
namero de hojas con respecto a los otros tratamientos. Se alcanzé un buen desarrollo y
supervivencia de las plantas procedentes de embriogénesis somética en los diferentes
tratamientos de composicion y tipo de sustrato. Sin embargo, el mejor resultado en
cuanto al desarrollo morfoldgico de las plantas se obtuvo con los sustratos compuestos
por 75% Humus de lombriz-25% Zeolita y 85% Humus de lombriz-15% Zeolita, con una

supervivencia de 100 y 96.4% respectivamente.
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ABSTRACT

The cultivation of coffee is an important income increase of the national economy from
exports of grain screed. The development of somatic embryogenesis of coffee in liquid
culture medium is a viable alternative to the propagation of this species. The use of liquid
culture medium in combination with temporary immersion systems of explants, it could
increase the germination and improve the quality of plants for conversion to ex vitro
conditions. It were proposed as objetive to determine the effect of inoculation density
germination of somatic embryos of Coffea arabica L. cv. Caturra rojo in Temporary
Immersion Systems RITA® type and the effect of composition and substrate type on
growth and development of plants in the acclimatization phase. It were used different
inoculum densities (40, 50, 60, 70 and 80 somatic embryos per RITA®). After 90 days of
culture and morphological variables were evaluated: the number of somatic embryos with
partial and total germination, hyperhydricity symptoms, number of true leaves, length and
root development. While in the acclimatization phase various compositions of substrate
were used (85% worm humus-15% zeolite, 75% worm humus-25% zeolite, 65% worm
humus-35 % zeolite, 50% worm humus -50% zeolite) and it was evaluated: plant height,
number of leaves, length of the main root, fresh weight, dry weight, leaf area. The best
result in Temporary Immersion Systems RITA® type was achieved with inoculum density
of 70 somatic embryos by RITA®with 60% of germination and nice growth of plant length
and number of leaves with respect to the other treatments. It was reached a good growth
and survival of plants from somatic embryogenesis in the differents treatments and type
of substrate composition. However, the best result in terms of the morphological
development of the plants was obtained with substrates composed worm humus 75%-
25% zeolite and 85% worm humus-15% zeolite , with a survival of 100 and 96.4%

respectively .
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas mas importantes, ocupa el segundo lugar en el
comercio internacional después del petréleo. Como cultivo abarca aproximadamente
10.2 millones de hectareas en mas de 80 paises sobre todo en las regiones tropicales y
subtropicales de Africa, Asia y América Latina. La economia de muchos paises
productores de café depende en gran medida de las ganancias de este cultivo. Mas de
100 millones de personas obtienen sus ingresos directa o indirectamente de las areas
cultivadas de café (ICO, 2010).

En Cuba, el cultivo de cafeto constituye un reglon importante para incrementar los
ingresos de la economia nacional por concepto de exportacion del grano; por esto,
existen alrededor de 160 000 ha destinadas a su cultivo (MINAGRI, 2010).

El cultivo de células y tejidos vegetales desempefia un papel importante en la
biotecnologia agricola. La embriogénesis somatica como método de regeneracion de
plantas se ha logrado en un gran numero de familias y especies y se ha usado para los
estudios basicos de fisiologia vegetal y en aplicaciones mas practicas, como la
micropropagacion y la transformacién genética.

El cultivo de tejidos aplicado al cafeto es un tema que actualmente ocupa a varios
laboratorios en todo el mundo. La produccion de embriones somaticos en biorreactores,
su germinacion en Sistemas de Inmersion Temporal (SIT), la crioconservacion y el
mejoramiento genético han sido y contintan estando entre las principales tematicas de
investigacion (Santana-Buzzy et al., 2007).

La aplicacion de la embriogénesis somatica para la multiplicacion acelerada de plantas
de café se ha desarrollado a partir de numerosas técnicas que simplifican este proceso
gue busca establecer la produccion de plantas de gran potencial y reducir los costos de
produccion de posturas (de Rezende et al., 2012).

A principios de 1990, se lograron importantes avances hacia la implementacion 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). Estos avances dieron lugar a la realizacién de estudios a escala de
biorreactores.
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1. INTRODUCCION

La germinacién de los embriones somaticos en medio de cultivo semisélido es un
proceso que demora entre ocho y doce semanas de cultivo para completarse y disponer
de plantas con al menos cuatro pares de hojas y las caracteristicas necesarias para su
transferencia a condiciones ex vitro. Los porcentajes de germinacion que se logran en
estas condiciones de cultivo no superan el 60% y no siempre se logra una germinacion
completa de los embriones somaticos (de Feria et al., 2005).

El desarrollo de la embriogénesis soméatica de cafeto en medio de cultivo liquido es una
alternativa viable con respecto a la propagacién en medios de cultivo semisélido segun
se ha demostrado al trabajar con Coffea canephora P. ex F. (Robusta) e hibridos F1 de
Coffea arabica L. (Ducos et al., 2007).

El empleo de medios de cultivo en estado liquido combinado con sistemas de cultivos
basados en la inmersién temporal de los explantes, podria disminuir ain mas estos
plazos de tiempo, incrementar en los porcentajes de germinacién y mejorar la calidad de
las plantas para su conversion en condiciones ex vitro.

Es por ello, que se propone como hipotesis de trabajo la siguiente:

Con el empleo de Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA® se lograra la germinacion
de los embriones somaticos de cafeto y la obtencion de plantas con mayor calidad para
su aclimatizacion.

Objetivo general:

- Lograr la germinacion de embriones somaticos de cafeto en sistemas de
inmersién temporal tipo RITA® y la supervivencia de las plantas en condiciones ex
vitro.

Objetivos especificos:

- Determinar el efecto de la densidad de indculo en la germinacion de embriones
somaticos de cafeto en Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA®.

- Evaluar la composicion y tipo de sustrato en la respuesta de la planta propagada

in vitro durante su desarrollo en casa de cultivo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El cafeto. Generalidades

El género Coffea, pertenece a la gran familia botanica de las rubiaceas, de las cuales
existen hasta hoy catalogadas unas cinco mil especies 0 mas. A este mismo género
pertenecen la ipecacuana, la rubia, la quina, el dagame y otras con propiedades muy
diferentes. Existentes plantas herbaceas, arbustos y arboles mas o menos corpulentos
gue en muchas localidades constituyen la mayor parte de la vegetacién forestal, pero sin
gue tengan en su aspecto, frutos, flores y propiedades nada en comun con el cafeto a no
ser el pertenecer a una misma familia botanica. Después de realizar muchos estudios
botanicos profundos de estas especies se pudo revisar y depurar el género Coffea de un
cierto niumero de vegetales que se encontraban en él de manera desplazada, recibiendo
el nombre de falsos cafetos. En lo que al género se refiere existen unas setentas
especies de las cuales solo una decena tiene importancia desde punto de viste agricola,
para la produccion de café. Se han sefialado un numero de rubiaceas, cuyos frutos se
asemejan mas o menos a los del género de Coffea, existiendo un hecho muy curioso y
gue sus semillas no contienen cafeina (Fernandez et al., 1988).

El cafeto es una planta provista de un eje central, que presenta en su extremo una parte
meristematica en crecimiento activo permanente que da lugar a la formacion de nudos y
entrenudos. Las ramas laterales o plagiotropicas se alargan en forma permanente, lo que
sumado al crecimiento vertical le da una forma piramidal a la planta. Las ramas primarias
son aquellas que condicionan el crecimiento lateral de los cafetos, conociéndose también
con el nombre de “"bandolas’. En tanto que, las ramas ortotropicas permiten el
crecimiento vertical de las plantas y solo producen yemas vegetativas y nunca flores
(Duicela 'y Sotomayor, 1993).

La fructificacion del cafeto de cada afio, se va formando en nudos nuevos, en tejido
vegetal de un afio y por una sola vez. En otras palabras, el area productiva de las plantas
o cosecha del afo forma en los nudos que se desarrollan el afio procedente (Duicela y
Sotomayor, 1993). La flor del cafeto es hermafrodita y en cuanto a la semilla, se
caracteriza por tener un embridén bastante pequefio y de color blanquecino, localizado en
la parte dorsal y basal de esta; este consiste en un cuerpo cilindrico que tiene los

cotiledones superpuestos que miden de dos a cinco milimetros. Durante la fase de
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

germinacién de la semilla, brota la radicula que se curva luego hacia la tierra o arena
para producir raicillas laterales. El hipocétilo se desarrolla levantado los cotiledones que
se encuentran envueltos en el pergamino. La pelicula plateaday el resto del endospermo

posteriormente se destruyen.

2.1.1. Ubicacion taxondmicay descripcion botanica
Segun Cronquist (1988), desde el punto de vista de la ubicacion taxonémica, la especie
en estudio se encuentra dentro de la:

Clase: Magnoliophyta

Subclase: Asteridae

Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Geénero: Coffea
El género Coffea Linn. Syst. ed | (1735), esta dividido en cuatro secciones, Paracoffea
Weg., Argocoffea Che., Mascarocoffea Chev. y Eucoffea K. Shum.
Dentro de la seccion Eucoffea, se agrupan todas las especies cultivadas, pero
fundamentalmente y dentro de la subseccion Erythracoffea Chev. se encuentran las dos
especies mas importantes, Coffea arabica Linn. Sp. Pl. 172. y Coffea canephora Pierre.
ex Froehn.
La especie Coffea arabica L. es originaria de las regiones montafiosas del Sudan y del
sudoeste de Etiopia. Este cafeto alotetraploide, es autofértil y se multiplica practicamente
por autofecundacion (Charrier, 1989). Se trata de un arbusto de dos a cuatro metros de
altura, hojas con peciolo corto y opuestas, las estipulas interpecioladas son deltoides y
acuminadas, el ovario es infero (bilocular) y la germinacion de la simiente es retardada.
El Caturra una variedad de Buorbon, se ha cultivado ampliamente en los ultimos afios
por su gran produccion y su muy buena adaptacion en el medio ambiente en la zona
cafetalera. Se cultiva principalmente en América Latina y es muy consumida en el mundo
debido a su alta calidad de la bebida y productividad.
La especie Coffea canephora Pierre. ex Froehn.es originaria de la zona comprendida
desde la costa occidental de Africa hasta el norte del Lago Victoria (Congo). Esta especie

se caracteriza por ser de mayor altura que la especie C.arabica L. es diploide por lo que
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es autoimcompatible, presenta hojas grandes con nervaduras salientes y con simientes

menores con respecto a C. arabica L. (Coralsa, 2009).

2.2. Propagacion in vitro. Generalidades

El cafeto es un cultivo importante del mundo. Al igual que con muchos cultivos perennes
de plantacidn, el café es extremadamente dificil de mejorar. Lleva cuatro afios a partir de
semillas para sembrar y a los menos seis ciclos de autopolinizacion; casi 28 afios estan
obligados a completar un ciclo de reproduccion. Para ello es necesario desarrollar
estrategias alternativas para el mejoramiento genético del cafeto.

El cultivo de tejido vegetal desempefia un papel importante en la biotecnologia agricola,
permite la regeneracion in vitro y multiplicacion de plantas en condiciones axénicas,
proceso conocido como la micropropagacion. Hasta la fecha, la micropropagacion es la
aplicacion mas comun de cultivo de tejidos. El alto costo de la micropropagacion, sin
embargo, limita su aplicacion sobre todo a las plantas ornamentales de alto valor, cultivos
de plantacion y la silvicultura. El cultivo de tejidos de café se estudia actualmente en
varios laboratorios en todo el mundo (Van der Vossen, 2001). La produccion de
embriones somaticos en biorreactores, la produccién de la semilla artificial, la
crioconservacion, la variaciéon somaclonal y transformacion genética son las principales
areas de investigacion. También se ha descrito la utilizacién de otras técnicas de cultivo
in vitro, como el rescate de embriones apicales, la fusion de protoplastos, asi como
micropropagacion de yemas axilares (Santana et al., 2007).

El cafeto se propaga convencionalmente por semillas o por esquejes vegetativos. La
propagacion de semillas se asocia con la variacidon genética incontrolada inherente a
cultivares heterocigotos, bajas tasas de multiplicacion de semillas y el corto espacio de
viabilidad de la semilla. La propagacién de cafeto por esquejes vegetativos garantiza la
uniformidad, aunque se generan relativamente bajas tasas de multiplicacién, ya que sélo
se pueden obtener en las ramas ortotrépicas. La multiplicacién por técnicas de cultivo de
tejidos podria proporcionar una alternativa viable a estos métodos tradicionales de
propagacion de cafeto. Los métodos de cultivo de tejidos permiten la produccion de
plantas relativamente uniformes a escala masiva en un periodo mas corto, y con una

base genética més estrecha que los menores de los métodos convencionales. Diversos
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enfoques gque se han considerado para la multiplicacion in vitro de especies de cafeto
son la embriogénesis somética, el cultivo de meristemos, de yemas axilares y el

desarrollo de yemas adventicias (Kumar et al., 2006).

2.2.1. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica in vitro es posible ya que en todo tejido somatico vegetal
existe la capacidad de desarrollarse un embridn (totipotencia) a través de la manipulacion
de las condiciones de cultivo y la aplicacion de reguladores del crecimiento (Kamle et al.,
2011). La primera demostracion de que las plantas podian producir embriones somaticos
in vitro fue publicada en (Reinert, 1958 y Steward et al., 1958). Este es un hecho bien
establecido en mas de 200 especies de importancia agrondémica. Los embriones
somaticos se pueden obtener de células vegetativas, de tejidos reproductivos, de
embriones cigoéticos o de callos producidos de cualquiera de las partes de la planta
(Jiménez, 2005).

En el caso del cafeto, las variedades de la especie Coffea arabica L. son vendidas en
forma de semillas luego de un proceso de seleccion relativamente largo, que necesita al
menos 20 afos. La embriogénesis somatica puede permitir la rapida propagaciéon de
clones seleccionados de la propia especie incompatibles C. canephora P. ex. F.
(Robusta) y el hibrido Arabusta (C. canephora X C. arabica). Para la especie C. arabica
L. (autbgamas) su uso principal es para la propagacion de hibridos F1 (Lacerra et al.,
2010).

En el cafeto, se puede lograr la embriogénesis somética de forma directa (ESD) a partir
de células proembriogénicas del tejido con ausencia de callo embriogénico o por
embriogénesis somatica indirecta (ESI) a través de la formacién de callo (Jiménez, 2001,
Molina et al.,, 2002). Este proceso en Coffea arabica L. se ha demostrado
histologicamente por Sondahl et al. (1979), Michaux-Ferriérre et al. (1989) y Quiroz-
Figueroa et al. (2002). La embriogénesis soméatica directa tiene la ventaja de reducir la
variacion somaclonal y puede ser el Unico procedimiento para la obtencion de la
embriogénesis somatica para los genotipos de cafeto recalcitrantes a ESI (Van Boxtel y
Berthouly, 1996). Ademas, el tiempo necesario para la obtencion de embriones
somaticos por la ESD es mas corto en comparacion con ESI (Giridhar et al., 2004).
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En las plantas, el proceso embriogénico tiene lugar normalmente dentro de la semilla
después de la fusién de polen con el évulo. Sin embargo, este proceso también puede
inducirse en las técnicas in vitro, o de las células del gametofito sin la fertilizacién o de
las células del explantes vegetativas. El proceso de embriogénesis somatica (ES) es
inducido, en general, exponiendo el explante a un estrés y/o la presencia de reguladores
de crecimiento exdgenos. Las células competentes responden directamente
comenzando la embriogénesis del explante o indirectamente produciendo callo seguido
por la formacién del embrion somatico (Thorpe y Stasolla, 2001). Ambos, tanto la
embriogénesis somatica directa como la embriogénesis somatica indirecta pueden
determinarse en el mismo explante.

La embriogénesis somatica ha surgido como una nueva via de propagaciéon y constituye
una herramienta de trabajo para la conservacion in vitro de germoplasma (Griga, 2000)
y el mejoramiento genético (Das et al., 2002). Esta técnica permite incrementar los
coeficientes de multiplicacion, disminuir los costos de produccion y la posibilidad de
automatizar el proceso productivo con el uso de biorreactores (de Feria, 2000).

En C. arabica L., se ha inducido callos con éxito a partir de semillas, hojas y anteras de
dos cultivares diferentes (Mundo Novo y Bourbén Amarelo) (De Sharp et al., 1976).
Durante los ultimos afios, un nimero de protocolos para la embriogénesis somatica han
sido desarrollados para diversos genotipos de cafeto (Etienne et al., 2002).

El primer protocolo para obtener callos con alto potencial embriogénico a partir de los
explantes foliares de C. arabica L. cv. Buorbon utilizé6 dos composiciones de medios de
cultivo diferentes: un primer medio de cultivo de "condicionamiento” y un segundo medio
de cultivo de "induccion" (Sondahl y Sharp, 1977; Sondahl et al., 1979). La disponibilidad
de la auxina es critico para la induccion de callos embriogénicos (Sondahl and Sharp,
1977). En el cafeto, se establecieron tanto la embriogénesis somatica de alta frecuencia
(ESAF) y la embriogénesis somatica de baja frecuencia (ESBF). Durante la induccion de
embriones somaticos en C. arabica L. cv. Caturra Rojo, dos tipos de grupos de células
se observaron: células embriogénicas y no embriogénicas se observaron (Quiroz-
Figueroa et al., 2002). Se observaron las diferencias en la expresion génica, tanto a nivel
de ARN y proteinas entre los grupos de células embriogénicas y las no embriogénicas.

Ademas, se observé que el nimero de genes no expresados en las células somaticas
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para adquirir el estado embriogénico es mayor que los genes que estan activados
(Quiroz-Figueroa et al., 2002).

2.2.3.1. Fases de embriogénesis somatica

El desarrollo de un sistema experimental para la regeneracion de plantas via
embriogénesis somatica incluye las siguientes fases (Freire, 2003):

Induccién de los embriones soméaticos

Desarrollo de los embriones somaticos

Proliferacion

Maduracion

Germinacion

Conversion

Induccidn

Todas las células somaticas dentro de la planta contienen la informacién genética
necesaria para crear una planta completa y funcional. La expresion temporal y espacial
de los genes es fuertemente regulada para permitir la diferenciacion de varios sistemas
de d6rganos, asi como el desarrollo de una planta. La induccion de la embriogénesis
somatica consiste en la terminacion del patrén de expresion de los genes presentes en
el tejido del explante, siendo esto reemplazado con un programa de expresion de genes
0 gen de la embriogénesis en aquellas células del tejido del explante que pudieran dar
lugar a embriones somaticos. Este concepto fue planteado por primera vez por Evans et
al. (1981), Sharp et al. (1984) y Etienne et al. (2002) quienes usaron los términos
siguientes:

-Inducciéon de la embriogénesis en determinadas células (IEDC) para describir una
embriogénesis celular que tuvo origen en una célula no embriogénica.

-Células somaticas determinadas preembriogénicamente (CsDPE) para describir
aquellas células de embriones cigéticos de plantas, las cuales siempre expresan un
programa de expresion de los genes embriogénicos.

En la mayoria de casos la induccién de callo es variable, y sélo en algunos tejidos se
logra una mayor proporcion de callo embriogénico, caracterizado por la presencia de

células isodiamétricas con nucleos grandes; otros tejidos producen mayor cantidad de
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callo conformado por células parenquimatosas alargadas no embriogénicas. El grado de
desarrollo de los explantes como hipocotilos y hojas, puede inducir la formacién de la
embriogénesis directa (Dublin, 1981; Giridhar et al., 2004), en lugar de callo
embriogénico con alto potencial de multiplicacion (Lépez et al., 2010).

Las aplicaciones de inhibidores de la produccion de etileno como los cationes cobalto
(Co?") y de los cationes de plata (Ag*) impiden la formacién de los embriones somaticos.
Los resultados obtenidos por (Fuentes et al., 2000) indican que el etileno desempefia un
papel importante en la regulacién de la embriogénesis somatica de Coffea canephora P.
ex F.

Nomura y Komamine (1995) plantearon la hipétesis en la que el nivel endégeno de
auxinas provocaba la polaridad de la masa embriogénica, lo cual es indispensable para
la induccion de la embriogénesis somatica. Las auxinas afiadidas exdgenamente pueden
cancelar la polaridad de la masa embriogénica al difundirse dentro de la misma, lo que
induce la inhibicion del proceso embriogénico iniciado por las auxinas endégenas, por lo
gue esta hipétesis postula que las auxinas juegan un doble papel. Este papel de las
auxinas y especificamente el 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético) fue descrito por
Puigderrajols et al. (2001) en la induccién de la embriogénesis somatica en Quercus
suber L.

La induccién de la embriogénesis somética activa rutas de control genético similares a
las que presenta la embriogénesis cigética, lo cual se puede considerar como un
fendmeno universal para todas las plantas; sin embargo genotipos individuales dentro de
una especie muestran capacidad embriogénica variada. Tales diferencias genotipicas en
la capacidad embriogénica son el reflejo de diferencias en la activacién de elementos
importantes en la ruta embriogénica.

Proliferacion

Uno de los mas poderosos aspectos de la embriogénesis somatica que permite su
aplicacion en la propagacion masiva y la transferencia de genes es la habilidad de los
cultivos embriogénicos de muchas especies de plantas a proliferar o multiplicarse
indefinidamente (Merkel et al., 1996). Los procesos de multiplicacion han recibido varios

términos como embriogénesis somatica secundaria, recurrente o repetitiva.
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La proliferacion de células embriogénicas es aparentemente influenciada por un niamero
de factores, algunos de los cuales pueden ser controlados durante el proceso y otros que
todavia no han sido definidos, siendo muchos de estos los mismos que afectan el
proceso de induccién de la embriogénesis somatica anteriormente sefalados. El mas
fuerte factor asociado con la continua proliferacion de las células embriogénicas es la
auxina. Sin embargo, parece ser que el efecto del regulador de crecimiento no puede ser
considerado independiente, lo cual evidencia la interaccion entre ambos. Una vez que
un grupo de células embriogénicas han sido obtenidas, la presencia continuada del
regulador de crecimiento inhibe el normal desarrollo y maduracion del embrién soméatico,
pero si el nivel de auxinas es relativamente alto, un nuevo ciclo de produccion de
embriones somaticos es iniciado (Jiménez, 2005).

El papel exacto de la auxina en el estimulo de la proliferacién en oposicion al desarrollo
del embridon soméatico es desconocido. Ademas los niveles de auxina necesarios para
mantener la embriogénesis repetitiva varian entre especies. Si los niveles de este
regulador de crecimiento baja demasiado o es eliminada se produce el desarrollo y
maduracion de los embriones somaticos (Jiménez, 2005).

En cafeto, la proliferaciéon celular es usualmente obtenida sin dificultad a partir de
suspensiones celulares embriogénicas establecidas en Erlenmeyers. Los protocolos que
describen el establecimiento de suspensiones embriogénicas para diferentes especies
de cafeto, y su regeneracion eficiente, han estado descritos por varios investigadores.
Las suspensiones celulares embriogénicas son el material mas frecuentemente
empleado para inocular biorreactores con vista a lograr la produccion masiva de
embriones somaticos (Zamarripa et al., 1991; Noriega y Sondahl, 1993; Van Boxtel y
Berthouly, 1996; Etienne et al., 1997).

En investigaciones realizadas en Sistemas de Inmersion Temporal, Dufour et al. (1995)
observaron para diferentes genotipos de Coffea arabica L. que ese crecimiento del callo
embriogénico fue mayor en Erlenmeyers en agitador orbital. Ademas, observaron que la
induccion de la inmersion jug6 un papel importante en el proceso morfogenético. Una
inmersion de 1 min cada 6 h fue condicion éptima para la proliferacién celular; mientras
que, una inmersion mas larga (15 min) aplicada en la misma frecuencia (cada 6 h) indujo

a completar la regeneracion de embriones somaticos.
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Maduracién

La etapa de maduracion es un complejo periodo de desarrollo del embriébn somatico en
el cual ocurre la expansion de la célula, la acumulacion de sustancias de reserva y se
adquieren tolerancia a la desecacion (Parrott, 1993).

En términos de nutricion es fundamental tener en cuenta los suplementos del medio de
cultivo como las auxinas, los carbohidratos, el nitrdgeno y el ABA (acido abscisico)
(Frenando y Gamage, 2000).

La presencia de nitrdgeno en el medio de cultivo se garantiza con la adicion de nitratos,
amonios, aminodacidos y caseina hidrolizada. McKersie y Bowley (1996) encontraron que
la adicién de prolina como suplemento del medio de cultivo favorece el numero y el
tamafo de embriones somaticos de Medicago sativa L. (alfalfa); mientras la glutamina y
la arginina soélo incrementan el tamafio del embrion soméatico.

La correcta acumulacion de sustancias de reservas conlleva a un incremento en la masa
seca de los embriones somaticos lo que indica una alta calidad en el vigor e influye
positivamente en su posterior germinacion (Fuji et al., 1990).

La adicion de ABA durante la etapa de maduracion del embrién somatico promueve la
acumulacién de sustancias de reserva; esto, seguido de un apropiado tiempo de secado,
puede lograr un mejor crecimiento y desarrollo del embridon somatico. Sin embargo, en
algunas especies no es necesaria la desecacion para lograr una buena germinacion
(Arcioni y Mariotti, 1982; Kott y Beversdorf, 1990).

Germinacion y Conversidén en plantas

Varios autores al pasar embriones somaticos de las condiciones de maduracién a
germinacioén directamente han alcanzado pobres resultados (Merkle et al., 1996). Estos
resultados sugieren que un tratamiento postmaduracién es requerido, aunque no es
necesario en todas las especies de plantas.

Se ha podido comprobar que en muchos casos, en el embrion somatico durante la
maduracion puede inducirse artificialmente dormancia (Gray y Purohit, 1991). Para
romper la misma se pueden emplear tratamientos con frio o aplicacion de acido
giberélico, lo cual provoca una aceleracion en la germinacion y crecimiento del embrion
somatico, asi como el tratamiento con otros reguladores del crecimiento como las
citoquininas.

Hien Nguyen Thi (2014)

Germinacion de embriones soméaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en Sistemas de Inmersion
Temporal tipo RITA® y su conversion en casa de cultivo Pagina 11




2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La adicién de concentraciones de acido abscisico (ABA) durante la fase de maduracion
de los embriones somaticos promueve la acumulacion de sustancias de reserva. Esto
seguido de un apropiado tiempo de secado puede lograr un mejor crecimiento y
desarrollo del embrion somético. La desecacion, es requerida para la correcta transicion
de embrion maduro a la germinacion (Kermode, 1990). La imposicion de un tratamiento
de secado parcial a total al embrion somatico aumenta su posterior germinacion y
crecimiento, normalizando y sincronizando la germinacién, ademas de dar una mejor
sincronizacion del crecimiento de las raices y el brote. La tolerancia a la desecacion
puede ser inducida por la aplicacién de ABA, prolina y tratamientos con calor (Merkel et
al., 1996). Sin embargo, en algunas especies no es necesaria la desecacién para lograr
una buena germinacion (Arcioni y Mariotti, 1982; Kott y Beversdorf, 1990).

La desecacion o deshidrataciéon de los embriones sométicos hasta un 10-15% de
humedad, incrementa la germinacion in vitro en muchos cultivos. Esta puede ser lograda
al transferir los embriones somaticos maduros en un medio de cultivo de libre reguladores
de crecimiento, a un envase cerrado y seco durante una semana. Una vez basados estos
de nuevo a un medio de cultivo, los embriones somaticos germinan de forma rapida y
uniforme en solo dos semanas (Parrot et al., 1988). Este proceso constituye una parte
normal de desarrollo de la semilla botanica y parece jugar un papel importante en la
preparacion del embrién cigético para la germinacion.

En la mayoria de los trabajos realizados, los autores hacen poca distincién entre los
procesos de germinacion y conversion (Merkel et al., 1996). Sin embargo la germinacion
se refiere al desarrollo de la raiz y/o brote, mientras que la conversion es definida por
Stuart y Strickland (1984) como la sobrevivencia y desarrollo en fase de propagulos en
condiciones ambientales ex vitro o sea en suelo. Muy a menudo se reporta por los
autores la habilidad del embrién soméatico para la germinacién pero se ofrecen muy pocos
datos sobre su conversion. La habilidad de obtener in vitro plantas con raices no es
necesariamente un indicador de continuo crecimiento y vigor en condiciones ex vitro (Fuji
et al., 1990).

Pocos analisis bioquimicos y fisiolégicos han sido realizados para comparar los patrones
de germinacién de embriones cigoticos y soméaticos. Las reservas de proteinas y lipidos

en el embrion somatico declinan sustancialmente a partir del primer dia en condiciones
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de imbibicion o bien antes de la elongacion de la raiz (Cry et al., 1991). La degradacion
tan rapida de las sustancias de reserva en el embridon somatico, la cual es diferente en
un embrion cigotico, es probablemente el resultado de la falta del tejido nutritivo que lo
rodea; es por esto que las plantas de embriones somaticos son mas pequefas y débiles
gue las de semilla. Fuji et al., (1990) reportan que 25 dias de tratamiento con ABA durante
la maduracién del embrién somatico estimulé al aumento del peso seco, la acumulacién
de almidon y la germinacion de 5-80 %. Todo lo anterior sefialado apoya lo planteado
sobre la necesidad de la acumulacion de abundante sustancias de reservas durante la
maduracion del embridbn somatico, para lograr una buena germinacion y conversion.
También juegan un papel importante en la germinacién la adiciéon de citoquininas en el
medio de cultivo, las cuales contrarrestan el efecto provocado por las auxinas durante la
induccion y la proliferacion.

Un gran namero de plantas producidas in vitro no sobreviven el traslado desde el medio
ambiente in vitro para medio ambiente ex vitro en condiciones de invernadero o de
campo. Debido a sus caracteristicas anatdmicas y fisiologicas, este tipo de plantas
necesitan una adaptacion gradual o la aclimatacion a ambientes ex vitro con el fin de
sobrevivir y ser productivo. En condiciones de invernadero y campo existen una humedad
relativa menor, mayor nivel de luz y un ambiente séptico que son estresantes para las
plantas micropropagadas en comparacién con condiciones in vitro (Hazarika, 2003;
Hazarika y Bora, 2010). Las plantulas que se desarrollan dentro de los recipientes de
cultivo con un nivel bajo de luz, en condiciones asépticas, en un medio de cultivo que
contiene azlcar y nutrientes para permitir el crecimiento heterétrofo y una atmésfera con
un alto nivel de humedad. Esto conduce a un fenotipo que no puede sobrevivir a las
condiciones ambientales cuando se colocan directamente en condiciones de invernadero
o en el campo. Las caracteristicas fisiologicas y anatomicas de las plantas in vitro
requieren que deban ser aclimatizadas gradualmente al medio ambiente del invernadero
o el campo (Gutiérrez-Mora et al., 2012).

La embriogénesis somatica como tecnologia de propagacion ha sido reconocida por
muchos autores como la futura generacion en la regeneracion de plantas a escala masiva
por las ventajas en la eficiencia productiva. Sin embargo, se registra en la literatura

cientifica especializada diversos problemas confrontados durante su empleo. Se
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destacan los bajos porcentajes de germinacion de los embriones somaticos formados, la
presencia de plantas hiperhidratadas y los pocos estudios en condiciones del campo, lo
gue ha limitado su aplicacion en la produccién in vitro a escala comercial (Suarez et al.,
2012).

La aclimatizacion consiste en trasplantar plantulas obtenidas en condiciones controladas
in vitro a condiciones donde las mismas de desarrollan para su cultivo (Morales et al.,
2009). Se considera una de las etapas mas importantes de la micropropagacion
(PROMECAFE, 2009). Dado fundamentalmente, al hecho de que en su continuo
crecimiento y desarrollo, se requiere de un proceso de adaptacion a factores bidticos y
abidticos (Chacon et al., 2005).

Ademas, Sanchez (2007) sefiala que durante la aclimatizacion las plantulas pasan de un
estado heterétrofo a uno autétrofo con diferentes niveles de nutrientes y en
correspondencia con Cruz et al. (2008) la composicién del sustrato es un factor con
marcada influencia en la obtencién de una planta de éptima calidad.

Mantener adecuada capacidad fotosintética durante el cultivo in vitro y adecuado
equilibrio para el intercambio gaseoso durante la etapa de multiplicacién permite
garantizar una aclimatizacion exitosa de las plantulas (Isaac et al., 2010).

Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA®(SIT)

El método de cultivo con Sistema de Inmersion Temporal consiste en la colocacion de
los tejidos vegetales sobre soportes sélidos que son inoculados periédicamente con
soluciones de nutrientes. Ofrece las ventajas de los cultivos en medio de cultivo liquido,
por lo que la reduccién de los costos laborales, sin las desventajas de un medio de cultivo
liquido. Etienne y Berthouly (2002) describen los diferentes Biorreactores de Inmersion
Temporal (TIB) que se han aplicado para la micropropagacion de plantas desde la
década de 1980 por algunos investigadores como Aitken-Christie et al. (1985) y Tisserat
and Vandercook (1985).

Los Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA® comercializado por el CIRAD (Centre
de Cooperation Internationale en Recherche Agronomique pour le D eveloppement-
Francia) tiene un volumen de 1 | y contiene 0.2 | de medio liquido. Una pelicula fina se
coloca en la parte inferior de la parte superior para mantener los explantes. El sistema
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esta cargado con los tejidos en la parte superior y medio de cultivo fresco en la parte
inferior, que esta conectado a una pequefia bomba de aire. Cuando la bomba esta
activada, el aire entra en la seccion inferior y, como la presién se acumula, el medio de
cultivo liquido es empujado a la parte superior. Cuando la bomba se desactiva, el medio
de cultivo fluye hacia abajo simplemente con el efecto de la gravedad (Ducos et al.,
2007).

La técnica de inmersién temporal se desarrollé con el objetivo de reducir los problemas
de asfixia e hiperhidricidad, los dafios mecanicos, la complejidad del equipamiento asi
como lograr un aumento en la eficiencia de la micropropagacion dado por el incremento
de los ritmos de produccién y la calidad de propagulos (Teisson y Alvard, 1995; Escalona
et al., 1999). El sistema permite el contacto del medio de cultivo liquido con el material
vegetal de manera intermitente y por un corto periodo de tiempo, con una disminucién
de los costos de produccidbn en comparacion con las formas convencionales de
micropropagacion (Berthouly y Etienne, 2005). La renovacion de la atmdsfera y el medio
de cultivo reducen la humedad relativa e incrementa la asimilacion de agua y nutrientes
(Teisson y Alvard, 1995). Por otra parte, producto de las inmersiones los explantes
guedan recubiertos por una fina pelicula de medio de cultivo liguido que evita la
desecacion sin obstaculizar la difusion de los gases (Escalona et al., 1999; 2003; Yang
y Yeh, 2008). Ademas es de facil manejo y uso.

Varias investigaciones se desarrollan con el objetivo de estudiar los principales
parametros de cultivo en los Sistemas de Inmersion Temporal que posibilitan una mejor
respuesta fisioldgica. La duracion del tiempo y la frecuencia de inmersién tienen gran
importancia tanto para la asimilacion de los nutrientes como para controlar la
hiperhidricidad. Ademas, permiten el control de la atmésfera interna del vaso de cultivo
(Berthouly y Etienne, 2005). La ventilacién forzada, la composicién y volumen de los
medios de cultivo asi como el volumen de los frascos son algunas de las variables que
se pueden controlar para evitar la hiperdricidad (Wu et al., 2009; Ivanova y Van Staden,
2011). La ventilacion forzada es un aspecto que genera ventajas desde punto de vista
de calidad morfoldgica de las plantas (Lai et al., 2005).

El efecto positivo de los Sistemas de Inmersién Temporal en la micropropagacion de

plantas se ha empleado con éxitos en la proliferacibn de meristemos, cultivo de
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microestacas, desarrollo de embriones somaticos a partir de callos, asi como también en
la germinacion y conversion de embriones soméaticos. Por lo general, la calidad del
desarrollo de los brotes es mejor que la obtenida con el empleo de medio de cultivo
liquido o semisdlido. Lezcano et al. (2011) describen que con el uso de Sistemas de
Inmersion Temporal la morfologia, el comportamiento fisiolégico de los brotes son muy
semejantes a los que presentan las plantas en condiciones ex vitro, debido entre cosas
al mejoramiento de la atmdésfera del sistema, lo que facilita su adaptacién a condiciones

de campo una vez que se haya aclimatizados.

2.2.3.2. Factores que influye en la embriogénesis somatica.

La regeneracion de plantas a través de la embriogénesis somética se ha reportado en
varios estudios. Sin embargo, el desarrollo de métodos de regeneracion que cumplan
con las exigencias fisicas y quimicas de las células de la planta sigue siendo un proceso
en gran medida empirico. La identificacion de condiciones ideales en el cultivo in vitro
puede ser extremadamente dificil debido a la gran cantidad de factores que contribuyen
a la induccion, el desarrollo y la conversion del embrién somatico. Con el objetivo de
superar las dificultades y determinar las condiciones 6ptimas para la propagacion in vitro
a través de la embriogénesis somatica, los efectos de estos factores han sido estudiados
en un numero significativo de especies de plantas (Gutiérrez-Mora et al., 2012).
Evidentemente los procesos embriogénicos son afectados por una serie de factores que
en algunos casos favorecen y en otros dificultan los manejos in vitro del material vegetal.
Estos son los siguientes:

- El genotipo de la planta (Rodriguez—Otubo et al., 2000).

- Las condiciones de cultivo (Bornhoff y Harst, 2000).

- Los reguladores del crecimiento y demas componentes del medio de cultivo (Perrin et
al., 2001).

- El tipo y estado fisioldgico del explante (Fiore, 2002).

La naturaleza misma de la embriogénesis somética permite su aplicacion en sistemas de
cultivo liguido. Los mismos regeneran una mayor cantidad de material vegetal uniforme

y el procedimiento es de gran valor para acelerar los métodos de mejoramiento genético
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cldsico, pues permitirian lograr una multiplicacion de variedades de hibridos
intraespecificos.

- Genotipo

La regeneracion in vitro esta determinada en gran medida por el genotipo. En algunos
casos las respuestas observadas han estado relacionadas con factores genéticos
identificables (Song et al., 2009), conocidos: genes nucleares, genes citoplasmaticos y
la interaccion de genes. Los genes nucleares que influyen en la regeneracion se han
caracterizado por tener una alta habilidad general para interactuar, ser recesivo,
dominante o parcialmente dominante o por ser aditivo (Ranch y Palmer, 1987; Kita et al.,
2007).

Al evaluar en C. canephora P ex F., C. arabica L. e hibridos Arabusta, Zamarripa y Pétiard
(2004) describieron un fuerte efecto del genotipo sobre la induccion de la embriogénesis
somatica. Por tal motivo es frecuente observar que un medio de cultivo induzca distintas
respuestas en la induccion de la embriogénesis en diversos genotipos (Zamarripa y
Pétiard 2004; Cueto et al., 2007).

Barbon et al. (2003) confirmaron la influencia del genotipo en la respuesta embriogénica
y considera este es un aspecto que debe tomarse en consideracion para la optimizacion
del proceso de la embriogénesis somatica en medios de cultivo liquido para cada especie
o cultivar en particular.

- Explante

Por lo general, el proceso embriogénico somatico consta de dos pasos principales, la
induccion del proceso y la expresion de los embriones resultantes (Rodriguez-Garay et
al., 2000; Gutiérrez-Mora et al., 2004; Jiménez, 2005). El proceso se inicia con las células
somaticas tedricamente a partir de cualquier parte de la planta; sin embargo, las
diferencias sustanciales en competencia se encuentran en la practica. Las células que
son mas competentes para la embriogénesis somatica son generalmente los que
proceden de los tejidos jévenes y los embriones cigéticos inmaduros. Sin embargo, los
tallos, las raices y las hojas pueden ser Gtiles también.

El tipo del explante, tamafo, la edad y la orientacion sobre el medio del cultivo son
aspectos que pueden determinar la induccién y regeneracion de los embriones soméaticos
(George et al., 2008).
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El cultivo exitoso in vitro de un material vegetal esté fuertemente influenciado por la edad
del explante, la cual puede estar directamente relacionada con el grado de diferenciaciéon
del tejido y la edad ontogénica o fase de crecimiento, entre otros (Hiraga et al., 2007).
Los explantes con capacidad de formar embriones somaticos expresaron tal capacidad
dias después que aquéllos que sdlo pudieron formar células del callo, porque el callo
embriogénico crece mas lento que el callo no embriogénico (Gonzélez et al., 2002).

Los explantes provenientes de hoja madura de los dos genotipos de cafeto (C. arabica
L.y C. canephora P. ex F.) no presentaron capacidad alguna para la formacion de callo
a los 30 dias en fase de induccion (Lépez et al., 2010).

- Reguladores de crecimiento

Por lo general, los embriones somaticos son inducidas por una simple manipulacién de
las condiciones en el cultivo in vitro. Uno de los principales elementos en el medio de
cultivo son las sustancias reguladoras del crecimiento (SRC) tales como auxinas,
citoquininas, acido abscisico, giberelinas y otros componentes. Ademas, es importante
mencionar que los reguladores enddgenos juegan un papel importante en el proceso
embriogénico somético. Fuera de lo anterior SRC, como las auxinas son los
componentes mas importantes en la induccion del proceso (Dodeman et al., 1997,
Jiménez, 2005; Feher, 2006; Jiménez y Thomas, 2006). Las células somaticas necesitan
la sefial para la polarizacidn celular y la division asimétrica dada por las auxinas como
ocurre en sus homologos cigéticos (Gutiérrez-Mora et al., 2004; Pagnussat et al., 2009.).
La participacién de la otra SRC es importante en el equilibrio de los componentes
hormonales necesarios para lograr la embriogénesis somatica.

- Medios de cultivo

El medio de cultivo es uno los factores importantes a considerar para el cultivo in vitro de
células vegetales y que puede ser utilizado en estado semisoélido o liquido. Asimismo,
debera suministrar los minerales esenciales necesarios para el crecimiento y el
desarrollo. EI medio de cultivo mas utilizado en el cultivo in vitro de plantas es el
desarrollado por Murashige y Skoog (1962) el cual se utiliza en la regeneracion de
plantas de varias especies (Kevers et al., 2002; Mohan y Krishnamurthy, 2002; Ascencio-
Cabral et al., 2008; Konieczny et al., 2008). Alternativamente, el medio de cultivo B5 se
ha usado para la regeneracion in vitro de Arabidopsis thaliana (Gaj, 2001). Ademas,
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Thuzar et al. (2011) emple6 un medio de cultivo N6 en el cultivo in vitro para promover la
embriogénesis somatica y la regeneracion de plantas de Elaeis guineensis Jacq. Ademas
de estos, la embriogénesis somatica de Agave tequilana ha sido descrito en un medio de
cultivo de Schenk y Hildelbrant (SH) (Rodriguez-Sahagun et al., 2011).

Los componentes del medio de cultivo estan entre los factores que influyen en la
embriogénesis somatica. Barbén et al. (2004) determinaron el efecto de los agentes
selectivos kanamicina y sulfadiacina para este proceso en C. arabica L. cv. Caturra rojo
y Gonzalez y Barrios (2003) utilizaron el RIZOBAC en la fase de callogénesis de C.
arabica L. y C. canephora P. ex. F.

En las dos especies cultivadas, C. canephora P. ex. F. y C. arabica L., la produccién de
embriones somaticos se ha llevado a cabo con éxito en medio de cultivo liquido
(Guitérez-Mora et al., 2012).

- Condiciones del cultivo

En cuanto a las condiciones de cultivo, Génzalez et al. (2005) consideraron que la toma
de muestras foliares en los periodos mayo—junio, enero—febrero y noviembre-diciembre
es favorable, dado por bajo indice de actividad perdxidasa, oxidacién fendlica y
contaminacién flngica, asi como un elevado porcentaje de formacion de callos y un
mayor contenido de proteinas en los mismos.

Por otra parte, los factores fisicos como la luz, el fotoperiodo, la temperatura, el ambiente
gaseoso Y la presion osmatica tienen que ser controladas en el cultivo in vitro. Con el fin
de encontrar las condiciones ambientales mas adecuadas para producir embriones

somaticos se han realizado varios trabajos (Gutiérrez—Mora et al., 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS
Las investigaciones se desarrollaron en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas
perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas en el periodo

comprendido desde diciembre de 2013 a mayo de 2014.

Procedimientos generales

Instrumental de laboratorio

Para la manipulacién de los explantes en condiciones de asepsia se utilizé una cabina
de flujo laminar. Las pinzas y los bisturies se desinfectaron en una solucién de hipoclorito
de sodio (NaClO) al 1.0% (v/v) durante 15 minutos. Las placas de Petri o platos metalicos
empleados en la manipulacién del material vegetal fueron esterilizadas en la estufa (Mim,

Alemania) a 180°C durante dos horas.

Sistema de Inmersion Temporal

El concepto y la operacion de los Sistemas de Inmersidbn Temporal empleado en el
experimento se fundamenta en un disefio de un frasco, descrito por Teisson et al. (1996).
Este disefio consiste de un frasco subdividido en dos compartimentos separados por una
membrana que permite el flujo o paso del medio de cultivo y sobre la cual se coloca el
material vegetal en el compartimento superior; mientras que, en el compartimento inferior

se almacena en el medio de cultivo.

El sistema comprende ademas, una conexion a través de filtros hidrofébicos de 0.2 ym
gue garantiza la esterilidad del aire de entrada, cuya presidon se controla por un
mandémetro. La frecuencia y tiempo de inmersion fueron regulados por un temporizador,
el cual controla una electrovalvula de tres vias que permite la circulacion del aire y por

consiguiente del medio de cultivo del compartimiento inferior al superior (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del Sistema de Inmersion Temporal tipo RITA® empleado en los
experimentos mostrando su principio de funcionamiento

Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado en esta investigacion se especifica en el experimento. Se
dosificaron 200 mL de medio de cultivo por Sistema de Inmersién Temporal tipo RITA®.
El pH del medio de cultivo fue ajustado antes de la esterilizacion a 5.8 con soluciones de
NaOH y HCI (0.1N). Se realizo la esterilizacién del medio de cultivo en una autoclave a
una temperatura de 121 °C y 1.2 kg cm de presion, durante 20 min.

Condiciones de cultivo

La fase de germinacién de los embriones somaticos de cafeto en Sistema de Inmersién
Temporal tipo RITA® se realiz6 en una cAmara de crecimiento de luz solar con un flujo
fotosintético de fotones que oscil6 entre 48.0 — 62.5 ymol2s? con una duracién del
periodo luminoso maximo y minimo de 14h y 10h, y una temperatura de 25.0 + 2.0 °C.
Anélisis estadisticos

Para los analisis estadisticos se utilizaron los programas SigmaStat version 3.0 y SPSS
version 18.0 para Windows y para la elaboracion de ficheros y datos y gréficos se utilizd
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el programa EXCEL del paquete Microsoft Office 2013. Se aplico la prueba de
Kolmogorov—Smirnov para comprobar si los datos cumplian con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza. En cada experimento se detallan las pruebas

estadisticas que se realizaron.

3.1. Determinacion del efecto de la densidad de inoculacion en la germinacion de
embriones soméaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en Sistemas de
Inmersion Temporal tipo RITA®

El objetivo del siguiente experimento fue determinar la mejor densidad de inoculacion de
embriones somaticos para la fase de germinacién de los embriones somaticos en
Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA®.

Como material vegetal se utilizaron embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra
rojo en etapas avanzadas de desarrollo (torpedo y cotiledonal) (Figura 2). Los embriones
somaticos fueron obtenidos a partir de suspensiones celulares embriogénicas en fase de
diferenciacién segun la metodologia descrita por de Feria (2005) y se emple6 el medio
de cultivo propuesto por Zamatrripa et al. (1991) para la germinacion de los embriones

somaticos de cafeto.

Figura 2. Embriones somaticos en etapas de torpedo y cotiledonar empleados para
inocular en los Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA®

Diferentes densidades de inoculacion se aplicaron en los RITA® conformandose cinco
tratamientos con 40, 50, 60, 70 y 80 ES por RITA®. Para cada tratamiento se
establecieron tres réplicas y el sistema fue programado para transferir el medio de cultivo
y sumergir los embriones somaticos durante un minuto cada ocho horas.

A los 90 dias de cultivo se evaluo:

El nimero de embriones somaticos con germinacion total
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El nUmero de embriones somaticos con germinacion parcial

Presencia de embriones somaticos con sintoma de hiperhidricidad

El desarrollo morfolégico de las plantas obtenidas: Numero de hojas verdaderas, longitud
de la planta y desarrollo radicular

Para el andlisis de los datos se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis/
Mann Whitney previa comprobacion de los supuestos de normalidad, utilizando el

paquete estadistico SPSS version 18.0 sobre Windows.

3.2. Efecto de la composicion y tipo de sustrato en el crecimiento y desarrollo de
las plantas obtenidas in vitro en la fase de aclimatizacion

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la composicion y tipo de sustrato
en la supervivencia de las plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo obtenidas in vitro a
partir de la germinacion de los embriones sométicos en Sistemas de Inmersién Temporal
tipo RITA®. Estas se seleccionaron de acuerdo a su desarrollo morfolégico con las
siguientes caracteristicas: tres pares de hoja verdaderas, tamafo entre 2.5 - 3.5cmy

con desatrrollo radicular (Figura 3).

Figura 3. Plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo utilizadas en la fase de aclimatizacion,
obsérvese el desarrollo homogéneo de las mismas

Previo a la plantacion en la fase de aclimatizacion, las plantas in vitro fueron lavadas con
agua corriente y posteriormente colocada en bandejas de polipropileno negras de 28
alvéolos con una capacidad de 200 cm?® cada uno (Figura 4). Se estudiaron distintas
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combinaciones de sustratos como se muestra en la tabla 1 que fueron mezclados

manualmente.

Figura 4. Bandeja de polipropileno de 28 alvéolos

Tabla 1. Diferentes composiciones de sustratos utilizados en el experimento para evaluar

la resiuesta de las ilantas obtenidas in vitro en condiciones ex vitro

I 85 15
Il 75 25
1] 65 35
v 50 50

Las caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos utilizados se muestran en la tabla 2.
La zeolita utilizada fue producida por la Empresa GEOMINERA de Villa Clara y el Humus
de lombriz (Figura 5) fue obtenido del Complejo Cientifico Productivo Biofabrica de Villa
Clara).

Figura 5. Vista general de los sustratos empleados para la preparacion de la mezcla: A.
Zeolita y B. Humus de lombriz
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Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimica de la zeolita.

Oxido de Silicio (SiOy)
Oxido de Aluminio Il (Al203)
Oxido de Hierro Ill (Fe203)
Oxido de Hierro Il (FeO)
Oxido de Magnesio (MgO)
Oxido de Calcio (CaO)
Oxido de Sodio (Na20)
Oxido dePotasio (K20)
Pentéxido de difésforo (P20s )
Agua (H20)
Composicion mineral
Clinoptilolita
Modernita
Otros (Calcita, cuarzo, feldespato)
Propiedades fisicas
Tamafio de la particula
Densidad (d)
Densidad de la fase sdlida (y)
Porosidad total (PT)

70.10
11.20
2.20
0.30
0.60
4.50
1.50
1.30
0.07
4.70
%
40.00
40.00
20.00
Valor
0.01-1.0 mm
0.37gcm?
1.77 gcm3
80.59 % vol.

Una vez sembradas, las plantas fueron colocadas para su desarrollo 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 utilizé un sistema de riego por microaspersion el cual

se encontraba automatizado. La frecuencia de riego fue de dos minutos de duracion

cuatro veces al dia (9.00 am; 11.00 am; 14.00 pm y 16.00 pm). Se utilizaron 28 plantas

por tratamiento.

La supervivencia, se defini6 como el nimero de plantas que sobrevivieron a los

15 dias. Luego de pasar 90 dias se evalué la altura de las plantas (cm) desde
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la base hasta el apice, el niumero de hojas, longitud de la raiz principal. Ademas se
evalud: la masa fresca, la masa seca y el area foliar.

Para el andlisis de los datos se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis/
Mann Whitney previa comprobacién de los supuestos de normalidad, utilizando el

paguete estadistico SPSS version 18.0 sobre Windows.
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4.1. Determinacion del efecto de la densidad de inoculacion en la germinacion de
embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en Sistemas de

Inmersién Temporal tipo RITA®

En los Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA® las primeras sefiales del desarrollo
de los embriones soméaticos ocurrieron alrededor de los quince dias de cultivo después
de ser colocados en el medio de cultivo para la germinacion, cuando los embriones

soméaticos cambiaron de un color crema a verde brillante (Figura 6).

Figura 6. Embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en Sistemas de
Inmersién Temporal tipo RITA® durante la fase de germinacion

Los resultados revelaron que existe una relacion entre la densidad de in6culo y el nivel
de germinacion de los embriones somaticos en los Sistemas de Inmersion Temporal
(SIT) tipo RITA®. A los 90 dias de cultivo se observé en los SIT tipo RITA® la presencia
de embriones somaticos germinados en los diferentes tratamientos (Figura 7).
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Figura 7. Germinacién de embriones somaticos de cafeto en Sistemas de Inmersion
Temporal tipo RITA® con una densidad de 70 embriones sométicos a los 90 dias de
cultivo

Los mayores valores de porcentaje de germinacion (60%) se obtuvieron al germinar los
embriones somaticos en SIT tipo RITA® con una densidad de 70 embriones somaticos
(Figura 8); siendo estos resultados similares a los descritos por Etienne et al. (1999),
pero en otro cultivar de Coffea arabica L.
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Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segun prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
para p< 0,05

Figura 8. Efecto de la densidad de indculo en la germinacion de embriones somaticos de
cafeto en Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA® a los 90 dias de cultivo
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A través de la caracterizacion visual y por la respuesta morfolégica observada, las
plantas obtenidas a partir de la germinacion de los embriones somaticos en los Sistemas
de Inmersién Temporal tipo RITA® no presentaron ningln rasgo de hiperhidricidad
(Figura 9), aspecto también sefialado por Cabasson et al. (1997), en embriones
somaticos de Citrus deliciosa L. y por Escalona (1999), en brotes de Ananas comosus

(L.) Merr multiplicados en SIT.
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Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas de las plantas in vitro obtenidas a partir de la
germinacion de embriones somaticos de Coffea arabica L cv. Caturra rojo en SIT tipo

RITA®

En los tratamientos con una densidad de inoculo inferior a 70 embriones somaticos se
obtuvo un menor porcentaje de germinacién con respecto a este tratamiento. La
densidad de in6culo como variable tuvo su fundamento en la cantidad de volumen de
medio de cultivo disponible por explante, ademas del espacio fisico para su desarrollo.
Teniendo esto como base es posible que en el tratamiento con menor densidad de
indculo (40 ES), el cual se corresponde con el mayor volumen de medio de cultivo por
explante, estos estaban expuestos a condiciones de cultivo que provocaron estrés. En
dependencia de la magnitud del estrés, los explantes pueden normalizarse por un
incremento en su desarrollo morfofisiolégico (Joyce et al., 2003). Sin embargo, si se
exceden los limites de tolerancia se observan dafios permanentes en el desarrollo y
crecimiento e incluso la muerte de los embriones sométicos como pudo haber sucedido
en el tratamiento con una menor densidad de in6culo (Figura 10).
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Figura 10. Embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo no germinados en
los sistemas de inmersion temporal tipo RITA®

Por otra parte, autores como Lorenzo et al. (1998) en el cultivo de Saccharum spp. en
SIT, sugirieron que la influencia negativa de mayores volimenes de medio de cultivo por
explante se debe a que sustancias quimicas que se secretan al medio de cultivo y
estimulan el desarrollo de brotes son diluidas en el mismo. Al respecto, Escalona et al.
(1999) informaron de igual manera dicha influencia negativa de mayores volumenes de
medio de cultivo en el desarrollo y crecimiento de brotes de Ananas comosus (L.) Merr
en SIT.

El proceso morfogenético en las plantas esta controlado por una interaccion entre el
material vegetal, el medio de cultivo y el ambiente in vitro (Piqueras et al. 1998), aspecto

gue es de vital importancia en los Sistemas de Inmersién Temporal.

Por otra parte, en el tratamiento con 80 embriones somaticos como densidad de inoculo
hubo una mayor competencia por los nutrientes, lo que se evidencia en el menor
desarrollo de foliar y una mayor presencia de germinacion parcial de los embriones

somaticos (Figurall).
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Figura 11. Embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo con germinacion
parcial en los Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA®

Aparentemente segun Ziv (1999) esto pudiera ser el resultado de la interrupcion y la no
sincronizacion de sefiales de induccién en la secuencia normal de los eventos de
organizacion celular.

Por su parte, al analizar las variables longitud y nimero de hojas de las plantas in vitro
procedentes de la germinacion de las diferentes densidades de in6culo en los RITA®, se
determind que con respecto a la longitud de la planta en los tratamientos inferiores a 70
ES por RITA® y este propio tratamiento no hubo diferencias. Sin embargo, los mejores
resultados en el numero de hojas por planta se obtuvieron en las variantes con
densidades de indculo de 50 y 60 embriones somaticos (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la densidad de inéculo en Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA®
sobre la longitud y nimero de hojas en las plantas procedentes de la germinacion de los
embriones soméaticos

40 ES 21a 24Db
50 ES 21a 2.7 ab
60 ES 20a 298 a
70 ES 1.97 a 24Db
80 ES 1.7b 20c

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segin prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
para p< 0,05
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Con los Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA®, el comportamiento y la morfologia
de las plantas obtenidas parecen generalmente mas cercanos a la norma in vivo y al
comportamiento que se encuentra con el cultivo in vitro en medios de cultivo semisdlido.
Los embriones somaticos en estos sistemas germinan de forma individualizada y tienen
una morfologia que se parece a la de los embriones cigoticos, aspectos descritos
anteriormente por Etienne y Berthouly (2002). En ninguno de los tratamientos se
encontrd presencia de hiperhidricidad, ni en los embriones somaticos ni en las plantas
germinadas a partir de ellos. Todas las ventajas de estos sistemas parecen ser el
resultado de las condiciones fisicas creadas en el recipiente de cultivo como son: la
permanencia de una pelicula superficial de medio de cultivo liquido sobre los tejidos
parece ser una de las principales razones de éxito de este sistema, pues no solamente
asegura una disponibilidad nutritiva fuera de los periodos de inmersién, sino también
interrumpe mucho menos los intercambios gaseosos que la inmersién total. Esta
permanencia del agua residual explica también la ausencia de dafios y desecacion de
los embriones sométicos, incluso en el caso de una inmersion muy ocasional y breve, lo
cual también fue descrito por Etienne y Berthouly (2002).

Otra variable ligada con las condiciones fisicas que parece significativa es la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo liquido cuyo efecto en los
fendmenos in vitro es conocido desde hace muchos afios (Teisson et al., 1999). En el
Sistema de Inmersion Temporal esta concentracidon alcanza la saturacion solo un minuto
después del burbujeo. En el caso de Erlenmeyer agitados sin tejido vegetal y sin
consumo de oxigeno, la concentracion de este gas disuelto nunca sobrepasa los 95% de
saturacion. Todos estos puntos significan que, en tal aparato, las condiciones fisicas de
nutricion, de intercambios de gases y de relaciones con el agua de los tejidos vegetales
son completamente diferentes de las que se encuentran en las técnicas tradicionales.
Estas condiciones fisiolégicas conducen a un comportamiento totalmente diferente
(Cabasson et al., 1997).
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4.2. Efecto de la composicion y tipo de sustrato en el crecimiento y desarrollo de
la plantain vitro en la fase de aclimatizacion
A las 15 semanas de cultivo de las plantas bajo diferentes composiciones de mezcla de

sustrato, se determiné que habia diferencias en cuanto a la supervivencia y morfologia
(Figura 12).

65% Humus de lombriz-35% Zeolita 50% Humus de lombriz-50% Zeolita
Figura 12. Las plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo bajo diferentes composiciones de
sustrato
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Al estudiar el efecto de la composicion fisica del sustrato en la supervivencia de las
plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo se demostré que 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. Fue en el tratamiento 1V
(50% Humus de lombriz - 50% Zeolita) donde se lograron los valores mas bajos de
supervivencia (89.3%) (Figura 13).

De acuerdo con Santana et al. (1996) y Marcelo (2000) en sus investigaciones
relacionadas con el estudio de la aclimatizacion en cafeto, informaron que la
supervivencia de las plantas in vitro de Coffea arabica L. obtenidas de embriogénesis
somatica fue superior al 90%.

Supervivencia (%)
102

100

100

98

96 -

92 -

m Supervivencia (%)
90 -

88 -

86 -

82 A
85% H. de lombriz- 75% H. de lombriz- 65% H. de lombriz- 50% H. de lombriz-
15% Zeolita 25% Zeolita 35% Zeolita 50% Zeolita

Figura 13. Influencia de la composicion fisica del sustrato en la supervivencia de plantas
de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo propagadas via embriogénesis somatica

Segun Santana et al. (2007) los mejores resultados durante la fase de aclimatizacion de

las plantas de C. arabica L. y C. canephora P. ex. F. se obtuvieron con una mezcla de
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materia orgénica y suelo (1:1) o también con una mezcla de musgo de turba, agrolite y
suelo (1:1:1). Sin embargo, Etienne et al. (2002) con sustratos compuesto por suelo,
arena y pulpa de café (2:1:1) lograron un porcentaje de conversion de las plantas con
valores de un 65%. Segun Ducos et al. (2007), en la fase de aclimatizacion de C. arabica
L. varia la respuesta de los diferentes clones obteniéndose un rango de conversion de
los embriones sométicos a plantulas entre un 25% a 67% de supervivencia.

Segun Barranco (2001) para la fase de aclimatizacion de plantas de banano (Musa
AAAB, cv. FHIA -18) obtenidas de embriones somaticos se utilizé un sustrato artificial
formado por una mezcla de casting y zeolita (3:1) y el porcentaje de supervivencia de las
plantas que se obtuvo fue de un 98.5%.

En este sentido, Rivas et al. (2005) emplearon para la aclimatizacién de plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) diferentes tipos de sustrato y los mejores resultados lo
obtuvieron cuando combinaron humus de lombriz con zeolita en las proporciones de
50:50 y 75:25. Sin embargo, estos autores no lograron la supervivencia de las plantas
cuando emplearon como sustrato 100% de zeolita. Mientras que, Vilchez (2001) obtuvo
en la fase de aclimatizacion de plantas de la especie Psidium guajava L. cv. Enana Roja
Cubana EEA 18-40 solamente 47.5% de la supervivencia empleando humus de lombriz.
Segun Rodriguez et al. (2009) para lograr un 80% de supervivencia de las plantas de
Carica papaya L. var. Maradol roja se debe realizar bajo condiciones del cobertor de
nylon y con el empleo de un sustrato compuesto por 70% de Humus de lombriz y 30%
de zeolita. Se plantea también por otros autores el uso de la fibra de palma soyate en la
fase de aclimatizacion para el cultivo de Laeliae yermaniana obteniéndose un 46.9% de
supervivencia (Juan et al., 2011).

Sin embargo, hubo diferencias en el aspecto morfolégico de las nuevas hojas emitidas
en las plantas en la fase de aclimatizacion bajo las diferentes composiciones de sustrato.
Los tratamientos | (85 % Humus de lombriz- 15 % Zeolita) y 1l (75 % humus de lombriz —
25 % Zeolita) presentaron desde punto de vista morfolégico una mejor calidad en cuanto
a coloracién y calidad de planta; y no se presentaron dafios por necrosis en el area foliar
(Figura 14).
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Figura 14. Plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo obtenidas en la fase de aclimatizacion
bajo diferentes composiciones de sustrato
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Se determind una incidencia en la composicion fisica del sustrato con respecto al nimero
de dias requeridos para emitir el primer par de hojas en la planta de cafeto propagadas
via embriogénesis somatica durante su aclimatizaciéon. Se observé que las plantas
comenzaron a emitir nuevos pares de hojas a partir de los 27 dias de sembradas en la
fase de aclimatizacion (Tabla 4).

Durante la fase de conversion de las plantas en diferente composicion fisica del sustrato,
el menor tiempo para emitir un nuevo par de hojas se determiné que fue el tratamiento |l
que contenia 75% humus de lombriz—25% Zeolita con un periodo promedio de 27.5 dias;
este tratamiento no tuvo diferencias significativas con respecto al tratamiento | (85%
Humus - 15% Zeolita) que presentd un periodo 29 dias para la emision de un nuevo par
de hojas. Sin embargo, el tratamiento IV fue el que demoré més tiempo para emitir el

primer par de hojas a los 33.77 dias.

Tabla 4. Numero de dias para la emision del primer par de hojas en plantas de Coffea
arabica L. cv. Caturra rojo en diferentes composiciones de sustrato

Media Rango promedio
85% Humus-15% Zeolita (1) 29.00 52.18 ab
75% Humus-25% Zeolita (II) 27.50 47.02 b
65% Humus-35% Zeolita (111) 29.50 56.38 a
50% Humus-50% Zeolita (1V) 33.77 68.89 a

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segun prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
para p< 0.05.

Al realizar el andlisis del numero total de hojas emitidas durante el periodo de cultivo en la fase
de aclimatizacion se determind que en el tratamiento | (85% Humus - 15% Zeolita) fue donde
se obtuvo el mayor niumero de pares de hojas con respecto a los otros tratamientos
(Tabla 5).

Segun del Rivero (2008), al estudiar el efecto de diferentes sustratos en la conversiéon de
los embriones somaticos de Anthurium andraeanum L., el nimero de hojas emitidas de

las plantas fue mejor en el tratamiento con 80% Humus de lombriz y 20 % Zeolita.
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Tabla 5. NUmero de pares de hojas nuevas en plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra
rojo en diferentes composiciones de sustrato

Media Rangos medios
85% Humus-15% Zeolita (1) 4.89 32.85a
75% Humus-25% Zeolita (II) 4.20 21.60b
65% Humus-35% Zeolita (111) 3.60 13.60c
50% Humus-50% Zeolita (1V) 3.70 13.95¢

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segun prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
para p< 0.05

Segun del Rivero (2008), también es importante la composicion del sustrato para un buen
desarrollo de nuevas hojas en la planta. En este estudio se corrobor6 que la eleccion del
tipo de sustrato debe garantizar permeabilidad, elevada capacidad de retencion de agua,
baja densidad aparente, capacidad de intercambio catidénico, capacidad para mantener
constante el pH y minima velocidad de descomposicién; ademas de servir como soporte
(Henry et al., 2002).

Las hojas tienen un importante papel en el desarrollo de las plantas in vitro. Hazarika
(2003) describe 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 mantiene esta funcion hasta tanto no exista una nueva emision foliar. El primer par
de hojas emitidas en condiciones ex vitro son de caracteristicas autotréficas 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
organos no fotosintéticos. Los fotoasimilados producidos tienen dos funciones la
produccion de energia y la sintesis de nuevos compuestos como coenzima del complejo
B, que son esenciales para el desarrollo radicular y el metabolismo respiratorio. La
formacion de un sistema radicular desarrollado permitird la absorcion de nutrientes del
suelo y agua para el mantenimiento de la planta (Hopkins and Htiner, 2004).

También se present6 diferencias en cuanto al &rea foliar de las plantas obtenidas in vitro

de C. arabica L. en la fase de aclimatizacion en diferentes composiciones de sustratos.
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En el tratamiento Il se obtuvo una mayor area foliar 0.90 dm?, lo cual contribuye a una
mayor superficie para actividad fotosintética de la planta; aunque este tratamiento no
presentd diferencias significativa con los tratamientos | y Ill. Sin embargo, en el

tratamiento 1V solamente se obtuvo 0.37 dm? de area foliar (Tabla 6).

Tabla 6. Area foliar en plantas de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en diferentes
composiciones de sustrato

Media EE

85% Humus-15% Zeolita (1) 0.88 a +0.05
75% Humus-25% Zeolita (II) 0.90 a +0.03
65% Humus-35% Zeolita (111) 0.67 ab +0.03
50% Humus-50% Zeolita (1V) 0.37b +0.01

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segin prueba de Bonferroni para p< 0.05

Este resultado fue mejor al obtenido por Barry—Etienne et al. (2002) cuando utilizaron
cotiledones largos de 2.9 cm en sustrato compuesto por suelo—arena—pulpa de café
(2:1:1) en la fase de aclimatizacién y solo obtuvieron un promedio de 0.18 dm? de area
foliar.

También se determiné la influencia de la composicién del sustrato en la longitud de la
raiz de las plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo en la fase de aclimatizacion en la
casa de cultivo. 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 115 dias de plantadas y
crecimiento en casa de cultivo, con diferencias significativa con los otros tratamientos.
Siendo el tratamiento IV donde se obtuvo la menor longitud de la raiz (4.63 cm) (Figura
15).

Barry-Etienne et al. (2002) utilizaron sustratos compuestos por suelo, arena y pulpa de
café (2:1:1) enla fase de aclimatizacion de embriones largos de C. arabica L. y obtuvieron

un crecimiento rapido y vigoroso.
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Longitud de la raiz
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Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segdin prueba de Bonferroni para p< 0.05

Figura 15. Efecto de la composicion fisica del sustrato en la longitud de la raiz de la
plantas de C. arabica L. cv. Caturra rojo obtenidas por embriogénesis somatica

Las plantas de cafeto durante los primeros dias en fase de aclimatizacion perdieron las
raices que habian emitido durante la germinacién y emitieron nuevas raices. Lo
anteriormente descrito pudo deberse a que las raices tenian una conexion vascular
incompleta o deficiente entre la raiz y el brote, lo que produce un mal funcionamiento de
estas estructuras (Garcia et al., 2000) y su pérdida.

Los resultados descritos en el presente trabajo pudieran estar relacionados con las
caracteristicas que le confiere la zeolita a la materia organica. Segun (Flores et al., 2006)
la zeolita, reduce drasticamente la lixiviacion de los cationes potasio (K+) y amonio
(NH4+), también facilita la solubilizacion de los fosfatos haciendo el fésforo mas
asimilable a las plantas y en consecuencia, estimula el desarrollo radicular. La zeolita es
un aluminio silicato hidratado cristalino con estructuras tridimensionales, caracterizados
por la habilidad de retener y liberar agua e intercambiar iones sin modificar su estructura
atémica, intercambian cationes como Ca?*, Mg?", K* y NHs*; asi como diversos
compuestos de fosfatos, amonio y componentes de la materia organica. Posee una
estructura tridimensional rigida conformada por una red de tuneles interconectados

creando una amplia area superficial para realizar el intercambio catidénico y la adsorcion
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de humedad. Estas caracteristicas redundan en que no todos los objetivos de los
tratamientos pretendidos con zeolitas resultan adecuados si no se conoce el tipo de
material a utilizar para cada actividad en particular. La retenciéon de agua por parte de la
zeolita coadyuva a disminuir la concentracion de nitratos presentes en la lixiviacion del
suelo. La zeolita, al ser altamente hidrofilica, facilita la absorcion de nutrientes por las
plantas, ya que éstos son tomados por las raices (Chica et al., 2006).

Respecto a la masa fresca y la masa seca de las plantas in vitro de C. arabica L. cv.
Caturra rojo en su fase de aclimatizacion. En los tratamientos | y Il se obtuvo el mayor
contenido de masa fresca y seca de hojas (1.79 g) y tallo (0.3 g). Sin embargo en el
tratamiento | los valores de masa fresca y masa seca de la raiz fueron superiores al
tratamiento Il (Figura 16 y 17).

El tratamiento IV obtuvo menor masa fresca y masa seca de hojas, tallo y raiz lo cual
indica que no tuvo un crecimiento eficiente como los otros tratamientos (sustancia de
reserva y agua). Lo cual indica la necesidad de incrementar el porcentaje de materia

orgéanica como humus de lombriz en la composicion del sustrato.

2.5 0.72a
0.51b

15 Masa fresca de la raiz
: 0.35¢

m Masa fresca del tallo

1 m Masa fresca de hojas
0.22d
0.5

85% H. de lombriz 75% H. de lombriz 65% h.de lombriz - 50% H. de lombriz
- 15% Zeolita - 25% Zeolita 35% Zeolita - 50 % Zeolita

Para las variables masa seca de las hojas y masa seca del tallo las medias con letras desiguales difieren
segun prueba de Bonferoni para p< 0.05 y para la variable la raiz las medias con letras desiguales difieren
segun la prueba no parametrica de Kruskal Wallis para p< 0.05

Figura 16. La influencia de la composicion fisica del sustrato en la masa fresca de la
planta de C. arabica L. cv. Caturra rojo en la fase de aclimatizacion
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0.7

m Masa seca de la raiz

m Masa seca del tallo

m Masa seca de hojas

0.1 -

85% h. de lombriz- 75% H. de lombriz- 65% H. de lombriz - 50% H. de lombriz-
15% Zeolita 25% Zeolita 35% Zeolita 50% Zeolita

Para la variable masa seca de las hojas las medias con letras desiguales difieren segun prueba de
Bonferoni para p< 0.05 y para las variables masa seca de la raiz y el tallo las medias con letras desiguales
difieren segun la prueba no parametrica de Kruskal Wallis para p< 0.05

Figura 17. La influencia de la composicion fisica del sustrato en la masa seca de la planta
de C. arabica L. cv. Caturra rojo en la fase de aclimatizacién

En cuanto a la altura de las plantas obtenidas en la fase de aclimatizacion, como se
observa en la figura 18 el tratamiento | obtuvo la mayor altura de la planta con promedio
de 5.64 cmy se presentdé diferencia significativa con respecto a los demés tratamientos,
mientras que, el tratamiento IV solo obtuvo una altura de 2.76 cm como promedio.
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Medias con letras desiguales difieren segun la prueba no parametrica de Kruskal Wallis para p< 0.05

Figura 18. Efecto de la composicion fisica del sustrato en la altura de las plantas obtenidas in
vitro de C. arabica L. cv. Caturra rojo en la fase de aclimatizaciéon

De acuerdo con del Rivero (2008) al estudiar el efecto de diferentes sustratos en la
conversion de los embriones soméaticos de Anthurium andraeanum L., la altura obtenida
de las plantas fue mejor en el tratamiento con 80% Humus de lombriz y 20% Zeolita.
Los resultados obtenidos mostraron que en todos los sustratos evaluados se logro la
conversion en plantas de los embriones somaticos germinados. Sin embargo, los
mejores resultados se obtuvieron en los sustratos compuestos por 75% Humus de
lombriz - 25% Zeolita y 85% Humus de lombriz-15% Zeolita.
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5. CONCLUSIONES

1. Los Sistemas de Inmersion Temporal tipo RITA® son factibles para la germinacion

de embriones somaticos de cafeto.

2. Los mejores resultados de germinaciéon (60%) en los Sistemas de Inmersion
Temporal tipo RITA® se obtienen con una densidad de 70 embriones somaticos
por RITA®,

3. Los mejores resultados en cuanto al desarrollo morfolégico de las plantas se
obtuvieron con sustratos compuestos por 75% Humus de lombriz-25% Zeolita y
85% Humus de lombriz-15% Zeolita, ademéas de lograrse una supervivencia de
100 y 96.4% respectivamente.
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RECOMENDACIONES

6. RECOMENDACIONES

1. Emplear los Sistemas de Inmersién Temporal tipo RITA® para la germinacion de
los embriones somaticos de cafeto.

2. Profundizar en el estudio de otras condiciones de cultivo en los Sistemas de
Inmersién Temporal tipo RITA® para incrementar el porcentaje de germinacién de
los embriones somaticos de cafeto.

3. Utilizar sustratos compuesto por 75% Humus de lombriz - 25% Zeolita y 85%
Humus de lombriz - 15% Zeolita para un buen desarrollo morfolégico de las
plantas de cafeto en la fase de aclimatizacion.
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