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RESUMEN

Plantulas de Hibridos F1 de café, obte-
nidas por embriogénesis somdtica indirecta,
fueron aclimatizadas bajo condiciones de inver-
nadero, en 2 tipos de contenedores: bandeja con
sustrato convencional y malla biodegradable
con turba comprimida (Jiffy®). A los 2 meses,
las plantulas fueron transferidas a bolsa con sus-
trato convencional y desarrolladas en el vivero.
Se evalu6 el desarrollo y calidad de la planta 8
meses después de su crecimiento en almacigo.
Se encontré 33% de raices rectas y 65% con
morfologias anormales como estrangulamien-
tos, serpenteadas y bifurcaciones, las cuales
tuvieron respectivamente menores valores en
los pardmetros de largo, grosor y peso, tanto en
el sistema radical como aéreo. En cuanto al tipo
de contenedor, se obtuvo mayor crecimiento en
las plantulas desarrolladas en Jiffy® con res-
pecto a las de bandejas, sin embargo, aquellas
que preservaron la envoltura durante la etapa de
vivero, tuvieron menor crecimiento y desarrollo,
con respecto de aquellas que les fue retirado.
Se recomienda retirar la cobertura del Jiffy®
previo a la siembra en bolsa, asi como mejorar
la técnica de inmersién temporal para evitar
anormalidades morfolégicas en los embriones
producidos.

1 Autor para correspondencia. Correo electrénico:
fecheverria@icafe.cr

Aceptado: 02/12/13

ABSTRACT

Root development in F1 coffe hybrids
obtained by tissue culture. F1 Hybrid seedlings,
obtained by indirect somatic embryogenesis, were
acclimatizated under greenhouse conditions,
separated in 2 types of container: biodegradable
mesh with compressed turf (Jiffy®) and the other
on conventional tray with soil and rice husk. Two
months later, the plantlets were transferred to
bags with conventional substrate and grown under
nursery conditions. Development and quality of
the plants were evaluated after growing during
8 months under conventional management. It
was found that 33% had straight roots, however
65% had abnormalities, such as constrictions
and loops, twists, bifurcations, among others,
corresponding to lesser values in length, thickness
and weight, both in the radical system as well as
aerial. In regard to container type, acclimatizated
plants grown in Jiffy® showed better growth
than those in trays; however, those on which the
cover was kept during the nursery stage were less
developed, as compared to those were the cover
was removed. It is recommended to remove the
Jiffy® cover before planting in the soil bag in the
nursery, and improve the temporary immersion
technique to prevent morphological abnormalities
of the embryos produced.

* Centro de Investigaciones en Café. Instituto del Café
de Costa Rica. Costa Rica.
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INTRODUCCION

La reproduccion asexual del café por
medio de cultivo de tejidos, ha sido una técnica
de importancia para el mejoramiento genético,
debido a las multiples herramientas disponibles
para el desarrollo de nuevos métodos de selec-
cién, reproduccidén y propagacién (De Los Santos
et al. 2006, Etienne et al. 2002). Para el cultivo de
café, los principales estudios se han basado en la
obtencidn de callos o aglomerados de células des-
diferenciadas, con capacidad de regenerar otros
tejidos, 6rganos y sistemas (Gatica et 4l. 2007).
Desde 1970, estudios realizados con plantas de
C. canephora por Starisky; y posteriormente
por Sondahl y Sharp en 1977 para C. arabica,
sefialaron que es posible inducir la embriogénesis
a partir de tejidos asexuales y regenerar plantas
completas. Dicho concepto fue también utiliza-
do por Yasuda (1985), quien logré regenerar sin
un callo, embriones somaticos. Es por ello que
el desarrollo de la técnica de cultivo de tejidos
mediante embriogénesis somdtica (ES), repre-
senta una gran oportunidad de aprovechamiento
para el desarrollo de nuevas investigaciones y
materiales de café.

En los afios 807, se inici6 un programa de
mejoramiento en la regién centroamericana entre
PROMECAFE-CIRAD-CATIE, con el cual se
realiz6 una prospeccién de materiales silvestres
de interés para cruzar con variedades comer-
ciales y generar nuevos materiales hibridos, los
cuales en su primera generacién (F1), fueran
micropropagados por medio de ES (Etienne et
al. 1998). Las evaluaciones en campo permitieron
la seleccién de materiales que posteriormente
fueron propagados por esta técnica. Resultado de
ello fueron los Hibridos F1 denominados como
“Centroamérica” y “Milenio”.

La técnica de embriogénesis somadtica
actualmente empleada (Boxtel y Berthouly 1995,
Etienne et al. 1999) incluye la introduccién de
un segmento de hoja en condiciones in vitro,
asépticas y controladas, para la induccién de un
callo de alta frecuencia o secundario, del cual
se obtendrdn masas celulares que serfan multi-
plicadas en medios liquidos durante un tiempo
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determinado, hasta alcanzar una mayor cantidad
de proembriones. Posteriormente, son colocadas
en medios semisdlidos donde adquieren la con-
formacion de un embrién que germina en un sis-
tema de inmersion temporal llamado RITA®, en
el cual el material vegetal estd sobre una rejilla y
nutrida por diferentes inmersiones intermitentes
que permiten un acelerado desarrollo del embrién
y conversion a plantula. Durante este proceso, los
embriones adquieren el desarrollo de hojas cotile-
donares y sistema radical. Posterior al proceso de
diferenciacién a plantula, los embriones son pre-
aclimatizados en el laboratorio, y luego aclimatan
bajo condiciones de ambiente controlado. Una vez
superada la aclimatizacion, la planta es sembrada
en almdcigo y desarrollada convencionalmente
hasta su siembra en campo.

A pesar de la factibilidad de reproduccién
clonal y vegetativa de los materiales de café a tra-
vés de ES, es necesario el perfeccionamiento de
los procesos de selecciéon y manejo para el ade-
cuado desarrollo de las plantulas desde sus etapas
de aclimatizacion, debido a que a nivel de campo
se ha observado mortalidad que se presume esta
asociada a problemas del sistema radical.

Con el objetivo de esclarecer el efecto de
la turba comprimida y la presencia de anormali-
dades en el sistema radical a nivel de alméacigo, se
establecié un experimento entre el 2011 y 2012,
para material de café proveniente de ES multipli-
cado comercialmente.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se inicié en el inverna-
dero de Agribiotecnologia de Costa Rica S.A.,
ubicado en el Coyol de Alajuela, durante la
etapa de aclimatizacion, y en el Centro Cantonal
de Grecia en Santa Gertrudis Norte, durante la
etapa de almdcigo. Las evaluaciones del alméci-
go fueron realizadas en el Centro de Investiga-
ciones en Café (CICAFE), ubicado en San Pedro
de Barva, Heredia.

Las plantas utilizadas fueron producidas
mediante la técnica de embriogénesis somati-
ca del genotipo L13A44, con la metodologia
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desarrollada por Berthouly y Michaux (1996) y
algunas modificaciones realizadas por el Labo-
ratorio de Cultivo de Tejidos de Agribiotecnolo-
gia de Costa Rica S.A. La fase de aclimatizacién
fue desarrollada bajo condiciones controladas
de invernadero, con una humedad superior al
90% realizada con nebulizacién y aspersion, y
una temperatura superior a los 25°C, durante 2
meses. Se inspeccionaron las plantulas prove-
nientes de una etapa de preaclimatizacién en
laboratorio y sembraron en 2 diferentes sustratos:
200 plantulas se sembraron en turba comprimida
(Jiffy® de 30 x 70 mm), y 100 en bandejas con
una mezcla de granza y suelo. Posterior a este
periodo, se trasladaron las pldntulas al almacigal
del Centro Cantonal de Grecia, en Santa Gertru-
dis Norte, donde se sembraron en bolsas de 15 x
20 cm con una mezcla de suelo, granza y broza
en proporcién 3:1:1: 100 plantulas de Jiffy® con
su cubierta, 100 sin la cubierta y las otras 100
de bandejas en forma convencional. Las mismas
fueron atendidas bajo el mismo manejo comer-
cial de almdcigo.

Siembra en Bandeja.

Posterior a los 8 meses de desarrollo, se
trasladaron al Centro de Investigaciones en Café
(CICAFE), en San Pedro de Barva, Heredia,
donde se retiraron las plantas de las bolsas, y
lavaron cuidadosamente las raices, con el objetivo
de determinar el tipo de morfologia, la longitud
y drea de cobertura de raices, asi como el peso
fresco de la planta total, el grosor, longitud y
ndmero de pares de ramas del sistema aéreo. La
informacién obtenida fue analizada a partir de las
varianzas asociadas a cada valor, para comprobar
la existencia de diferencias estadisticas entre los
tipos de contenedores empleados en vivero.

RESULTADOS

Durante las diferentes etapas de desarro-
llo de las plantas, desde la siembra del material
a aclimatizar hasta la evaluacién posterior del
almacigal se observaron diversas malforma-
ciones en el sistema radical, principalmente
enrollamientos, dobleces, y engrosamientos
(Figuras 1 y 2).

C

Plantulas en aclimatizacion. A: Plantula anormal (izquierda), Plantula deseable (derecha); B: Siembra en Jiffy ®; C:
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Fig. 2. Categorfas de tipos de morfologias encontradas en el sistema radical, independientemente de los tratamientos. A:
Raiz Pobre; B: Sin secundarias; C: Estrangulada; D: Recta; E: Bifurcada; F: Serpenteada; G: En “U”; H: Con nudo;
I: Engrosada.
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Para el estudio, no se seleccionaron
plantulas para favorecer la aleatoridad de la
investigacién. De acuerdo con lo observado
en las evaluaciones de almdcigo, indepen-
dientemente del tratamiento, se determind la
presencia de raices bifurcadas y serpenteadas

60% -
50% -
40% -
30% -+
20% -

10% -

que representaron 56 y 33%, respectivamen-
te, seguido de malformaciones de la raiz
en forma de “U” y con varios nudos que
representaron 18 y 14%, respectivamente y
aproximadamente un 33% de raices rectas
(Figura 3).

0% ! :
Recta Bifurcada

Fig. 3.

Seglin los tratamientos, la longitud de
las raices no fue estadisticamente diferente, al
presentar un promedio de 31 cm (Figura 4). Por
otra parte, el drea o didmetro que cubria la raiz si
tuvo por su lado diferencias significativas, pues
fue superior con el tratamiento Sin Jiffy® al
presentar 8,7 cm, en comparacion con los otros 2
tratamientos de 6,4 cm en promedio. El peso total
de las plantas Sin Jiffy®, fue mayor estadistica-
mente al de bandejas y con Jiffy®, mostr6 un pro-
medio de 60, 37 y 26 gramos, respectivamente. A
pesar de que los otros pardmetros de desarrollo
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Nudos Serpenteada

Frecuencia de aparicion de morfologias en el sistema radical. Varias pueden aparecer en un mismo sistema radical.

aéreo no fueron significativos, la altura para el
tratamiento que se le retird la cubierta, mostré un
promedio de 6 cm mds con respecto a los demas
tratamientos.

En cuanto a las plantas con arquitectura
recta, con torceduras o enrollamientos, el desa-
rrollo para aquellas plantas con sistema radical
recto (deseable), mostrd que estadisticamente s6lo
los parametros de peso y longitud del tallo fueron
significativos con diferencias de aproximada-
mente 23 gy 7 cm, respectivamente (Figura 5).

= Jiffy
Sin Jiffy

" Tradicional

Largo (cm) Diametro (cm)Peso Total (g) Altura (cm) Grosor (cm) Numero Pares

Fig. 4.
grosor y pares de ramas en tallo.

Desarrollo del sistema radical y aéreo de plantas segiin medio de desarrollo. Largo y didmetro de raices, y altura,

Prueba LSD Fisher. Letras distintas indican diferencias significativas (p=0,05).
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Fig. 5. Desarrollo del sistema radical y aéreo de plantas segtin estructura radical. Largo y didmetro de raices, y altura, grosor

y pares de ramas en tallo.

*Prueba LSD Fisher. Letras distintas indican diferencias significativas (p=0,05).

DISCUSION

La informacién registrada en el presen-
te estudio, evidencia que para el caso de estos
materiales de café reproducidos por cultivo de
tejidos a través de la técnica de embriogénesis
somatica indirecta, la presencia de anormalidades
especialmente del sistema radical, son evidentes
después del proceso de germinacion en sistemas
de inmersién temporal tipo RITA®, los cuales
junto a limitantes mecdnicas como lo son las telas
de algodén que recubren al Jiffy®, dificultan
el desarrollo adecuado de la planta, al generar
deformaciones en la raiz principal y secundarias.

Estudios realizados por Barry-Etienne
et al. (2002b), sefialan que la produccion de
embriones en sistema de inmersién temporal tipo
RITA®, genera alta heterogeneidad morfoldgica
de cotiledones, tallos y raices en las pldntulas,
con un consecuente detrimento de la conver-
sién de embrién a plantula en la aclimatizacion,
como retardamiento en el desarrollo a nivel de
almécigo. Dichos resultados, son congruentes a
lo evidenciado en el presente estudio, dénde la
limitacién en primera instancia de la calidad de la
plantula empleada en los diferentes tratamientos,
revela la existencia de anormalidades que afecta-
ron el desarrollo, reflejadas a través de la dismi-
nucién de un 70% en su peso y un 30% la altura
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del tallo, con respecto a aquellas que mantenian
una buena rectitud radical (Figura 5). En cuanto
a la anatomia del sistema radical, la informacion
obtenida indica un porcentaje inferior al 33% de
raices rectas, lo cual evidencia que la técnica en
laboratorio debe optimizarse para evitar no sélo
anormalidades, y ademds alcanzar mejor calidad
para asegurar la supervivencia y rendimiento.
Dichas evidencias apuntan a que una buena téc-
nica de germinacién en el sistema de inmersién
temporal, podria corregir en gran medida, la cali-
dad de plantula durante la aclimatizacién y pos-
terior desarrollo en almdcigo, con la mejora en el
rendimiento por efecto de cantidad de embriones
de 6ptima calidad, asi como los costos operativos
durante las etapas de endurecimiento y posterior
desarrollo en vivero.

Por su parte, la turba comprimida eviden-
ci6 ser adecuada durante la etapa de aclimatiza-
cion, posiblemente debido al tipo de sustrato, que
mantiene menos saturada la humedad de la raiz,
al permitir mayor aireacién. Dichas conclusiones
fueron similares a las obtenidas por Costa et
al. (2008), quienes mencionaron que existe una
mayor produccién de hojas cuando se utiliza un
sustrato de perlas de arroz carbonizado, compara-
do con sustrato convencional. Los autores sefialan
que la generacién de espacios entre poros, permi-
ten una mejor aireacion y drenaje.
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Azofeifa et al. (2009) por su parte, sefiala-
ron que en la aclimatizacién de caoba (Swietenia
macrophylla), el Jiffy® permitié6 una sobrevi-
vencia del 70%, mientras una mezcla de suelo
con Glomus fasciculatum fue nula. Lo deter-
minado en ese estudio, refuerza el hecho que la
turba comprimida colabora en la sobrevivencia
del material durante la aclimatizaciéon y puede
ser utilizada para la produccion de plantulas,
asi como plantas forestales como Gmelina sp.
(Rojas et al. 2004). A pesar que en el presente
ensayo la sobrevivencia no fue un pardmetro
evaluado, en ambos sustratos utilizados, no hubo
diferencias apreciables.

En cuanto al desarrollo en almécigo, los
resultados evidenciaron que una buena morfolo-
gia de la pldntula, favorece un adecuado desa-
rrollo de las plantas, tanto en aumento del peso
como la longitud del tallo, lo cual es congruente
con lo obtenido por Barry-Etienne et 4l. (2002b),
quiénes evidenciaron que una adecuada seleccion
de embriones, a partir de una clasificacién a nivel
de cotiledones, permite la adecuada conversion
ex vitro del 63%, con aumento entre un 16 'y 33%
en el rendimiento.

Alternativas para mejorar la eficiencia
posteriormente ex vitro, parecen existir a partir
de una buena seleccién de la pldntula, y también
del adecuado uso del sustrato. LeBude et 4l.
(2006), en ensayos de enraizamiento en pinos
a partir de estacas y desarrollo de las mismas,
reportan que conforme se incrementa el volumen
de capacidad del contenedor tipo turba comprimi-
da, mayor es el peso acumulado y desarrollo de la
planta. Dichos resultados sefialaron que ademas
del factor genético asociado a cada tamafio de
contenedor, el desarrollo es limitado en propor-
cién lineal al volumen que puede contener el reci-
piente para el sistema radical. Al comparar dichos
estudios, fue posible demostrar que el recipiente
es limitante para el desarrollo y que en diferentes
ocasiones, el sistema radical no logra superar la
barrera de algodén, lo cual genera obstruccién de
las raices secundarias para expandirse dentro de
la bolsa de almdcigo a pesar que la nutricién de
las mismas fuera suficiente, con la consecuente

reduccidn del peso fresco de la planta. Lo anterior
implica que el tipo de pellet, no sélo es reducido
a nivel de volumen, sino que también su recubier-
ta es mas fuerte que la capacidad radical para
romperla. Una posible solucién a dicho problema,
puede radicar en eliminar la radicula proveniente
del laboratorio durante la aclimatizacion, con el
objetivo de estimular el desarrollo de una nueva
raiz con mayor vigorosidad y fuerza similar a
lo acontecido durante el desarrollo de estacas
(Barry-Etienne et 4l. 2002a).

Segun lo anterior, el drea de la biotecno-
logia, puede dar soluciones para la adecuacién
de la tecnologia a las necesidades de produccion,
tiempo, volumen y calidad (De los Santos y Her-
nandez 2006, Costa et al. 2008).

CONCLUSIONES

Las malformaciones de las plantulas desa-
rrolladas ex vitro, tienen su origen en primera
instancia, durante el proceso de germinacién y
desarrollo del sistema de inmersién temporal tipo
RITA®), las cuales dificultan el desarrollo poste-
rior a nivel del almdcigo, evidentes en mas de una
malformacién por planta, y con variable grado de
intensidad superiores al 77%.

Se recomienda por ende mejorar la técnica
de inmersiéon temporal para garantizar mejor
calidad de los embriones generados a través del
proceso de embriogénesis asi como mejora en la
clasificacion del material previo a la aclimatiza-
cién ex vitro.

La utilizacién de Jiffy® para el proceso de
aclimatizacion, muestra ser una muy buena alter-
nativa con respecto a la mezcla de sustrato, sin
embargo, mantener la cubierta durante el alméci-
go, disminuye el desarrollo de la planta debido al
impedimento de salida y deformacién del sistema
radical que ademds reduce hasta un 50% el peso
total de la planta.

El desarrollo de las plantas con mejor
sistema radical (recto), revela un peso superior de
40 gramos y 10 cm mds de altura apical, por lo
que es la planta mds deseable a seleccionar para
desarrollo en almdcigo.
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Se debe continuar la optimizacién de
la técnica de embriogénesis somdtica para la
multiplicacién de materiales promisorios como
los Hibridos F1, asi como los procesos de acli-
matizacidn que lleven a rendimientos mds altos
que disminuyan los costos y mejoren la calidad
del almacigo.
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