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RESUMEN

HERRERA P, J.C.; MORENO R., G.; CHAVES C., B. Discriminacion de grupos de ploidia en café
mediante e andlisis multivariado de indicadores morfolégicos indirectos. Cenicafé 51(3):207-215.
2000.

Se estudi6 la variacion cuantitativa en cinco caracteristicas morfol 6gicas relacionadas con las hojas del
cafeto (densidad de estomas, longitud de | as células guardas, nimero de plastidios estomaticos, relacion
largo /ancho delahojay areafoliar) en Coffea arabica, C. canephora y sushibridosrespectivos. El indice
foliar (relacion largo/ancho) no fue una caracteristica adecuada para discriminar entre plantas con
diferentes niveles de ploidia. El andlisis multivariado de los datos utilizando |a técnica de componentes
principales y la clasificacion jerarquica ascendente, mostrd que la combinacion: densidad estomética -
longitud de las células guardas - nimero de plastidios estométicos y area foliar, permitié hacer una clara
discriminacién entre los grupos de ploidia preestablecidos (2X, 3X, 4X), respecto a andlisis univariado
de estas mismas caracteristicas. Se propone la aplicacion de este tipo de andlisis en la discriminacion de
genotipos de café de diferente origen.

Palabras claves: Café, Coffea sp., andlisis multivariado, morfologia, nimero de cromosomas, ploidia.

ABSTRACT

Quantitative variation of five characteristics related to leaves (stomatal density, length of guard cells,
number of chloroplastsin guard cells, leaf length/width ratio, and |eaf area) were studied in plants of Coffea
arabica and C. canephora, and their respective hybrids. Leaf length/width ratio was not a good
characteristic to distinguish plants of different ploidy. Multivariate analysis using principal components
and hierarchical classification showed that the combination stomatal density — length of guard cells —
number of chloroplastsin guard cells — leaf area, allows a clear discrimination of selected ploidy groups
(2X, 3X, and 4X), with respect to the univariate analysis of these same characteristics. Application of this
methodology in order to separate genotypes of different ploidy levelsis proposed.

Keywords. Multivariate analysis, coffee, morphology, chromosome number, ploidy.
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Cuando se regeneran plantulas a partir del
cultivodetgjidosdeorigen sométicoogameético,
frecuentementeocurrenvariacionesend niime-
roy estructuradel oscromosomas, quesemani-
fiestanen cambi osfenotipicos, muchasvecesno
deseados por el mejorador de plantas. Resulta
entonces importante determinar el nimero
cromosomico de estas plantas, con €l fin de
establecer €l tipoy gradodevariacionqueseesta
induciendo a partir de la manipulacién in
vitro. Ladeterminaciondel nivel deploidiaen
plantul as de caf é regeneradas por métodosin
vitro (p. g. explantesfoliares, anteraso gra-
nosdepolen) esunatareadificil enlamayoria
deloscasos, dado el nimeroy tamafio delos
cromosomas.Ademés, estametodol ogiaresul-
tamuy tediosacuando setratadeeva uar unalto
nimero de plantas, como es de esperar, con
mirasasu utilizacion en un programade mejo-
rami entogenético.

El usodecaracteristicasmorfol gicasrel a-
cionadas con el nimero decromosomasesuna
dternativainteresanteyaqueesfécil deaplicar
y permitediscriminar nivelesdeploidiaintrae
interespecificos. Esta metodologia ha tenido
importantes aplicaciones en cultivos como el
clavel (7), el algodon (4), el maiz (6) y el pepino
(11),entreotros.

En café se han utilizado algunas de estas
caracteristicas morfol 6gicas para diferenciar
material es de Coffeaarabicay C. canephorade
origen hibrido o del producto deladuplicacién
con colchicina (3, 8, 9, 15). Caracteres tales
como la densidad estomética, e nimero de
plastidios estométicos 06 el indice foliar, han
servido paraseparar grupos de ploidiade dife-
renteorigen. Sreenivasanetal. (13), determina-
ron que ladensidad de estomasy e nimero de
cloroplastosestomati cossonloscaracteresque
permiten mejor discriminacion de grupos de
ploidiaendiferentesmaterialesdecafé; sinem-
bargo, el usoindividual deunau otracaracteris-
tica sigue siendo poco confiable para algunos
investigadores.
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El objetivodel presentetrabajofuedetermi-
nar lacapacidad discriminante quetienen agu-
nosdeestosindicadoresmorfol 6gicosenel café,
a ser analizados en forma conjunta mediante
técnicasdeanalisismultivariado. Estosresulta-
dos fueron comparados con la discriminacion
hechaapartir del analisisindividual (univariado)
de cadaunade estas caracteristicas.

MATERIALES Y METODOS

Seformarontresgruposdepl oidiacompues-
tos de arboles de las especies C. canegphora
(genotiposdiploides), C. arabica (genotipos
tetraploides) y sus hibridos respectivos
(genotipostriploides). Los material es estudia-
dos setomaron del banco de germoplasmaubi-
cadoen Cenicafé, enlaEstacion Central “ Naran-
ja” en Chinching, Cadas. En la Tabla 1 se
presentan lostres grupos de genotipos estudia-
dos.

Variablesevaluadas. Decadagenotipo selec-
cionado setomarontresérbolesaloscuaesse
lesmidieronlassiguientescaracteristicas:

Densidad de estomas (DENEST), determi-
nadacomo el nimero deestomaspor milimetro
cuadrado deldminafoliar, apartir de 10 campos
por hojay 5 hojas por arbol.

Longitud de las células estomaticas
(LONGCEL), tomadaen 20 célulaspor hojay 5
hojas por arbol;

NUmerodecloroplastosenlascélulasacom-
pafiantes (CLORCEL), medido en 20 células
acompanantes - 10 estomas - por hojay en 5
hojas por arbol. El recuento de cloroplastos se
hizo aprovechando su autofluorescenciabajola
luz ultravioleta

indice foliar (L/A) y (v) Area foliar
(AREAFOL), determinados para 20 hojas por




TABLA 1. Listade genotipos seleccionados para conformar |os diferentes grupos de ploidia estudiados.

Grupo NUmero Genotipos I dentificacion

de ploidia de Cromosomas

Diploides X =22 Coffea canephora var Robusta (EA 228) CAN1C.
C. canephora var. Laurentii (EA 287) CAN 2
C. canephora (EA 179) CAN 3

Triploides ¥ X =33 Caturra X C. canephora (Hibrido N?24153) HIB 1
Caturra X C. canephora (Hibrido N?24154) HIB 2
CaturraX C. canephora (Hibrido N? 159) HIB 3

Tetraploides a4X = 44 Coffea arabica var. Caturra CAT
C. arabica var. Colombia (Progenie 1) ? VCP1
C. arabica var. Colombia (progenie 2) ? VCP2

1/ Hibridos F1 derivados del cruce entre var. Caturra X C. canephora.
2/ Materiales F5 derivados del cruce de var. Caturra X Hibrido de Timor.

arbol, tomadasdel segundoy tercer par enramas
del terciomedio.

Analisis estadistico. Se realizd un andlisis
univariado para cada una de las caracteristicas
medidas, utilizando un arreglo anidado bajo una
disposiciénaleatoria. Setomaronlosgruposde
ploidiacomofactoresprincipales, dentrodelos
cual esestabanlosgenotiposrespectivosrepre-
sentados asu vez por los &rbolesindividuales.

Posteriormenteserealizé unandlisisdecom-
ponentes principal es (ACP) paradeterminar la
importanciade cadaunadelasvariablesdiscri-
minantes, las cuales una vez seleccionadas, se
utilizaron paraelaborar un agrupamiento delos
diferentes genotipos por similaridad (Andlisis
Cluster). Loanterior, conel findeestablecer la
eficienciadiscriminatoriadel conjuntodevaria-
bles con respecto a los grupos de ploidia
preestabl ecidos. Todoslosandlisisserealizaron
utilizandoel paqueteestadistico SAS. (12).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisisunivariado.EnlaTabla2sepresentan
los promedios de los valores y la variacién

observada para cada una de |as caracteristicas
evaluadasenlosdistintosgenotiposy gruposde
ploidia. El caracter DENEST present6lamayor
variaciéncon porcentaj esrel ativamentealtosen
lostresgruposdeploidia(8,1; 11,4y 14,8% para
triploides, tetraploidesy diploides, respectiva

mente). La mayor variacion observada en los
genotipos diploides de C. canephora puede
explicarse principalmente por su carécter

al6gamo, queloshace genéticamente masdi-

VErsos.

Tal como puedeapreciarseenlaTabla2, no
todas las caracteristicas medidas presentaron
unarelaciondirectaconel nivel deploidiadelas
plantas. Asi, mientraslasvariablesLONGCEL y
CLORCEL mostraron unarelacion directacon
el numero de cromosomas, las variables
DENEST y AREAFOL revelaron una relacion
inversa. El caracter L/A por su parte, no mostro
unatendencia definida al respecto. Talesrela-
ciones coinciden con lo registrado por otros
investigadoresquienesusaron estetipo deindi-
cesindirectos para separar materiales de dife-
renteorigen (5, 8,9, 13).

El andlisis de varianza (Tabla 3) establecid

diferenciassignificativasentrel osdistintosgru-
posdeploidia(P<0,01) paralascinco caracte-
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TABLA 2.
dentro de cada grupo de ploidia.

Promedio, coeficientesdevariaciony limitesde confianzaobtenidos paralasvariables morfol 6gicas evaluadas

Grupos
de Ploidia INDICES MORFOLOGICOS EVALUADOS
DENEST LONGCEL CLORCEL L/A HOJA AREAFOL
DIPLOIDES 331,23 & 21,21b 10,74 c 223 b 89,42a
(148 %) v (7,5 %) (5,6 %) (45 %) (59 %)
291,2 -371,2 % 199 - 225 103 - 11,2 21-23 851 — 93,7
TRIPLOIDES 258,24 &b 24,60 a 1336 b 247 a 69,72 b
(81 %) (41 %) (3,0 %) (4,0 %) (4,6 %)
2412 - 2753 238 - 254 130 - 137 24 -25 67,1 — 72,3
TETRAPLOIDES 17477 b 26,02 a 15,09 a 236 & 5314 ¢
(114 %) (2,3 %) (4,6 %) (4,2 %) (5,6 %)
158,5-191,0 25,6-26,4 14,5-15,6 2,3-24 50,7-55,5

DENEST: densidad de estomas; LONGCEL: longitud de las células acompafiantes del estoma; CLORCEL: nimero de
cloroplastos en las células acompariantes; L/A HOJA: indice largo/ancho de la hoja; AREAFOL: éreafoliar.

*  Para una misma variable, los promedios con igual letra son estadisticamente iguales (P<0,05), seguin la prueba de

diferencias minimas significativas (DMS).
1/ Coeficientes de variacion (%).
2/ Limite de confianza a 95% (P<0,05)

TABLA 3. Valores de F derivados del andlisis de varianza realizado para cada una de las cinco variables morfol 6gicas

medidas para los diferentes grupos de ploidia.

Fuente de variacion DENEST LONGCEL CLORCEL L/A AREAFOL
Entre grupos 16,85* * 25,44* * 64,40** 5,5%* 127,6 **
Dentro de grupos 6,19** 1,98ns 2,8 5,2%* 15ns

* k%
’

ns No significativo

risticas estudiadas, 10 que demuestra que tales
variables poseen capacidad para separar por 1o
menosdosdelosgruposdeploidiapre-establ e-
cidos. Por otro lado, mientras los grupos de
ploidia discriminados por las variables
LONGCEL y AREAFOL fueron bastante ho-
mogéneos, lavariaciondentrodegruposparalas
demés caracteristicas fue significativamente
mayor (Tabla3).

Solamente las variables CLORCEL vy
AREAFOL permitieron discriminar entre los
tres grupos de ploidia (Tabla 2). Las demas

Significativo a 0,05 y 0,01 de probabilidad, respectivamente.

variables fueron incapaces de separar los
genotipos triploides (como en el caso de las
variables DENEST y LONGCEL), o los
tetraploides (caso de la variable L/A). Estos
resultados difieren de los encontrados por
Sreenivasan et al. (13), quienes proponen la
variable DENEST como un carécter eficiente
parala discriminacion de grupos de ploidiaen
café. Loanterior muestraqueel andlisisindivi-
dual de algunas de estas caracteristicas puede
[levar aclasificar genotiposdentrodegruposde
ploi diaerréneos, no permitiendo entonceshacer
unaseparacion confiable.
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Andlisismultivariado.El andlisispreviodela
matriz decorrelacionentrelasdiferentescarac-
teristicas medidas (Tabla 4) muestra que las
variables DENEST, CLORCEL, LONGCEL y
AREAFOL se hallan estrechamente
correlacionadas, mientras que la variable L/A
presenta coeficientesmasbajosqueestanindi-
cando un grado menor de asociacion con las
demas variables evaluadas.

Al redlizar el ACP selograobtener el resu-
men descri ptivo deun conjuntodedatosorigina
dosapartir deun nimero determinado devaria-
bles continuas. Al final, es posible entonces
determinar laimportanciade cadavariable para
explicar lavarianzatotal, graciasalaconforma-
cion devectores propios (factores) formadosa
partir de lacombinacion lineal delasvariables

originales. EnlaTabla5sepresentanlosvalores
propios y la varianza total explicada por cada
uno delos componentes principal esgenerados
por el ACP. Seobservaqueconlosdosprimeros
componentesesposibleexplicar el 91,04%dela
variaciéntotal, pudiéndosereducir € problema
decinco adosfactorescon unapérdidaminima
deinformaciénoriginal (8,06%).

Al analizarlacorrelacidnexistenteentrecada
variableylosgesprincipales(Tablab), esclara
laimportanciadecuatro variablesenlaexplica
cion del primer gje (DENEST, LONGCEL,
CLORCEL yAREAFOL ), asi comolainfluencia
deuna(L/A) sobreel segundoeje. Loscoeficien-
tesdedeterminaci dnrespectivosdanunaideade
laimportanciade cadavariabledentro del andli-
sis.

TABLA 4. Matriz de valores de correlacién entre las diferentes variables morfol 6gicas evaluadas.

DENEST LONGCEL CLORCEL L/A AREAFOL
DENEST 1,0000 -0,6489** -0,8652** -0,2517ns 0,8748**
LONGCEL 1,0000< 0,8119** 0,5294** -0,8247**
CLORCEL 1,0000 0,3605ns -0,9025**
L/A 1,0000 -0,4223 *
AREAFOL 1,0000

* **  GSignificativo al 0,05y 0,01 de probabilidad, respectivamente.

ns No significativo

TABLA 5.

Valores propios de la matriz de correlacion y varianza explicada, resultantes del ACP realizado para las

diferentes caracteristicas morfol 6gicas eval uadas.

Componente Valor Propio Varianza Total Explicada
No
% Absoluto % Acumulado

1 3,6955 0,7391 0,7391
2 0,8564 0,1713 0,9104
3 0,2754 0,0551 0,9655
4 0,0977 0,0195 0,9850
5 0,0749 0,0150 1,0000
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TABLA 6. Valores de correlacion ¢) y coeficientes de determinacion (R?) para las cinco variables morfolégicas

consideradas respecto alos dos ejes o factores principal es sel eccionados por el ACP.
VARIABLE EJE 1 EJE 2

r r R?

DENEST - 08826 0,7789 0,3335 0,1112
LONGCEL 0,8975 0,8055 0,1494 0,0223
CLORCEL 0,9475 0,8977 -0,1800 0,0324
L/A 0,5361 0,2874 0,8230 0,6773
AREAFOL - 09623 0,9260 0,1147 0,0132

Dadalaalta correlacion entre las variables
gueexplicanel primer gjey laminimadiscrimi-
nacionlogradapor lavariableL /A respectoalos
tres grupos de ploidia, se decidi6 excluir ésta
Ultimadel andlisisy realizar un nuevo ACPcon
lascuatrovariablesrestantes. L osresultadosde
este nuevo andlisis mostraron que el primer
componenterelineel 86,7%delavarianzatotal,
seguidodel segundo componentecuyacontribu-
cion fue sdlo del 8,9%. Asi, el primer factor
estaria explicando el mayor porcentgje de la
varianzatotal graciasalainfluenciadelascuatro
variablesseleccionadas(Figural).

Larepresentacion grafica de los genotipos
evaluados sobre el plano factoria (Figura 2)
muestra una clara separacion de éstos en tres
grupos bien definidos. Se observa una mayor
variacion dentro de los genotipos diploides la
cua se halla muy relacionada con su caracter
autoincompatible, que los hace materiales de
polinizacién cruzada y por tanto, de amplia
variabilidad genética(14).

Cons derandolaubicacionend planobivariado
de las variables sdeccionadas (Figura l) y la

FACTOR 2

Figura 1. Representacion
gréfica de larelacion entre
las cuatro variables

alFACTOR 1 °
seleccionadasy losfactores
CLORCEL principales generados por el
segundo ACP. La ubicacion
de las variables dentro del
LONGCEL

plano factorial muestra su
correlacion con los dos gjes
o factores.
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distribucion delos genoti pos estudiados sobre
este mismo plano (Figura 2), es claro que los
arbolesdiploides(2n=2x) tienenengeneral un
areafoliar y unadensidad estomaticamayor ala
delosdemasgrupos. L osmaterial estetrapl oides
(4n=4X) por suparte, sedestacan por presentar
unmayor nimerodecloroplastosensuscélulas
estomédticas, asi como una mayor longitud de
éstas, mientrasquel oshibridostriploides(3n=
3X), derivados de |os anteriores, se mantienen
convalorespromediosparatodaslascaracteris-
ticas.

Al aplicar d andlisis Cluster, basado en la
metodologia de varianzas minimas de Ward's
(12), se obtuvo un fenograma (Figura 3) en
donde cada genotipo se asignd a un grupo o
“Cluster”, de acuerdo con su grado de similari-
dad (medido por & R2semiparcial) conrespecto
alosdemas genotipos. Inicialmenteesclarala
formacion de dos grupos definidos: un primer
grupoqueredinel osgenotiposdiploides(Cluster
1) y un segundo grupo que comprende los
genotipostriploidesy tetraploides(Clusters2y

3, respectivamente). Estos se diferencian aun
nivel menor desimilaridad (Figura3). Conesta
informacion es posible observar que no sélo
existeunaclaraseparacionentrel ostresgrupos
de ploidia preestablecidos, sino que ademas es
evidentelarelacionestrechaqueexisteentrel os
materialeshibridos(triploides) y losgenotipos
tetraploides. Tal relacion fenotipicaesdebidaa
quee hibrido contieneunamayor proporcionde
genesprovenientesdel progenitor tetraploide, lo
gueleconfieremayor afinidad con éste (2).

Larelacion encontrada entre algunas varia-
bles morfol bgi cas asociadas con la estructura
mismadelahojay € nivel de ploidia, yahabia
sido sugerida por Prakash et al. (10). Segun
estos autores, en las especies C. arabicay
C. canephora una mayor cantidad de dosis de
genessetraduceenunincremento en el tamafio
delostgjidosdelashojas, incluyendolascélulas
delaepidermis, del tejidoesponjosoy del tejido
de empalizada. Es de esperar entonces que las
caracteristicasrel acionadasconlosestomas(den-
sidad, longitud y nimero deplastidios) y selec-

FACTOR 2
A
CAN1

CAN1

CAN1

CAN3

CAN2
HB1 HB2 HIB1

Figura 2.
Representacion

VCP1 gréficade la
VCPlycp1 relacion entre los
CAT VCP2 arbolesestudiadosy
VCP2 > losfactores

VCP2

HIBL
CAN3 HIB3

| HB3
CAN3
CAN2

CAN3

! T T HIB3
CAN2 HIB2 HIB2

CAT principales
CAT generados a partir
delascuatro
FACTOR 1 variables
seleccionadas. Los
arbolescon
caracteristicas
comunesestan
agrupadosenun
sector definido del
plano factorial.
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CLUSTER

s —1
CAN1
CAN3

1 CAN 2

CLUSTER
2 HIB 3

Figura 3. Fenograma
derivado del andlisis
“Cluster” realizado
para determinar la
asociacion entre las
cuatro caracteristicas
seleccionadasy los
diferentesgruposde

CLUSTER
3

ploidia preestablecidos.
Cluster 1 (9 genotipos
diploides), Cluster 2 (9
genotipos triploides) y
Cluster 3 (9 genotipos

0 0.1 0.2 03

Grado de similaridad (R'Semiparcial)

tetraploides).
0.4 0.5 0.6 0.7

cionadas en este trabajo como altamente dis-
criminantes, estén bastante influenciadas por la
cantidad degenespresentesenunauotraespecie.

Por otro lado, aunque €l areafoliar fue un
carécter fuertemente discriminante en nuestro
estudio, nosedebeolvidar queessusceptiblede
variar debidoafactoresambientalesy enal gu-
noscasos, por causasdetipo fisiol 6gico aso-
ciadasconlaedad delaplantay sudinamicade
crecimiento(1).

Enconclusion, losdatospresentadosmues-
tran que el andlisismultivariado delas caracte-
risticas: DENEST,LONGCEL, CLORCEL (re-
lacionadas con los estomas) y AREAFOL, per-
miten hacer una separacion clara de genotipos
con diferente nivel de ploidia dentro de las
especies C. arabicay C. canephora. La aplica
ciondeestametodol ogiapuedehacerseextensi-
va a otras especies de café, permitiendo una
répidasel eccién deplantulascon diferentesni-
velesdeploidia.

Laevauacion &gil de materiaes derivados
del cultivodeanteraso deotrasmetodol ogiasin
vitro, permitiriareducir notablementeel nimero
deplantulaspor caracterizarsemedianterecuen-
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to de cromosomas, acelerando su seleccion y
posterior evaluacionen el campo. Lacaracteri-

zaciondehibridosdeorigeninterespecificoode
plantas sometidas a duplicacion cromosdémica
(por tratamientosconcol chicinap. g.), sonotras
aplicaciones importantes de este tipo de
metodol ogiasdentrodeun programademejora-

miento genético.
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