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Semejanza entre el crecimiento en vivero de cafetos (Coffea arabica L.)
obtenidos por embriogénesis somatica y por semillas

Similarity between nursery growth of coffee plants (Coffea arabica L.)
obtained by somatic embryogenesis and by seeds

Luis Hermoso Gallardo', Lourdes Suarez-Villasmil?, Hervé Etienne**, Benoit Bertrand®*,
Dominique Barry-Etienne’, Andrea Menéndez-Yuffa'

Resumen

Introduccion: La etapa de aclimatacion es limitante para la propagacion industrial del café (Coffea
arabica L.) por embriogénesis somatica. Objetivo: Comparar el crecimiento en vivero de vitroplantas de
café obtenidas por embriogénesis somatica con el de plantas de semillas. Metodologia: Las vitroplantas
fueron aclimatadas y las semillas puestas a germinar en distintos sustratos, transfiriéndolas a un vivero,
donde se midi6 durante 9 meses la altura y el largo y ancho de las hojas. Resultados: El crecimiento en
area foliar, largo y ancho de las hojas, asi como su tasa, fue similar entre las vitroplantas y las plantas de
semillas; la mayor parte del periodo de medicion, las plantas de semilla fueron escasamente mayores que
las vitroplantas en altura, largo, ancho y area foliar, igualandose al final de la etapa de vivero (diferencia
no significativa de 0 cm en largo, 0 cm en ancho y 0,1 cm? en area foliar), excepto que al final de la eva-
luacion, las plantas de semilla, fueron 1 cm mas altas (significativamente p<0,05) que las vitroplantas.
Conclusion: El crecimiento de las vitroplantas es equivalente al de plantas de semilla en las medidas
foliares, y la mayor altura en las plantas de semilla al final de las mediciones es poco relevante por ser
pequefia y porque ambos tipos de plantas presentaban una morfologia vigorosa al final del estudio. Este
trabajo aporta ademas ecuaciones lineales que relacionan el largo y ancho de la hoja con su area foliar,
permitiendo estimar este ultimo parametro por un método no destructivo.

Palabras clave: Aclimatacion, Area foliar, Embriogénesis somatica, Endurecimiento,
Somaclén, Vitroplantas.

Abstract

Introduction: The acclimatization stage is limiting to the industrial propagation of coffee (Coffea arabica L.)
by somatic embryogenesis. Objective: To compare the growth in the nursery of coffee vitroplants obtained by
somatic embryogenesis with that of plants from seeds. Methodology: Vitroplants were acclimatized and seeds
germinated in different substrates; plants were transferred to the nursery, where the length and width of leaves and
the plants height were measured for 9 months. Results: Growth in leaf area, length, width and growth rate were
similar between vitroplants and plants from seeds; during most of the measurement period, height, length, width
and leaf area were barely higher in seed plants than vitroplants, reaching the same values at the end of nursery
stage (non-significant difference of 0 cm in length, 0 cm in width and 0.1 cm? in leaf area) except that, at the end
of the evaluation, seed plants were 1 cm (significantly p<0.05) higher than vitroplants. Conclusion: Vitroplant
growth is equivalent to that of seed plants in leaf variables, and the higher height in plants from seeds at the end
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of the measurements is of little relevance because it was
small, and both types of plants presented a vigorous mor-
phology. Additionally, this work provides linear equations
that relate the length and width of the leaves with leaf area,
allowing to estimate the latter parameter by a non-destruc-
tive method.

Keywords: Acclimatization, Leaf area, Hardening,
Somaclone, Somatic embryogenesis, Vitroplants.

Introduccion

La embriogénesis somadtica, es un método que
permite llevar a cabo eficientemente la propagacion
clonal masiva de plantas; en café (Coffea arabica
L.) su utilizacion tiene especial interés en el caso de
hibridos y plantas élite. Pese a que en 1970, Staritsky
reportd por primera vez la regeneracion in vitro de
café por embriogénesis somatica, hay pocos estudios
que refieran su aclimatacion y crecimiento en vivero,
constituyendo hoy en dia una etapa limitante para su
aprovechamiento a nivel industrial (Chandra et al.
2010, Kumar y Rao 2012). Una revision de Campos
et al. (2017) indica que el costo efectividad del uso
de la embriogénesis somadtica para la propagacion
comercial del café, alin es insatisfactoria, sobre todo
por la gran pérdida de plantas durante la aclimatacion
y porque las plantas regeneradas presentan diferen-
cias en su desarrollo en la etapa de vivero. Entre
los estudios que reportan el crecimiento en vivero
de vitroplantas de café, cabe destacar el de Pefia y
Buitrago (1984) con plantas de café C. arabica var.
Mundo Novo obtenidas por embriogénesis somatica,
donde se determind que después de 27 semanas de
aclimatacion en un fitotron y crecimiento en vivero,
las plantas alcanzaron una altura de 30 cm (tamafio
en el que usualmente son trasladadas a condiciones
de campo); las plantas mostraron un crecimiento nor-
mal comparable al de plantas obtenidas por semilla,
a diferencia del presente estudio; en la investigacion
antes citada, no se evaluo paralelamente el crecimien-
to en vivero de plantas obtenidas por semilla; luego,
Barry-Etienne et al. (2002b) compararon la calidad y
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de plantas
de café derivadas de embriones somaticos obtenidos
en biorreactores y germinados in vitro, con plantas
de embriones somaticos (i.e. somaclones) sembrados
directamente en un sustrato horticola, resultando que
este ultimo método produjo rapidamente plantas vi-
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gorosas. En otra investigacion, Barry-Etienne et al.
(2002a) encontraron que la variabilidad morfologica
de una poblacion de embriones somaticos producidos
en un biorreactor afecta fuertemente la regeneracion
y desarrollo de plantas en el vivero. En estudios méas
recientes, Menéndez-Yuffa et al. (2010), compararon
el desarrollo y calidad en vivero de plantas de C.
arabica obtenidas por embriogénesis somatica en
biorreactores con plantas de semilla, encontrando
que las vitroplantas alcanzaron una altura de 30 cm
al mismo tiempo (21 semanas) que las plantas de
semilla, siendo los somaclones mas vigorosos que
las plantas de semilla. Es de hacer notar, que a dife-
rencia de varios reportes previos con vitroplantas de
embriones somaticos diferenciados en biorreactores,
en la presente investigacion se estudiaron vitroplantas
obtenidas por la germinacion de embriones somati-
cos de café diferenciados y germinados en medios
semi-solidos. El crecimiento de las plantas en vivero
se evalu6 mediante la medicion de su altura y el largo
y ancho de la hoja; Karimi et al. (2009) destacan la
importancia de medir o estimar el crecimiento de las
hojas para comprender las respuestas de una planta a
distintos tratamientos experimentales. Considerando
que la aclimatacion y desarrollo en vivero de vitro-
plantas de café obtenidas por embriogénesis somatica,
son limitantes para la aplicacion de este método en
la propagacion masiva de café a nivel industrial, el
objetivo principal de esta investigacion fue comparar
el crecimiento en vivero de vitroplantas de café (C.
arabica L.) obtenidas por embriogénesis somatica,
con el de plantas de semilla.

Metodologia

Material vegetal. El material vegetal utilizado
fue plantas de café (Coffea arabica L.) del cultivar
Catimor (originado por retrocruces sucesivos de C.
arabica cv. Caturra roja con el Hibrido de Timor)
obtenidas por el método de embriogénesis somatica
bajo las condiciones reportadas por Menéndez-Yuffa
y Garcia (1996) y semillas del mismo cultivar produ-
cidas por métodos tradicionales en la Estacion Expe-
rimental “Jaime Henao Jaramillo” de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela.

Aclimatacion en propagador. En el experimento
de aclimatacion se utilizaron plantas obtenidas por
germinacion in vitro de embriones somaticos (de-
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nominadas de ahora en adelante vitroplantas), que
tenian una altura promedio entre 4 y 5 cm, poseian
4-5 pares de hojas y buen desarrollo radicular. Antes
de transferir las plantas a los envases con los sustratos,
estas fueron lavadas exhaustivamente para eliminar
restos de agar y medio de cultivo. Doce plantas fueron
sembradas en cada uno de siguientes cuatro sustratos:
arena, turba, aserrin de coco-arena [1:1], y arena-turba
[1:1], y se incubaron en propagadores con 65% de
humedad relativa y 0,91 umol m? s de densidad de
flujo fotonico (DFF). Las semillas fueron sembradas
en los mismos sustratos y condiciones ambientales.
Durante esta etapa se determiné la supervivencia de
las plantas de embriones somaticos y la germinacion
de semillas en los diferentes sustratos.

Etapa de vivero. Cuando las vitroplantas tenian
10 cm de altura y 5-6 pares de hojas (2 meses después
del trasplante), todas las plantas sobrevivientes del
mejor sustrato de aclimatacion fueron transferidas
a bolsas de polietileno con suelo constituido por
tierra abonada mezclada con turba (1:1). Plantas de
semilla del mejor sustrato de germinacidén que pre-
sentaban 10 cm de altura y 3-4 pares de hojas, fueron
trasplantadas con el procedimiento ya descrito para
las plantas de embriones somaticos. Ambos tipos de
plantas fueron cultivadas en los viveros del Instituto
de Biologia Experimental-UCV, que presentaban una
DFF de 7,75 umol m? s™'y 56 % de humedad relativa.
Las plantas fueron mantenidas en estas condiciones
durante nueve meses.

Medidas de crecimiento. La comparacion del
crecimiento de las plantas se hizo a partir del mo-
mento en que las vitroplantas y las plantas de semi-
lla alcanzaron tamafios similares en altura y fueron
transferidas al vivero, momento a partir del cual, se
midié mensualmente hasta el noveno mes, la altura de
las plantas, el ancho y el largo de la hoja mas grande.

Analisis de datos

Estimacion del drea foliar. Para establecer la fun-
cion de calculo del area foliar se utilizd una muestra
de N=14 hojas de C. arabica L. de tamanos variables
a las que le fue medida la superficie (cm?), largo y
ancho, mediante un escaner HP ScanJet, 6100C/T y
el programa WinRHIZO V3.9 software (Instrument
Regent, Montreal, Quebec, Canada). Estos valores de
area foliar fueron correlacionados con el largo y ancho
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de las hojas mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson (Daniel 2002).

Ademas, se compararon las mediciones del area
foliar con modelos que la estiman a partir del largo
y/o ancho. Los modelos empleados fueron ecuaciones
de regresion lineal (Daniel 2002) generadas a partir
de los datos, y el modelo exponencial propuesto por
Antunes et al. (2008).

Crecimiento. La significancia en las variaciones
de la altura, largo, ancho y area foliar de las vitro-
plantas y plantas de semilla fue evaluada con una
prueba t de Student (Daniel 2002). La prueba de
Levene (Daniel 2002) fue empleada para evaluar la
igualdad de varianzas, y en aquellos casos donde no
se cumplio, se aplico la prueba t de Student con la
correccion de los grados de libertad (Daniel 2002).

El crecimiento fue estimado como la pendiente
de las regresiones entre la altura, largo, ancho y area
foliar vs. tiempo, que cuantifica en promedio, el au-
mento de estas variables por mes. La comparacion
de las pendientes (tasas de crecimiento) entre am-
bos métodos (plantas de embriones somaticos y de
semillas) fue realizada a través de un andlisis de la
covarianza 0 ANCOVA (Snedecor y Cochran 1980,
Pérez-Lopez 2005), que toma como hipdtesis nula
que ambas pendientes son estadisticamente similares.

Relacion largo/ancho de las hojas. La relacion
entre el largo y ancho de las hojas fue ajustada a una
ecuacion lineal mediante un procedimiento de regre-
sion lineal simple (Daniel 2002) con el propdsito de
comparar si las plantas derivadas de embriones soma-
ticos y de semillas presentan igual tasa de aumento
del ancho y del largo de sus hojas. Al igual que para
el crecimiento, la comparacion entre las pendientes
de larelacion largo/ancho de las hojas, fue hecha con
un ANCOVA. Todos los analisis estadisticos fueron
realizados con el programa PAST v3.15 (Hammer
etal 2001).

Resultados

Aclimatacion en propagador. La Figura 1 mues-
tra las plantas de café originadas por germinacion
de embriones somaticos, denominadas de ahora en
adelante vitroplantas, y las plantas de semillas, en
distintas etapas del proceso de aclimatacion. En la
Figura 1A se pueden observar vitroplantas y plantas
de semillas al inicio de la etapa de aclimatacion en
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Figura 1. Plantas de café de embriones somaticos y de
semillas en diferentes etapas del proceso de aclimata-
cion. A. Plantulas de café obtenidas por embriogénesis
somatica (SOM) y por germinacion de semillas (SA) en
el momento de ser colocadas en los propagadores para
la aclimatacion (barra de la escala = 4 cm); B. Plantulas
SOM en sustrato 2 (turba) justo antes de ser transferidas
al vivero (barra de la escala=2,5 cm); C. Plantas de café
SOM y SA después de 3 meses en etapa de vivero (barra
de la escala=7 cm); D. Plantas de café SOM y SA des-
pués de 9 meses en etapa de vivero, en primer plano las
plantas SA (barra de la escala=23 cm).

los propagadores. La Figura 1B muestra las vitro-
plantas aclimatadas en turba dos meses después de
ser colocadas en los propagadores; en dicho sustrato
se obtuvo el mayor porcentaje de supervivencia de
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las vitroplantas (83%) y germinacion de semillas
(67%). Los demas sustratos ensayados, produjeron
valores notoriamente inferiores de supervivencia para
ambos tipos de plantas, en arena-turba un 8% de las
vitroplantas y 42% plantas de semilla; en aserrin de
coco-arena sobrevivieron 17% de las plantas indepen-
dientemente de su origen, y en arena germinaron 25%
de las semillas y no sobrevivio ninguna vitroplanta.

Modelos de estimacion del drea foliar. Para
estimar la superficie foliar de manera no destructiva,
se determinaron las relaciones entre el largo, ancho y
area de la hoja, encontrando que hubo una correlacion
(r de Pearson) de 0,98 para largo de hojas y 0,95 para
el ancho, con el area de las hojas. Estas correlaciones
fueron altas y significativas (p<0,00001, N=14), lo
que evidencia la asociacion lineal entre ambas varia-
bles. Al aplicar un modelo lineal para predecir el area
en funcion de estas variables, se obtuvo un porcentaje
de indeterminacion de 4,2% para el largo y 10,5%
para el ancho en la estimacion del area de las hojas.

Si se extrae previamente el logaritmo natural (Ln)
a las variables, las correlaciones aumentan (largo:
r=0,99 y ancho: 1=0,99), lo que reduce el porcentaje de
indeterminacion en la prediccion del area de las hojas
apartir del largo (1,6%) y el ancho de la hoja (1,4%).
Por lo tanto, si bien el largo mantiene inicialmente una
mayor correlacion con el area, al transformar con los
logaritmos naturales, se logra una prediccion con muy
poco porcentaje de error en ambos casos. La funcion
Ln, =0,35 12+2,0623”‘LnLargo permite estimar el area
de las hojas (r=0,9919; p<0,00001) asi como también
la funcion Ln, =1,6330+19274*Ln, . (r=0,9933;
p<0,00001).

Crecimiento en vivero. La evaluacion comparati-
va de crecimiento (altura, ancho, largo y area foliar)
entre las vitroplantas y plantas de semillas cultivadas
en las mismas condiciones, fue realizada desde el
momento en que las plantas fueron transferidas de los
propagadores al vivero. En la Figura 1B, se muestran
plantas de embriones somaticos aclimatadas en la
etapa de transferencia al vivero; en la misma figura
se muestran vitroplantas y plantas de semilla en las
etapas de tres meses (Figura 1C) y 9 meses (Figura
1D) de crecimiento en vivero.

En la Tabla 1 se resumen los resultados de las
diferencias de medias entre vitroplantas y plantas de
semillas, asi como su significacion estadistica para el
crecimiento en altura, ancho de hoja, largo de hoja 'y
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Tabla 1. Resumen de comparacion de medias en las variables que estiman el crecimiento (altura de la
planta, largo, ancho y area foliar) en plantas de embriones somaticos y de semillas

Diferencia promedio (SOM-SA)

Tiempo .

meses Altura cm Sig. Largo cm Sig. Ancho cm Sig. Area (cm? Sig.
1 -0,3 * -0,7 * 0,0 NS -1,3 NS
2 -0,5 * -0,7 * -0,2 * -5,1 *
3 -1,1 * -0,5 * -0,6 * -12,7 *
4 0,1 NS -0,5 * -0,3 * -8,7 *
5 -1,1 * -0,9 * -0,5 * -19,8 *
6 -1,9 * -0,7 * -0,6 * -23,1 *
7 -1,0 * -1,0 * -0,9 * -38,3 *
8 0,5 * -0,8 * -0,3 * -19,5 *
9 -1,0 * 0,0 NS 0,0 NS 0,1 NS

SOM = plantas de embriones somaticos, SA = plantas de semillas
sig= significancia, *Diferencia significativa con p<0,05; NS= Diferencia no significativa

area foliar. Con excepcion del mes 4, la altura de las
plantas fue significativamente mayor para las plantas
de semillas desde el inicio hasta el final del ensayo
(Tabla 1), observandose que al finalizar la medicion
en el mes 9, las mismas fueron 1 cm mayores en
altura que las vitroplantas (p<0,01). Hasta el mes 8,
el largo, ancho y area de las hojas fueron mayores
en las plantas de semilla, sin embargo, en el mes 9
al finalizar la etapa de crecimiento en vivero, no se
obtuvieron diferencias significativas en el crecimiento
alcanzado por ambos tipos de hojas.

Respecto a las velocidades de crecimiento, la
altura de las plantas de embriones somaticos y de
las plantas de semillas se incrementd en forma lineal
desde el mes 1 hasta el mes 9 (Figura 2A), mientras
que el ancho, largo y area de la hoja mostraron un
comportamiento lineal aproximadamente los 8 prime-
ros meses, por lo que el calculo de las velocidades de
crecimiento fue realizado hasta el octavo mes, donde
la hoja alcanzo su tamafio maximo (Figuras 2B, 2Cy
2D). El area foliar tuvo una fase de crecimiento mas
lenta en los primeros cuatro meses para ambos tipos
de plantas (vitroplantas y semillas); luego, ambas
mostraron un crecimiento lineal hasta el mes 7, y
finalmente el crecimiento se estabilizo en el mes 8,
llegando a no tener diferencias significativas en area
foliar entre plantas de embriones somaticos para el
mes 9 (Tabla 1). Durante los 9 meses de evaluacion,

la tasa de crecimiento no difirié significativamente
para las medidas de altura, largo, ancho y area foliar
(Tabla 2).

Relacion largo/ancho de las hojas. Los coefi-
cientes de correlacion entre el ancho y largo de las
hojas fueron altos y significativos para las vitroplantas
(r=0,969, p<0,000) y plantas de semillas (r=0,985,
p<0,000). La relacion entre el largo y ancho para las
hojas de las plantas, definidas por ecuaciones lineales
es: Largo=2,661* Ancho-2,528 con un coeficiente de
determinacion R?=0,938 (p<0,000) para las vitro-
plantas y Largo=2,705* Ancho-3,005 con R*=0,985
(p<0,000) para las de semillas. La forma de las hojas,
estimada a través de la relacion entre el largo y ancho
de las hojas, produjo rectas con pendientes similares
(vitroplantas=2,82; semillas=2,75), que no difirieron
estadisticamente (p=0,4824).

Discusion

Aclimatacion en propagador. Es conocido que
la etapa de aclimatacion en propagadores es una fase
critica para las plantas propagadas in vitro. En la pre-
sente investigacion, se logro 83% de supervivencia de
las plantas; este porcentaje es alto comparado con los
valores entre 50 y 70% de conversion a plantas que
reportan Barry-Etienne et al. (2002b) para embriones
somaticos de C. arabica L. germinados in vitro y ex
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Figura 2. Crecimiento de plantas de embriones somaticos (SOM) y de semillas (SA). A.
Altura, B. Largo, C. Ancho, D. Area foliar. Las barras de error se extienden +2 desviacion

estandar.

vitro, y 60% de vitroplantas de embriones somaticos
de café arabico var. Mundo Novo observado por Pefia
y Buitrago de Serna (1984). En otras especies, Mehta
y Subramanian (2005) obtuvieron 98% de supervi-
vencia en vitroplantas de Asparagus adscendens,
Homhuan et al. (2008) lograron solo 60% para plantas
de embriones somaticos de Carica papaya aclima-
tadas en arena. Como se puede observar en la resefia
anterior, las cifras de supervivencia de vitroplantas en
etapa de aclimatacion, son muy variables tanto para la
misma especie como para otras, y es dificil atribuirlo
a alguna condicion en particular, porque hay mucha
variabilidad en factores tales como la variedad o la
especie, el sustrato de siembra y las condiciones de
cultivo in vitro y ex vitro.

En la presente investigacion, se observo que
el sustrato con 100% de turba resultdé en una mejor
supervivencia de las vitroplantas y semillas germi-
nadas; sus principales caracteristicas son, que en el
mismo predomina el componente organico que debe
significar un buen aporte de nutrientes, y ademas es
un sustrato que permite una buena aireacion; estas
propiedades coinciden con los estudios de Costa
de Rezende et al. (2008), quienes trabajaron en la
determinacion de condiciones para la aclimatacion

y desarrollo de plantas de C. arabica obtenidas por
embriogénesis somatica directa, encontrando que se
requiere una buena capacidad de drenaje, espacio para
aireacion y fertilizacion.

La supervivencia de las plantas obtenidas por
embriogénesis somatica (83%) en turba, fue mayor
que la germinacion de semillas (67%), que se utili-
zaron como sistema de comparacion en las etapas
posteriores de crecimiento; sin embargo, no es posi-
ble comparar los procesos a este nivel, debido a que
fisiologicamente son etapas diferentes, porque para
la aclimatacion se utilizaron embriones somaticos
que ya habian germinado in vitro, en cambio, en el
caso de las semillas, la germinacion ocurrié por la
ruta biolodgica natural.

Modelos de estimacion del drea foliar. En 1a Ta-
bla 3 se presentan los resultados de estimar el area de
la hoja con las ecuaciones lineales determinadas en el
presente estudio a partir del largo de la hoja (modelo
1), el ancho de la hoja (modelo 2) o con el modelo
exponencial (modelo 3) propuesto por Antunes et al.
(2008). En estos resultados se observa que, con los
modelos lineales, se obtuvo una diferencia mucho
menor en relacion con el area real que la determinada
con el modelo exponencial, que subestimo el area de
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Tabla 2. Comparacion de las velocidades de crecimiento para la altura de las plantas, ancho, largo y area
foliar entre para plantas de embriones somaticos y plantas de semillas

Comparacion

Comparacién pendiente

Variable Tratamiento  Media punto medio Pendiente

p sig. o] sig.

Altura (cm) SOM 30,2 6,26
0,000 * 0,640 NS

SA 30,9 6,29

Largo (cm) SOM 10,3 1,89
0,000 * 0,658 NS

SA 11,0 1,87

Ancho (cm) SOM 4.8 0,65
0,000 * 0,301 NS

SA 52 0,67

Area (cm?) SOM 112,6 29,67
0,000 * 0,056 NS

SA 126,9 31,39

SOM = plantas de embriones somaticos, SA =plantas de semillas

sig=significancia, *=Diferencia significativa con p <0,05; NS= Diferencia no significativa

la hoja.

El modelo exponencial de Antunes et al. (2008)
presenta precision y exactitud para la estimacion del
area foliar independientemente del tamafio de la hoja,
y proporciona estimaciones exactas y poco sesgadas
sobre todo cuando el cociente entre el largo y ancho de
la hoja (largo/ancho) alcanza valores entre 2 y 3. Sin
embargo, aunque las hojas utilizadas en el presente
estudio para registrar el area mediante escaneo, tuvie-
ron coeficientes largo/ancho entre 1,9 y 2,8 (Tabla 3),
este modelo siempre subestimo el area de las hojas,
lo que produjo resultados sesgados y menos exactos
que los modelos lineales obtenidos por regresion
simple. Este resultado indica, que puede haber otras
caracteristicas en la forma que no se reflejan en las
dimensiones largo o ancho, y que podrian determinar
las diferencias entre los resultados obtenidos por An-
tunes et al. (2008) y los de este trabajo. Asimismo,
considerando que en el trabajo citado antes utilizaron
un tamafio de muestra muy superior al empleado en el
presente trabajo, es recomendable continuar evaluan-
do modelos que relacionen el area foliar con variables
morfométricas, sin descartar el uso de modelos de
regresion lineal como herramienta simple y exacta
para la estimacion no destructiva del area foliar con
las medidas del largo o ancho de la hoja.

Laregresion lineal multiple también fue explora-
da para relacionar simultaneamente el largo y ancho
con el area foliar, pero no generd un modelo que in-

cluyera las dos variables, sino que descart6 el ancho
porque lo consider6 redundante con el largo, porque
la estimacion del area no mejor6 significativamente
con la inclusion del ancho.

La estimacion de area de la hoja mediante las
ecuaciones de regresion lineal utilizando el largo o
el ancho de las hojas, produjo resultados més exactos
y menos sesgados que las estimaciones basadas en el
modelo exponencial de Antunes et al. (2008) donde
se considera el largo y ancho de las hojas (Figura 3).
Tomando en cuenta lo anterior, se utiliz6 el promedio
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Figura 3. Comparacion de areas de las hojas estimadas
con modelos lineales generados en el presente trabajo y
con el modelo exponencial de Antunes et al. (2008).
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culo; sin embargo, hay que tomar en cuenta que la
diferencia puede deberse a que, de estas 27 semanas,
11 transcurrieron en un fitotron; por otra parte, en esta
investigacion no se determiné paralelamente el cre-
cimiento de plantas de semilla. Resultados similares
a los de la presente investigacion, fueron obtenidos
por Maximova et al. (2008), quienes observaron que
plantas de Theobroma cacao L. creciendo en campo
eran ligeramente mas altas cuando provenian de se-
millas que cuando procedian de embriones somaticos.

En el parrafo anterior, se evidencia que hay si-
militudes y diferencias entre los resultados de esta
investigacion y los reportados por Menéndez-Yuffa
et al. (2010); en ambos casos se trabajo con sistemas
similares en genotipo y también en el origen de las
plantas, porque se compararon plantas obtenidas
por embriogénesis somatica y por semilla; sin em-
bargo, algunas diferencias en el sistema empleado,
podrian haber originado las discrepancias en ciertos
resultados. A diferencia de la presente investigacion,
en el citado reporte, la embriogénesis somatica se
llevo a cabo en sistemas de inmersion temporal y la
germinacion ocurrio ex vitro; en cambio las plantas
empleadas en este estudio provienen de un proceso
de embriogénesis somatica desarrollado completa-
mente en medios semi-solidos y por germinacion in
vitro. Investigaciones previas de Barry-Etienne et al.
(2002b) determinaron que las diferencias morfolo-
gicas entre embriones somaticos de café obtenidos
por el mismo método y diferencias en el método de
germinacion (in vitro o ex vitro) producen diferen-
cias en el crecimiento de las plantas, por lo tanto,
hay evidencias de que las variaciones en el sistema
experimental utilizado pueden producir resultados
diferentes en crecimiento y desarrollo. Al respecto,
Valero-Aracama et al. (2007) demostraron que el cre-
cimiento y supervivencia ex vitro de los genotipos de
avena marina (Uniola paniculata L.), con diferentes
capacidades de aclimatacion, puede ser mejorado
optimizando las condiciones de cultivo.

Debido a que se obtuvo un alto valor para el
coeficiente de correlacion (r=0,969 y r=0,985 para
vitroplantas y plantas con semillas, respectivamen-
te) entre el ancho y largo de las hojas que fue valida
para ambos tratamientos, se considerd que el ancho
y el largo tienen una relacion que puede definirse
muy bien a partir de una recta con forma Y=bX+a,
donde Y es el largo de las hojas, X es el ancho, b la
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pendiente y a un valor constante. Si se comparan las
pendientes de estas rectas, se puede determinar en
cuanto se incrementa el largo de las hojas cuando
el ancho se incrementa en una unidad (en este caso,
centimetros). Para plantas provenientes de embriones
somaticos, un aumento en un cm en el ancho de la
hoja, se tradujo en promedio en un aumento de 2,661
cm en la altura, mientras que para las de semilla, se
produjo un crecimiento levemente mayor (2,707cm),
lo que pudiera sugerir que las plantas cultivadas por
germinacion de semillas eran ligeramente mas alar-
gadas. Sin embargo, esta diferencia es minima y no
significativa, por lo tanto, utilizando la relacion largo/
ancho como indicador de la forma, se estim6 que la
forma de las hojas fue equivalente para ambos tipos
de plantas (vitroplantas y semillas).

En casi todas las mediciones se encontréo homoge-
neidad de varianza; en los pocos casos donde diferia,
era en una magnitud pequefia (datos no mostrados),
lo cual indica que los niveles de variacion en las
medidas de ambas poblaciones (vitroplantas y de
semillas) fueron bajos, siendo este dato un indicador
de que la poblacion que proviene de cultivo in vitro,
no presentd mayor variacion en el crecimiento que la
poblacion que proviene de semillas; en este sentido
los resultados difieren de los presentados por Menén-
dez-Yuffa et al. (2010), donde se determiné que los
somaclones tuvieron un crecimiento mas heterogéneo
que las plantas de semilla.

Para determinar si hubo diferencias en la cinética
del crecimiento, se realizaron calculos de la pendien-
te en cada mes y para los 9 meses de crecimiento.
En ninguna de las variables, el crecimiento de las
plantas de semilla fue mas rapido que las plantas de
embriones somaticos, y el crecimiento en altura no se
estabilizo, situacion que era de esperarse, porque las
plantas de café requieren mas tiempo de crecimiento y
su trasplante al campo para alcanzar su altura maxima.

Al observar los graficos de ancho y largo de hojas,
se puede notar que las plantas de semilla presentan
valores mayores que las vitroplantas hasta el mes 8
y que luego se estabilizan; este comportamiento era
previsible, porque en los primeros meses, las hojas de
plantas de embriones somaticos aiin tenian caracteris-
ticas de miniaturizacion provenientes del cultivo in
vitro, situacion que se supera durante la aclimatacion
y adaptacion a tierra; si su desarrollo es adecuado ellas
deberian alcanzar por lo menos valores iguales al de
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las plantas de semilla, situacion que se logré en el mes
9. El crecimiento en area de las hojas en la presente
investigacion sigue la misma tendencia explicada para
el largo y ancho de las hojas, porque el area foliar es
proporcional al largo y ancho de las hojas.

Conclusiones

El método de trasplante a suelo, utilizando turba
como sustrato de siembra en vivero, resulté apropiado
para la aclimatacion de las vitroplantas.

La presente investigacion, aporta evidencias que
muestran que en la etapa de vivero, las plantas de
embriones somaticos tienen un desarrollo equiva-
lente al de las plantas de semilla, que se refleja en
las mediciones de crecimiento (altura, largo y ancho
de la hoja, area foliar y la tasa de crecimiento de
estos parametros), forma de la hoja, y también en
su vigor, siendo este un resultado importante para el
desarrollo industrial de los procesos de propagacion
por embriogénesis somatica en cafeto.

Como un aporte adicional de la presente in-
vestigacion, se proponen dos ecuaciones de regre-
sion lineal que permiten estimar el area de la hoja
de manera no destructiva, una a partir del largo
In(area)=-0,3512+2,0623*In(largo) (r*=0,9838)
de la hoja, y otra a partir del ancho de la hoja
In(area)=1,633+1,9274*In(ancho) (r*=0,9866); am-
bas ecuaciones ofrecen una estimacion del area con
poco error.
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