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RESUMEN. Se estudió la inducción d2 callos en fragmentos de hojas 
de cafeto. Se estableció un procedimiemo de desinfección diferenciado que 
dio buenos resultados en la descontaminaciófl.. Se hallaron diferencias en 
la callogénesís, tanto para los distintos pares de hojas como para las di
ferentes variedades. 

La técnica de inducción de callos se aplica con 
diversos fines en el cultivo in vitro. La masa 
de células, fundamentalmente indiferénciad11s. 
que forma un callo, se utiliza para la obtención 
de suspensiones celulares y aislamiento de pro
toplastos; así como para la regeneración de plan
tas por organogénesis, en particular por embrio
génesis somática, cuya manifestación constituye 
uno de los resultados más espectaculares en [a 
biotecnología vegetal. 

En el cafeto la obtención de callos, como par-

te del proceso de embriogénesis somática, ha 
sido una de las técnicas que ha recibido mayor 
atención por diversos investigado�es (Herman y 
Haas, 197 5 ; Sondhal y Sharp, 1977; Dublin, 
1981; Martínez, 1983; Pierson et al., 1983; Gar· 
cía y Menendez, 1987; Santana, 1987). 

Los objetivos de este trabajo fueron obtener 
una técnica de desinfección adecuada y deter
minar las hojas más aptas para 11 formación de 
callos en distintas variedades de cafeto. 

MATERIALES Y METODOS 

Se utilizaron hojas procedentes del primero al 
c:uinto nudos de las ramas plagiotrópicas en 
tres variedades de cafeto: Coffea arabica L. (Ca
turra Rojo), y los híbridos CA-5, generación F3, 
e Isla 6-14, generación F6. La colecta del ma
terial se realizó en áreas de producción donde 

se selcccronaron muestras sanas, vigorosas y sin 
daüo mecánico. 
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Para la desinfección, las hojas se lavaron con 
solución de detergente comercial al 1 º/0 , se en
juagaron con abundante agua corriente, y se co
locaron en hipoclorito de calcio. Se utilizó un 
sistema diferenciado de concentraciones de cloro 
activo, según el par de hojas utilizado: primer 
par (1,56%), segundo par (1,95°/0), tercer par 
(2,34°10), y cuarto y quinto pares (2,73%). 

La desinfección se realizó en vacío (3,2 kPa) 
durante 10 mio;· tres veces consecutivas; se rea
lizaron tres enjuagues con agua desionizada cs

.'téril, en condiciones asépticas; finalmente, las 
l1ojas se colocaron eti solución de cisteína (2 5 
mg/L). 

Para el establecimiento del cultivo las hojas 
Ec seccionaron en porciones de un centímetro 
cuadrado aproximadamente, eliminando d borde 
y el nervio central. Los fragmentos se inocu
laron en tubos de ensayos de .2 5 x 1 5 o mm, que 
contenían 10 mL del medio de cultivo, con el haz 
sobre la superficie del medio. 

CIENCIAS BIOLOGICAS 27/1994 

La solución nutritiva estaba compuesta por 
sales minerales de Murashige y Skoog (1962); 

vitaminas de More! y Wetmore (1951); s~carosa 
0,087 M; ácido 2,4-diclorofenoxiacético (.2,4-D) 

5 µmol; bencilaminopurina (BAP) r 3, 5 µmol y 
agar 0,4%. El pH se ajustó a 5,6. 

Los cultivos se incubaron en condiciones de 
oscuridad a temperatura de 26 ± .2 ºC, y hu
medad relativa de 7 5-80%. 

Los resultados de la desinfección se evalua
ron a las 7 2 h del establecimiento, y se deter
minaron los porcentajes de descontaminación . 

El crecimiento de los callos en masa fresca 
se evaluó a las 1 2 semanas de iniciados los ex
perimentos, utilizando la escala de Crocomo el 

r.l. (1976) modificada de la siguiente forma: 
Indice . Nlasa fresca (mg) 
o Sin crecimiento · 

Crecimiento mínimo (menor de 750 mg) 
2 Crecimiento medio (de i50 a 2 500 mg) 
3 Crecimiento máximo (mayor de 2 500 rng) 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Para la desinfección del material vegetal se uti
lizaron inicialmente algunos tratamientos expues
tos por Dublin (1981), Schopke (1984) y San
tana (1987), pero no se obtuvieron resultados 
~atisfactorios (menos de rnº/0 de descontamina
ción). 

Después de µna serie de ensayos se adoptó 
el procedimiento de desinfección diferenciado con 
d que se obtuvieron resultados superiores (Ta
bla 1). Los porcentajes de descontaminación 
más elevados se lograron en el segundo, el ter
cero y el cuarto pares de hojas para todas las 
variedades. Las concentraciones utilizadas no re
sultaron dañinas. para el. material végetal. 

El inicio del crecimiento del ca1lo ocurrió a los 
~eis días de establecido el cultivo, y se mani
frstó como un tejido de color crema que se ori
ginó en las superficies de corte. Este resultado 
coincide con lo obtenido por García y Menéndez 
(1987), pero supera lo logrado por Martínez 

TABLA 1. Resultados del tratamiento de desinfección 

diferencimto (%). 

Número del Caturra 
par de hojas CA-5 Rojo Isla 6-14 

65 50 75 

II 100 60 90 

JJI 80 80 90 
IV 90 ti 70 85 

v. 50 25 40 

(1983), Mónaco et al. (1977), Montes (1981) y 
Sharp et al. (1973), que plantean un período de 
tiempo más prolongado para la iniciación del 
crecimiento de los callos. 

Santana (1987) planteó que la posición de la 
hoja y su estádo fisiológico desempeñan un pa
pel determinante en la respuesta del tejido, y 

obtuvo los mejores resultados con las hojas del 
tercer y cuarto nudos de las ramas. Esto coin· 
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idc con Jo obtenido en el presente trabajo, 
iunquc también se exponen aspectos nuevos no 
,!anteados por otros autores. 

Las hojas correspondientes al cuarto par pre
;entaron ]a mejor 'tasa de inducción de callos, 
.a cual fue de 100º/o en las tres variedades ana
lizadas (Figs. 1, 2, 3). En relación ·con la mag
nitud del crecimiento de los. callos hubo dife
rencias entre las distiontas variedades. 

En la variedad CA-5 (Fig. 1) el. crecimiento 
máximo lo presentaron ]os explaqtes correspon
dientes al primer par de hojas, mientras que en 
la variedad Caturra Rojo ocurrió en los írag-

,. en codo mvel

120 

·100

80 

60 

mentos foliares del tercer y quinto nudos (Fig. 
2), y en Isla 6-14 se presentó en las secciones 
del cuarto par de hojas (Fig. 3). Estas diferen
cias pueden tener un origen varietal. 

Al examinar e1 índice de crecimiento del callo 
en las diferentes variedades (Tabla 2), se obser
vó que en CA-5 hubo un crecimiento máximo 
en 71,sº/o de los explantes, por lo que superó 
a la Caturra Rojo y a la Isla 6-14; sin embargo, 
esta última fue Ja única que presentó formación 
de callos en 100°/0 de los explantes, independien
temente del par de hojas a que corre9pondían. 

' 

• Por.I
� Por.n

O Por.l!l!l1 
E3 Por.m 

mD Por.Y ·1

Máximo Mínimo 

Crec1m1ento 

Sin respuesto 

Fig. 1. Niveles de crecimiento de los callos en la u ariedad CA-5. 
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TABLA 2. Niveles de crecimiento de los callos ert las difer,?nte-s ua .. 
riedades (% ). 

Vatit;dad 

CA-5 

Ca turra 
Isla 6-14 

% ell'l codo nivel 
120.., 

100 

80 

60 

40· 

n 
1 

Rojo 

Niveles de crecimiento 

Máximo Medio 

11.8 7,4 
42,5 10,0 

43.4 37,0 

Medio 

Crecimiento 

Mínimo Sin respuesta 

12.0 8,8 
45,0 2,5 

19.6 o 

' 
s .i,n respuesta 

'flig. Z . Niueles fie crecimiento de los callos en la variedad Caturra Rojo. 

• Par.1 
~ Par.11 

O Par.m 
E3 Por .rv 

Wil Por. V 
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en codo nifv.e·¡ 

120 

100 

.so 

60 

40 

r o--� ..... .._ ...... ¡._ 

MÓximo Medio ··Mínimo Sin respuesto 

• Por.l

� Por.mr
CJ Por.m
E3 Por.m

.m:D PorF

Crecimiento 

. 3. Nivdes de crecimiento ,ie Jos callos en la' variedad Isla 6-14. 

CONCLUSIONES 

istc una _·relación entre el origen del calló 
:1 uso a que se le destina. Para la cmbrio-
1esis somática se necesitan callos con deter-
1ada potencialidad embriogénica que no es 
;ible establecer en la fase de inducción de los 

mismos. · Resultados preliminares de la fase de 
diferenciación (datos no mostrados) exhiben una 
embriogénesis más precoz y acentuada en las 
hojas del cuarto nudo de la variedad Isla 6-1.4. 
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ABSTRACT. Callus induction on coflee·tt!ee leaoes was studied. A pro· 
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