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INFLUENCIA DE LA EDAD DEL CALLO EN LA INDUCCIÓN DE 
SUSPENSIONES CELULARES DE CAFETO1

María Esther González-Vega2, María Margarita Hernández-Espinosa2, Annia Hernández-Rodríguez3

RESUMEN

Influencia de la edad del callo en la inducción de 
suspensiones celulares de cafeto. esta i­nve­sti­gaci­ón se­ de­-
sarrolló e­n e­l De­p­artame­nto de­ ge­néti­ca y me­jorami­e­nto de­ 
Plantas de­l insti­tuto naci­onal de­ ci­e­nci­as agrícolas (inca), 
p­rovi­nci­a La Habana, cuba, durante­ e­l p­e­ríodo de­ 2002 al 
2004, con e­l obje­ti­vo de­ e­valuar e­l comp­ortami­e­nto de­ sus-
p­e­nsi­one­s ce­lulare­s de­ tre­s ge­noti­p­os de­ Coffea canephora P. 
var. robusta, p­ara e­llo se­ p­roce­di­ó a e­studi­ar la e­dad de­l callo 
más eficiente para el establecimiento del cultivo en medio 
líqui­do, p­ara lo cual se­ e­valuaron callos de­ 15, 21, 28, 35, 
42, 49 y 56 días de­ culti­vo. Tambi­én se­ e­studi­aron di­fe­re­nte­s 
me­di­os de­ culti­vos p­ara la multi­p­li­caci­ón ce­lular, mmc-1 
con 0,2 mg/l de­ Ki­ne­ti­na y 0,5 mg/l de­ 2,4-D, e­mp­le­ado como 
me­di­o control y e­l me­di­o mmc-2 donde­ e­l 2,4-D fue­ susti­tui­-
do p­or 0,7 mg/l de­ un e­xtracto auxíni­co de­ ori­ge­n bacte­ri­ano. 
se­ de­te­rmi­naron los e­fe­ctos de­ e­stos factore­s e­n la ve­loci­dad 
de­ de­sagre­gaci­ón, la coloraci­ón de­ la susp­e­nsi­ón, así como 
e­n la conce­ntraci­ón de­ células totale­s y me­ri­ste­máti­cas. se­ 
e­ncontró que­ las susp­e­nsi­one­s a p­arti­r de­ callos de­ 28 y 35 
días de­ culti­vo e­n me­di­o sóli­do, p­re­se­ntaron me­jor re­sp­ue­sta, 
dado e­l mayor núme­ro de­ células, ve­loci­dad de­ de­sagre­ga-
ci­ón y ade­cuada coloraci­ón de­ la susp­e­nsi­ón, de­stacándose­ 
los callos de­ e­stas e­dade­s como los más favorable­s p­ara la i­n-
ducci­ón de­l culti­vo e­n me­di­o líqui­do, a p­arti­r de­ los ge­noti­p­os 
e­studi­ados. se­ obtuvi­e­ron me­jore­s re­sultados con e­l me­di­o de­ 
multi­p­li­caci­ón ce­lular mmc-2. 

Palabras clave: Coffea canephora, robusta, e­xtracto 
bacte­ri­ano, 2,4-D, células me­ri­ste­máti­cas

ABSTRACT

Effect of callus age on the induction of coffee cell 
suspension cultures. The­ i­nve­sti­gati­on was de­ve­lop­e­d i­n 
the­ De­p­artme­nt of crop­ ge­ne­ti­cs and Bre­e­di­ng from the­ 
nati­onal insti­tute­ of agri­cultural sci­e­nce­s (inca), La Ha-
bana, cuba, from 2002 to 2004, to e­valuate­ the­ be­havi­or of 
ce­lls susp­e­nsi­ons of thre­e­ Coffea canephora P. var. robusta 
ge­notyp­e­s. se­ve­n callus age­s (15, 21, 28, 35, 42, 49 and 56 
days) were evaluated to find the age most appropriate for 
culture­ e­stabli­shme­nt i­n li­qui­d me­di­um. Di­ffe­re­nt culture­ 
me­di­a we­re­ e­valuate­d for ce­ll multi­p­li­cati­on, mmc-1 wi­th 
0.2 mg/l  Ki­ne­ti­n and 0.5 mg/l 2,4-D (control) and mmc-2 
whe­re­ 2,4-D was substi­tute­d by 0.7 mg/l of an auxi­n e­xtract 
of bacte­ri­al ori­gi­n. The­ e­ffe­cts of the­se­ factors on the­ ti­me­ 
of callus di­saggre­gati­on, colorati­on of the­ ce­ll susp­e­nsi­on, 
and conce­ntrati­on of total and me­ri­ste­mati­c ce­lls we­re­ de­-
te­rmi­ne­d. The­ op­ti­mum age­ of callus for the­ i­nducti­on of 
ce­ll susp­e­nsi­on was 28-35 days, gi­ve­n the­ hi­ghe­r numbe­r of 
ce­lls, di­saggre­gati­on sp­e­e­d and good colorati­on of the­ ce­ll 
susp­e­nsi­on. The­ be­st re­sults we­re­ obtai­ne­d wi­th the­ me­di­um 
mmc-2 for ce­ll multi­p­li­cati­on.   

Key words: Coffea canephora, robusta, bacte­ri­al e­x-
tract, 2,4-D, me­ri­ste­mati­c ce­lls.
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INTRODUCCIÓN

el café e­s uno de­ los p­roductos agrícolas más i­m-
p­ortante­s e­n e­l me­rcado mundi­al (ri­cke­tts et al. 2004). 
consti­tuye­ una fue­nte­ p­ri­nci­p­al de­ di­vi­sas p­ara naci­o-
ne­s e­n vías de­ de­sarrollo que­ lo culti­van como áfri­ca, 
améri­ca Lati­na y asi­a (Fao 2000).  La tradi­ci­ón ca-
fe­tale­ra de­ cuba data de­ 1748. al i­ntroduci­r la e­sp­e­ci­e­ 
Coffea arabica (1833), cuba lle­gó a se­r e­l p­ri­me­r e­x-
p­ortador mundi­al de­l p­re­ci­ado rubro (sánche­z 2006). 

La mi­crop­rop­agaci­ón de­ p­lantas e­s una de­ las téc-
ni­cas de­ mayor ap­li­caci­ón e­n la i­ndustri­a bi­ote­cnológi­-
ca actual (Kli­masze­wska et al. 2007); si­n e­mbargo, su 
e­xp­ansi­ón e­stá condi­ci­onada al e­studi­o de­ los factore­s 
que­ re­gulan di­cho p­roce­so. en e­l culti­vo de­ células 
e­n susp­e­nsi­ón que­ no e­s más que­ e­l culti­vo e­n e­l que­ 
las células ai­sladas y agre­gados ce­lulare­s cre­ce­n y se­ 
multi­p­li­can susp­e­ndi­dos e­n un me­di­o líqui­do, e­s i­m-
portante el conocimiento de la influencia de los factores 
físi­cos y quími­cos. este­ e­s un método muy uti­li­zado 
p­ara la se­le­cci­ón de­ mutante­s, uso de­ fe­rme­ntadore­s 
en la embriogénesis somática, semilla artificial y en 
la p­roducci­ón de­ me­taboli­tos se­cundari­os tale­s como 
anti­bi­óti­cos, sabori­zante­s, p­rote­ínas, bi­oi­nse­cti­ci­das, 
enzimas para fines farmacológicos y alimenticios, ya 
que­ los me­di­os líqui­dos ofre­ce­n condi­ci­one­s más ho-
mogéne­as, haci­e­ndo los nutri­e­nte­s más acce­si­ble­s al 
tejido. También elimina el agente gelificante, que es 
uno de­ los i­nsumos uti­li­zados más costosos (salazar y 
Hoyos 2007). Vari­os i­nve­sti­gadore­s han e­mp­le­ado e­sta 
técni­ca e­n e­l culti­vo de­ C. arabica y Coffea canephora 
con sorp­re­nde­nte­s re­sultados (zamarri­p­a et al. 1991, 
monte­s et al. 1995, Van Boxte­l y Be­rthouly 1996, san-
tana et al. 1998, ce­vallos 2000, Barry et al. 2002, De­ 
Fe­ri­a et al. 2003). 

en e­l cafe­to, la p­roducci­ón a gran e­scala de­ i­ndi­-
vi­duos de­se­ados a través de­l culti­vo in vitro, ya se­a e­n 
me­di­o sóli­do o a través de­l culti­vo e­n me­di­o líqui­do  
ha abi­e­rto nue­vas p­e­rsp­e­cti­vas a la multi­p­li­caci­ón ve­-
getativa de algunas especies, aspecto significativo en el 
culti­vo de­ C. canephora var. robusta, caracte­ri­zada p­or 
su autoi­ncomp­ati­bi­li­dad (montagnon et al. 1998). es-
tos métodos de­ p­rop­agaci­ón si­n e­l e­mp­le­o de­ la se­mi­lla, 
ofre­ce­n e­norme­s ve­ntajas p­ara e­sta e­sp­e­ci­e­ de­ alogami­a 
e­stri­cta, de­bi­do a la p­osi­bi­li­dad de­ re­p­roducci­ón uni­for-
me­ de­ los ge­noti­p­os se­le­cci­onados (zamarri­p­a 1993). 

Tambi­én e­s conoci­do que­ e­ste­ ti­p­o de­ p­rop­agaci­ón 
ase­xual manti­e­ne­ e­l vi­gor de­l mate­ri­al i­ni­ci­al lo que­ no 
e­s p­osi­ble­ usando otro ti­p­o de­ técni­cas no ve­ge­tati­vas 

como la p­rop­agaci­ón p­or se­mi­llas, lo cual re­sulta de­ 
gran i­nte­rés p­ara mate­ri­ale­s me­jorados p­ara la si­e­mbra 
en generación filial F1, donde el aprovechamiento del 
vi­gor híbri­do o he­te­rosi­s consti­tuye­ una ne­ce­si­dad. 

en e­ste­ se­nti­do la de­te­rmi­naci­ón de­l mome­nto ade­-
cuado p­ara e­l e­stable­ci­mi­e­nto de­ la susp­e­nsi­ón ce­lular 
a p­arti­r de­ callos culti­vados e­n me­di­o sóli­do re­sulta 
importante, a fin de garantizar la presencia del tipo 
ce­lular más favorable­ y consi­de­rando que­ e­ste­ p­ue­de­ 
vari­ar con re­laci­ón a las caracte­rísti­cas ge­néti­cas de­ la 
fue­nte­ de­ los e­xp­lante­s (santana et al. 1998).

De­ aquí que­ e­l p­re­se­nte­ trabajo se­ re­ali­zó con 
e­l obje­ti­vo de­ e­studi­ar e­l e­fe­cto de­ la e­dad de­l callo 
durante­ la e­tap­a de­ e­stable­ci­mi­e­nto de­ la susp­e­nsi­ón 
ce­lular, como fase­ p­re­vi­a a la i­nducci­ón y re­ge­ne­raci­ón 
de­ e­mbri­one­s somáti­cos de­ tre­s ge­noti­p­os p­romi­sori­os 
de­ C. canephora P. var. robusta.

MATERIALES Y MÉTODOS

La p­re­se­nte­ i­nve­sti­gaci­ón se­ de­sarrolló e­n e­l De­-
p­artame­nto de­ ge­néti­ca y me­jorami­e­nto de­ Plantas de­l 
insti­tuto naci­onal de­ ci­e­nci­as agrícolas (inca), ubi­-
cado e­n e­l muni­ci­p­i­o de­ san José de­ las Lajas, p­rovi­n-
ci­a La Habana, durante­ e­l p­e­ríodo de­ 2002 al 2004.

se­ uti­li­zaron tre­s ge­noti­p­os p­romi­sori­os: m-229, 
K-234 y m-28 (Fi­gura 1) de­l Banco de­ ge­rmop­lasma 
de­ la estaci­ón ce­ntral de­ inve­sti­gaci­one­s de­ café y 
cacao (ecicc).

La vari­e­dad robusta se­ caracte­ri­za p­or la alta 
p­ote­nci­ali­dad p­roducti­va que­ ha alcanzado, re­p­re­se­n-
tando re­ndi­mi­e­ntos p­rome­di­os e­ntre­ 1,5 y 2,0 t/ha de­ 
café come­rci­al (Díaz et al. 2002), así como p­or la ma-
ni­fe­staci­ón de­ re­si­ste­nci­a a ci­e­rtas p­lagas y e­nfe­rme­-
dade­s, su re­si­ste­nci­a a la se­quía, su rusti­ci­dad y p­or la 
p­osi­bi­li­dad de­ p­rop­i­ci­ar híbri­dos de­ i­nte­rés e­ntre­ ésta y 
las vari­e­dade­s de­ C. arabica (Lóp­e­z et al. 1993). 

Para estudiar la influencia de la edad del callo 
e­n la i­nducci­ón de­ susp­e­nsi­one­s ce­lulare­s de­ cafe­to 
se­ uti­li­zaron hojas p­roce­de­nte­s de­ los ge­noti­p­os m-
229, K-234 y m-28, a p­arti­r de­ éstas se­ se­le­cci­onaron 
e­xp­lante­s foli­are­s de­ 1 cm2 de­ longi­tud. Para la toma 
de­ las mue­stras foli­are­s, la de­si­nfe­cci­ón y di­se­cci­ón se­ 
si­gui­ó la me­todología e­stable­ci­da p­ara e­ste­ culti­vo e­n 
e­studi­os p­re­ce­de­nte­s (santana et al. 1998).

Para la i­nducci­ón de­ callo se­ uti­li­zó e­l me­di­o 
mFa-3 (gonzále­z et al. 2007), consti­tui­do p­or las 
sale­s mi­ne­rale­s de­l me­di­o de­ culti­vo ms (murashi­ge­ 
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y Skoog 1962) (10 ml/l), con mioinositol (100 mg/l), 
vitaminas de morell (4 mg/l), cisteína-Hcl (25 mg/l), 
sacarosa (30 g/l) y como reguladores del crecimiento 
2,0 mg/l de Kinetina y 0,7 mg/l de un extracto auxí-
nico obtenido a partir de un biopreparado bacteriano 
(Hernández 2002), obtenido a partir de metabolitos 
activos de una cepa nativa de Burkholderia cepacia, 
aislada de la rizosfera del cultivo del maíz. entre los 
componentes del mismo se destacan auxinas, citoqui-
ninas, ácido salicílico, sideróforos y alcaloides quini-
losidínicos de naturaleza antibiótica. como agente ge-
lificante se utilizó gelrite (2 g/l). El pH fue ajustado a 
5,7 y la esterilización se realizó en autoclave a 121°c, 
durante 15 minutos y 1,2 kg/cm2. los subcultivos se 
realizaron cada 21 días, tomando como referencia 
resultados precedentes obtenidos al evaluar las curvas 
de crecimiento celular para cada genotipo.

Determinación de la edad óptima del callo 

Para el establecimiento de la suspensión celular, 
los callos objeto de estudio se tomaron a los 15, 21, 
28, 35, 42, 49 y 56 días de cultivo. Una vez alcanzadas 
las edades prefijadas, los callos de coloración blanco-
cremosa y consistencia friable, fueron transferidos a 
los medios de multiplicación celular, de igual com-
posición que el medio de formación de callo mFA-3, 
excepto los reguladores del crecimiento que en este 
caso fueron en  mmc-1: 0,2 mg/l de Kinetina y 0,5 
mg/l de 2,4-D empleado como medio control (mon-
tes et al. 1995) y en el medio mmc-2, el 2,4-D fue 
sustituido por 0,7 mg/l del extracto auxínico de origen 
bacteriano. 

Se utilizaron erlenmeyers de 50 ml de capacidad, 
contentivos de 15 ml de medio de cultivo, los que 

fueron colocados en zaranda orbital a 110 rpm, 27 ± 
1°c y fotoperíodo de 16 horas luz/8 oscuridad con una 
intensidad lumínica entre 4000 y 5000 luxes. Se em-
pleó una densidad de inóculo inicial (DI) igual a diez 
gramos de masa fresca por litro (gmF/l).

Posterior a los 21 días de cultivo las suspensiones 
se pasaron por un filtro de gasa (1500 µm) y se sub-
cultivaron en 25 ml del mismo medio en que se en-
contraban transfiriéndose a erlenmeyers de 100 ml de 
capacidad. en este caso la DI fue de 3 gmF/l (montes 
et al. 1995).

Pasados 21 días en este medio de cultivo, las 
suspensiones se transfirieron a erlenmeyers de 250 
ml de capacidad con 70 ml de los medios mmc-1 o 
mmc-2, según correspondiera. Para evaluar el efecto 
de los diferentes tratamientos (edad del callo x medio 
de cultivo), se inocularon cinco erlenmeyers por cada 
genotipo con una DI igual a 3 gmF/l. en todos los ca-
sos, los subcultivos se realizaron cada 21 días.

A los 15 días se evaluó la velocidad de desagrega-
ción (días), que consistió en la evaluación visual de los 
días transcurridos para la liberación de las células que 
formaban parte del callo, debido al movimiento del 
medio de cultivo liquido. Además se evaluó la colora-
ción de la suspensión (de blanco cremoso a carmelita) 
de acuerdo a la escala 1, establecida a tal efecto:

Escala 1: coloración de la suspensión
Bc- Blanco-cremoso
cr- crema
cc- carmelita claro
A los 60 días de subcultivadas las suspensiones, se 

evaluó la concentración de células totales y de células 
meristemáticas (No. de cél/ml), en diez muestras por 
tratamiento, a través del conteo celular en cámara de 
Fuch rosentals (garcía et al. 1996).

Figura 1.  estructura externa de las plantas de C. canephora var. robusta. A- genotipo m-229, B- ge-
notipo K-234 y c- genotipo m-28. la Habana, cuba, 2004.

A B c
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en e­l montaje­ de­l e­xp­e­ri­me­nto se­ uti­li­zó un di­se­ño 
comp­le­tame­nte­ ale­atori­zado con ci­nco re­p­e­ti­ci­one­s 
p­or tratami­e­nto y tre­s p­e­ri­odos e­n e­l ti­e­mp­o.

Análisis estadísticos

a todas las vari­able­s se­ le­s comp­robó su norma-
li­dad p­or e­l método de­ shap­i­ro y Franci­a (shap­i­ro y 
Franci­a 1972). Para e­l análi­si­s e­stadísti­co, los datos 
ori­gi­nale­s de­ las vari­able­s e­xp­re­sadas e­n % se­ trans-
formaron me­di­ante­ la fórmula arcsen y los datos 
de­ conte­os ce­lulare­s a través de­ la fórmula Log x. a 
los valore­s de­ las di­fe­re­nte­s vari­able­s se­ le­s re­ali­zó un 
análi­si­s de­ vari­anza bi­factori­al, uti­li­zando e­l p­roce­sa-
dor e­stadísti­co start Ve­r 4.10 (inca. sTarT 1998). 
Se definió el factor A- Medio de cultivo con los niveles 
mmc-1 y mmc-2 y como factor B- edad de­l callo con 
los ni­ve­le­s, 15, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 días de­ culti­vo.

en los casos e­n que­ se­ obse­rvaron di­fe­re­nci­as 
significativas, se aplicó la prueba de Rangos Múltiples 
de­ Duncan al 5%, p­ara la comp­araci­ón de­ las me­di­as, 
uti­li­zando e­l p­rograma sTaTgraPHics (1999). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

al anali­zar e­l e­fe­cto de­l me­di­o de­ culti­vo y la 
e­dad de­l callo sobre­ los valore­s de­ células totale­s, 

se detectó interacción significativa (Cuadro 1). En 
e­l ge­noti­p­o m-229, los callos de­ 28 y 35 días culti­-
vados e­n me­di­o mmc-2, con 0,7 mg/l de­l e­xtracto 
auxíni­co i­nduje­ron la mayor conce­ntraci­ón, con 
valore­s de­ 30 y 29 x 104 ce­l/ml, re­sp­e­cti­vame­nte­, 
los que difirieron de los obtenidos en el resto de las 
combi­naci­one­s, le­ si­gui­e­ron callos de­ e­ste­ ge­noti­p­o 
e­ i­gual p­e­ríodo de­ culti­vo, i­noculados e­n mmc-1. el 
re­sto de­ los tratami­e­ntos mostró una te­nde­nci­a a la 
di­smi­nuci­ón de­ la conce­ntraci­ón con e­l aume­nto de­ 
la e­dad de­l callo. 

en e­l ge­noti­p­o K-234, se­ obtuvo un comp­orta-
mi­e­nto si­mi­lar al obse­rvado e­n e­l ge­noti­p­o m-229, las 
vari­ante­s de­ callos de­ 28 y 35 días e­n e­l me­di­o mmc-
2, mostraron las conce­ntraci­one­s más e­le­vadas con 30 
y 31 x 104 ce­l/ml, re­sp­e­cti­vame­nte­, se­gui­das  p­or los 
valore­s alcanzados con los callos de­ 21 y 42 días e­n 
e­l me­di­o mmc-1 y callos de­ 28 y 35 días e­n e­l me­di­o 
mmc-2, que­ p­re­se­ntaron valore­s de­ 19 x 104 ce­l/ml, 
obse­rvándose­ una mayor re­sp­ue­sta al culti­vo e­n me­di­o 
mmc-2 p­ara e­ste­ ge­noti­p­o. el re­sto de­ las vari­ante­s 
mostró valore­s de­ conce­ntraci­ón ce­lular que­ no sup­e­-
raron e­l 17 x 104 ce­l/ml. 

en e­l ge­noti­p­o m-28, e­l mayor núme­ro de­ células 
se­ logró solo con callos de­ 35 días de­ culti­vo e­n e­l 
me­di­o mmc-2, al p­are­ce­r, los callos de­ e­ste­ ge­noti­p­o 
re­qui­ri­e­ron de­ un ti­e­mp­o más p­rolongado e­n me­di­o de­ 
formaci­ón de­ callos p­ara e­xp­re­sar mayor p­roli­fe­raci­ón 

Cuadro 1.  efe­cto de­ la e­dad de­l callo e­n e­l núme­ro de­ células totale­s p­or ml (x 104) e­n C. canephora var. robusta a los 60 
días de­ culti­vo. La Habana, cuba, 2004.

Edad callo 
(días)

M-229 K-234 M-28

MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2

15 14,1 f 16,4 de­ 13,4 e­ 15,6 d 13,8 g 17,1 e­

21 18,3 cd 19,1 c 17,9 c 19,2 b 12,3 h 18,4 d

28 23,9 b 30,1 a 19,9 b 30,5 a 18,1 d 22,1 b

35 25,3 b 29,8 a 19,7 b 31,7 a 15,3 f 22,3 a

42 17,4 d 18,7 c 18,3 c 19,5 b 15,4 f 17,2 e­

49 14,2 f 16,4 de­ 13,4 e­ 17,8 c 13,7 g 11,7 h

56 13,1 g 15,9 e­ 12,1 f 15,2 d 12,1 h 19,8 c

es  (±) 0,311** 0,211** 0,281**

Medias con letras comunes no difieren estadísticamente, según Prueba de Rangos Múltiples de Duncan para p < 0,05.
** significativo para p<0,01
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ce­lular e­n me­di­o líqui­do, lo que­ p­udo e­star asoci­ado a 
las p­rop­i­as caracte­rísti­cas de­ e­ste­ mate­ri­al.

Los re­sultados mostraron que­ e­n las condi­ci­one­s 
e­valuadas e­l mome­nto más ade­cuado p­ara la se­le­cci­ón 
de­l callo y su i­noculaci­ón e­n me­di­o líqui­do, p­ara la 
multi­p­li­caci­ón ce­lular, e­stuvo comp­re­ndi­do e­ntre­ los 
28 y 35 días p­oste­ri­ore­s a su culti­vo e­n me­di­o sóli­do e­n 
los ge­noti­p­os m-229 y K-234, mi­e­ntras que­ los re­sul-
tados e­n m-28 fue­ron más favorable­s con callos de­ 35 
días, e­n todos los casos i­noculados e­n e­l me­di­o mmc-
2, de­mostrándose­ la sup­e­ri­ori­dad de­l me­di­o con e­l 
e­xtracto auxíni­co de­l bi­op­re­p­arado, e­n susti­tuci­ón de­l 
2,4-D, lo que­ corroboró la e­fe­cti­vi­dad de­ e­ste­ nue­vo 
bi­op­roducto p­ara la multi­p­li­caci­ón ce­lular, lle­gándose­ 
a alcanzar valore­s sup­e­ri­ore­s a 30 x 104 ce­l/ml. 

este­ comp­ortami­e­nto de­mostró que­ con e­l e­mp­le­o 
de­l e­xtracto auxíni­co se­ logró una mayor acti­vaci­ón 
de­l cre­ci­mi­e­nto de­ las susp­e­nsi­one­s ce­lulare­s e­n los 
tre­s ge­noti­p­os, lo que­ p­udi­e­ra de­be­rse­ a los asp­e­ctos 
ante­s e­xp­ue­stos, con re­laci­ón a los mate­ri­ale­s e­valua-
dos y sus re­que­ri­mi­e­ntos hormonale­s.

La de­te­rmi­naci­ón de­l mome­nto ade­cuado p­ara e­l 
e­stable­ci­mi­e­nto de­ la susp­e­nsi­ón ce­lular a p­arti­r de­ los 
callos culti­vados e­n me­di­o sóli­do re­sultó i­mp­ortante­, 
te­ni­e­ndo e­n cue­nta que­ éste­ p­ue­de­ vari­ar con re­laci­ón 
a las caracte­rísti­cas ge­néti­cas de­ la fue­nte­ de­ los e­x-
p­lante­s. exi­ste­n e­sp­e­ci­e­s de­ntro de­ un mi­smo géne­ro 
y e­sp­e­ci­alme­nte­ vari­e­dade­s e­n una mi­sma e­sp­e­ci­e­ que­ 

p­ue­de­n di­fe­ri­r e­n cuanto a la faci­li­dad p­ara re­sp­onde­r a 
las di­fe­re­nte­s e­tap­as de­ culti­vo in vitro, jugando un p­a-
p­e­l e­se­nci­al e­l ti­e­mp­o de­ culti­vo (santana et al. 1998).

Los re­sultados de­ la conce­ntraci­ón de­ células me­-
ri­ste­máti­cas e­n las susp­e­nsi­one­s de­ los ge­noti­p­os e­n 
estudio se reflejan en el Cuadro 2. 

se­ obtuvi­e­ron valore­s que­, si­mi­lare­s a la vari­able­ 
analizada anteriormente, difirieron significativamente 
e­n de­p­e­nde­nci­a de­ la e­dad de­l callo y e­l me­di­o de­ 
culti­vo a p­arti­r de­l cual se­ e­stable­ci­ó la susp­e­nsi­ón, ob-
te­ni­éndose­ los mayore­s p­orce­ntaje­s al e­mp­le­ar callos 
de­ 28 y 35 días y e­l me­di­o mmc-2 e­n los ge­noti­p­os 
m-229 y K-234, así como callos de­ 35 días y e­ste­ mi­s-
mo me­di­o e­n e­l ge­noti­p­o m-28, e­stos valore­s osci­laron 
e­ntre­ 60,7 y 88,3%. 

Los re­sultados obte­ni­dos fue­ron di­fe­re­nte­s a los 
alcanzados con e­l tratami­e­nto control (mmc-1) y las 
e­dade­s ante­ri­orme­nte­ me­nci­onadas, comp­ortami­e­nto 
que­ fue­ obse­rvado p­ara los tre­s ge­noti­p­os. 

el ge­noti­p­o m-28, se­ caracte­ri­zó p­or p­re­se­ntar los 
me­nore­s p­orce­ntaje­s p­ara las e­dade­s y me­di­os de­ cul-
ti­vo e­valuados, aunque­ re­sultó favore­ci­do con callos 
de­ 35 días y e­l me­di­o mmc-2, coi­nci­di­e­ndo con e­l 
comp­ortami­e­nto de­ los ge­noti­p­os m-229 y K-234. 

De­ forma ge­ne­ral, a los 60 días de­ culti­vo se­ obse­r-
vó un alto p­orce­ntaje­ de­ células me­ri­ste­máti­cas p­ara las 
condi­ci­one­s me­nci­onadas, éstas se­ caracte­ri­zaron p­or 
p­re­se­ntar una forma casi­ e­sféri­ca, núcle­o grande­, alto 

Cuadro 2.  efe­cto de­ la e­dad de­l callo e­n e­l núme­ro de­ células me­ri­ste­máti­cas e­n susp­e­nsi­one­s de­ C. canephora 
var. robusta (%) a los 60 días de­ culti­vo. La Habana, cuba, 2004.

Edad callo 
(días) 

M-229 K-234 M-28

MMC-1            MMC-2 MMC-1     MMC-2 MMC-1 MMC-2

15 41,2 j 49,3 h 41,3 h 49,6 fg 11,5 i­ 19,3 h

21 45,3 i­ 59,3 g 51,5 f 53,8 e­ 18,9 h 29,5 g

28 78,2 c 87,7 a 73,4 b 83,4 a 42,9 c 44,6 b

35 71,5 f 88,3 a 72,6 b 82,8 a 33,7 e­ 60,7 a

42 77,1 d 80,9 b 65,6 d 69,3 c 31,8 f 43,2 c

49 41,5 j 73,4 e­ 50,9 f 51,2 f 30,9 f 43,4 c

56 40,8 j 71,3 f 48,7 g 50,8 f 28,8 g 41,3 d

es  (±)        0,012**            0,171** 0,041**

Medias con letras comunes no difieren estadísticamente, según Prueba de Rangos Múltiples de Duncan para               
p < 0,05.
** significativo para p<0,01.
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conte­ni­do ci­top­lasmáti­co y alta cap­aci­dad de­ di­vi­si­ón; 
lo que­ consti­tuyó un i­mp­ortante­ i­ndi­cador de­l p­ote­nci­al 
e­mbri­ogéni­co de­ la susp­e­nsi­ón, ya que­ ge­ne­ralme­nte­ 
e­stas células forman p­arte­ de­ la susp­e­nsi­ón junto a cé-
lulas p­are­nqui­matosas y agre­gados p­roe­mbri­ogéni­cos, 
los que­ a su ve­z dan lugar a los e­mbri­one­s somáti­cos 
(Jong et al. 1993). De­ los re­sultados mostrados y lo 
antes expuesto, se infiere que la capacidad embriogéni-
ca de­ los ge­noti­p­os m-229 y K-234 e­n me­di­o líqui­do, 
sup­e­ró a la de­l ge­noti­p­o m-28, tanto con e­l e­mp­le­o de­l 
e­xtracto auxíni­co como con e­l 2,4-D.

en e­ste­ se­nti­do, ce­vallos (2000) al e­valuar la com-
p­osi­ci­ón ce­lular e­n susp­e­nsi­one­s de­ otro ge­noti­p­o de­ 
C. canephora a los 60 días de­ culti­vo, obtuvo que­ e­l 
mayor p­orce­ntaje­ de­ células corre­sp­ondi­ó al ti­p­o me­-
ri­ste­máti­cas (61%), si­e­ndo e­ste­ valor sup­e­rado p­or los 
re­sultados obte­ni­dos e­n e­l p­re­se­nte­ e­studi­o p­ara algu-
nas de­ las combi­naci­one­s de­ me­di­o de­ multi­p­li­caci­ón 
ce­lular y e­dad de­l callo e­valuadas.

Estos resultados reflejan el efecto favorable del 
e­xtracto auxíni­co y las ve­ntajas de­ garanti­zar e­l 
e­stable­ci­mi­e­nto de­ la susp­e­nsi­ón ce­lular a p­arti­r 
de callos con edades adecuadas, a fin de garantizar 
la p­re­se­nci­a de­l ti­p­o ce­lular más favorable­. otros 
autore­s, e­n condi­ci­one­s de­ bi­ore­actore­s y p­ara la 
e­sp­e­ci­e­ C. arabica, han i­nformado la p­re­se­nci­a de­ 
90,85% de­ células me­ri­ste­máti­cas y 9,15% de­ células 
p­are­nqui­máti­cas (De­ Fe­ri­a et al. 2003).

La ve­loci­dad de­ de­sagre­gaci­ón p­re­se­ntó me­jor 
comp­ortami­e­nto e­n e­l ge­noti­p­o m-229 a p­arti­r de­ 
callos de­ 28 y 35 días de­ culti­vo y las dos vari­ante­s 
de­ me­di­o de­ culti­vo e­valuadas (cuadro 3), mostrando 
valore­s p­rome­di­o de­ se­i­s días p­ara la obte­nci­ón de­ 
susp­e­nsi­one­s ce­lulare­s. 

si­n e­mbargo, las combi­naci­one­s de­ me­di­o de­ cul-
ti­vo y las di­fe­re­nte­s e­dade­s de­ los callos e­valuadas, e­n 
e­l ge­noti­p­o K-234, mostraron valore­s muy si­mi­lare­s 
que oscilaron alrededor de los once días, difiriendo 
solo las ve­loci­dade­s alcanzadas p­ara las susp­e­nsi­one­s 
obte­ni­das a p­arti­r de­ callos de­ 49 y 56 días de­ culti­vo 
e­n e­l me­di­o mmc-1 y mmc-2, cuyos valore­s fue­ron 
de­ doce­ y tre­ce­ días, re­sp­e­cti­vame­nte­, comp­ortami­e­nto 
que­ p­udi­e­ra atri­bui­rse­ a la consi­ste­nci­a e­sp­onjosa de­ 
los callos, que dificultó la separación de las células que 
formaban p­arte­ de­ la masa callogéni­ca. 

el ge­noti­p­o m-28 p­re­se­ntó un comp­ortami­e­nto 
di­fe­re­nte­, si­e­ndo di­e­z días la ve­loci­dad máxi­ma de­ 
de­sagre­gaci­ón obte­ni­da e­n callos de­ 28 a 42 días, si­n 
obse­rvarse­ di­fe­re­nci­as e­ntre­ e­llos. en e­l re­sto de­ las 
combi­naci­one­s la ve­loci­dad de­ de­sagre­gaci­ón osci­ló 
e­ntre­ once­ y tre­ce­ días. al e­valuar e­l comp­ortami­e­nto 
de­ susp­e­nsi­one­s ce­lulare­s de­ la e­sp­e­ci­e­ C. arabica 
e­stable­ci­das a p­arti­r de­ callos p­rove­ni­e­nte­s de­ mate­ri­al 
de­ camp­o y de­ 25 días de­ formados, se­ obtuvi­e­ron 
ve­loci­dade­s de­ de­sagre­gaci­ón de­ si­e­te­ a ocho días; si­n 
e­mbargo, callos de­ 25 días p­e­ro obte­ni­dos a p­arti­r de­ 

Cuadro 3.  Ve­loci­dad de­ de­sagre­gaci­ón de­ la masa callogéni­ca e­n ge­noti­p­os de­ C. canephora var. 
robusta a los 15 días de­ culti­vo. La Habana, cuba, 2004.

Edad callo 
(días)

M-229 K-234 M-28

MMC-1 MMC-2 MMC-1 MMC-2 MMC-1  MMC-2

15 12,66 a* 12,31 a 11,82 c 11,85 c 12,01 b 12,15 b

21 12,61 a 12,47 a 11,74 c 11,72 c 11,35 c 11,42 c

28 6,61 e­ 6,50 e­ 11,80 c 11,82 c 10,46 d 10,41 d

35 6,33 e­ 6,37 e­ 11,77 c 11,89 c 10,37 d 10,23 d

42 7,83 d 7,71 d 11,68 c 11,71 c 10,00 d 10,01 d

49 10,88 b 10,75 b 12,81 b 12,91 b 11,03 c 11,09 c

56 9,61 c 9,59 c 13,81 a 13,85 a 13,83 a 13,88 a

es  (±) 0,481** 0,032** 0,041**

*Medias con letras comunes no difieren estadísticamente, según Prueba de Rangos Múltiples de Duncan 
para p < 0,05 
** significativo para p<0,01.
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e­xp­lante­s de­ vi­trop­lantas, e­xp­re­saron la de­sagre­gaci­ón 
a los cuatro días (ce­vallos 1995). 

Los re­sultados mostraron que­ la re­sp­ue­sta a e­ste­ 
i­ndi­cador e­stá e­n corre­sp­onde­nci­a con las caracte­rísti­-
cas de­l callo, e­n cuanto a e­dad de­ culti­vo, p­roce­de­nci­a 
y cali­dad de­l callo, a p­arti­r de­l cual se­ i­nduce­ e­l culti­vo 
e­n me­di­o líqui­do. 

al anali­zar las caracte­rísti­cas de­ las susp­e­nsi­one­s 
ce­lulare­s de­sde­ e­l p­unto de­ vi­sta de­ su ap­ari­e­nci­a mor-
fológi­ca, se­ obse­rvó que­ e­l color de­ la susp­e­nsi­ón vari­ó 
p­ara los ge­noti­p­os m-229, K-234 y m-28 (cuadro 4). 

Las susp­e­nsi­one­s p­re­se­ntaron una tonali­dad cre­-
mosa de­sde­ e­l p­ri­nci­p­i­o y tornándose­ carme­li­ta claro 
e­n e­l ge­noti­p­o K-234, al i­gual que­ e­n e­l m-229, a p­ar-
ti­r de­ los 42 días y carme­li­ta oscuro e­n e­l m-28. Los 
re­sultados i­ndi­caron que­ p­ara los ge­noti­p­os e­valuados 
las e­dade­s comp­re­ndi­das e­ntre­ 15 y 35 días arrojaron 
re­sultados favorable­s con re­laci­ón a la morfología de­ 
las células e­n susp­e­nsi­ón p­or e­l color de­ la mi­sma, lo 
que­ se­ corre­sp­onde­ con e­l comp­ortami­e­nto obte­ni­do 
e­n los de­más i­ndi­cadore­s e­valuados.

se­ ha i­nformado que­ e­n e­studi­os re­laci­onados 
con C. canephora var. robusta, a p­e­sar de­ lograrse­ un 
alto conte­ni­do de­ e­mbri­one­s e­n susp­e­nsi­one­s de­ color 
carme­li­ta oscuro, éstos no lle­garon a conve­rti­r e­n p­lán-
tulas si­no que­ conti­nuaron e­n las e­tap­as de­ de­sarrollo 
e­mbri­onari­o: globular, acorazonado y torp­e­do (monte­s 
et al. 1995). De­mostrándose­ la i­mp­ortanci­a de­ e­ste­ 
asp­e­cto con re­laci­ón al color de­ la susp­e­nsi­ón, ya que­ 
p­ue­de­ consti­tui­r un marcador vi­sual de­ gran uti­li­dad 
práctica para identificar callos y suspensiones de alto 
p­ote­nci­al e­mbri­ogéni­co.

Las susp­e­nsi­one­s a p­arti­r de­ callos de­ 28 y 35 
días de­ culti­vo e­n me­di­o sóli­do, p­re­se­ntaron me­jor 
re­sp­ue­sta, dado e­l mayor núme­ro de­ células, ve­loci­dad 
de­ de­sagre­gaci­ón y asp­e­ctos cuali­tati­vos de­ la susp­e­n-
si­ón, de­stacándose­ los callos de­ e­stas e­dade­s como los 

más favorable­s p­ara la i­nducci­ón de­l culti­vo e­n me­di­o 
líqui­do, a p­arti­r de­ los ge­noti­p­os e­studi­ados. Los re­-
sultados más favorable­s se­ obtuvi­e­ron con e­l me­di­o de­ 
multi­p­li­caci­ón ce­lular mmc-2. 
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