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ESTUDIO HISTO~ÓGICO 
DE LA EMBRIOGENESIS SOMÁTICA 
EN Coffeacane horaVARIEDAD ROBUSTA. 
I CALLOGENE 8 IS 

María E. García, Jenny Bravo y Silvia Montes 
ABSTRACT. A histological study of callus formation from 
leaf explants of Cofjea canephora var. Robusta was con- 
ducted, with the aim of knowing al1 changes undergone 
within cailus initiation and growth stages. Explants were 
cultured in vitro and processed to establish somatic 
embryogenesis. Samples were periodically taken since the 
very explant seeding and later processed for paraffin inclu- 
sion. 8-pm cuts were coloured with blue toloidine at 0.05 
% in water and photographed by means of a Carl Zeiss 
photomicroscope. Results proved that callus emerges 
from perivascular cells, which started to get apart four to 
five days after seeding. At 11 days, an endogenous callus 
made up of meristematic cells was evident, and it becamc 
exogenous, getting a heterogeneous appearance 20 days 
later. About 24 to 26 days after seeding, there were typical 
embryogenic cells surrounding callus lobules. 

RESUMEN. Se realizó el estudio histológico de la forma- 
ción del callo a partir de explantes foliares de Cofiea 
canephora var. Robusta, con el objetivo de conocer los 
cambios que ocurren durante el proceso de iniciación y 
crecimiento del mismo. Los explantes fueron cultivados in 
vitro y procesados para el establecimiento de la embrio- 
génesis somática. Las muestras fueron tomadas a partir de 
la siembra del explante, y luego periódicamente, procesán- 
dose para inclusión en parafina. Los cortes de 8 pm se 
colorearon con azul de toloidina al 0.05 O/o en agua y se 
fotografiaron en un fotomicroscopio de la Carl Zeiss. Los 
resultados mostraron que el callo se origina a partir de las 
cilulas perivasculares, las cuales comenzaron a dividirse 
entre los cuatro a cinco días después dc la siembra. A los 
11 días fue evidente la presencia de un callo endógeno 
compuesto de células meristemáticas. Posteriormente este 
se hizo exógeno, y a los 20 días tomó apariencia heterogé- 
nea. Alrededor de los 24 a 26 días después de la siembra, 
se encontraron células embrioghicas características en la 
periferia de los lóbulos dcl callo. 
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La producción de embriones somáticos mediante 
el cultivo de tejidos in vitro es una técnica de gran 
interés, ya que permite la obtención de embriones a 
gran escala con una elevada tasa de multiplicación y 
rejuvenecimiento del material vegetal, además de cons- 
tituir la base de la producción de la semilla artificial 
(Nancy Santana. 1993). 

Se han realizado estudios fisiológicos, bioquími- 
cos y morfológicos del proceso de embriogénesis so- 
mática, pero se desconocen muchos elementos del 
desarrollo ae este fenómeno, a la vez que se dispone 
de pocos datos desde el punto de vista histológico, que 
permitan una mayor comprensión del mismo y de los 
mecanismos que conducen a una célula más o menos 
diferenciadas readquirir sus potencialidadesembriogc- 
nicas (Schwerii!iman et al., 1990). 
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En nuestro país, los trabajos de embriogénesis 
somática son relativamente recientes y, de hecho, en el 
cultivo del cafeto, no se tienen antecedentes de un 
trabajo similar en nuestras condiciones. De ahí que el 
objetivo de este trabajo sea realizar el estudio histoló- 
gico de la primera fase de la embriogénesis somatica: 
-callogénesis- como parte de un estudio que debe 
culminar con la obtención de embriones en el cultivo 
del cafeto. 

Con vistas a obtener el material de trabajo, se 
tomaron explantes foliares provenientes de los pares de 
hojas del segundo, tercero y cuarto nudos de ramas 
plagiotrópicas ubicadas en la zona central de la planta 
de Coffea canephora .~ariedad Robusta, teniéndose en 
consideración el vigor y estado sanitario de las mismas 

El procedimie::tti +guido para la desinfección d d  
explante, la prepaY:1 ,m de la muestra, asl como rl 
rnedio de crecimietitc del callo (Murashige y Skooy 
1962), fueron los 1itiiiZ~doS en la metodologia descrita 
por Nancy Santana ( 1083) para el establecimiento de la 
embriogénesis somatica en Coffea sp. 







Figura 7. Corte de un callo 20 días despues de la Figura 8a. DesdHwendaci6n de celulas parenqui- 
siembra. Se observan c&lulas meristemh- máticas (CP) en células embriog&nic=as 
ticas cercanas al  haz ~ s c u l a r  y lbbulos (CE) e n  los Mbulos de la periferia del 
de cdlulas parenquimáticas (40 x )  callo entre los 24-26 dias despuh de la 

siembra (64 x) b. C6lulas embricqénicas 
(160 x )  

Entre los 3538 días después de la siembra. la 
estructura dd callo se hace más compleja. con un 
número mayor de  c&ulas embriogbnicas (Figura 9a). 
En éstas células se observan paredes celulares grue- 
sas. así como un citoplasma granuloso (Figura 9b). 

Puede decirse que en este momento, desde el 
punto de vista histolbgico, d callo en estudio presenta 
las caracterlsticas que hacen posible la producciCin de 
embriones somaticos. El desarrollo de los mismos de- 
penderá de que existan condiciones adwuadas para 
dlo. 
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