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Propagacion in vitro de café (Coffea arabica L.)
-variedades Sarchimor y Geisha- a partir de meristemos axilares y laminas foliares

Rigoberto Morales Del Cid

Resumen. La reproduccion vegetativa in vitro de café se ha investigado desde 1922. Se
evaluo la formacion de callos a partir de explantes foliares de café variedad Geisha y
formacion de brotes en meristemos axilares de café variedad Sarchimor. En el experimento
de explantes foliares se evaluaron los tratamientos: 2,4-D 1.1 mg/L+ Kinetina (KIN) 4.3
mg/L y 6-Bencilaminopurina (BAP) 6.75 mg/L para la induccién de callogénesis. Para la
estimulacién de estructuras proembriogénicas se evaluaron dos tratamientos: sin
fitohormonas y KIN 0.5 mg/L + ANA 0.01 mg/L. Se realizd un andlisis descriptivo
observando la respuesta de los explantes. Se obtuvo el 100% de callos con 2,4-D 1.1 mg/L
+ KIN 4.3 mg/L y con BAP 6.75 mg/L no hubo sobrevivencia. En la estimulacion de
estructuras proembriogénicas se observaron estructuras globulares en el medio sin
fitohormonas. Los meristemos se establecieron y multiplicaron en medios semi sélido
(Phytagel® 1.8 g/L) y liquido. Se evalu6 sobrevivencia y niimero de brotes por explante al
dia 82, realizando una prueba t de Student (P < 0.05). Se establecio el 85% de los
meristemos en medio semi solido y el 50% en liquido. Se obtuvo una media de 2.24 brotes
por meristemo en el medio semi s6lido y 1.38 en liquido. Se logro la formacion de callos
embriogénicos suplementando 2,4-D 1.1 mg/L + KIN 4.3 mg/L y de estructuras
proembriogénicas en medios sin fitohormonas. EI medio mas favorable para la
sobrevivencia y formacion de brotes por meristemos es el medio semi sélido.

Palabras clave: Callogénesis, callos embriogénicos, induccién, meristemos axilares.

Abstract. The in vitro vegetative reproduction of coffee has been investigated since 1922.
Callus formation from leaf explants of Geisha coffee variety and bud formation in axillary
meristems of Sarchimor coffee variety were evaluated. The treatments for the induction of
callogenesis using leaf explants were: 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetine (KIN) 4.3 mg /L and 6-
Benzylaminopurine (BAP) 6.75 mg / L. For the stimulation of proembriogenic structures,
two treatments were evaluated: KIN 0.5 mg/L + ANA 0.01 mg/L and without
phytohormones . A descriptive analysis was performed by observing the explant response.
With 2.4-D 1.1 mg/ L + KIN 4.3 mg/L 100% callus was obtained and with BAP 6.75 mg /
L there was no survival. In the stimulation of proembriogenic structures, globular structures
were observed in the medium without phytohormones. The meristems were established and
multiplied in semi-solid medium (Phytagel® 1.8g / L) and liquid medium. Survival and
number of buds per explant were evaluated in the day 82, performing a Student t test (P <
0.05). 85% of the meristems were established in semi solid medium and 50% in liquid. An
average of 2.24 buds per meristem was obtained in the semi solid medium and 1.38 in liquid
medium. The formation of embryogenic calli was achieved by supplementing 2,4-D 1.1
mg/L + KIN 4.3 mg/L and proembriogenic structures in medium without phytohormones.
The most favorable medium for the survival and formation of buds by meristems is the semi
solid medium.

Key words: Axillary meristems, callogenesis, embryogenic callus, induction.
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1. INTRODUCCION

El café es uno de los cultivos mas importantes en el mercado internacional, debido a que se
exportan siete millones de toneladas de café con un crecimiento del 4.4% (PROCOMER
2017), es por esto que se desarrollan nuevas investigaciones para su mejoramiento genético
y para hacer mas eficientes los métodos de reproduccion masiva, como lo es la reproduccion
in vitro. Estas metodologias de reproduccién han generado multiples avances en las
investigaciones de propagacion masiva, genética, fito mejoramiento y fitopatologia (Dublin
1991a).

El café es originario de Africa, constituido por mas de 100 especies del genero Coffea, de
las cuales dos se cultivan comercialmente: Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre ex
A.Froehner. Existen hibridos como lo son los Sarchimores, que son el resultado del
cruzamiento entre el Hibrido de Timor y la variedad Villa Sarchi, el cual se desarroll6 en el
Centro Internacional de las Royas del Café (Oeiras, Portugal). Son de porte bajo, brote
verde o bronce o ambos segun la linea, vigor y produccion alta, bien adaptado en zonas de
baja y mediana altura, resistente al hongo de la roya. En zona baja y de media altura generan
buena taza (Anzueto 2013).

La variedad arébica pura de café denominada Geisha es originaria del sur oeste de Etiopia,
en 1931. Es de porte alto y de abundante follaje, forma un eje central y muchas bandolas
ortotrépodas basales, las cuales se desarrollan entre el segundo y cuarto nudo. Las hojas
son oblongo-elipticas, coridceas, concavas. Color verde oscuro, mate, y apices agudos. Las
bandolas adquieren una forma de una “s” paralela al suelo, tienen entrenudos largos y frutos
grandes y de buen rendimiento (Miranda 2006).

Al momento de evaluar la variedad Geisha, resultdé tener excelentes caracteristicas
organolépticas como lo es su aroma a jazmin y a variedades de frutas como el arandano y
la cereza que se degustan al momento de tomar una taza de café de esta variedad. Esto
permitié que el kilogramo de dicha variedad se vendiera a $1322.2 en la XXI subasta
electronica “The Best of Panama”, convirtiéndose en la variedad mejor pagada en las
subastas electronicas (Rosario 2017).

Las técnicas de propagacion in vitro pueden acortar los ciclos de seleccion y acelerar la
multiplicacidn vegetativa para fines de investigaciones en mejoramiento genético. Es el
unico método de reproduccién asexual que permite reproducir variedades élite y con
caracteristicas Unicas, como resistencia a enfermedades, altos rendimientos productivos y
ausencia de algun patdgeno que dafie las buenas caracteristicas de la variedad (Dublin
1991a).



La reproduccidn vegetativa in vitro de los cafetos se viene explorando desde hace mucho
tiempo. Existen dos métodos altamente eficientes, uno de los procedimientos mas
destacados de la micropropagacon de café es el de Sondahl et al. (1985), obteniendo en seis
meses aproximadamente 7.5 brotes nuevos de cada meristemo axilar establecido.

El segundo método es el de Dublin (1991a) que usa explantes foliares, los cuales son
inducidos a la formacién de callos embriogénicos, para posteriormente obtener
aproximadamente de 100 a 200 embriones somaticos por explante, obteniendo una planta
de café por cada embrion somatico.

Debido a las ventajas mencionadas anteriormente se realizd la investigacion de
establecimiento in vitro de las variedades de café Sarchimor y Geisha.

Los objetivos de este estudio fueron:

e Evaluar la formacion de brotes provenientes de meristemos axilares de café —variedad
Sarchimor- en medio semisdlido y liquido.

e Evaluar la formacion de callos embriogénicos a partir de explantes foliares de café -
variedad Geisha-.



2. METODOLOGIA

Ubicacion del estudio.

La investigacion se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales, del Departamento de Ciencia y Produccién Agropecuaria de Zamorano,
Honduras.

Experimento 1: Establecimiento de meristemos axilares de café -variedad Sarchimor-

Fuente de material vegetal.
Se utilizaron los meristemos axilares presentes en cada entrenudo de las bandolas de plantas
provenientes de la plantacion de café de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.

Desinfeccion superficial de bandolas. Previo a desinfectar el material vegetal se
eliminaron las hojas dejando Unicamente la bandola con los peciolos de las hojas. Se
procedio a separar las bandolas en segmentos nodales. Luego realiz6 un lavado con agua y
jabon. Se sumergieron los segmentos nodales por diez minutos en una solucion de 1 mL/L
de Clorotalonil + 0.3 g/L de Estreptomicina y oxitetraciclina 1 mL/L. Seguidamente se
hizo otra inmersién durante 10 segundos en etanol al 70% y finalmente en una solucion de
NaClO al 30% v/v (Magia Blanca con 4.7% de hipoclorito de sodio) adicionandole Tween®
80 (2 gotas/100ml) durante 30 minutos. Cumplido el tiempo se realizo el triple lavado
dentro de la cdmara de flujo laminar con agua destilada estéril con el fin de remover los
residuos del NaClO. Posteriormente se procedi6 a colocar todos los segmentos nodales en
una solucion antioxidante estéril (100 mg/L de Acido Ascorbico + 150 mg/L de Acido
Citrico) durante 10 minutos.

Extraccion y establecimiento de meristemos axilares. EI meristemo se encuentra
adherido en el tejido de la bandola (crecimiento plagiotrdpico), justo debajo del peciolo de
la hoja. Al momento de la extraccion de los meristemos se utilizé un estereoscopio para
observarlos mejor y hacer el corte exacto de los dos tejidos protectores del meristemo, los
cuales se deben de retirar con bisturi de punta fina para dejar expuesto el meristemo y hacer
mas facil su extraccion. Ya realizado el corte se colectd el meristemo con la punta de una
aguja, colocandolo inmediatamente dentro del tubo de ensayo con el medio especifico para
su crecimiento.
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Figura 1. Meristemos axilares de café —Variedad Sarchimor—. A. las flechas sefialan las
yemas del meristemo. B. Meristemos en medio semisélido. C. Meristemo en medio liquido

con puente de papel filtro.

Medios de cultivo para establecimiento de meristemos axilares.
Para el establecimiento de los meristemos se utilizé el medio de Murashige y Skoog (MS)
modificado con las sales minerales al 50% (Cuadro 1). EI pH del medio se ajusto a 5.8.

Cuadro 1. Medio de cultivo de Murashige y Skoog modificado a la mitad de concentracion
de sales para el establecimiento de meristemos axilares y multiplicacion de los brotes de
café -variedad Sarchimor-.

Componentes Formula Nombre Comun mg/L
Macroelementos CacCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 220.0000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 85.0000
KNO; Nitrato de potasio 950.0000
MgSQO,.7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 185.0000
NH,NO3 Nitrato de amonio 825.0000
Microelementos H3;BO; Acido borico 3.1000
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.0125
CuS0,.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.0125
Kl Yoduro de potasio 0.4150
MnSO,.4H,O  Sulfato de manganeso tetrahidratado 11.1500
Na,Mo00,.2H,0O Molibdato de sodio bihidratado 0.1200
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 4.3000
FeNa EDTA Sa_l ferr_lca _sodlca de fflc_ldo 95 0000
Etilendiaminotetraacético
Inositol 100.0000
Acido Nicotico 0.5000
Compuestos organicos Piridoxina 0.5000
Tiamina 0.4000
BAP (6-bencilaminopurina) 2.2500
Sacarosa 30,000.0000

Fuente: Dublin (1991a)



Transferencia de meristemos al medio de cultivo para multiplicacién. Culminada la
fase de establecimiento, se procedi¢ al traslado de los meritemos provenientes de los medios
semisolidos y liquidos al medio de multiplicacion, el cual contenia las sales minerales del
medio MS descritas en el Cuadro 1 y ademas suplementado con Inositol (100 mg/L), 6-
Bencilaminopurina (1 mg/L), Cisteina (30 mg/L), Sacarosa (30 g/L), (Dublin 1991a;
Lozano Kretzschmar 2014).

Tratamientos evaluados.

Tanto en establecimiento como en multiplicacion se evaluaron dos tratamientos: 1. Medio
semisdlido (Phytagel® 1.8 g/L) y 2. Medio liquido. En el medio liquido se utiliz6 un puente
de papel filtro como medio de sostén del meristemo. Se realizaron dos refrescamientos de
medio cada 21 dias.

Variables medidas.
Se observd la sobrevivencia, nimero de brotes por explante hasta los 82 dias.

Disefio experimental.

En las dos etapas (establecimiento y multiplicacion), se utiliz6 un disefio completamente al
azar. El experimento consistio en dos tratamientos y 98 repeticiones para el medio
semisolido y 77 repeticiones para el medio liquido.

Analisis estadistico.

Se utilizo el programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.4) para evaluar los
datos, se utilizé la prueba t de Student para determinar diferencia estadistica con un nivel
de significancia P<0.05 para numero de brotes por meristemo y para la sobrevivencia.

Experimento 2 Establecimiento de explantes foliares de café -variedad Geisha-

Fuente de material vegetal.
El material que se utilizé para la investigacion con explantes foliares fue de la variedad de
café Geisha, de un afio de edad, traida de Marcala, La Paz, Honduras.

Desinfeccidn superficial de los explantes foliares. Las hojas fueron lavadas con agua y
jabon. Luego se sumergi6 por diez minutos en la solucion de 1ml/L de Clorotalonil + 0.3
g/L de Estreptomicina y oxitetraciclina. Seguidamente se sumergieron en una solucion de
NaClO al 30% v/v (Magia Blanca con 4.7% de hipoclorito de sodio) adicionandole Tween®
80 (2 gotas/100 mL) durante 30 minutos. Cumplido el tiempo se realizé el triple lavado
dentro de la camara de flujo laminar con agua destilada esteril, con el fin de remover los
residuos del NaClO. No se realizé la inmersién en etanol al 70% debido a que es tdxico
para las hojas del cafeto.

Medio de cultivo para induccion a callogénesis.

Se utilizé el medio MS modificado con las sales minerales a la mitad de la concentracion,
(Cuadro 2) y suplementado con los reguladores de crecimiento segun el tratamiento a
evaluar. El pH se ajusté a 5.8, y se solidifico los medios con Phytagel® 1.8 g/L.



Tratamientos a evaluar.
En este experimento se evaluo el efecto de 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3 mg/L (Dublin
1991) y BAP 6.75 mg/L Paz Ramirez (2000).

Disefio experimental.
Se utilizé un disefio completamente al azar. EI experimento consistio en dos tratamientos
(2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3 mg/L y BAP 6.75 mg/L) y 50 repeticiones por tratamiento.

Anélisis.
Se realiz6 un analisis visual comparativo entre los dos tratamientos para observar la
respuesta de los explantes a las fitohormonas.

Cuadro 2. Medio de cultivo para el establecimiento in vitro de explantes foliares de café —
variedad Geisha-.

Componentes Férmula Nombre Comun mg/It

Macroelementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 220.0000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 85.0000
KNO3; Nitrato de potasio 950.0000
MgSO,.7H,O Sulfato de magnesio heptahidratado 185.0000
NH.NO; Nitrato de amonio 825.0000

Microelementos H;BO; Acido bérico 3.1000
CoCl,.6H,O0  Cloruro de cobalto hexahidratado 0.0125
CuS0O,.5H,0  Sulfato de cobre pentahidratado 0.0125
Kl Yoduro de potasio 0.4150
MnSO,.4H,0O Sulfato de manganeso tetrahidratado 11.1500
Na,Mo00,.2H,0 Molibdato de sodio bihidratado 0.1200
ZnS0,.7H,0  Sulfato de zinc heptahidratado 4.3000

FeNa EDTA Sal férrica s6dica de acido

) . e 25.0000

Etilendiaminotetraacético
Inositol 100.0000
Compuestos Tiamina 1.0000
Organicos Cisteina 30.0000
Sacarosa 30,000.0000

Fuente: Dublin (1991a)

Medio de cultivo para estimulacion de estructuras proembriogénicas.

Al finalizar la etapa de establecimiento se procedi6 a cambio de medio transfiriendo los
callos obtenidos en el medio de induccion a callogénesis del tratamiento 2,4-D 1.1 mg/L +
Kinetina 4.3 mg/L a los tratamientos a evaluar.



Tratamientos a evaluar.

Para la estimulacion de estructuras proembriogénicas, se procedié a transferir este callo a
medio de cultivo Murashige y Skoog al 50% de la concentracion de las sales minerales,
dejando Unicamente el KNOscon el 100% de su concentracion y suplementandolo o no con
fitohormonas segun el tratamiento: sin fitohormonas y Kinetina 0.5 mg/L + ANA 0.01
mg/L.

Disefio experimental.
Se utiliz6 un disefio completamente al azar. EI experimento consistié en dos tratamientos y
45 repeticiones por tratamiento.

Andlisis.
Se realizé un andlisis visual comparativo para observar la respuesta de los callos a los
medios de estimulacidn de estructuras proembriogénicas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. Establecimiento de meristemos axilares de café -variedad Sarchimor-
A los 21 dias del establecimiento se pudo observar que los meristemos aumentaron su
tamario, formando un pequefio abultamiento en la parte basal de cada yema e iniciaron a
brotar las primeras hojas (Figura 2).

Figura 2. Desarrollo de meristemos axilares de café -variedad Sarchimor- en medio semi
solido (A y B) y liquido con puente de papel filtro (Cy D). Ay C a 10 dias de
establecimiento. B y D a 21 dias de establecimiento.

Multiplicacion. Se realizé a los 42 dias de haber establecido los meristemos, observando
en el dia 10, la elongacion de la parte basal (abultamiento) y el crecimiento normal de las
hojas principales, pudiendo distinguir perfectamente el nimero de brotes por meristemo
(Figura 3).

AT
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Figura 3. Crecimiento de brotes de meristemo axilar de café -variedad Sarchimor- en medio
de multiplicacion semi sélido. A. Brotes de meristemo a los 10 dias del cambio de medio
de establecimiento. B. Brotes de meristemo axilar a los 30 dias del cambio de medio al de
multiplicacion (82 dias de edad).



Sobrevivenciay brotes por explante. Se obtuvo una mayor sobrevivencia y mayor nimero
de brotes/meristemo en el medio semi sélido (Cuadro 3). Segin Dublin (1991b) se obtiene
una media de 2.2 brotes por meristemo, lo que nos indica que el medio sélido esta brindando
los mejores resultados. Se observo también una mayor vigorosidad en el crecimiento, ya
que en el medio liquido los meristemos que se formaron eran muy pequefios, con hojas
deformes y con poca vigorosidad (Figura 4).

Cuadro 3. Sobrevivencia y promedio de brotes por meristemo axilar de café -variedad
Sarchimor-, establecidos in vitro en medio semi solido y liquido.

Tratamiento Sobrevivencia (%) Brotes/meristemo
Semi solido 85.00a 2.24a
Liquido 50.00b 1.38b
Valor t 3.104 5.55
Grados de libertad 76.00 46.68
Probabilidad 0.003 0.05

- -

Figura 4. Subcultivo de brotes de café -variedad Sarchimor-. A. Divisién de brotes
establecidos en medio semisélido. B. Division de brotes establecidos en medio liquido con
puente de papel filtro.

Experimento 2. Establecimiento de explantes foliares de café -variedad Geisha-.

La respuesta de los explantes al medio suplementado con 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3
mg/L, se puede observar en la Figura 5. Se observé la formacion de callos en los bordes de
los explantes foliares a partir del dia 18, formando callos de color blanco, enrollamientos
en la hoja debido a la division celular acelerada que se dio en el explante, segin Pincay
(2017) al exponer los explantes a reguladores de crecimiento en el medio se generan los
enrollamientos de los explantes. Entre los dias 24 y 39 se observo que los cuatro lados del
explante se cubrieron de callo y continud con su crecimiento hasta formar una segunda capa
de callo encima del principal.



. |
Figura 5. Respuesta de los explantes foliares de café -variedad Geisha- al medio
suplementado con 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3 mg/L. A. Establecimiento de explante. B.
Ensanchamiento de los bordes del explante en el dia 10. C. Inicio de formacién de callos en
el dia 18. D. Formacion de callos en los cuatro lados del explante al dia 24. E. Crecimiento
de callo a los 39 dias del establecimiento. F. Formacion de segunda capa de callo en la cima
de los callos.

La respuesta de los explantes al medio suplementado con BAP 6.75 mg/L se pudo observar
en el desarrollo de los callos a partir del dia 10, en donde se iniciaron a hinchar los bordes
de las hojas creando una pared gruesa de callo. Dentro de los dias 18 y 24 dias de
establecimiento se formaron pequefias esferas de callos de color blanco cremoso. El
crecimiento de dichos callos fue méas lento en comparacién con la masa de callo que se
genero en el medio MS suplementado con 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3 mg/L, ya que del
dia 24 al dia 39 los callos no aumentaron su tamafio, y al llegar a los 50 dias todos los
explantes presentaron mortalidad (Figura 6).

Segun Paz Ramirez (2000) realiz6 un estudio de induccién a callos embriogénicos en café
variedad Caturra, obteniendo las mayores producciones de callos con 9 mg/L BAP.
Posiblemente la mortalidad de los callos embriogénicos de este experimento es debido a
que se utilizd una dosis menor de BAP en el medio o a al uso de una especie de café
diferente.
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Figura 6. Respuesta de los explantes foliares de café -variedad Geisha- al medio MS
suplementado con 6-Bencilaminopurina (BAP) 6.75mg/L. A. Establecimiento de explante.
B. Ensanchamiento de los bordes del explante en el dia 10. C. Inicio de formacion de callos
en el dia 18. D. Formacion de callos en los cuatro lados del explante al dia 24. E.
Crecimiento de callo a los 39 dias del establecimiento. Mortalidad total de callos en el dia
50.

Estimulacion de estructuras proembriogénicas. Se realizé la estimulacién de estructuras
proembriogenicas de los callos formados en la fase de callogénesis en el medio
suplementado con 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3 mg/L. Como se puede observar en la
Figura 7. A los 5 dias después del traslado al medio de estimulacion de estructuras pro-
embriogénicas sin fitohormonas se observd el cambio de coloracion en los callos blancos a
color verde, esto fue debido a que se expusieron a la luz. En el dia 18, se observaron
pequefas costras por encima de los callos existentes, torndndose necréticas. Observando
también que en la parte interior del callo necrotico emerge una esfera de color verde. El
resto del callo presentd estructuras globulares pero sin llegar a observar los embriones
somaticos.

Segun Sondahl et al. (1985) utilizaron este mismo medio sin fitohormonas en induccion a
embriones somaticos en café variedad Mundo Novo, para acelerar el proceso de formacion
de embriones somaticos, obteniendo de 100 a 200 embriones por callo embriogénico en un
periodo de tiempo de seis semanas, ya que al utilizar el protocolo de estimulacion
embriogénica de la variedad Bourbon los embriones se inician a observar a partir de la
semana 19 de haber establecido los callos embriogénicos en medio suplementado con
ANA+KIN. La ausencia de embriones posiblemente se debe a que se utiliz6 la variedad
Geisha.
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Figura 7. Respuesta de los explantes foliares de café -variedad Geisha- al medio de
estimulacion de estructuras pro-embriogénicas sin reguladores de crecimiento. A.
Establecimiento de explante proveniente de callogénesis. B. Cambio de coloracién en el
callo por efecto de la exposicion a la luz al dia 8 de su traslado. C. Formacién de costras de
color blanco cremoso encima de los callos existentes a los 16 dias de su traslado. D.
Presencia de tejido necrético en los callos a los 24 dias. E. Expansion del tejido necrotico
en los callos a los 32 dias del traslado. La — indica estructura globular.

La respuesta de los explantes al medio suplementado con Kinetina 0.5 mg/L y ANA 0.01
mg/L se puede observar en la Figura 8, en donde los callos iniciaron a presentar cambios
de coloracion, de blancos cremosos a café claro, a los 16 dias de su traslado. La coloracion
café continlo presentandose en todos los callos. Se observaron pequefias formaciones
globulares de color blanco crema a los 24 dias de su traslado. Se observé la muerte del
tejido foliar y el rompimiento de las estructuras globulares que se formaron a los 24 dias
del traslado.

Segun Gonzales (2007) al realizar un estudio en estimulacién de embriones somaticos en

Coffea canephora con medio MS suplementado con 0.1 mg/L ANA + 0.5 mg/L KIN
observa que el crecimiento se detuvo y también el cambio de coloracién marrén en el callo.
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Figura 8. Respuesta de los explantes foliares de café -variedad Geisha- al medio de
estimulacion de estructuras proembriogénicas suplementado con Kinetina 0.5 mg/L y ANA
0.01 mg/L. A. Establecimiento de explante proveniente de callogénesis. B. Cambio de
coloracion en el callo por efecto de la exposicion a la luz al dia 8 de su traslado. C.
Oscurecimiento de los callos provenientes de la etapa de callogénesis a los 16 dias de su
traslado. D. Presencia de tejido necrotico en los callos a los 24 dias. E. Expansion del tejido
necrético en todos los callos y lamina foliar a los 32 dias del traslado. La —indica
formaciones globulares en el callo.

13



4. CONCLUSIONES

El medio mas favorable para la formacion de brotes por meristemo de café -variedad
Sarchimor- es el medio semisélido.

Se logré la formacion de callos embriogénicos en los explantes foliares de café -variedad

Geisha- en el medio, suplementado con 2,4-D 1.1 mg/L + Kinetina 4.3 mg/L y
estructuras proembriogénicas en el medio sin fitohormonas.
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5. RECOMENDACIONES

Continuar con las fases de multiplicacion y enraizamiento de los brotes obtenidos a
partir de meristemos axilares de café -variedad Sarchimor-.

Dar seguimiento a las estructuras proembriogénicas obtenidas para lograr induccion de
embriones somaticos de café -variedad Geisha-.
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