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RESUMEN

El establecimiento y optimizacién de sistemas de regeneracién via embriogénesis somatica se ha centrado
tradicionalmente en el estudio de los componentes del medio de cultivo, prestandosele poca atencién a otros
factores del ambiente in vitro como es la composicion de la atmésfera gaseosa. Este trabajo se realizé con el
objetivo de determinar el potencial embriogénico y la expresion de arabinogalactanoproteinas (AGPs) en agregados
celulares embriogénicos de Coffea arabica cv. Caturra rojo bajo la influencia del dioxido de carbono (CO,). Se
demostr6 que con concentraciones de 2.5% y 5.0% de CO, se estimul6 en medios de cultivo semisélidos una mayor
formacion y desarrollo de los embriones somaticos, 307 ES/50mgMF y 277 ES/50mgMF respectivamente, con
resultados superiores a los controles con intercambio pasivo y ventilacion forzada (195 ES/50mgMF y 107 ES/
50mgMF) mientras que a una concentracion de 10.0% de CO, se inhibié el proceso de embriogénesis somatica (95
ES/50mgMF). En suspensiones celulares fue mayor la formacion de embriones somaticos a una concentracion
de 2.5% de CO, (130x10°® ES.I"") en comparacion con 5.0% y 10.0% de CO, (116x10° ES.I""y 15x10° ES.I"") y los
controles con intercambio pasivo y ventilacion forzada. Con una concentracion de 2.5% de CO, hubo una
mayor sintesis de Arabinogalactanoproteinas (AGPs) a nivel celular (0.068 mg.gMF-") y de excrecién en el medio de
cultivo (2.10 mg.I""), lo cual coincidié con los valores mas altos de produccién de embriones somaticos.

Palabras clave: atmésfera in vitro, embriogénesis somatica, embrion soméatico, marcadores moleculares,
suspensiones celulares embriogénicas

ABSTRACT

The establishment and optimization of regeneration systems via somatic embryogenesis has centered traditionally
on the study of the culture medium components, with little attention to other factors of the in vitro environment like the
composition of the gaseous atmosphere. This work was realized with the aim to determine the embryogenic potential
and the expression of arabinogalactanproteins (AGPs) in embryogenic cell aggregates of Coffea arabica cv. Caturra
Rojo under influence of carbon dioxide (CO,). Concentrations of 2.5% and 5.0% of CO, stimulated a greater formation
of somatic embryos (307 ES/50mgMF and 277 ES/50mgMF respectively) in semisolid culture medium with better
results to the controls with passive interchange and forced ventilation (195 ES/50mgMF and 107 ES/50mgMF)
whereas a concentration of 10.0% of CO, inhibited the process of somatic embryogenesis (95 ES/50mgMF). In cell
suspensions the formation of somatic embryos was greater with a concentration of 2.5% of CO, (130x10° ES.I") in
comparison with 5.0% and 10.0% of CO, (116x103 ESI" and 15x10° ES.I") and the controls with passive interchange
and forced ventilation. With a concentration of 2.5% CO, there was a greater synthesis of Arabinogalactanproteins
(AGPs) at the cellular level (0.068 mg.gMF-') and the excretion in the culture medium (2.10 mg.I'"), which coincided
with the highest values of production of somatic embryos.

Key Words: embryogenic cell suspensions, in vitro environment, molecular markers, somatic embryo, somatic
embryogenesis

INTRODUCCION multiplicacion y diferenciacion de suspensiones
celulares embriogénicas ha sido el mas estudiado en
El estudio y optimizaciéon de la embriogénesis diferentes cultivos como Daucus carota (Jay et al.,1992,

somatica se ha centrado en los Ultimos tiempos en ~ Shimazu y Kurata, 1999), Picea abies (Kvaalen y

los componentes fundamentales del medio de cultivo, ~ Arnold, 1991), Cyclamen persicum (Hohe et al., 1999)
prestandosele poca atencion a la atmosfera gaseosa Y cafeto (de Feria, 2000), pero una menor atencion se
dentro del frasco de cultivo (Auboiron et al., 1990). ha centrado en otros gases, como didxido de carbono,

etileno y etanol producidos por el tejido en crecimiento
Dentro de las variables fisicas que conforman el in vitro, gases propios también de la embriogénesis

ambiente in vitro, el efecto del oxigeno disuelto en la cigotica. Los objetivos del siguiente trabajo fueron el
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estudio de la influencia de diferentes concentraciones
del gas diéxido de carbono (2.5; 5.0y 10.0%) sobre la
embriogénesis somatica de la variedad de café Caturra
rojo en medios de cultivo semisdlidos y liquidos.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron las experiencias con suspensiones
embriogénicas establecidas a partir de callos con
embriogénesis de alta frecuencia de la variedad Caturra
rojo. Los Erlenmeyers y frascos de cultivo fueron
modificados con filtros estériles para ser adaptados al
sistema de aireacion, utilizandose tres mezclas de
gases o variantes, a) 2.5% CO, + 21.0% O,, b) 5.0%
CO, +21.0% O,c) 10.0% CO, +21.0% O,. Se empled
un control con un suministro de 21.0% O, (Ventilacion
forzada) y otro bajo condiciones normales de cultivo in
vitro (Intercambio pasivo). Se empled un detector
infrarrojo de CO, (Horiba, APBA-250E), para controlar
la estabilidad en la concentracion de la mezcla y
analizar el incremento de la concentracion de CO, en
los frascos de cultivo sin suministro de mezcla de gases
(Control). La fase de diferenciacion en medio de cultivo
liquido se realiz6 empleando una densidad de inéculo
de 0.5 gMF.I"" y en medio de cultivo semisolido (Agar
7.0 g.I") se colocaron cuatro grupo de agregados
celulares de 50.0 mg por cada frasco de cultivo
modificado, medios de cultivo conformado por sales
MS + 5.0 mg.I"" 6-BAP + 3% sacarosa. En las
experiencias tanto en medios de cultivo semisdlidos
como liquidos se evalué el momento de aparicion y
numero de los embriones somaticos durante el cultivo,
ademas del incremento en masa fresca y masa seca.
Para la determinacion de la presencia de
arabinogalactanoproteinas se empled la metodologia
propuesta por Saare (1997) cualitativa y
cuantitativamente mediante radialdifusion y
electroforesis de cohete por precipitacion con reactivo
de Yariv.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cualitativamente se observaron diferencias entre los
tratamientos. Con 2.5% y 5.0% de CO, se observo el
mayor nimero de embriones somaticos en medio de
cultivo semisdlido (Figura 1A); mientras que, en el
control con ventilacion forzada y el tratamiento con
10.0% CO, se produjo un proceso de inhibicion de la
embriogénesis somatica, que no sélo se manifesté en
el bajo nimero de embriones producidos sino también
en la pérdida del aspecto compacto de los agregados
celulares embriogénicos con 10.0%, mientras que en
el tratamiento con ventilacion forzada se observé un
incremento en la multiplicacion de la biomasa y poca
tendencia a la induccién y diferenciacién de los
agregados celulares embriogénicos.

En el control con intercambio pasivo hubo un
incremento de la concentracion de dioxido de
carbono, de 0.4% alos 15 dias hasta 2.4 % alos 60
dias de cultivo, partiendo cada medicion desde cero a

partir de cada renovacion de medio de cultivo cada 15
dias. (Figura 1B).

El papel beneficioso del CO, qued6 demostrado al
comparar los resultados obtenidos en los controles con
intercambio pasivo y ventilacién forzada. En el
tratamiento con intercambio pasivo, en el cual hubo
una acumulacion progresiva de CO,, la produccion de
embriones fue superior a la de los frascos ventilados
donde hubo una renovacion constante de la atmosfera
interna y la concentracion de CO, fue la del aire
atmosférico (0.035%).

Al igual que en medios de cultivos semisdlidos, en las
suspensiones celulares fue la formacién de embriones
mas temprana en los tratamientos con 2.5y 5.0% de
CO, aunque en un periodo mas corto de tiempo (19y
21 dias, respectivamente), mientras que en los
restantes tratamientos este suceso pudo apreciarse
entre los 23 y 24 dias de cultivo. La mayor produccion
de embriones se obtuvo con 2.5% de CO, (Figura 2A).

Eltratamiento con 10.0% de CO, tuvo un efecto negativo
marcado sobre la formacién y diferenciacién de
embriones, pues a diferencia del experimento en
medios de cultivo semisolidos los resultados fueron
inferiores al control con ventilacién forzada.

También a nivel de suspensiones celulares se
manifestaron diferencias entre los controles con
intercambio pasivo y ventilacién forzada, que se
correspondieron con una mayor acumulacion de CO,
en el tratamiento con intercambio pasivo en
comparacion con el experimento en medios de cultivo
semisolidos, alcanzandose un valor maximo de 3.8%
al final del experimento (Figura 2B).

En las células de cafeto, bajo el efecto de diferentes
concentraciones de CO,, se pudo determinar que a los
15 dias, periodo antes de la formacion de los embriones
somaticos, ya existian diferencias entre los
tratamientos en cuanto a la sintesis de
arabinogalactanoproteinas. Cualitativamente se pudo
determinar que para el cafeto la mayor presencia de
AGPs se observo en el tratamiento con 2.5% de CO,,
coincidiendo con el tratamiento donde mayor nimero
de embriones somaticos totales se obtuvo. Aunque en
todos los tratamientos se observoé la presencia de
AGPs, se debe senalar que esta fue menor en el
tratamiento con 10.0% de CO,, con resultados similares
al tratamiento con ventilacion forzada e inferior al control
con intercambio pasivo. No obstante, se debe teneren
cuenta que en el control con ventilacion forzada existe
la presencia de AGPs en pequefas cantidades; estas
AGPs son de orden estructural fundamentalmente, las
cuales se encuentran a nivel de la membrana
citoplasmatica y de la pared celular, ademas del tipo
funcional, que pudieran ser sintetizados por
estimulacion de componentes del medio de cultivo para
la induccion y la diferenciacion de la embriogénesis
somatica (Gao et al., 1999).
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Figura 1. (A). Numero de embriones somaticos totales de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo obtenidos
en medio de cultivo semisdlido gaseado con diferentes concentraciones de CO, y (B) el porcentaje
de diéxido de carbono acumulado cada 15 dias en los frascos con intercambio pasivo durante la fase
de diferenciacion después de 60 dias de cultivo.
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Figura 2. (A). Numero de embriones somaticos totales de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo obtenidos
en medio de cultivo liquido gaseado con diferentes concentraciones de CO, y (B) el porcentaje de
dioxido de carbono acumulado cada 7 dias en los Erlenmeyers con intercambio pasivo durante la
fase de diferenciacién después de 56 dias de cultivo.

En cafeto, en los tratamientos con 2.5% y control
con intercambio pasivo se observaron los mayores
valores de concentracién de AGPs de 0.068 y
0.051 mg.gMF-' respectivamente, mientras que
una menor cantidad de AGPs (0.017 mg.gMF-") se
obtuvo en los agregados celulares bajo el efecto
de la ventilacion forzada de la atmésfera gaseosa,
aunque la expresion de proteinas a nivel celular
fue mayor con respecto a los otros tratamientos
(Tabla 1). Es probable que el CO, tenga un papel
completamente independiente en el metabolismo,
el cual puede ser esencial para cambiar la
respuesta morfogénica de los agregados
celulares. Segun Kumar et al. (1987), puede que

exista un incremento de la fijacion no

fotosintética del diéxido de carbono, debido a que
se ha observado un incremento de la actividad
fosfoenolpiruvatocarboxilasa durante el proceso de
diferenciacion de Pinus radiata D. Es probable que
se incremente la sintesis de glicoproteinas, ya que
segun Hammel et al. (1997), la fijacion de CO, enla
oscuridad estd muy relacionada con la presencia del
i6n amonio, evidenciando un crecimiento del tejido
embriogénico. EI CO, pudiera estar involucrado con
vias metabdlicas relacionada con la biosintésis de
proteinas (Ziv, 2000). En los medios de cultivos
liquidos también fue determinada la cantidad de
AGPs, lo cual coincidié con los tratamientos en
los cuales se expres6 una mayor concentracion

de AGPs a nivel celular.
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Tabla1. Cantidad de AGPs y proteinas totales en suspensiones celulares de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo

bajo el efecto de diferentes concentraciones de CO,.

Contenido celular

Medio de cultivo

Tratamientos AGP Proteina AGP Proteina
(mg.gMF ™ (mg.gMF™) (mg.I™" (mg.I"
V. Forzada 0.017d 0.76 a 1.10c 401c
|. Pasivo 0.052b 0.73b 1.70 b 462b
2.5% CO; 0.068 a 0.74 ab 210a 5.33a
5.0% CO; 0.051b 0.78 a 145b 4.95a
10.0% CO- 0.021¢c 0.48d 1.18¢ 4.56 b
tE.E +0.001 +0.008 +0.094 +0.170
C.V. 2.56% 1.24% 6.31% 3.64%

Letras distintas difieren estadisticamente para p <0.05 segun la comparacion basada en la prueba de

Duncan (n=4).
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