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RESUMEN

Los estudios para optimizar la embriogénesis somatica se han centrado tradicionalmente en los componentes
del medio de cultivo pero se han analizado poco otros factores del ambiente in vitro como es la
composicion de la atmdsfera gaseosa. El objetivo de este trabajo fue determinar la influencia del CO ,enel
desarrollo del embrion somatico durante la transicion de la etapa globular a la etapa de torpedo. La investigacion
se realiz6 en dos especies modelo de embriogénesis soméatica que se desarrollan en zonas climaticas
diferentes: Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’y Clematis tangutica K. Se emplearon tres concentraciones de
CO, (2.5,5.0y 10.0%) combinado con 21% O, y dos controles (intercambio pasivo y ventilacion forzada). Se
demostrd el efecto del CO, sobre la diferenciacion de los embriones somaticos en etapa globular a torpedo
en cafeto y clematis, ya que en los tratamientos con intercambio pasivo, donde hubo acumulacién de CO,, la
diferenciacion de embriones somaticos fue superior a los tratamientos con ventilacion forzada. Con 5.0% de
CO, se estimuld el proceso de diferenciacion de los embriones en etapa globular, pues en el tratamiento con
esta concentracion de CO, para cafeto y clematis se obtuvo la mayor proporcion de embriones en etapas de
torpedo y bajos niveles de malformacion.
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Effect of CO, on Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ and Clematis
tangutica K. somatic embryos development

ABSTRACT

Studies to optimize somatic embryogenesis have traditionally focused on the components of the culture
medium but little other in vitro environment factors have been analyzed such as the composition of the
gaseous atmosphere. The objective of this work was to determine the influence of CO, on the development of
the somatic embryo during the transition from the globular stage to the torpedo. The research was carried out
on two model species for somatic embryogenesis that they are developed in different climatic zones: Coffea
arabicalL. cv. ‘Caturrarojo’ and Clematis tangutica K. Three CO, concentrations (2.5, 5.0 and 10.0%) combined
with 21% O, and two controls (passive exchange and forced ventilation) were used. The effect of CO, on the
differentiation of somatic embryos from globular to torpedo stage in coffee and clematis was demonstrated,
since in the treatments with passive exchange, where there was accumulation of CO,, the differentiation of
somatic embryos was superior to treatments with forced ventilation. With 5.0% CO, the process of differentiation
of the embryos in the globular stage was stimulated, because in the treatment with this concentration of CO,
for coffee and clematis the highest proportion of embryos in torpedo stages and low levels of malformation
were obtained.
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INTRODUCCION

La embriogénesis somética esté llamada a ser
dentro de poco tiempo la nueva via de
propagacion masiva para diferentes especies
de plantas porque brinda una serie de ventajas
como es la obtencion de volumenes de
produccion superiores en un menor periodo de

tiempo y a un costo mas bajo con respecto a
la propagacién por organogénesis (Etienne et
al., 2016). Sin embargo, a pesar de haberse
descrito el desarrollo de la embriogénesis
somatica en un gran nimero de especies,
todavia es necesario un mayor estudio basico
de este proceso y de sus bases bioquimicas
(Shimazu y Kurata, 1999; Aslam et al., 2011)
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gue permitan incrementar su eficiencia y
repetibilidad.

La optimizacion de la embriogénesis somética
se centrd inicialmente en los componentes
fundamentales del medio de cultivo, y
posteriormente se han continuado estudios sobre
la influencia de la atmdésfera gaseosa dentro del
frasco de cultivo y biorreactores (Zavattieri et al.,
2010). Sobre esto ultimo se ha tomado de base
la fisiologia de los embriones cig6ticos en la
semilla botanica, donde hay una disminucion
paulatina del oxigeno y un aumento del di6xido
de carbono (Miyoshiy Sato, 1997).

Con el avance del desarrollo de la
embriogénesis somética en diferentes cultivos
ylas ventajas que esta brinda, se han realizado
investigaciones sobre el efecto de
componentes del ambiente in vitro como
oxigeno y diéxido de carbono en el desarrollo
morfogenético de los embriones somaticos
(Hohe et al., 1999; Huang et al., 2006; Barb6n
et al.,, 2008) y otros gases como el etileno
(Auboiron et al., 1990; Meskaoui et al., 2006)
con el objetivo de optimizar el proceso y
aumentar la calidad de los embriones
somaticos. Sin embargo, aspectos tales como
la influencia del CO, durante las fases de la
embriogénesis somatica y en especifico la
diferenciacién de los embriones sométicos y
su correspondiente transicion de una etapa a
otra de desarrollo en Coffea y Clematis que se
han utilizado como plantas modelo podria
contribuir an més al conocimiento de la
influencia del ambiente in vitro en la
embriogénesis somética.
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El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto del ambiente in vitro durante el desarrollo
morfogenético de embriones sométicos en
etapa globular a etapa de torpedo en dos
especies de plantas de diferentes zonas
climaticas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon embriones somaticos de
Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ y Clematis
tangutica K. en etapas iniciales de desarrollo
(globular). Los embriones somaticos fueron
obtenidos de suspensiones celulares
embriogénicas en fase de diferenciacién a
partir de la metodologia propuesta por
Barbon et al. (2003).

Efecto del CO, sobre el desarrollo de
embriones somaticos

Para determinar el efecto del CO, sobre el
desarrollo de embriones somaticos se
emplearon tres concentraciones de CO,
(2.5, 5.0 y 10.0%) combinadas con 21%
de oxigeno y dos controles (intercambio
pasivo y ventilacion forzada). Se coloc6 un
embrién somatico en etapa globular por
tubo Eppendorf de 2.0 ml de volumen
(Figura 1A), cada uno con un volumen de
1.8 ml de medio de cultivo en estado
semisoélido y 25 de estos se colocaron en un
frasco de cultivo modificado para mantener
las concentraciones de di6xido de carbono
constantes en el tiempo (Figura 1B).

Figura 1. (A) Tubo Eppendorff con medio de cultivo empleado para el desarrollo de embriones
somaticos en etapa globular. (B) Frasco de cultivo empleado con las condiciones del ambiente
in vitro para los diferentes tratamientos con CO,en embriones somaticos en etapa globular.
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Se realizé una seleccion de embriones en
etapa globular de acuerdo con una
caracterizacion morfoldgica tipica de esa etapa
de desarrollo como es la forma redondeada y
coloracion crema clara (Cédigo hexadecimal:
#886A08). Se colocaron 25 embriones
somaticos por frasco de cultivo y un total de
seis frascos por tratamiento. Los medios de
cultivo utilizados fueron los empleados para la
formacion y diferenciacion de embriones
somaticos. Para Clematis se utiliz6 un medio
de cultivo en estado semisélido compuesto por
las sales Gamborg et al. (1968), 0.2 mg I de
acido indolacético (AlA), 0.5 mg It de 6-
Bencilaminopurina (6-BAP) y 3% de sacarosa;
mientras que, para cafeto se empled un medio
de cultivo compuesto por las sales de
Murashige y Skoog (1962), 1.0 mg It 6-BAP y
3% de sacarosa. El pH de los medios de cultivo
fue ajustado a 5.7 con NaOH (0.5 N) yHCI (0.5
N) antes de la esterilizacién en autoclave, a
121°C y 1.2 kg cm?, durante 20 minutos. Se
evaluaron las siguientes variables a los 42 dias
cultivo:
e nimero de embriones somaticos que
alcanzaron la etapa de torpedo,
e nUmero de embriones con embriogénesis
somética secundaria asociada,
e nimero de embriones viables, se considerd
aquellos embriones sométicos que
desarrollaron a etapa de torpedo, presentaron
embriogénesis somética secundaria asociada
o sin desarrollar lo anterior mencionado pero
mostraron vitalidad mediante prueba de
fluoresceina diacetato (Widholm, 1972),
e nUmero de embriones somaticos con
malformaciones, se refiere a la cuantificacion
de los embriones sométicos que no poseen
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el aspecto morfolégico tipico (forma,
apariencia, color) de la etapas de desarrollo
morfogenético de las especies dicotileddneas.

Los datos experimentales se procesaron
estadisticamente mediante un andlisis de
homogeneidad de varianza mediante la prueba
de Bartlett y las medias fueron comparadas
usando la prueba de rangos multiples de
Bonferroni. Para la variable nimero de
embriones malformados se modificaron los
datos mediante la transformacion arcosen (x)*.
El programa estadistico empleado fue SAS
GLM (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los embriones sométicos de cafeto que
alcanzaron la etapa de torpedo en todos los
tratamientos poseian una coloracién carmelita
cremosa (Cadigo hexadecimal: #886A08) tipica
de esta especie, ademés del alargamiento y la
diferenciacion de los rudimentos cotiledonales.
En el tratamiento con 5.0% de CO, un 66.6%
de los embriones somaticos se desarrollaron
de la etapa globular a la etapa de torpedo (Tabla
1). Mientras, el control con intercambio pasivo
y el tratamiento con 2.5% de CO, no presentaron
diferencias significativas entre ellos.

Se pudo apreciar un efecto negativo a una
concentracion de 10.0% de CO, para los
embriones sométicos en etapa globular, lo que
impidi6 el posterior desarrollo de estos, algo
similar ocurrié en el control con ventilacién
forzada. En el control con intercambio pasivo
fue mayor el nimero de embriones somaticos
gue alcanzaron la etapa de torpedo con

Tabla 1. Numero de embriones soméaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo que alcanzaron
la etapa de torpedo y desarrollaron embriogénesis secundaria a los 42 dias de cultivo.

Tratamientos

No. ES/frasco con embriogénesis

No. ES/frasco en etapa de torpedo

secundaria

V. forzada 11.50 ¢ 7.16d
I. pasivo 14.00b 8.16 ¢
2.5% CO: 15.16 b 9.33b
5.0% CO: 18.00 a 10.33 a
10.0% CO2 10.16 ¢c 7.33d
+E.E. +0.54 +0.041
C.V. 8.17% 3.32%

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun la comparacion
basada en la prueba de Bonferroni (n=6x25 ES). ES embriones somaticos
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respecto al tratamiento con ventilacién forzada.
Para las dos especies se comprobé el papel
beneficioso del CO, que quedd demostrado al
comparar los resultados con los controles de
intercambio pasivo y ventilacion forzada.

El desarrollo de la embriogénesis secundaria
asociada a los embriones somaticos (Figura
2) fue estimulada con una concentracion de
5.0% de CO,, seguida de 2.5% de CO, y el
control con intercambio pasivo (Tabla 1). Esto
indic6 que a dichas concentraciones de CO,
se favorece la formacion y desarrollo de nuevos
embriones somaticos, lo cual coincide con los
resultados de la fase de diferenciaciéon en
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medios de cultivo semisélidos y suspensiones
celulares (Barbon et al., 2008) y pudiera
valorarse como estrategia para reducir el
tiempo de cultivo.

Los valores de supervivencia fueron altos para
todos los tratamientos. Sin embargo, con
10.0% de CO, se encontré el mayor namero
de embriones malformados (Tabla 2). Los
embriones tenian un color carmelita oscuro
(Cédigo hexadecimal: #29220A) y un
crecimiento anormal, ya que perdieron su
forma tipica de la etapa globular y no se observo
alargamiento bipolar (Figura 3).

Figura 2. Embrion somatico de Coffea arabica L.
cv. ‘Caturra rojo’ con embriogénesis secundaria
obtenida en el tratamiento con 5.0% de CO, a los
42 dias de cultivo.

Tabla 2. Efecto de la concentracion de CO, sobre la viabilidad de embriones
somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo a los 42 dias de cultivo.

Tratamientos

No. ES /ffrasco

No. ES viables/frasco

con malformaciones

V.Forzada 20.80 ab
I. Pasivo 19.71 b
2.5% CO2 21.66 a
5.0% CO:2 21.66 a
10.0% CO2 20.25b
+ E.E. +0.33
C.V. 6.62%

1.65b
0.83d
0.00 e
125c
5.82 a
+0.08
8.10%

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun
la comparacion basada en la prueba de Bonferroni (n=6x25 ES). ES

embriones somaticos
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En clematis al igual que en cafeto, el tratamiento
con 5.0% de CO, fue donde el mayor nimero de
embriones sométicos en etapa globular alcanzé
la etapa de torpedo (Figura 4), con diferencias
significativas entre los tratamientos. Esto indic
que el incremento del CO, en el frasco de cultivo
fue un factor favorable para el desarrollo de los
embriones somaticos en etapa globular. Lo
anterior se reafirmoé a través de los resultados
del control con intercambio pasivo, cuyos
valores fueron superiores al control con
ventilacion forzada (Tabla 3).

Con el tratamiento con 5.0% de CO, se obtuvo
el mayor nimero de embriones somaticos con
embriogénesis secundaria seguido por los
tratamientos con 2.5% de CO, y el control con
ventilacion forzada, respectivamente (Figura 5).
Aungue con este Ultimo se obtuvo un elevado
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niumero de embriones sométicos con
embriogénesis secundaria, los embriones
formados no se desarrollaron o diferenciaron
a etapa de torpedo al final del periodo evaluado
como en los tratamientos con 2.5y 5.0% de
CO,. Esto podria ser debido a un efecto del O,
del aire en la multiplicacién de los embriones
somaticos globulares (Hohe et al., 1999). Sin
embargo, la pobre aparicion de embriones
somaticos secundarios maduros podria estar
asociada a la baja acumulacion de CO, en el
frasco de cultivo. Segun de Feria et al. (2003)
existe un efecto positivo de altas

concentraciones de oxigeno en la multiplicacion
de los embriones sométicos en etapa globular
sin pasar a las otras etapas de desarrollo; sin
embargo hay una mayor maduracion de los
embriones somaticos a bajas concentraciones
de oxigeno.

Figura 3. Embrion soméatico de Coffea arabica L. cv.
‘Caturra rojo’ malformado observado en el tratamiento con
10.0% de CO, a los 42 dias de cultivo.

Figura 4. Embrion somético de Clematis tangutica
K. en etapa de torpedo avanzado obtenido en un
tratamiento con 5.0% de CO, a los 42 dias de cultivo.



158

Biotecnologia Vegetal Vol. 16, No. 3, 2016

Tabla 3. NUmero de embriones somaticos que alcanzaron la etapa de torpedo y
desarrollaron embriogénesis secundaria en Clematis tangutica K. bajo el efecto
de diferentes concentraciones de CO, a los 42 dias de cultivo.

No. ES/frasco

Tratamientos

en etapa de torpedo

No. ES/frasco con

embriogénesis secundaria

V.Forzada 11.33d
I. Pasivo 13.06 c
2.5% CO2 14.83 b
5.0% CO: 16.16 a
10.0% CO: 9.33e
+E.E. +0.48
C.V. 7.35%

8.66 c
7.33d
11.30 b
13.16 a
7.33d
+0.13
5.11%

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun la
comparacion basada en la prueba de Bonferroni (n=6x25 ES). ES embriones

somaticos

A «

Figura 5. Embrién somatico de Clematis tangutica K. con embriogénesis
secundaria obtenidos en el tratamiento con 5.0% de CO, a los 42 dias de cultivo.

Los embriones sométicos de clematis durante
su desarrollo de la etapa globular a la de torpedo
mantuvieron un alto porcentaje de
supervivencia y los valores mas altos se
alcanzaron en los tratamientos con 2.5 y 5.0%
de CO, e intercambio pasivo de la atmdsfera
gaseosa (82.4, 84 y 77.3%, respectivamente)
(Tabla 4). En el tratamiento con 10.0% de CO, se
obtuvo la menor supervivencia y el mayor nimero
de embriones sométicos malformados; mientras
gue en los otros tratamientos con 2.5% y 5.0%
de CO, no hubo malformacion de los embriones
sométicos. En estudios similares pero en
zanahoria (Daucus carota L.) se obtuvo que la
dindmica de control del ambiente in vitro en el

frasco de cultivo contribuye a la diferenciacion
de los embriones sométicos durante la etapa
de torpedo (Shimazu y Kurata, 2003).

Basados en los resultados se puede plantear
gue el ambiente in vitro influye de unaformau
otra sobre el proceso de formacion de los
embriones sométicos independientemente del
origen y caracteristicas de las especies. Por
ello los procesos morfogenéticos podrian ser
modelados por la atmé6sfera gaseosa lo cual
apunta al papel del CO, en los procesos
naturalesy que puede ser simulado in vitro para
aumentar la eficiencia de la embriogénesis
somatica.
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Tabla 4. Efecto de la concentracion de CO, sobre la viabilidad de
embriones somaticos de Clematis tangutica K. alos 42 dias de

cultivo.

Tratamientos No. ES viables No. ES/frasco

[frasco con malformaciones
V. Forzada 19.33b 2.03b
I. Pasivo 20.66 ab 0.16 ¢
2.5% CO2 21.00 a 0.00c
5.0% CO: 20.50 ab 0.00c
10.0% CO: 18.00 c 5.16 a
+E.E. +0.46 +0.07
C.V. 3.53% 5.40%

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05
segun la comparacion basada en la prueba de Bonferroni (n=6x25

ES).ES embriones somaticos
CONCLUSIONES

Con concentraciones de CO, (2.5% y 5.0%)
se estimula el proceso de diferenciacion de
embriones somaticos en etapa globular, pues
en los tratamientos con 2.5 % de CO, para
cafeto y 5.0% de CO, para clematis y cafeto
se obtuvo la mayor proporcion de embriones
en etapas de torpedo y bajos niveles de
malformacion.
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