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RESUMEN

El ambiente in vitro es un factor que en los Ultimos afios se ha comenzado a investigar, debido a que los
gases como el oxigeno, dioxido de carbonoy el etileno juegan un papel importante en la morfogénesis de los
embriones somaticos y su desarrollo en plantas. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del CO,
en la germinacion de embriones somaticos cafeto (Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’) y clematis (Clematis
tangutica K.). Se emplearon tres mezclas de gases compuesta por concentraciones de CO, (2.5, 5.0 y
10.0%) combinada con 21% O, y dos controles (intercambio pasivo y ventilacion forzada). Se obtuvo un
efecto positivo del CO, sobre la germinacion de los embriones somaticos en etapa de torpedo en cafeto y
clematis, porque en los tratamientos con intercambio pasivo, donde hubo acumulacion de CO ., la germinacion
de los embriones somaticos fue superior a los tratamientos con ventilacion forzada. Con 2.5%y 5.0% de CO,
se estimula el proceso de germinacion, mientras que con 10.0% de CO, se produce una inhibicion de la
germinacioén con la aparicién de malformaciones e hiperhidricidad.

Palabras clave: atmésfera gaseosa, didxido de carbono, embriogénesis somatica, embriogénesis secundaria,
hiperhidricidad

Influence of the in vitro environment on the germination of somatic
embryos of Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’ and Clematis tangutica K.

ABSTRACT

The in vitro environment is a factor that in recent years has begun to investigate, because gases such as
oxygen, carbon dioxide and ethylene play an important role in the morphogenesis of somatic embryos
and their development in plants. The objective of this work was to determine the effect of the CO, on the
germination of coffee somatic embryos (Coffea arabica L. cv. ‘Caturra rojo’) and clematis (Clematis
tangutica K.). Three gas mixtures composed of CO, concentrations (2.5, 5.0 and 10.0%) combined with
21% O, and two controls (passive exchange and forced ventilation) were used. A positive effect of CO, on
the germination of somatic embryos in the torpedo stage in coffee and clematis was obtained, because
in the treatments with passive exchange, where there was CO, accumulation, germination of the somatic
embryos was superior to the treatments with Forced ventilation. With 2.5% and 5.0% CO., the germination
process is stimulated while with 10.0% CO, there is an inhibition of germination with the appearance of
malformations and hyperhydricity.

Keywords: gaseous atmosphere, carbon dioxide, somatic embryogenesis, secondary embryogenesis,
hyperhydricity
INTRODUCCION se logran altos coeficientes de multiplicacién
y permite manejar grandes cantidades de
propagulos en volimenes reducidos de medio
de cultivo (Etienne et al., 2016).

La regeneracion de plantas Vvia
embriogénesis somatica a partir de
suspensiones celulares es considerada

como el método més eficiente para la
produccién masiva de plantas, dado por la
naturaleza misma del proceso embriogénico.
Este consiste en la formacion de un embrion
viable a partir de células aisladas con lo cual

El ambiente gaseoso en los frascos de
cultivo en los diferentes sistemas de
micropropagacion se caracterizan por una
humedad relativa alta y variaciones en la
concentraciéon de O,, CO,, acumulacion de
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etileno y otras sustancias toxicas (Zavattieri
et al., 2010; Kaur, 2015). El ambiente in vitro
es un factor que en los dltimos afios se ha
comenzado a investigar, dado que los
componentes como el CO, y el etileno juegan
un papel importante en la morfogénesis de los
embriones sométicos (Meskaoui et al., 2006;
Vilchez et al., 2016).

Algunas investigaciones se han realizado sobre
el efecto de diferentes componentes del
ambiente in vitro como son oxigeno y diéxido
de carbono en el desarrollo morfogenético de
los embriones sométicos (Hohe et al., 1999;
de Feria et al., 2003; Huang et al., 2006; Barb6n
et al.,, 2008) y otros gases como el etileno
(Meskaoui et al., 2006). Sin embargo, una fase
crucial dentro de la embriogénesis somatica
es la de germinacién, donde un embrién
somatico en etapa avanzada de desarrollo
convierte en una planta. Aln es poco conocida
la influencia del ambiente in vitro, en especifico
de la concentracion de CO,, sobre la
germinacion de los embriones somaticos y su
desarrollo en plantas. Es por ello que el objetivo
de este trabajo fue determinar el efecto del CO,
en la germinacién de embriones sométicos de
dos especies de plantas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Esta investigacion se realiz6 con embriones
sométicos de Coffea arabica L. cv. ‘Caturra
rojo’ y Clematis tangutica K. en etapa de
torpedo. Los embriones somaticos fueron
obtenidos a partir de la metodologia
propuesta por Barbon et al. (2003).
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Influencia de la concentracion de CO, del
ambiente in vitro sobre la germinacion de
embriones somaticos

Para evaluar la influencia de la concentracion
de CO, en el ambiente in vitro sobre la
germinacion de los embriones sométicos, se
emplearon tres mezclas de gases con CO,
(2.5, 5.0 y 10.0%) combinadas con 21% de
oxigeno y dos controles (intercambio pasivo
y ventilacién forzada). Los frascos de cultivo
fueron modificados para mantener las
concentraciones de diéxido de carbono y
oxigeno constantes en el tiempo (Figura 1).

A partir de una suspensién celular
embriogénica con 56 dias de cultivo en fase
de formacion y diferenciacion de embriones
somaéticos fueron seleccionados embriones
sométicos en etapa de torpedo. De cada
especie en estudio, se colocaron 15
embriones sométicos por frasco de cultivo.
Se empled un total de seis frascos por cultivo
por tratamiento y el experimento fue repetido
dos veces (n=180 por tratamiento). Los
medios de cultivo utilizados fueron los
empleados para germinacién de embriones
somaticos. Para Clematis se utilizé un medio
de cultivo en estado semisélido compuesto por
las sales Gamborg et al. (1968), 0.1 mg I de
acido naftalenacético (ANA), 0.2 mg I de 6-
Bencilaminopurina (6-BAP) y 1% de sacarosa.
Para cafeto se empled un medio de cultivo
compuesto por las sales de Murashige y Skoog
(1962), 0.23 mg I'* 6-BAP y 1% 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
esterilizaciébn en autoclave, a 121°C y 1.2 kg
cm, durante 20 minutos.

Figura 1. Frascos de cultivo modificados utilizados para los tratamientos de mezcla
de gases aplicados a los embriones sométicos de cafeto y clematis.
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En esta experiencia se evaluaron las
siguientes variables cada 15 dias durante los
60 dias de cultivo:

v Numero de embriones somaético
germinados por frasco de cultivo.

v" Numero de embriones somaticos con
embriogénesis somética secundaria
asociada.

v Nimero de embriones somaticos viables
por frasco, se consider6 aquellos
embriones somaticos germinados y los que
no germinaron pero tenian vitalidad celular,
la cual fue determinada mediante el método
de tincién con Diacetato de Fluoresceina
(FDA) (Widholm, 1972).

v' Embriones somaticos con malformaciones,
se refiere la cuantificacion de los embriones
somaticos que no poseen el aspecto
morfoldgico tipico durante la transicién de
la etapa torpedo a embrién germinado.

v" Embriones somaticos con hiperhidricidad.

Andlisis estadisticos

Los datos experimentales se procesaron
estadisticamente mediante un anélisis de
homogeneidad de varianza mediante la
prueba de Bartlett y las medias fueron
comparadas empleando la prueba de rangos
multiples de Bonferroni. Para la variable
numero de embriones malformados se
modificaron los datos mediante la
transformacién arcosen x'2, El programa
estadistico empleado fue SAS GLM (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En cafeto el mayor porcentaje de germinacién
de los embriones somaticos se obtuvo en los
tratamientos con 2.5 y 5.0% de CO,, con
respecto a los otros tratamientos (Tabla 1).
Debe destacarse que estos mostraban a los
15 dias de cultivo un 12.0% (10.83 ES) y 9.0%
(10.16 ES) de los embriones sométicos con
un desarrollo de las hojas cotiledonales y del
hipocétilo. En el tratamiento con intercambio
pasivo los resultados fueron superiores al
tratamiento con ventilacion forzada.

En todos los tratamientos el numero de
embriones viables fueron altos, excepto en el
tratamiento con 10.0% de CO, (Tabla 2).
Durante la fase de germinacion, los embriones
sométicos presentaron embriones somaticos
secundarios asociados. El mayor porcentaje
se obtuvo en la variante con 5.0% de CO, en la
mezcla gaseosa mientras que con ventilacién
forzada la embriogénesis somatica secundaria
se observd en forma de grupos, al parecer
debido a la multiplicacién repetitiva de los
proembriones formados asociados al embrién
soméatico en desarrollo. La embriogénesis
secundaria es una de las causas de la
asincronia durante la embriogénesis somética,
embriones sométicos de novo pueden
formarse a partir del eje principal del embrion
somatico o0 en la zona donde previamente se
encontraba el suspensor durante las etapas
iniciales de histodiferenciacién (Gavich et al.,
1992) y esto pudiera ser debido a que existe

Tabla 1. Influencia de diferentes condiciones de ambiente
in vitro sobre la germinacién de embriones somaticos
de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en la etapa de
torpedo después de 60 dias de cultivo.

Tratamientos

No. ES germinados/frasco

V. Forzada
I. pasivo
2.5% CO2
5.0% CO:
10.0% CO2
+E.E.
C.V.

8.50 c
9.16 b
10.83 a
10.16 a
7.0d
+0.43
4.70%

Medias con letras distintas difieren significativamente
para p<0.05 segun la comparacion basada en la prueba

de Bonferroni (n=180)
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una induccion de la divisién de las células
embriogénicas que podrian haber quedado
latentes en la protodermis del embrién o del
suspensor (Vondrékové et al., 2015).

El desarrollo de malformaciones en los embriones
sométicos se manifestd principalmente en el
tratamiento con 10.0% de CO, en la mezcla
gaseosa (Tabla 3). Estos embriones somaticos
presentaban un crecimiento anormal, formacién
de callo en la superficie del embrién y en algunos
casos se observaron algunas afectaciones
morfolégicas como son la deformacion de las
primeras hojas cotiledonales o fusién de estas.
Muy relacionada con las malformaciones estuvo
la hiperhidricidad de los embriones sométicos
bajo el efecto de la ventilacion forzada, donde
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el 30.6% (4.6 ES) presentaban sintomas de
hiperhidricidad (Figura 2 A). Sin embargo, esto
no fue observado en las variantes donde se
empled CO,,.

En los diferentes tratamientos con CO, y
control, las primeras sefiales de la germinacion
de los embriones somaticos lo constituyen la
elongacién del hipocétilo, desarrollo del color
verde de los cotiledones y la elongacion de la
radicula. Estas son caracteristicas propias de
embriones sométicos maduros (Von Aderkas
etal.,, 2015). Sélo los embriones sométicos con
una morfologia normal que hayan acumulado
suficientes materiales de almacenamiento al
final de la maduracion se desarrollan en plantas
(von Arnold y Clapham, 2008).

Tabla 2. NUumero de embriones viables y embriogénesis secundaria de embriones
somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en diferentes condiciones de
ambiente in vitro a los 60 dias de cultivo.

Tratamientos No. ES viables No. ES con embriogénesis
por frasco secundaria por frasco

V. Forzada 11.83a 15c
I. Pasivo 11.50 a 20b
2.5% CO2 12.50 a 2.33b
5.0% COz2 12.33 a 45 a
10.0% CO» 100 b 1.16c¢c
+E.E. +0.40 +0.13
C.V. 3.44% 5.65%

Medias con letras distintas en una misma columna difieren significativamente
para p<0.05 segun la comparacion basada en la prueba de Bonferroni (n=180)

Tabla 3. Efecto de la concentracion de CO, sobre la aparicion de malformaciones
y hiperhidricidad de embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo
en germinacion después de 60 dias de cultivo.

Tratamientos No. ES con malformaciones No. ES con

por frasco hiperhidricidad por frasco
V. Forzada 0.66 b 46a
I. Pasivo 0.33¢c 0.33b
2.5% CO2 od Oc
5.0% COz2 od Oc
10.0% CO: 1l.16a Oc
+ E.E. + 0.032 +0.021
C.v. 7.64% 2.14%

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun la
comparacion basada en la prueba de Bonferroni (n=180)
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Todas las plantas in vitro obtenidas a partir de
los embriones somaticos germinados bajo el
efecto de las diferentes concentraciones de
CO, alcanzaron un desarrollo normal, incluso
con la variante con 10.0% (Figura 2 B).

De acuerdo con los resultados obtenidos, es
posible que con modificaciones del ambiente
fisico en los vasos de cultivo se alcance una
optimizacion de la maduracién de los
embriones somaticos. Ochatt y Revilla (2016)
han hecho mayor énfasis en la importancia de
tratamientos para la postmaduracién de los
embriones somaticos, pues en algunas
especies cuando estos se han transferido
directamente de las condiciones de
maduracién a germinacién, los resultados no
han sido favorables.

A i
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El mayor nimero de embriones somaticos
germinados de Clematis tangutica se obtuvo con
la variante con 5.0% de CO, en la mezcla gaseosa
(Tabla 4). En el control con intercambio pasivo
hubo una mayor estimulacién de la germinacion
con respecto a la variante con ventilacion forzada.
Kvaalen y von Arnold (1991) describen la
germinacidon y maduracién de embriones
sométicos de Picea abies (L.) Karst a bajas
concentraciones de oxigeno (5.0% O,) y altas de
diéxido de carbono (6.0% CO,). Sin embargo, no
todas las especies responden positvamente a
concentraciones superiores de 5.0% de CO,
Estudios realizados por Bewley et al. (2013)
encontraron que concentraciones de CO,
superiores a 4.0% CO, pueden impedir la
germinacién de algunas especies como Capsella
bursa-pastoris (L.) Medic.

Figura 2. (A) Embriones somaticos de Coffea arabica L. cv. Caturra rojo en fase de
germinacion con hiperhidricidad en un ambiente in vitro con ventilacion forzada. (B)
Plantas in vitro obtenidas en el tratamiento con 5.0% CO, en la mezcla gaseosa.

Tabla 4. Efecto del CO, sobre la germinacion de
embriones somaticos de Clematis tangutica K. en la
etapa de torpedo después de 60 dias de cultivo.

Tratamientos

No. ES germinados por frasco

V. forzada
I. pasivo
2.5% CO2
5.0% CO:
10.0% CO:2
+E.E.
C.V.

8.83¢c
10.16 b
10.83 b
12.66 a
7.83d
+0.48
4.77%

Medias con letras distintas difieren significativamente
para p<0.05 segun la comparacion basada en la
prueba de Bonferroni (n=180)
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Los valores de numero de embriones viables,
al igual que en cafeto, fueron altos (Tabla 5) y
se apreci6 la formacion de embriones
sométicos secundarios. El mayor porcentaje
de embriogénesis secundaria se observé en
los tratamientos con 2.5% y 5.0% de CO,, con
21.06% (3.16 ES) y 28.86% (4.33 ES),
respectivamente.

En el tratamiento con 10.0% de CO, en la
mezcla gaseosa el 16.66% de los embriones
poseian malformaciones (Tabla 6), mientras
gue entre los otros tratamientos no se
presentaron diferencias significativas. En estos
se observd un bajo porcentaje de
malformaciones de los embriones en
germinacion (Figura 3 A). Sin embargo, en el
tratamiento con ventilacion forzada el 6.66%
(1.0 ES) de los embriones sométicos
presentaron malformaciones y ademés hubo
un 18.86% (2.83 ES) de embriones sométicos
con hiperhidricidad (Figura 3 B). Resultados
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similares fueron obtenidos en cafeto en este
mismo tratamiento.

Los embriones somaticos en etapa de torpedo
que lograron la germinacién completa bajo las
diferentes concentraciones gaseosas alcanzaron
un desarrollo normal, sin observarse variaciones
morfolégicas (Figura 3 C).

De acuerdo con los resultados, el CO, influyo
en la maduracién y germinaciéon de los
embriones somaticos. Esto se puede
evidenciar al comparar el control con
intercambio pasivo, en el cual hay acumulacién
de CO,, con respecto al control con ventilacion
forzada. Segin Maximova et al. (2014) una
consecuencia de la insuficiente maduracion de
los embriones somaéticos, el desarrollo de
embriones malformados y la formacién de
hojas cotiledonales muy carnosas o con peciolo
enroscado, se debe a la poca atencién y control
del ambiente gaseoso in vitro.

Tabla 5. Efecto de la concentracion de CO, sobre la viabilidad y el desarrollo
de embriogénesis secundaria de los embriones somaticos de Clematis

tangutica K.

Tratamientos

No. ES viables por

No. ES con embriogénesis

frasco secundaria por frasco

V. Forzada 12.16 bc 1.16 cd
I. Pasivo 13.0 ab 133¢c
2.5% CO2 13.33 ab 3.16b
5.0% CO2 13.83 a 433 a
10.0% CO: 1150 c 1.0d
+E.E. +0.45 +0.11
C.V. 3.53% 6.33%

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun la
comparacion basada en la prueba de Bonferroni (n=180)

Figura 3. (A) Embrién somatico de Clematis tangutica K. en etapa cotiledonal obtenido en el
tratamiento con 5.0% de CO, y (B) Embrién malformado y con hiperhidricidad obtenido bajo
ventilacion forzada. (C) Plantas in vitro de clematis obtenidas a partir de embriones germinados

a5.0% de CO, en lamezcla gaseosa.
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Es posible que altas concentraciones de CO,
(10.0%) promovieran un incremento de los
niveles endégenos de etileno, lo cual estimulé
las oxidasas del acido indolacético (AlIA) y
provocé que los niveles de esta hormona
disminuyeran, mientras que los niveles de
citoquininas se mantuvieron altos. Estos
cambios conducen a un desbalance hormonal
gue trae como consecuencia una incorrecta
diferenciacién celular y por lo tanto la
malformacién y la hiperhidratacién de los
embriones sométicos (Nowak et al., 2015).

Es conocido el etileno produce una rapido y
completa inhibicién del movimiento lateral del
acido indolacético enddgeno (Régo et al., 2012).
Este podria causar reacondicionamientos en las
concentraciones inducidas de AlA en el tejido lo
cual conduce a un decremento de AlA en los sitios
de regeneracién y cambios en los niveles
citoquininas-auxina que son desfavorables para
la regeneracion (Khan et al., 2015).

Al realizarse un analisis de los resultados sobre
la influencia del CO, en la germinacion de
embriones sométicos de cafeto y Clematis se
puede plantear que el CO,; componente del
ambiente in vitro, tiene un efecto sobre la
germinacion de los embriones somaticos. Un
control del ambiente in vitro podria contribuir
no solo mejorar la eficiencia de la
embriogénesis somatica sino también a
mejorar la calidad de planta in vitro para una
mejor supervivencia ex vitro. Se ha
determinado que componentes de la atmésfera
gaseosa como el CO, tienen efecto no solo en
la formacion y de los embriones somaticos
(Barbén et al., 2008; Barbdn et al., 2016) sino
también en los cambios morfogenéticos que
ocurren durante culminacién de la germinacion
con el desarrollo y crecimiento de la planta.

CONCLUSIONES

El CO, en concentraciones de 2.5%y 5.0% en el
ambiente in vitro de los frascos estimula el
proceso de germinacién de embriones de cafeto
y clematis en etapa de torpedo, sin embargo,
10.0% de CO, inhibe la germinacion con la
aparicion de malformaciones e hiperhidricidad.
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