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RESUMEN 

 
Las suspensiones celulares son una herramienta muy valiosa para la realización de  estudios 

bioquímicos y moleculares relacionados con la embriogénesis somática , el proteoma 

extracelular y muchos otros estudios. Se ha demostrado que diversas especies vegetales 

secretan proteínas al medio de cultivo durante la inducción de la embriogénes is somática, las 

cuales podrían servir como marcadores tempranos de dicho proceso. En este proyecto se 

establecieron líneas de suspensiones celulares de Coffea arabica L. y Persea americana Mill. 

cv. Hass a partir de callos friables en diferentes medios de cultivo. Se evaluaron tres tamaños 

de inóculo. El crecimiento se caracterizó con base en el peso fresco, el peso seco, y el volumen 

del paquete de células y también se determinó la viabilidad; adicionalmente, se evaluaron la 

conductividad eléctrica y el pH del medio de cultivo. El cultivo de las suspensiones de células 

de café se evaluó en medio MS suplementado con 3.9 µM de 2,4-D y 9.3 µM de cinetina 

durante 40 días. El índice de crecimiento fue de 4.81 y el tiempo de duplicación fue de 3.9 días. 

Los cultivos de aguacate se iniciaron en medio MS suplementado con picloram (MSP) 0 .41 µM. 

Su crecimiento se redujo y tuvo un índice de crecimiento de 0.45 y un tiempo de duplicación de 

13.17 días. Posteriormente, se transfirieron a un medio con los macronutrientes del medio B5 y 

los micronutrientes del medio MS y las vitaminas del medio MS, suplementado con 1.9 µM de 

2,4-D, 2.74 µM de glutamina y 100 mL de agua de coco (MMSE). El índice de crecimiento fue 

de 1.3 y el tiempo de duplicación fue de 5.82 días. La capacidad embriogénica de las 

suspensiones celulares de aguacate se recuperó con el uso de este último medio. Las 

suspensiones celulares establecidas y caracterizadas como parte de este trabajo servirán como 

fuente de material biológico para futuras investigaciones relacionadas con el estudio de las 

proteínas secretadas al medio de cultivo en condiciones embriogénicas y no embriogénicas.  
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ABSTRACT 

 
Cell suspensions are a valuable tool for carrying out biochemical and molecular studies related 

to somatic embryogenesis and the extracellular proteome. It has been shown that various 

species secrete proteins into the culture medium during the induction of somatic 

embryogenesis, which could serve as early markers of this process. In this project, cell 

suspension lines of Coffea arabica L. and Persea americana Mill. cv. Hass from a friable callus 

in different culture media were established. Three inoculum sizes were evaluated. Growth was 

characterized by fresh weight, dry weight, cell pack volume, and viability; Electrical conductivity 

and pH were also evaluated in the culture medium. The culture of the coffee cell suspensions 

was evaluated in MS medium supplemented with 3.9 µM of 2,4-D and 9.3 µM of kinetin for 40 

days. The growth index was 4.81, and the doubling time was 3.9 days. The avocado cultures 

were started in MS medium supplemented with 0.41 µM picloram (MSP).  Its growth was 

reduced with a growth index of 0.45 and a doubling time of 13.17 days. Subsequently, they 

were transferred to a medium with the macronutrients' salts from the B5 medium, and the 

micronutrients’ salts and vitamins from the MS medium supplemented with 1.9 µM of 2,4-D, 

2.74 µM of glutamine, and 100 mL of coconut water (MMSE). The growth index was 1.3, and 

the doubling time was 5.82 days. The embryogenic capacity of the avocado cell suspensions 

was recovered with the use of the latter medium. The cell suspensions established  and 

characterized as part of this work will serve as sources of biological material for future research 

related to the study of the proteins secreted into the culture medium under embryogenic  and 

non-embryogenic conditions. 
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INTRODUCCIÓN 
 
El cafeto es el cultivo comercial, por su valor de mercado, más importante a nivel internacional. 

Desempeña un papel crucial en la economía nacional, al igual que el cultivo de aguacate. Sin 

embargo, la producción de ambos cultivos se ha visto amenazada tanto por factores bióticos 

como abióticos. El cultivo de tejidos, a través de la embriogénesis somática (ES), representa 

una alternativa potencial para el manejo de dicha problemática.  

 

La ES es un proceso de diferenciación celular por el cual una célula somática cambia su 

programa genético y se convierte en una célula embrionaria. Algunas especies leñosas como el 

cafeto y el aguacate han presentado dificultades para la inducción, mantenimiento y 

regeneración de embriones somáticos, por lo que es necesario el desarrollo de protocolos más 

eficientes. En este sentido, los cultivos embriogénicos en suspensión poseen ventajas de 

desarrollo sincronizado, un alto potencial para la producción a gran escala y permiten una 

selección más rigurosa en protocolos de trasformación genética.  

 

Las suspensiones celulares consisten de células libres o agregados celulares distribuidos en un 

medio líquido en movimiento que necesitan un suministro constante de nutrientes. 

Generalmente son consideradas los sistemas celulares más adecuados para llevar a cabo 

estudios científicos, incluidos los estudios relacionados con el proteoma extracelular.  

 

Las proteínas extracelulares presentan un papel importante en la diferenciación y morfogénesis 

de las células somáticas. Entre las proteínas más importantes se tienen peroxidasas, 

endoquitinasas, arabinogalactano proteínas, proteínas de choque térmico, lectinas, y proteínas 

de la embriogénesis tardía, entre otras.  

 

Un mayor entendimiento de las bases moleculares de la ES no solo será de utilidad para 

establecer y optimizar protocolos de regeneración de diversos cultivos comerciales, como son 

los casos del cafeto y aguacate, sino que también contribuirá al conocimiento de los factores 

bioquímicos y moleculares que están involucrados en este proceso. 
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CAPÍTULO I 
 
ANTECEDENTES 
 

1.1 CAFETO (Coffea arabica L.) 
 

1.1.1 Botánica y taxonomía 
 

El cafeto es una angiosperma que pertenece a la familia Rubiaceae, a la que pertenecen 500 

géneros y alrededor de 600 especies, de los cuales el género Coffea es el miembro más 

importante de la familia a nivel económico. El género Coffea está integrado por 128 especies, 

siendo C. arabica y C. robusta las especies más cultivadas con fines comerciales. La especie 

C. arabica fue el resultado de una hibridación natural entre C. eugenioides y C. canephora. Su 

centro de origen es el noreste de África tropical (suroeste de Etiopía, sur de Sudán y 

posiblemente el este tropical de África). Es un árbol pequeño, aunque en las plantaciones se 

suele podar para que tome la forma de un pequeño arbusto. Su ramificación es dimórfica, por lo 

que se producen verticalmente tallos ortotrópicos, de los se producen ramas horizontales 

plagiotrópicas, que a su vez producen más ramas plagiotrópicas y frutos. Las flores son 

hermafroditas y su fruto es una drupa. C. arabica es una de las únicas especies en el género 

Coffea que es autógama, ya que una sola planta puede producir semillas fértiles a partir de su 

propio polen. Es una especie sensible al clima, encontrándose principalmente en bosques 

montañosos húmedos en donde logra su desarrollo óptimo en altitudes que van de los 1,200 a 

los 1,950 msnm. Se considera que el café arábica (C. arabica) produce los mejores granos de 

café. La mayoría del café instantáneo está hecho de una mezcla de C. arabica y café robusta 

(C. canephora), este último tiene un sabor y aroma menos delicado y contiene más cafeína 

(Carneiro, 1997). 

 

Conocer el centro de origen de las variedades y cultivares del cafeto entre las especies es 

importante para entender las principales diferencias y similitudes en su composición química y 

sabor. Igualmente, el conocimiento de la planta y sus características es fundamental para 

entender aspectos prácticos de su cultivo, así como temas relacionados como su interacción 

con el medio ambiente y su respuesta a extremos bióticos y abióticos (Ferreira et al., 2019). Así 

mismo, nos permite un manejo adecuado de la especie en condiciones de cultivo in vitro.  

 

1.1.2 Importancia económica 
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El café es la bebida favorita del mundo, la planta de cultivo comercial más importante y el 

segundo producto internacional más valioso después del petróleo. En todo el mundo hay 

alrededor de 20 millones de familias productoras de café; alrededor de 100 millones de 

personas dependen del café para su sustento. Desempeña un papel crucial en las economías 

de varios países tropicales (POWO, 2018).  

 

En 2017 se produjeron 9,327,318 toneladas de café, de los cuales Brasil, Vietnam, Colombia, 

Indonesia y Honduras aportaron el 65.6% de la producción total. La producción fue cosechada 

en 10,880,628 ha, siendo Brasil, Indonesia, Costa de Marfil, Colombia y Etiopia los países con 

la mayor superficie destinada para el cultivo del cafeto. El rendimiento promedio fue de 0.75 

t/ha; sin embargo, existen países como Malasia que logró un rendimiento de 3.9 t/ha. China, 

Vietnam y Sierra Leona también tuvieron rendimientos favorables en el rango de 2.6 a 2.8 t/ha. 

Los países que importan la mayor cantidad de producto son Estados Unidos, Alemania, Italia, 

Japón y Bélgica. Entre Estados Unidos y Alemania importaron el 36.5% del total de 7,284,741 t 

exportadas, lo que dejó una derrama de 19,618,246,000 de dólares (FAOSTAT, 2018). 

 

En el año 2017 México cosechó una superficie de 638,603 ha, ocupando la sexta posición a 

nivel mundial. Fue el décimo primer país productor con 153,794 t con un rendimiento de 

0.24t/ha; así mismo, fue el décimo séptimo país en exportación con 79,916 t de café cereza y 

9,122 t de café tostado, lo que aportó un valor total de 336,647,000 dólares (FAOSTAT, 2018). 

 

1.1.3 Problemática 
 

El cultivo de cafeto está bajo amenaza debido a su bajo nivel de diversidad genética dentro de 

los cultivos, lo que hace que las plantaciones sean vulnerables a plagas, enfermedades y al 

cambio climático. Estos problemas se combinan tanto para las poblaciones silvestres como 

para los cultivos porque las semillas de café aún no se pueden almacenar con éxito en bancos 

de semillas convencionales (POWO, 2018). En este sentido el uso del cultivo de tejidos 

presenta una alternativa viable para su conservación a través de técnicas de crecimiento 

mínimo o crioconservación. Así mismo, puede ser una herramienta útil para hacer frente a los 

principales problemas de plagas y enfermedades como lo son la broca del fruto (Hypothenemus 

hampei) y la roya del café (Hemileia vastatrix). La broca del café es la plaga más devastadora 

del café a nivel mundial, las hembras adultas realizan una perforación en el fruto del café y 

depositan sus huevos, los cuales al eclosionar se alimentan de las semillas del café dentro del 
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fruto lo que reduce el rendimiento y la calidad del producto (Talhinhas, 2017, Vega, 2009), 

mientras que la roya de café es uno de los factores bióticos más limitantes y devastadores en la 

producción de C. arabica a nivel mundial. Los síntomas de la enfermedad incluyen largas 

masas de esponjas naranjas en la parte inferior de la hoja, lo que provoca una caída prematura 

de las mismas y, a pesar del uso de fungicidas como métodos de control, el uso de cultivares 

resistentes es considerada la estrategia de control más efectiva y perdurable  (Talhinhas et al., 

2017, Vega et al., 2009). 

 

1.2 AGUACATE (Persea americana Mill.) 
  

1.2.1 Botánica y taxonomía 
 

El aguacate es una planta dicotiledónea que pertenece a la familia Lauraceae y es la única 

especie dentro del género Persea que es considera de importancia económica de las 120 

especies descritas. Los subgéneros de Persea consisten en P. schiedeana, P. pallescens y P. 

americana. Esta última especie incluye tres razas hortícolas y varias entidades relacionadas 

que han sido tratadas como especies separadas, variedades botánicas o ambas. Las razas 

hortícolas son P. americana var. drymifolia, P. americana var. guatemalensis y P. americana 

var. americana que son comúnmente conocidas como raza mexicana, guatemalteca y antillana, 

respectivamente; esto con base en sus presuntos centros de origen. Los árboles de P. 

americana pueden medir hasta 30 m de altura. Se distribuye en parte de México  y 

Mesoamérica, y ahora se cultiva ampliamente por debajo de los 1,200 msnm en los trópicos y 

subtrópicos. El tipo de inflorescencia es una panícula, en la que la floración del aguacate, en 

relación con el comportamiento de apertura, se denomina "dicogamia protoginosa", ya que 

básicamente, en condiciones favorables, cada flor se abre dos veces en un período de 24 h, en 

primer lugar como funcionalmente femenina y en segundo lugar como funcionalmente 

masculina, las cuales al lograr su fecundación producen un fruto de tipo drupa (Chanderbali et 

al., 2013, Schaffer et al., 2013). 

 

1.2.2 Importancia económica  
 

El cultivo de aguacate es considerado como la “mercancía” más importante de la familia 

Lauraceae (Chanderbali et al. 2008), el cual es especialmente importante para nuestro país ya 

que no solo se considera que México es uno de los centros de origen y distribución de la 

especie, sino también es el principal productor a nivel mundial. En 2017 la superficie cosechada 
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de aguacate a nivel mundial fue de 607,542 ha y la producción fue de 6,048,508 t. México 

cosechó en 188,723 ha, lo que representó el 31.06% de la superficie de cosecha y produjo el 

33.5% de la producción. Otros países con un importante aporte a la producción fueron Perú, 

Colombia, Chile, Indonesia y República Dominicana. Este último país tiene un elevado 

rendimiento de 43.7 t ha-1, el cual es cuatro veces superior a los rendimientos logrados en 

México, que fueron de 10.7 t ha-1, y que estuvieron ligeramente por arriba del rendimiento 

promedio mundial que es de 8.9 t ha-1. En el año 2016 se importaron a nivel mundial 2,020,817 

t de aguacate, principalmente por Estados Unidos, Países Bajos, Francia, Reino Unido y 

España. México exportó el 48.1% de las 1,925,296 t de producto para ese año. El valor total de 

exportación fue de 4,488,047,000 de dólares, dejando para México una derrama económica de 

2,102,981,000 de dólares (FAOSTAT, 2018). 

1.2.3 Problemática 

 
La mayor cantidad de la producción de aguacate a nivel mundial está dominada por el cultivar 

‘Hass’, lo que lo hace particularmente susceptible a factores bióticos y abióticos como los son 

las plagas y enfermedades. El aguacate es atacado por barrenadores (Conotrachelus perseae, 

C. aguacatae, Copturus y Heilipus lauri). Además, también le afectan enfermedades como la 

roña (Sphaceloma perseae), la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), y la tristeza del 

aguacatero (Phytophthora cinnamomi); esta última es sin duda la enfermedad más dañina, ya 

que provoca disminución importante en la productividad y rentabilidad del cultivo y tiene una 

amplia distribución a nivel mundial. La resistencia total a la pudrición de la raíz de Phytophthora 

no evolucionó en el aguacate a lo largo del tiempo, ya que el patógeno no se produjo 

naturalmente en el hábitat nativo del aguacate, lo que provoca que el patógeno pueda devastar 

un huerto pobremente drenado y le permite ser más destructivo en los subtrópicos húmedos 

(Schaffer et al., 2013).  

Si bien es cierto que somos el mayor país productor, también es cierto que se debe a la 

superficie sembrada y no por el rendimiento o manejo del cultivo; la mayoría de las huertas 

están compuestas por árboles muy altos y viejos, por tanto, se requerirá la renovación de las 

plantaciones y en este sentido, el uso de técnicas biotecnológicas como la ES es de gran 

interés para la propagación vegetativa o asexual masiva.  

1.3 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

 
Las células vegetales tienen una poderosa capacidad en su propagación para adaptarse al 
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cambio ambiental, dado que una sola célula vegetal puede dar lugar a una planta completa a 

través de la ES sin la necesidad de fertilización (Su et al., 2020). La embriogénesis somática es 

un proceso de diferenciación celular por el cual una célula somática cambia su programa 

genético y se convierte en una célula embrionaria (Aguilar-Hernández y Loyola-Vargas, 2018), 

de la que se produce un embrión perfecto con una bipolaridad (polos de brotes y raíces) y que 

no tiene conexión con el tejido vascular del explante (Söndahl y Sharp, 1977).  

La ES puede darse de dos formas: ES directa y ES indirecta; en la primera se obtienen 

embriones directamente a partir de una célula individual o un grupo de células del explante, sin 

la formación previa de un callo, mientras que la segunda sí se requiere la formación de callo 

(Quiroz-Figueroa et al., 2002) 

En las plantas dicotiledóneas, se pueden identificar cuatro estadios de desarrollo, que son 

globular, corazón, torpedo y cotiledonar (George, 2008). Algunos de los explantes más usados 

para su inducción son el polen, los meristemos apicales, la raíz, las hojas, los pétalos, el tallo y 

los embriones inmaduros (Figura 1.1) (Aguilar-Hernández y Loyola-Vargas, 2018). 

La ES conduce a la comprensión de la diferenciación, así como a los mecanismos genéticos 

involucrados en la transición de una etapa a la siguiente, también ha llevado al aislamiento de 

genes, proteínas y metabolitos involucrados en el proceso de diferenciación celular ; así mismo, 

puede acelerar el descubrimiento, aislamiento y caracterización de genes involucrados en 

diferentes procesos celulares, y es una herramienta para hacer frente a problemas 

agronómicos a través de la generación de plantas resistentes a patógenos, plagas, extremos 

abióticos, incrementar el rendimiento de los cultivos comerciales, la producción de 

biocombustibles y para la generación de plantas capaces de absorber compuestos tóxicos del 

medio ambiente (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016).  
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Figura 1.1 Embriogénesis somática. La ES puede ser inducida a partir de una amplia variedad de partes 

de la planta. Existen dos rutas conocidas que producen embriones somáticos. El explante produce callo 

embriogénico, y los embriones somáticos emergen de la masa embriogénica. En el segundo caso, los 

embriones somáticos surgen directamente del explante, sin la formación de la masa embriogénica. EC, 

callo embriogénico; NEC, callo no embriogénico; GSE, embrión somático globular; CSE, embrión 

somático cotiledonar, GZE, embrión cigótico globular; CZE, embrión cigótico cotiledonar; UE, explante 

indiferenciado; DE, explante diferenciado (Aguilar-Hernández y Loyola-Vargas, 2018). 

1.3.1 Factores involucrados en la embriogénesis somática  

 
La ES es un proceso que ha planteado una de las preguntas biológicas más importantes: ¿qué 

señales cambian el programa genético de una célula somática y la convierten en una célula 

embriogénica? (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016). La teoría más aceptada sobre el origen 

de las células embriogénicas somáticas es que las células somáticas pueden recuperar la 

capacidad embriogénica, cuando se aplica el estímulo correcto, al pasar por un proceso de 

desdiferenciación (Campos et al., 2017). 

Para que se realice el cambio de una célula somática a un estadio embriogénico y pueda 

convertirse en una planta adulta, están implicados cambios celulares, bioquímicos, genéticos y 

epigenéticos, todos ellos coordinados por las plantas de manera exógena como los son los 

reguladores de crecimiento o por estrés (daño mecánico o herida),  que desencadenan una 

expresión masiva de genes en varias olas de expresión (Aguilar-Hernández y Loyola-Vargas, 

2018), así como la respuesta del explante a estímulos endógenos que desencadenan la 

inducción de una respuesta de señalización y, en consecuencia, modifican el programa de 

expresión génica de la célula (Méndez-Hernández et al., 2019). 
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Varios factores pueden modificar la respuesta a la ES, tales como el medio de cultivo, los 

reguladores de crecimiento, el tipo de explante, la edad y el genotipo de la planta madre, las 

condiciones fisiológicas de incubación y el estrés (Méndez-Hernández et al., 2019). 

Recientemente, la atención se ha desplazado a descubrir cómo cambia el proteoma de las 

células somáticas para promover el desarrollo de una célula embriogénica, la maduración y la 

germinación del embrión somático (Aguilar-Hernández y Loyola-Vargas, 2018). En este sentido, 

varios informes han hecho alusión a las proteínas extracelulares como un punto fundamental 

en el inicio de la cascada de señales que induce los primeros pasos de la embriogénesis 

somática (Ruíz-May et al., 2010). 

1.3.2 Embriogénesis somática en cafeto  

 
Este proceso se ha estudiado en C. arabica desde hace 43 años. El primer trabajo reportado 

fue realizado por (Söndahl y Sharp, 1977) quienes para lograrlo usaron hojas provenientes de 

brotes plagiotrópicos en medio de inducción (MI) compuesto por sales inorgánicas MS 

(Murashige, 1962) a la mitad de su fuerza iónica con una concentración de KNO3 (2x), 

suplementado con cinetina (Kin) y ácido 1-naftalenacético (ANA) en una relación de 

concentración de 2.3/0.27 µM obteniendo 2,500 embriones en varios estadios de desarrollo.  

La fuente de los explantes puede ser casi cualquier parte de la planta, si bien algunos de ellos 

poseen un mayor potencial embriogénico. Hasta ahora, las hojas son la fuente de explante más 

ampliamente utilizada, ya que son abundantes y accesibles todo el año (Loyola-Vargas y 

Ochoa-Alejo, 2016).  

Se han descrito dos tipos de procesos embriogénicos utilizando secciones de hojas como 

explantes; embriogénesis de baja y alta frecuencia, en el primero, los embriones somáticos se 

obtienen rápidamente en un solo medio sin producir callos y en general, se obtiene una 

pequeña cantidad de embriones somáticos, mientras que en la segunda, se usan varios tipos 

de medios, el proceso debe pasar por callogénesis y se pueden producir y regenerar una gran 

cantidad de embriones somáticos (Etienne, 2005).  

El desarrollo de embriones somáticos es continuo; sin embargo, histológica y morfológicamente 

se pueden identificar los diferentes estadios de desarrollo, que incluyen el preglobular , globular, 

oblongo, corazón, torpedo y el cotiledonar (Quiroz-Figueroa et al., 2002).  

Existen factores que influyen en la ES del cafeto, tales como el tipo de explante, la composición 
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del medio de cultivo, los reguladores de crecimiento, el ambiente de cultivo así como la 

variación somaclonal (Campos et al., 2017). 

En cafeto, la micropropagación mediante ES es más adecuada para la propagación clonal a 

gran escala debido a las altas tasas de multiplicación, la escala de producción y la reducción 

del área física y la mano de obra, en comparación con otras técnicas (Van Boxtel y Berthouly, 

1996). 

Las innovaciones han sido decisivas para una ampliación y reducción exitosas de los costos de 

producción. Entre ellas se encuentra el desarrollo de biorreactores de inmersión temporal para 

la producción en masa de embriones pregerminados, su siembra directa en suelo hortícola y la 

propagación de plantas rejuvenecidas a partir de la ES por miniesquejes enraizados (Etienne et 

al., 2018). 

La ES en cafeto puede considerarse como un modelo para otros cultivos perennes leñosos 

debido a que se ha demostrado una alta eficiencia biológica para las variedades propagadas en 

todas los estadios de desarrollo, y la variación somaclonal se entiende y se domina gracias a 

una investigación intensiva combinando marcadores moleculares y observaciones de campo 

(Etienne et al., 2018). 

Hoy, la ES es una herramienta poderosa que se usa ampliamente en el cafeto para 

aplicaciones biotecnológicas, incluida la propagación y la transformación genética. La 

investigación básica ha comenzado recientemente a aprovechar los protocolos de SE 

optimizados. Basado en metodologías ómicas, la investigación tiene como objetivo descifrar los 

eventos moleculares involucrados en los interruptores clave del desarrollo de  la ES del cafeto. 

Paralelamente, un cribado de alto rendimiento de moléculas activas en la SE parece ser una 

herramienta prometedora para acelerar la optimización de los protocolos de ES (Etienne et al., 

2018). 

1.3.3 Embriogénesis somática en el aguacate  

 
El primer trabajo en ES en aguacate fue reportado por Mooney y Staden, (1987); sin embargo, 

Pliego-Alfaro y Murashige, (1988) fueron los primeros en reportar este proceso en el cultivar 

Hass a partir de cultivos de callos derivados de embriones cigóticos extirpados de frutos 

inmaduros usando el medio MS suplementado con 0.1 mg·L-1 de picloram; este medio de 

cultivo es comúnmente llamado MSP (Witjaksono y Litz, 1999a).  



CAPÍTULO I  

 

11 

 

Otro explante que se ha utilizado con éxito para la inducción de la ES del aguacate es el tejido 

nucelar (Vidales-Fernandez et al., 2003; Suarez et al., 2006); sin embargo, la mayoría de los 

trabajos publicados se ha realizado usando embriones cigóticos en medio MSP (Márquez-

Martín et al., 2012; Palomo-Ríos et al., 2013; Chaparro-Pulido et al., 2014) con leves 

variaciones. Otro de los medios de cultivo más empleados para la inducción de la ES es el 

propuesto por (Witjaksono y Litz, 1999a), que está compuesto por los macronutrientes del 

medio B5 (Garmborg et al. 1968), los micronutrientes del medio MS suplementadas con 0.41 

µM de picloram.  

Los cultivos embriogénicos de aguacate se han clasificado en dos grupos según su morfología 

en presencia de auxinas: cultivos de tipo PEM que son genotipos que proliferan como masas 

proembriogénicas, y cultivos tipo SE que consisten de embriones somáticos desde estadios 

globulares a cotiledonares, con baja frecuencia de proembriones (Witjaksono y Litz, 1999a).  

Es necesaria la evaluación de diferentes fuentes de explantes y medios de cultivo con el fin de 

mejorar la ES en este cultivo, ya que Witjaksono y Litz, (1999a) reportaron que usando el 

protocolo tradicional, la competencia morfogénica se pierde alrededor de tres a cuatro meses 

después de la inducción, dependiendo del genotipo, lo que disminuye el proceso de 

regeneración de embriones. La ES en aguacate podría ser usada para generar variabilidad in 

vitro así como para la transformación genética (Sánchez-Romero et al., 2006); así mismo como 

modelo para estudios proteómicos (Guzmán-García et al., 2013). 

1.4 CULTIVO DE SUSPENSIONES CELULARES  
 

Las suspensiones celulares (SC) consisten de células libres y agregados celulares distribuidos 

en un medio líquido en movimiento (Szabados et al., 1993). Para su establecimiento, el mejor 

inóculo es sin duda un callo friable con una alta actividad de división celular (King, 1984; 

George et al., 2008a); en ocasiones se debe trabajar con callos compactos. En general, para 

ambos tipos de callo los métodos más comunes de separación de los agregados para formar 

una SC fina son el filtrado, la decantación o la adición de pectinasas (Mustafa et al., 2011).  

Existen factores biológicos, químicos y físicos que afectan el establecimiento y crecimiento de 

las SC. Dentro de los factores biológicos se deben considerar la densidad del inóculo, el 

tamaño de los agregados, la cinética de crecimiento y la selección de las líneas celulares. En el 

caso de los factores químicos se encuentran el medio de cultivo, la fuente de carbono, el pH del 

medio; en tanto que para los factores físicos tenemos que tomar en cuenta la velocidad de 
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agitación, la temperatura y la luz (Kong et al., 2020).  

Una vez establecida la SC es importante medir los parámetros de crecimiento, esto con la 

finalidad de lograr ciclos de crecimiento reproducibles, ya sea para experimentos en el 

laboratorio o en la industria para garantizar la reproducibilidad de la producción (Mustafa et al., 

2011). El crecimiento celular puede ser medido por varios métodos basados en diferentes 

parámetros, como lo son el peso fresco, el peso seco, el número de células, el volumen del 

paquete celular, la conductividad eléctrica, la osmolalidad del medio, la determinación de la 

concentración de nutrientes o metabolitos, el contenido de proteína, el contenido de ADN, la 

viabilidad celular, la pérdida de peso por desasimilación y el volumen celular después de la 

sedimentación (Mustafa et al., 2011). 

Una curva de crecimiento típica (Figura 1.2) presenta cinco fases: inicial de retraso o lag, 

seguida de un período de rápido crecimiento o exponencial, lineal, crecimiento decreciente o de 

desaceleración y finalmente una fase estacionaria en donde la biomasa disminuye a medida 

que las células en el cultivo comienzan a envejecer (King et al., 1973).  

 

Figura 1.2 Curva de crecimiento modelo. La curva representa el número de células por unidad de 

volumen de cultivo con respecto al tiempo en un cultivo en suspensión cerrado, caracterizada por cinco 

fases: lag o de retardamiento, exponencial, lineal, de desaceleración progresiva y estacionaria (King et 

al., 1973). 

El comportamiento de las células es diferente durante cada etapa del crecimiento. Esto se debe 

a varios factores que influyen en el crecimiento de las células, como la composición del medio 

de cultivo, el origen del explante, la cantidad y combinación de reguladores del crecimiento, las 
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condiciones ambientales, entre otras. Los cultivos deben transferirse a un medio fresco antes 

de que alcancen la fase estacionaria. La desaceleración del crecimiento se debe a varios 

factores, entre ellos, se encuentran el agotamiento de los nutrientes, la densidad celular y la 

producción de subproductos tóxicos (Galaz-Ávalos et al., 2012).  

Las SC constituyen una técnica muy valiosa en estudios sobre el ciclo celular, estudios 

fisiológicos y bioquímicos, en la producción de metabolitos secundarios y el aislamiento de 

mutantes, así como para la ES (Szabados et al., 1993); en esta última, los cultivos 

embriogénicos en suspensión líquida poseen ventajas de desarrollo sincronizado, un alto 

potencial para la producción a mayor escala y una selección más rigurosa en los protocolos de 

transformación genética (Burns y Wetzstein, 1997). Así mismo, son los sistemas celulares más 

adecuados para estudios científicos como los relacionados al proteoma extracelular (Sabater-

Jara et al., 2014).  

1.4.1 Cultivo de suspensiones celulares de C. arabica 
 

El primer trabajo para la utilización de SC de cafeto fue realizado con la finalidad de presentar a 

la industria alimentaria las posibilidades de los estudios en SC de plantas para la producción de 

productos alimenticios; en este caso, la producción de compuestos aromáticos (Townsley, 

1974).  

El establecimiento de suspensiones celulares ha sido usado en cafeto con diferentes 

propósitos, tales como una interfase para obtener embriones somáticos, aislamiento de 

protoplastos, regeneración de plantas (De los Santos-Briones y Hernández-Sotomayor, 2006); 

así mismo, para la obtención de cultivos celulares altamente productores de metabolitos 

secundarios (Grèzes, 1994), así como el estudio del metabolismo secundario, enfocado 

principalmente a la producción de cafeína (Baumann y Frischknecht, 1988). 

Se ha buscado mejorar la eficiencia del proceso de propagación de la especie; para ello, el 

desarrollo de SC embriogénicas ha sido la mejor manera de asegurar la producción masiva y 

sincronizada de embriones, proceso que puede ser fácilmente escalado a nivel de biorreactores 

(Etienne et al., 2018). Los primeros trabajos desarrollados para la multiplicación masiva para la 

ES a través de suspensiones celulares fueron realizados por Zamarripa et al., (1991).  

Son varios los trabajos relacionados al uso de las SC en este cultivo. Quiroz-Figueroa et al., 

(2001) observaron un efecto significativamente positivo sobre la tasa de crecimiento de los 
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cultivos celulares y la cantidad y calidad de embriones somáticos producidos con el uso de 

ácido salicílico en dos concentraciones: 10–12 and 10–10 M. (De Feria et al., 2003) observaron 

que el oxígeno disuelto afectó el desarrollo de los embriones somáticos; a altas 

concentraciones se indujeron las formas de tipo globular y corazón, y en bajas concentraciones 

promuevió la producción del tipo torpedo. También se logró la producción masiva y 

prácticamente sincrónica de embriones somáticos germinados, sin la necesidad de selección 

antes de la aclimatación usando el sistema RITA (Recipiente de Inmersión Temporal 

Automático) (Etienne et al., 1997).  

Awada et al., (2020) desarrollaron un sistema de detección en miniatura y automatizado para la 

regeneración de embriones de C. arabica en placas de 24 pocillos, con 23.0 ± 5.5 grupos de 

células por pocillo y una regeneración exitosa de 6.5 ± 2.2 embriones por pozo ; así mismo, este 

sistema ha sido útil para analizar compuestos activos en la ES, en este caso, realizaron un 

tratamiento con 1 µM de tricostatina A con el que las células mostraron un aumento de tres 

veces en el número de embriones regenerados. 

Otros estudios de la ES usando SC han sido realizados desde un enfoque molecular (Quiroz-

Figueroa et al., 2002c; Silva et al., 2015; Torres et al., 2015) con el fin de identificar y proponer 

posibles marcadores moleculares para la adquisición de competencia embriogénica con miras 

a mejorar los protocolos actuales (Silva et al., 2015; Campos et al., 2017). Así mismo, se ha 

aplicado un enfoque proteómico como estrategia experimental para el estudio de la ES (Quiroz-

Figueroa et al., 2002a; Mukul-López et al., 2012; Campos et al., 2016). La enolasa y las 

proteínas de globulina de almacenamiento 11S, por ejemplo, podrían usarse como marcadores 

moleculares para los estadios de desarrollo de embriones somáticos y para la diferenciación de 

genotipos embriogénicos y no embriogénicos, respectivamente (Tonietto et al., 2012).  

1.4.2 Cultivo de suspensiones celulares de P. americana 
 

Los primeros en establecer SC embriogénicas en aguacate fueron Witjaksono y Litz, (1999a) y 

Márquez-Martín et al., (2011), usando embriones cigóticos inmaduros en medio semisólido 

compuesto por los macronutrientes del medio B5 (Gamborg et al., 1968), micronutrientes del 

medio MS y 0.41 μM picloram.  

 

Si bien se ha logrado la producción de ES en aguacate, la recuperación eficiente de plantas de 

embriones somáticos de aguacate ha sido difícil de lograr manipulando las condiciones de 
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maduración y conversión in vitro, en la cual la producción de embriones somáticos bipolares 

morfológicamente normales ocurre a baja frecuencia (Raharjo y Litz, 2005) aunado al hecho de 

que los cultivos en suspensión embriogénicos se vuelven cada vez más desorganizados con el 

tiempo, lo que se asocia con una pérdida progresiva del potencial embriogénico (Witjaksono y 

Litz, 1999a).  

 

El uso de suspensiones celulares en aguacate ha sido principalmente con fines de 

mejoramiento genético para incrementar la vida de anaquel, y la resistencia a plagas y 

enfermedades, a través de la ES (Prusky et al., 1996; Cruz-Hernández et al., 1998; Witjaksono 

et al., 1998; Witjaksono et al., 1999; Litz y Litz, 2000; Litz, 2007), para conocer los procesos 

bioquímicos y moleculares involucrados en el desarrollo del fruto (Dudley y Cowan, 2003), en el 

estudio del proceso embriogénico (Sánchez-Romero et al., 2005) como la maduración 

(Witjaksono y Litz, 1999b; Perán-Quesada et al., 2004; Márquez-Martín et al., 2011) y 

regeneración de embriones somáticos (Márquez-Martín et al., 2011; Palomo-Ríos et al., 2013).  

 

En un trabajo reciente se reportó un método nuevo y más eficiente para el mantenimiento y la 

regeneración de embriones somáticos en aguacate ‘Reed’, usando 1·mg·L-1 de glutamina en un 

sistema de dos pasos que involucra el uso de un medio de cultivo para la inducción de mango 

(MMSE) (López Encina et al., 2014); dado que la eficiencia en la formación de embriones 

somáticos se ve afectada por el genotipo (Witjaksono y Litz, 1999a) sería recomendable 

evaluar el protocolo en otros cultivares.  

 

1.5 COMPUESTOS SECRETADOS AL MEDIO DE CULTIVO  
 

La secreción es un proceso fundamental en todos los organismos vivos y consiste en la entrega 

de diversas proteínas, polisacáridos y metabolitos a la superficie celular o al espacio 

extracelular (Wang et al., 2017). En las plantas, el espacio extracelular y el apoplasto a menudo 

se usan como sinónimos y con el significado más amplio, es decir, refiriéndose a todo el 

compartimento externo al plasmalema de la planta, que incluye la pared celular, el espacio libre 

entre células (o espacio intercelular) y el fluido apoplástico (Guerra-Guimaraes et al., 2016).  

 

La actividad secretoria de las plantas a menudo se asocia con la defensa directa e indirecta 

contra agentes bióticos y abióticos. Las sustancias secretadas no solo son importantes para la 

planta al conferirle mayor capacidad competitiva y resistencia a las adversidades 
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medioambientales, sino que también varias de ellas poseen un alto valor económico (Paiva, 

2016).  

 

El medio de cultivo de células cultivadas en suspensión funciona como una fuente de nutrientes 

por un lado y como un compartimento extracelular funcional que sirve de almacenamiento y, 

por otro lado, como compartimento lítico que complementa las actividades de la vacuola (Wink, 

1994); así mismo, puede considerarse como una gran extensión del espacio intercelular en 

donde las moléculas secretadas que habitan en el apoplasto de las planta se acumulan en el 

medio y ejercen su efecto sobre el crecimiento y desarrollo celular (Tchorbadjieva, 2016). 

 

Diversos estudios bioquímicos han demostrado que diferentes tipos de moléculas como 

péptidos, proteínas, proteínas relacionadas a la patogénesis, oligosacáridos, enzimas y 

arabinogalactano proteínas (AGPs) son producidas y secretadas por las células o estructuras 

multicelulares al medio de cultivo en donde participan en la formación del embrión somático 

(Matthys-Rochon, 2005). Algunos de estos compuestos se derivan de la pared celular, mientras 

que otros se originan dentro de las células y pueden funcionar como inductores o inhibidores de 

la ES y pueden clasificarse como compuestos de alta o baja masa molecular (Quiroz-Figueroa 

et al., 2006).  

 

Los péptidos son la clase de moléculas secretadas mejor estudiadas biológicamente , ya que 

funcionan como ligandos de proteínas receptoras que transducen señales externas desde la 

membrana plasmática al interior de la célula en diversos contextos de desarrollo y durante otros 

procesos como la homeostasis de las células madre, la abscisión floral, el desarrollo 

estomático, la reproducción de la planta, la regulación del crecimiento y la defensa contra 

patógenos (Krause et al., 2013a). 

 

Las moléculas de señalización solubles secretadas juegan un papel importante en la ES. Se ha 

observado durante mucho tiempo que el medio condicionado de cultivos embriogénicos puede 

promover la embriogénesis. Los componentes activos en el medio condicionado incluyen 

endoquitinasas, arabinogalactano proteínas y oligosacáridos (Von Arnold et al., 2002). 

 

El péptido, α-pitosulfokina mejoró la división celular y, como consecuencia, estimuló la ES de la 

zanahoria (Kobayashi et al., 1999; Hanai et al., 2000). Así mismo, el compuesto que 

pertenecen a la familia de inhibidores de la histona desacetilasa, tricostatina A, fue probado 
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para evaluar la eficiencia de regeneración de embriones, mostrando un marcado aumento en el 

número de embriones regenerados (Awada et al., 2020). 

 

El alcohol 4-hidroxibencílico es un factor importante que se acumula en cultivos de células de 

zanahoria a altas densidades celulares e inhibe la ES (Kobayashi et al., 2000); igualmente el 

compuesto vanilil bencil éter inhibe la embriogénesis somática de Larix leptolepis, 

especialmente el desarrollo del suspensor (Umehara et al., 2005). Así mismo, la abundancia de 

dos compuestos fenólicos principales, la cafeína y el ácido clorogénico, mostraron ser 

responsables de la inhibición de la ES en C. canephora (Nic-Can et al., 2015). 

 
1.5.1 Proteínas extracelulares  
 

El secretoma es el grupo global de proteínas secretadas en el espacio extracelular por una 

célula, tejido, órgano u organismo en cualquier momento y bajo diferentes condiciones a través 

de mecanismos de secreción conocidos y desconocidos (Agrawal et al., 2010). 

 

Anteriormente se desconocía cuál era la función de las proteínas en el medio de cult ivo; sin 

embargo, se especulaba que una posible función era la modificación de los polímeros de la 

pared celular, ya que algunos de estos compuestos provenían de la pared celular, mientras que 

otros provienen del interior de la célula (Matthys-Rochon, 2005). A la fecha aún no se conoce 

cuál es la función del secretoma en su totalidad; sin embargo, su estudio está ganando interés 

porque su importancia biológica se basa en los múltiples procesos en los que intervienen las 

proteínas secretadas, como la participación en la formación de la pared celular, la interacción 

entre las células, la transducción de señales, la respuesta a estímulos externos, la activación 

del sistema de defensa, entre muchos otros (Yadav et al., 2015).  

 

El aislamiento de la gama completa de proteínas secretadas ha resultado difícil, y nuevas 

estrategias evolucionan constantemente para aumentar el número de proteínas que se pueden 

detectar e identificar (Ghahremani et al., 2016); es por ello que las suspensiones celulares se 

consideran los sistemas celulares más adecuados para llevar a cabo estudios científicos, 

incluido el del proteoma extracelular (Sabater-Jara et al., 2014), dado que en este sistema, las 

proteínas se secretan al medio de cultivo, lo que permite su fácil separación sin interrupción 

celular aunado a que permite el estudio de proteínas apoplásticas libremente solubles evitando 
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la contaminación con proteínas citoplasmáticas debido al daño durante el procesamiento como 

en el caso de Medicago sp. (Kusumawati et al., 2008). 

 

El estudio del secretoma en SC, acoplado con el uso de la electroforesis (la separación de 

iones bajo la influencia de un campo eléctrico) puede generar buenos resultados, ya que ésta 

es la técnica de análisis y preparación más poderosa y más empleada en la investigación de 

proteínas. Como cualquier otra técnica, la 2-DE tiene sus propias características: es potente y, 

dependiendo de las condiciones experimentales y del sistema biológico, permite la detección 

de unos pocos cientos hasta un par de miles de manchas individuales, cada uno 

correspondiente a una o más especies de proteínas. La  2-DE es una técnica cuantitativa, al 

menos en términos relativos. Se basa en la intensidad de la mancha, que depende de la 

abundancia de proteínas y el protocolo de tinción o etiquetado. La diferencia entre dos 

muestras puede ser cualitativa (presencia o ausencia de manchas) o cuantitativa (una mancha 

más o menos abundante o intensa). La abundancia de especies proteicas no debe estar 

necesariamente relacionada con el nivel de la expresión génica correspondiente. Por lo tanto, 

la ausencia de una mancha no significa necesariamente que el gen de codificación no se esté 

transcribiendo (Jorrín-Novo et al., 2019). 

 

Guerra-Guimaraes et al., (2016) realizaron una revisión sobre proteómica del apoplasto con el 

fin de obtener información sobre los procesos metabólicos que ocurren en la espacio 

extracelular bajo estrés abiótico y biótico, así como en condiciones normales. Mostraron que el 

18% y el 29% de las proteínas están implicadas en la organización y la biogénesis de la pared 

celular, respectivamente, el 8% de las proteínas correspondían a aquellas involucradas en el 

metabolismo redox y menos del 6% de las proteínas encontradas estaban involucradas en la 

señalización. Mientras tanto, la gran mayoría de las proteínas detectadas (23%–33%) fueron 

proteínas relacionadas con patógenos (Stintzi et al., 1993; Van Loon et al., 2006; Ali et al., 

2018) que a menudo son quitinasas, peroxidasas o superóxido dismutasas (Krause et al., 

2013b). 

 

Algunos de los estudios proteómicos realizados en SC en condiciones embriogénicas y no 

embriogénicas con base en geles en segunda dimensión (2D) en especies como Cyclamen 

persicum (Lyngved et al., 2008; Rode et al., 2012), Sorghum bicolor (Ngara et al., 2008; Ngara 

y Ndimba, 2011), Arabidopsis thaliana (Tran y Plaxton, 2008), Nicotiana tabacum (Okushima et 

al., 2000; Lippmann et al., 2009) se muestran en el Cuadro 1.1. 
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Cuadro 1.1 Estudios proteómicos en suspensiones celulares embriogénicas y no embriogénicas de 

plantas. 

Especie Tratamiento Análisis 
Proteínas 

identificadas 
Función Referencia 

Arabidopsis 
thaliana 

Medio con 
fosfato (+Pi) y 
Pi-deficiente (-

Pi) 

2-DE; MALDI-
TOF-MS 

Glucosil 
hidrolasa, 
glutatión 
transferasa y 
peroxidasa 

Modificación de 
la pared celular 
y defensa 

(Tran y Plaxton, 
2008) 

Cicer arietinum Ninguno 
2-DE-SDS-
PAGE; -LC-

MS/MS 

773 proteínas 
identificadas 

Transducción 
de señales, 
transporte y 
defensa 

(Gupta et al., 
2011) 

Citrus sinensis Ninguno 

2-DE-MALDI-
TOF-TOF-
MS/MS 

24 proteínas 
expresadas 
diferencialment
e 

Posible 
participación en 
ES, estrés 
oxidativo, 
división celular.  

(Pan et al., 
2009) 

2-DE-MALDI-
TOF-TOF-
MS/MS 

10 proteínas 
expresadas 
diferencialment
e. 

Estrés 
oxidativo, 
división celular, 
estrés 
osmótico. 

(Pan et al., 
2010) 

Cyclamen 
persicum 

Ninguno 

2D-DIGE-
MALDI-TOF-
TOF-MS/MS 

128 proteínas 
expresadas 
diferencialment
e 

Metabolismo y 
procesamiento 
de proteínas. 

(Lyngved et al., 
2008) 

2-DE-SDS-
PAGE; LC-
MS/MS 

108 proteínas 
expresadas 
diferencialment
e 

Participación en 
la ES 

(Rode et al., 
2012) 

Glycine max Ninguno 
2D-DIGE; LC-

MS/MS 

367 proteínas 
intracelulares y 
188 proteínas 
extracelulares 

Metabolismo 
secundario, 
respuesta al 
estrés y síntesis 
de proteínas 

(Miernyk et al., 
2016) 

Medicago 
truncatula 

Ninguno 
2-DE; MALDI-
TOF-MS; 
MS/MS 

169 proteínas 
identificadas 

Defensa y 
respuesta al 
estrés  

(Imin et al., 
2004) 

Infección con S. 
meliloti 

2D-PAGE, LC–
MS/MS 

111 proteínas; 
peroxidasas, 

GAPDH 

Defensa, 
crecimiento y 
desarrollo 

(Gokulakannan 
y Niehaus, 

2010) 
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Nicotiana 
tabacum 

Ninguno 
2-DE; SDS-

PAGE 

Peroxidasa y β 
-1,3-

exoglucanasa 

Proteínas 
relacionada a la 
patogénesis  

(Okushima et 
al., 2000) 

Vigna 
unguiculata 

Ninguno 

2D-
PAGE;MALDI- 
TOF-TOF-
MS/MS  

14 proteínas; 
glucanasas y 
xilanasas 

Posible 
participación en 
la ES 

(Nogueira et al., 
2007) 

Crocus sativus Ninguno 
2D-SDS-DIGE, 
MALDI-TOF-MS 

36 proteínas 
Posible 
participación en 
la ES 

(Sharifi et al., 
2012) 

 

Se ha observado que las moléculas secretadas al medio de cultivo juegan un importante papel 

en el desarrollo de la ES como inductores o inhibidores (Matthys-Rochon, 2005). Por ejemplo, 

el desarrollo normal de los embriones somáticos depende de manera obligatoria de la ausencia 

de proteínas glucosiladas de entre 53 y 57 kDa en Citrus aurantium (Gavish et al., 1992).  

 

Las AGPs son una clase muy diversa de proteoglicanos de la pared celular que se encuentran 

comúnmente en la mayoría de las especies de plantas. Desempeñan papeles importantes en 

muchos procesos celulares durante el desarrollo de la planta, como la reproducción, la 

proliferación celular, la formación y el crecimiento del patrón, y en la interacción planta-microbio 

(Knoch et al., 2014). Las AGPs se han implicado en muchos procesos involucrados en el 

crecimiento y desarrollo de las plantas, incluida la ES (Van Hengel et al., 2002). 

 

La adición de proteínas extracelulares de una línea embriogénica normal a una línea 

embriogénica anormal, dentro de ellas, las AGPs, restauró la morfología de los embriones en 

Picea abies (Egertsdotter y Von Arnold, 1995). La adición de β-D-GlcY, un fenilglucósido 

sintético que se une específicamente a las AGP, tuvo un efecto promotor en la proliferación 

celular, lo que sugiere que se requieren proteínas de las AGPs para los procesos de 

crecimiento en cultivos de células de vid (Amar et al., 2007).  

 

En zanahoria (Daucus carota L.) la ES es inhibida por la tunicamicina, un inhibidor de la 

glucosilación. Esta inhibición es reversible mediante la adición de glucoproteínas glucosiladas 

correctamente que han sido secretadas en el medio de cultivo, pero se restaura con la 

isoenzimas peroxidasa catiónica de 38 kDa (Cordewener et al., 1991). En la misma especie, 

pero en una variante sensible a la temperatura para la ES, no puede realizar una glucosilación 

adecuada a la temperatura no permisiva y sugiere que la actividad de ciertas proteínas 
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extracelulares, esenciales para la transición de los embriones somáticos de globulares a 

corazón, depende de la modificación correcta de sus cadenas laterales de oligosacáridos 

(LoSchiavo et al., 1990).  

 

La adición del reactivo β-D-glucosilo (reactivo de Yariv; βGlcY) al medio de cultivo, un 

fenilglucósido sintético que se une específicamente a las AGPs, bloqueó la ES de una manera 

dependiente de la concentración y con una inhibición completa de la inducción de la ES a 250 

μM (Chapman et al., 2000). Por otro lado, la GhPLA1, una AGP quimérica, promovió la ES en 

cultivos celulares de algodón (Poon et al., 2012).  

 

Todos los cultivos de tejidos in vitro secretan una amplia gama de moléculas en los medios de 

cultivo. La secreción de compuestos de alta masa molecular, como las proteínas, ha mostrado 

un papel activo en diferentes fenómenos biológicos. De hecho, varios informes han hecho 

alusión a las proteínas extracelulares como un punto fundamental en el inicio de la cascada de 

señales que induce los primeros pasos de la ES (Quiroz-Figueroa et al., 2002a; Ruíz-May et al., 

2010). Las AGPs, proteínas RP como quitinasas, glucanasas, peroxidasas, proteínas 

transportadoras de lípidos, proteasas y estearasas son proteínas extracelulares secretadas en 

los medios de cultivo que podrían estar involucradas en la inducción temprana de la ES (Ruíz-

May et al., 2010). 

 

Se han realizado varios trabajos para analizar las proteínas secretadas al medio de cultivo en 

SC en condiciones no embriogénicas en algunas especies como Arabidopsis thaliana (Oh et 

al., 2005), Nicotiana sp. (Lippmann et al., 2009), Oryza meyeriana (Chen et al., 2016), O. sativa 

(Jung et al., 2008; Kim et al., 2009), Vitis vinífera (Martinez-Esteso et al., 2009; Belchí-Navarro 

et al., 2019) y en condiciones embriogénicas Coffea sp. (Mukul-López et al., 2012), Dactylis 

glomerata (Tchorbadjieva et al., 2004; Tchorbadjieva y Pantchev, 2006; Rakleova et al., 2010; 

2012), Medicago trunculata (Kusumawati et al., 2008), y Solanum betaceum (Alves et al., 2017) 

(Cuadro 1.2). 

 

Quiroz-Figueroa et al., (2002a) detectaron proteínas extracelulares en medio condicionado de 

las líneas embriogénicas de C. arabica; su concentración varió a lo largo de la edad del cultivo 

y su perfil electroforético mostró la presencia de dos proteínas específicas para la condición de 

embriogénesis, ambas con una masa molecular de 27 kDa y un pI de 5.7 y 9.4-9.7, 

respectivamente. Para la misma especie Mukul-López et al., (2012) estudiaron las proteínas 
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secretadas al medio en suspensiones celulares embriogénicas y no embriogénicas, en las que 

después de 14 días en condiciones no embriogénicas detectaron 523 proteínas y en 

condiciones embriogénicas, determinaron 319, 409 y 175 proteínas después de 21, 42 y 98 

días, respectivamente, concluyendo que algunas proteínas se secretan exclusivamente en 

condiciones embriogénicas y otras proteínas en condiciones no embriogénicas. 

Campos et al., (2016) realizaron el perfil proteómico de dos suspensiones celulares 

embriogénicas de C. arabica en las que identificaron 1,052 proteínas no redundantes tales 

como la aldolasa fructosa bifosfato y la aldolasa 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato, que están 

relacionadas con el estrés y la capacidad embriogénica que podrían ser buenos candidatos a 

marcadores de células embriogénicas y probablemente desempeñan un papel en la mejora de 

la producción de embriones somáticos. 

A pesar del papel crucial que desempeñan las proteínas extracelulares en estos procesos 

diversos y significativos, el proteoma extracelular se ha caracterizado menos que otros 

compartimentos subcelulares (Tchorbadjieva, 2016). Es por ello que el estudio de las proteínas 

extracelulares durante la ES de especies de interés agrícola, forestal e industrial es necesario. 

 

Cuadro 1.2 Proteínas secretadas al medio de cultivo en suspensiones celulares de plantas en 

condiciones embriogénicas y no embriogénicas. 

Especie Tratamiento Análisis 
Proteínas 

identificadas 
Función Referencia 

Arabidopsis 
thaliana 

Ácido salicílico e 
infección con 

Alternaria 
brassicicola 

2D-PAGE, 
MALDI-TOF 

MS 
Lipasa (GLIP1) Defensa (Oh et al., 2005) 

Nicotiana sp Ninguno 
2-DE; 

GC/MS 

32 manchas. 
Quitinasa, 

peroxidasa y β-
1,4-xilosidasa 

Defensa y 
procesos de 
regeneración 

celular 

(Lippmann et 
al., 2009) 

Oryza 
meyeriana 

Infección con 
Xanthomonas 

oryzae 

2D-DIGE; 
MALDI-

TOF/TOF-
MS 

34 proteínas 

Transducción de 
señales, defensa, 
estructura de la 
pared y estrés 

oxidativo. 

(Chen et al., 
2016) 

Oryza sativa 

Inoculación con 
M. grisea 

2-DE; 
MALDI-

TOF-MS; 
µLC-ESI- 
MS/MS 

Quitinasas, 
germina A/oxalato 

oxidasas y β-
expansia 

Defensa 
(Kim et al., 

2009) 

Ninguno 
2-DE; LC-
MS/MS 

192 proteínas 
Defensa y 

metabolismo de 
(Jung et al., 

2008) 
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la pared 

Vitis vinífera 
cv. Gamay 

Ciclodextrinas 
metiladas y metil 

jasmonato 
(MeJA) 

2-DE 
25 proteínas; PR-

proteínas 
Defensa 

(Martinez-
Esteso et al., 

2009) 

Vitis vinífera 
cv. 

Monastrell 

Cyclodextrinas 
y/o MeJA 

LC-MS/MS 

Peroxidasa, 
heparanasa, β-1,3 

glucanasa y 
reticulina oxidasa 

Defensa 
(Belchí-Navarro 

et al., 2019) 

Coffea 
canephora 

Ninguno 2D-PAGE 173 proteínas 
Participación en 

la ES 
(Mukul-López et 

al., 2012) 

Coffea 
arabica 

Ninguno 2D-PAGE 
523 en 

condiciones NE y 
963 durante la ES 

Participación en 
la ES 

(Mukul-López et 
al., 2012) 

Dactylis 
glomerata 

Ninguno 
2D-SDS-
PAGE 

Quitinasa de 32 
kDa 

Participación en 
la ES 

(Tchorbadjieva 
y Pantchev, 

2006) 

Ninguno 
2D-SDS-

PAGE;MS 

Serina proteasa 
de 70 kDa y varias 

isoformas de 
proteasas de 

cisteína de 36 kDa 

Posible 
participación en la 

ES 

(Rakleova et al., 
2012) 

Ninguno 
2D-

PAGE;LC-
MS/MS 

α-amilasa, 
designada 
DgAmy1 

Posible 
participación en la 

ES 

(Rakleova et al., 
2010) 

Ninguno 
2D-SDS-
PAGE 

40 proteínas 
Posible 

participación en la 
ES 

(Tchorbadjieva 
et al., 2004) 

Solanum 
betaceum 

Ninguno 

SDS-PAGE; 
MALDI-

TOF/TOF-
MS 

13 proteínas; 
glucanasas y 

xilasas 

Posible 
participación en la 

ES 

(Alves et al., 
2017) 

Medicago 
truncatula 

2HA 
Ninguno 

SDS-PAGE; 
MALDI-

TOF/TOF 

Proteasas, 
peroxidasas, 
Proteínas-PR, 
peroxidasas 

Posible 
participación en la 

ES 

(Kusumawati et 
al., 2008) 
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1.6 JUSTIFICACIÓN 

 

Se sabe que las proteínas extracelulares secretadas al medio de cultivo participan como 

inductores o inhibidores de la ES; por tanto, su cuantificación e identificación durante la 

inducción de la ES podría dilucidar las diferentes vías involucradas en este proceso y con ello 

contribuir a la generación de estrategias biotecnológicas para la optimización de protocolos de 

regeneración que contribuyan al mejoramiento genético de especies de interés.  

 
1.7 OBJETIVO GENERAL 
 

Establecer y caracterizar cultivos celulares de cafeto y aguacate. 

 

1.8 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Establecer líneas de suspensiones celulares de cafeto y aguacate.  

 Caracterizar el crecimiento de las líneas celulares. 

 Inducir la ES a partir de las suspensiones celulares.  
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1.9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

Figura 1.3 Diagrama general de la estrategia experimental 
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CAPÍTULO II 
 
ESTABLECIMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE SUSPENSIONES CELULARES DE 

CAFETO Y AGUACATE  
 

2.1 INTRODUCCIÓN 
 

Las suspensiones celulares consisten en células libres y agregados celulares distribuidos en un 

medio líquido en movimiento y deben ser mantenidas mediante suministro continuo de 

nutrientes (Szabados et al., 1993). El mejor inóculo para la iniciación de las suspensiones 

celulares es sin duda un callo friable con una alta actividad de división ce lular (King, 1984). El 

crecimiento celular puede ser medido por varios métodos con base en diferentes parámetros, 

como el peso fresco (PF), el peso seco (PS), el número de células, el volumen del paquete 

celular (VPC), la conductividad eléctrica (CE) u osmolalidad del medio, la determinación de la 

concentración de nutrientes o metabolitos, el contenido de proteína, el contenido de ADN, la 

viabilidad celular, la pérdida de peso por desasimilación y el volumen celular después de la 

sedimentación (Mustafa et al., 2011). Una curva de crecimiento típica con base en los pesos 

fresco y seco de la biomasa de diferentes cultivos presenta cinco fases: inicial de retraso, 

exponencial, lineal, crecimiento decreciente y estacionaria.  

Hay varios factores que influyen en el crecimiento de las células, como el medio de cultivo, el 

origen del explante, la cantidad y combinación de reguladores del crecimiento, las condiciones 

del cultivo ambiental, entre otras (Galaz-Ávalos et al., 2012). Las SC constituyen una técnica 

muy valiosa en estudios sobre el ciclo celular, estudios fisiológicos y bioquímicos, en la 

formación de metabolitos secundarios y el aislamiento de mutantes, así como para la ES 

(Szabados et al., 1993); en esta última, los cultivos embriogénicos en suspensión líquida 

poseen ventajas de desarrollo sincronizado, un alto potencial para la producción a mayor 

escala y una selección más rigurosa en los protocolos de transformación genética (Burns y 

Wetzstein, 1997). Así mismo, son los sistemas celulares más adecuados para estudios 

científicos como los relacionados al proteoma extracelular (Sabater-Jara et al., 2014), entre 

ellas las proteínas extracelulares, ya que se ha reportado que participan como un punto 

fundamental en el inicio de la cascada de señales que induce los primeros pasos de la ES 

(Quiroz-Figueroa et al., 2002a; Ruíz-May et al., 2010). 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

2.2.1 Establecimiento de las suspensiones celulares de cafeto 
 

Se utilizó callo friable de C. arabica, proveniente de un cultivar posiblemente resistente a la 

roya, previamente establecido en nuestro laboratorio por el equipo que trabaja para el proyecto 

292474. El callo se disgregó en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de 

cultivo líquido de mantenimiento (MA), el cual está compuesto por sales basales del medio MS 

(MS; Phyto Technology Laboratories, M524), suplementado con 29.6 µM tiamina-HCl (Sigma, 

T3902), 555 µM mioinositol (Sigma, I5125), 158.6 µM cisteína (Sigma, C121800), 3.9 µM de 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D; Sigma, D6679), 9.3 µM de cinetina (Kin; Sigma, K0753), 

87.64 mM sacarosa (Sigma, S539) y el pH ajustado a 5.8 (Cuadro A.1; en el anexo). 

Posteriormente se esterilizó a 121 °C por 17 minutos. El material se incubó a 25 ± 2 ºC en 

condiciones de oscuridad a 100 rpm. El medio de cultivo se renovó cada 15 días.  

 

2.2.2 Establecimiento de las suspensiones celulares de aguacate 
 

El material usado fue proporcionado por el equipo del Instituto Naconal de Ecología (INECOL) 

como parte de la colaboración del proyecto 292399. El callo friable se colocó en matraces 

Erlenmeyer de 125 mL con 25 mL de medio de mantenimiento de aguacate MSP (Pliego-Alfaro 

y Murashige, 1988): sales basales del medio MS suplementado con 12 µM tiamina-HCl (Sigma, 

T3902), 555 µM mioinositol (Sigma, I5125), 0.41 µM de picloram, 87.64 mM sacarosa (Sigma, 

S539) y el pH ajustado a 5.7 (Cuadro A.2, en el anexo). Posteriormente se esterilizó en una 

autoclave a 121 °C por 17 minutos. El material se incubó a 25 ± 2 ºC en condiciones de 

oscuridad a 100 rpm. Después del día 60, el material se cambió a matraces de 250 mL con 50 

mL de medio de cultivo, el cual se renovó cada 15 días. 

 

2.2.3 Prueba del efecto del inóculo en el crecimiento de las suspensiones celulares  
 

Una vez generadas las SC de cafeto se evalúo el crecimiento utilizando tres tamaños de 

inóculo (100 mg, 200 mg y 300 mg de peso freso) en matraces de 250 mL con 50 mL de medio 

de pre-acondicionamiento (Cuadro A.1, en el anexo). Se evaluaron los pesos fresco y seco, el 

pH y la CE para los días 0, 8, 13, 21, 28, 35 y 43. Se realizaron tres réplicas técnicas.  
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En el caso de las SC de aguacate, se evaluaron los siguientes tamaños de inóculo: 100, 250 y 

450 mg colocados en 50 mL de medio MMSE (Cuadro A.2, en el anexo) en matraces de 250 

mL. Se evaluaron los siguientes parámetros: peso fresco, peso seco, pH y CE en los días 1, 7, 

14, 32, 41, 47, 53.  

 

2.2.3.1 Peso fresco y peso seco  
 

Para obtener el peso fresco, las suspensiones celulares se colocaron en un equipo de filtrado 

Millipore, al cual previamente se le colocó una pieza de papel filtro (Whatman No. 1), acoplado 

a un matraz de filtración al vacío conectado a una bomba Felisa FE-1500. Se ejerció vacío 

durante un minuto, posteriormente las células se pesaron en una balanza analítica. Las 

muestras se almacenaron a -22 ºC; una vez terminado el ciclo de cultivo se liofilizaron en una 

liofilizadora Labconco y se pesaron en una balanza analítica para obtener el peso seco.  

 

2.2.3.2 Conductividad eléctrica y pH  
 

La conductividad se determinó colocando un conductímetro en el medio de cultivo recuperado 

después del filtrado de las suspensiones celulares para la prueba del PF. Para la medición de 

pH se utilizó un potenciómetro Ohaus starter 3100 cuyo electrodo fue sumergido en el medio 

libre de células. 

 

2.2.3.3 Parámetros de crecimiento  
 

Los resultados de las pruebas evaluadas se graficaron en el programa Origin Pro 8G 

(OriginLab Corporation Northampton, MA-USA). Los parámetros de crecimiento evaluados 

fueron: índice de crecimiento, velocidad de crecimiento y tiempo de duplicación  de acuerdo con 

Galaz-Ávalos et al., (2012). 

 

2.2.4 Caracterización de las suspensiones celulares  
 

Se inocularon 200 mg de células de SC de cafeto en matraces de 250 mL con 50 mL de medio 

de mantenimiento (Cuadro A.1, en el anexo). El material se incubó a 25 ± 2 ºC en condiciones 

de oscuridad a 100 rpm. El crecimiento de las suspensiones fue evaluado tomando en cuenta 

los siguientes parámetros: paquete celular, peso fresco, peso seco, conductividad, pH y 

viabilidad en días pares durante 40 días. La prueba constó de tres réplicas biológicas. 
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Posteriormente se graficó el ciclo de cultivo y se evaluaron los parámetros de crecimiento como 

se mencionó en el apartado anterior. 

 

En el caso de aguacate se inocularon 450 mg de células en 50 mL de medio MMSE (Cuadro 

A.2, en el anexo) en matraces de 250 mL. El material se incubó a 25 ± 2 ºC en condiciones de 

oscuridad a 100 rpm. Se evaluaron los parámetros de peso fresco, peso seco, volumen de 

paquete celular, conductividad, pH y viabilidad en días nones durante 33 días. Se realizaron 

tres replicas biológicas.  

 

2.2.4.1 Paquete celular  
 

Se colocaron 10 mL de las suspensiones celulares en un tubo cónico graduado de 15 mL y se 

centrifugó a 3,000 rpm por 15 minutos en una centrifuga Hettich Mikro 22R. Para calcular el 

porcentaje, se dividió el volumen de células sedimentadas entre el volumen total utilizado ( 10 

mL), multiplicado por 100.  

 

2.2.4.2 Peso fresco y peso seco  
 

Para obtener el peso seco, las suspensiones celulares se filtraron utilizando papel filtro 

(Whatman No. 1) en un equipo de filtrado Millipore acoplado a un matraz conectado a una 

bomba Felisa FE-1500; se ejerció vacío durante un minuto, después las células libres de medio 

se pesaron en una balanza analítica. Las muestras se almacenaron a -22 ºC. Una vez 

terminado el ciclo de cultivo se liofilizaron en una liofilizadora Labconco y se pesaron en una 

balanza analítica para obtener el peso seco. 

2.2.4.3 Conductividad eléctrica y pH  
 

La conductividad del medio se realizó colocando un conductímetro en el interior del medio de 

cultivo recuperado después del filtrado de las suspensiones celulares. Para la medición de pH 

se utilizó un potenciómetro Ohaus starter 3100, cuyo electrodo fue sumergido en el medio libre 

de células. El pH se ajustó inicialmente a 5.8. Estas mediciones se realizaron a lo largo del ciclo 

del cultivo.  
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2.2.4.4 Viabilidad 
 

La viabilidad se determinó usando la prueba de azul de Evans. Se colocó un mL de suspensión 

celular en un tubo de ensayo y se agregaron 250 μL de una solución de azul de Evans al 0.1% 

(la concentración final por muestra fue de 0.025% v/v). La muestra se incubó por 15 min a 

temperatura ambiente y posteriormente se realizaron los lavados suficientes para remover el 

colorante, centrifugando a 1,880 x g por 5 min entre cada lavado. Posteriormente se agregó 

una solución de metanol al 50% (v/v) con SDS (dodecil sulfato de sodio) al 1% (p/v) a 60º C por 

30 min y después se centrifugó a 1,880 x g por 10 min en una centrifugadora Hettich Mikro 

22R, esto con la finalidad de solubilizar el colorante adherido a las células muertas. Este 

procedimiento se repitió tres veces; se recuperó el sobrenadante en cada extracción y se diluyó 

a un volumen final de 7 mL. La absorbancia se midió en un espectrofotómetro Halo XB-10 UV-

VIS a 600 nm. El testigo para calcular el % de viabilidad fue una muestra de un mL de 

suspensiones celulares colocadas a 70º C por 30 min, al cual se le realizó el procedimiento 

anteriormente mencionado; estas células se tomaron como el porcentaje de células muertas.  

 

2.2.5 Inducción de la embriogénesis somática en cafeto 
 

Una vez generadas las SC se inocularon 200 mg de células en matraces de 250 mL con 50 mL 

medio de medio de pre-acondicionamiento (MPA); sales basales MS a la mitad de su potencial 

iónico, suplementado con 11.5 µM de 2,4-D y 4.4 µM de BA (benciladenina). Se mantuvieron 

durante 42 días. El medio se renovó cada 15 días. Transcurrido ese periodo se inocularon 100 

mg en medio de inducción compuesto por sales basales MS a la mitad de su fuerza iónica, 

suplementado con 0.22 µM de ácido 1- naftalenacético y 2.3 µM de cinetina (Cuadro A.1, en el 

anexo). Los cultivos se mantuvieron en oscuridad a 25 ± 2°C a 100 rpm. El medio de cultivo se 

renovó cada 15 días.  

 

2.2.6 Inducción de la embriogénesis somática en aguacate 
 

Una vez establecidas las SC se inocularon 200 mg de células en matraces de 250 mL con 50 

mL de medio de inducción (Witjaksono y Litz, 1999a) que consiste en sales mayores Gamborg 

B5, sales menores MS suplementado con 0.41 µM de picloram y se incubaron en las mismas 

condiciones ya mencionadas.  
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2.3 RESULTADOS  
 

2.3.1 Establecimiento de las suspensiones celulares de C. arabica 
 

Para el establecimiento de las suspensiones celulares el inóculo inicial fue callo friable que fue 

colocado en 50 mL de medio líquido de mantenimiento (MA): sales basales MS, suplementado 

con 3.9 μM de 2,4-D y 9.3 μM de Kin (Cuadro A.1, en el anexo) en matraces Erlenmeyer de 

250 mL, incubados a 25 ± 2 ºC en la oscuridad a 100 rpm. El callo se disgregó fácilmente al 

momento del establecimiento, lo que permitió observar células libres desde el día cero ; así 

mismo, el material se pudo filtrar desde el segundo cambio de medio usando un colador con un 

tamaño de malla de 1 mm, esto permitió obtener una suspensión celular de apariencia  fina para 

el día 30 (Figura 2.1). Con las subsecuentes transferencias la apariencia de las SC se mantuvo 

fina y lechosa. 

 

 
Figura 2.1 Establecimiento de las suspensiones celulares de C. arabica. Se disgregó callo friable en 50 

mL de medio líquido de mantenimiento en matraces Erlenmeyer de 250 mL incubados a 25 ± 2 ºC en la 

oscuridad a 100 rpm. A) Inóculo inicial; callo friable. B) Medio de mantenimiento inoculado al día cero. C) 

Suspensiones celulares al día 30. 

 

2.3.2 Prueba de inóculo en suspensiones celulares de C. arabica 
 

El tamaño del inóculo inicial tiene una gran influencia en el crecimiento del cultivo. Por ello , es 

importante determinar el tamaño óptimo de dicho inóculo. Debe ser de un tamaño que permita 

un crecimiento adecuado, pero no tan grande que sólo crezca un par de días y agote los 

nutrimentos del medio. Para determinar el tamaño del inóculo se evaluaron tres tamaños de 

inóculo (100, 200 y 300 mg) en matraces de 250 mL con 45 mL de medio de cultivo de 

mantenimiento (Cuadro A.1, en el anexo) y se evaluaron los siguientes parámetros: peso 

fresco, peso seco, pH y CE durante los días 0, 7, 13, 21, 28, 35 y 43. Para el establecimiento 
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de la prueba se colocó el contenido de 10 matraces con SC de 15 días en un vaso de 

precipitados de 1000 mL, se dejaron reposando por 30 minutos. Se retiró el medio  por 

decantación y se tomaron tres alícuota de 1 mL, las cuales se colocaron de manera individual 

en un equipo de filtrado durante un minuto a vacío, el resultado del peso fresco se promedió y 

con base en ello se utilizó el volumen necesario para inocular las cantidades de material 

previamente mencionadas. El volumen de cada matraz se completó con el mismo medio a 50 

mL, una vez que se inoculó cada matraz. Se realizaron tres réplicas técnicas. 

 

El crecimiento estuvo relacionado con el tamaño del inóculo. Visualmente, en el día cero se 

distinguió claramente la cantidad inicial de inóculo. Conforme pasaba el tiempo empezaron a 

mostrar una mayor densidad. En el Cuadro 2.1 se puede apreciar claramente que el máximo de 

densidad fue alcanzado por cada uno de los inóculos en días diferentes. De manera visual se 

observó un incremento del crecimiento para el inóculo de 100 mg para el día 28, por lo que se 

podría realizar el subcultivo el día 21, en tanto los inóculos de 200 y 300 mg podrían 

subcultivarse a partir del día 13 hasta el 21. El último día de evaluación, a pesar de tener una 

elevada densidad celular las SC no mostraron signos de oxidación, simplemente pasaron de 

tener una apariencia blanca-lechosa a blanca-amarillenta (Cuadro 2.1). 

 

Cuadro 2.1. Documentación fotográfica de las SC de C. arabica con tres tamaños de inóculo durante un 

periodo de 43 días. 
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2.3.2.1 Determinación de los pesos fresco y seco  
 

La duración del ciclo de cultivo con base en los PF y PS fue una función directa del tamaño del 

inóculo inicial. En ambas pruebas se puede observar que a mayor tamaño de inóculo, mayor es 

la biomasa final y las etapas de crecimiento se alcanzan en menor tiempo. El inóculo de 300 

mg llegó a la fase estacionaria tanto para la prueba de PS como de PF el día 35 con un peso 

de 7.74 g. de PF y 5.68 g de PS. En el inóculo de 200 mg solo se pudo observar la fase de 

crecimiento desacelerado para PF y la fase estacionaria el día 35 para el PS con un peso de 

5.30 g. La prueba de PF para el inóculo de 100 mg solo alcanzó la fase exponencial y un 

cambio a la fase de crecimiento desacelerado; sin embargo, no se pudo observar un ciclo de 

cultivo completo (Figura 2.2). Los resultados fueron de utilidad para el mantenimiento del 

cultivo; así mismo, permitió elegir un tamaño de inóculo para realizar la caracterización de las 

SC. 

 

Figura 2.2 Ciclo de cultivo de suspensiones celulares de C. arabica con tres tamaños de inóculo. Se 

inocularon () 100, () 200 y (▲) 300 mg células en 50 mL de medio MPA. El medio consistió en las 

sales basales del MS a la mitad de su potencial iónico, suplementado con 11.5 µM de 2,4-D y 4.4 µM de 

BA. La evaluación se realizó durante 43 días. A) Peso fresco. B) Peso seco. 

 

Los parámetros de crecimiento con respecto al tamaño de inóculo no mostraron diferencias 

sustanciales. Sin embargo, el índice de crecimiento fue superior a menor tamaño de inóculo. La 

velocidad de crecimiento disminuyó a mayor cantidad de células, mientras que el tiempo de 

duplicación se prolongó a mayor cantidad de inóculo (Cuadros 2.2 y 2.3). Con base en estos 

resultados y los ciclos de cultivo de la Figura 2.2 se eligió el tamaño de inóculo de 200 mg para 

realizar la caracterización de las SC.  
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Cuadro 2.2 Parámetros de crecimiento para la prueba de PF de SC de cafeto.   

Parámetro de crecimiento 100 200 300 

Índice de crecimiento 1.33 0.82 0.82 

Velocidad de crecimiento 0.17 0.12 0.12 

Tiempo de duplicación (días) 4.09 5.78 5.76 

 

Cuadro 2.3 Parámetros de crecimiento para la prueba de PS de SC de cafeto.  

Parámetro de crecimiento 100 200 300 

Índice de crecimiento 3.41 2.66 2.49 

Velocidad de crecimiento 0.11 0.10 0.10 

Tiempo de duplicación (días) 6.07 6.94 7.22 

 
2.3.2.2 Conductividad eléctrica y pH del medio de cultivo  
 

La conductividad eléctrica es un parámetro de crecimiento indirecto, el cual está relacionado 

con la absorción de nutrientes por parte de las células, principalmente el nitrato. La CE de los 

tres tamaños de inóculo disminuyó conforme el ciclo de cultivo avanzaba, y fue menor a mayor 

tamaño de inóculo. La CE del día 8 fue de 3.2, 3.03 y 2.7 mS cm-1 para los tamaños de inóculo 

de 100, 200 y 300 mg, respectivamente. En el día 21 se pudo observar una caída drástica en la 

CE de los inóculos de 200 y 300 mg, mientras que ésta se observó hasta el día 35 para el 

inóculo de 100 mg. A partir de esos días, los cambios en la CE se mantuvieron constantes, lo 

que podría reflejar que las SC están entrando a la fase de crecimiento desacelerado o 

estacionario. La CE del último día de la evaluación fue de 0.3, 0.1, y 0.05 mS cm-1 para los 

tamaños de inóculo de 100, 200 y 300 mg, respectivamente (Figura 2.3a).  

 

El medio utilizado para esta prueba fue el medio MPA (Cuadro A.1, en el anexo) cuya sales 

basales son las del medio MS, por tanto, contaba con una fuente de nitrato y amonio, cuyo pH 

fue ajustado inicialmente a 5.8. El pH del medio de cultivo para el día ocho tuvo una 

disminución a 5.0, 5.0 y 5.1 para los inóculos de 100, 200 y 300 mg, respectivamente. El día 14 

se pudo observar un moderado incremento del pH. Posteriormente mostraron fluctuaciones 

ascendentes y descendentes (Figura 2.3b). 
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Figura 2.3 Conductividad eléctrica y pH de suspensiones celulares de C. arabica con tres tamaños de 

inóculo. Se inocularon () 100, () 200 y (▲) 300 mg células en 50 mL de medio MPA. El medio consistió 

de las sales basales del MS a la mitad de su potencial iónico, suplementado con 11.5 µM de 2,4-D y 4.4 

µM de BA. La evaluación se realizó durante 43 días. A) Conductividad eléctrica. B) pH.  

 
2.3.3 Caracterización de las suspensiones celulares de C. arabica 
 

Una vez concluida la prueba de inóculo se realizó la caracterización de la línea celular de 

cafeto. Se eligió establecer el cultivo usando un inóculo inicial de 200 mg dado que para la 

prueba de PS se logró observar un ciclo de cultivo completo y porque los parámetros de 

crecimiento del inóculo de 200 y 300 mg no presentaron una variación significativa. El ciclo de 

cultivo se realizó evaluando los siguientes parámetros: paquete celular, peso fresco, peso seco, 

conductividad, pH y viabilidad por un periodo de 40 días; el muestreo se realizó cado dos días. 

La prueba constó de tres replicas biológicas. El inóculo utilizado provino de SC de 19 días 

previamente establecidas con un inóculo de 300 mg. El contenido de 10 matraces se colocó en 

un vaso de precipitados de 1000 mL con un colador con un tamaño de malla de 1 mm, se dejó 

sedimentar por 30 minutos y posteriormente se tomaron tres alícuotas de 1 mL que se 

colocaron en un equipo de filtrado a vacío por un minuto. Se promediaron los resultados y por 

equivalencia se inocularon 200 mg usando una micropipeta de 5000 µL en matraces de 250 mL 

con 45 mL de medio de cultivo de mantenimiento (Cuadro A.1, en el anexo). Se aforó a 50 mL 

con el mismo medio de cultivo.  

 

El curso temporal del crecimiento de las SC mostró una densidad celular elevada a partir del 

día 16. A partir del día 20 y hasta el último día de la evaluación la densidad celular cubrió la 
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base del matraz por lo que no se pudo distinguir entre los días de cultivo. A pesar del elevado 

crecimiento no presentaron oxidación (Cuadro 2.4). 

 

Cuadro 2.4 Crecimiento de SC de C. arabica inoculadas con 200 mg de células durante un ciclo de 

cultivo de 40 días. 

 

 
2.3.3.1 Peso fresco y peso seco  
 

El ciclo de cultivo de las suspensiones celulares de C. arabica con base en los pesos fresco y 

seco mostraron todas las fases de crecimiento. La fase de retardamiento abarcó del día 0 al día 

6 en ambos casos. El ciclo de cultivo medido a través del PF tuvo una fase exponencial del día 

8 al día 18. La fase lineal terminó el día 34, a partir de ese día se pudo observar la fase de 

crecimiento desacelerado y al final del ciclo la fase estacionaria. La biomasa acumulada al día 

38 fue de 1.03 g de peso fresco y 633.45 mg de peso seco el día 36 (Figura 2.4). El índice de 

crecimiento fue de 4.81 para el PF y de 2.95 para el PS. La velocidad de crecimiento fue de 

0.18 y 0.14 para el PF y PS, respectivamente, y el tiempo de duplicación fue de 3.94 para el PF 

y de 5.04 días para el PS. La diferencia en los valores de los parámetros estudiados en relación 

con los pesos fresco y seco, es algo común, ya que son parámetros relativos.  

 

2.3.3.2 Paquete celular y viabilidad 
 

El volumen del paquete celular aumentó progresivamente con el tiempo en cultivo. Este valor 

está relacionado con los parámetros de peso seco, peso fresco y de manera indirecta con la 

conductividad eléctrica. El valor inicial fue de 4% e incrementó a 60% para el último día de 



CAPÍTULO II  

 

37 

 

evaluación (Figura 2.5a). La disminución en la disponibilidad de nutrientes con respecto al 

crecimiento celular suele estar asociada a la viabilidad. La viabilidad fue de 72.28%. El día 6 se 

observó un ligero incremento que coincidió con el inicio de la fase exponencial donde se obtuvo 

un 87.86%. El valor para la prueba fue de 34.71% para el último día evaluado (Figura 2.5b).  

 

Figura 2.4 Ciclo de cultivo con base al peso fresco y peso seco en SC de C. arabica. Se inocularon 200 

mg de células en 50 mL de medio MA. El medio consistió de las sales basales del MS, suplementado con 

3.9 µM de 2,4-D y 9.3 µM de cinetina. La evaluación se realizó durante 40 días. A) Peso fresco. B) Peso 

seco. 

 

2.3.3.3 Conductividad eléctrica y pH del medio de cultivo  
 

Los resultados de la prueba de CE mostraron un cambio descendente conforme avanzó el ciclo 

de cultivo. La conductividad del día 0 fue de 7.77 mS cm-1 y la conductividad final fue de 0.90 

mS cm-1. Los resultados de la prueba tuvieron relación directa con el crecimiento celular de las 

pruebas de peso fresco y peso seco (Figura 2.6a). 

 

El pH que se obtuvo el día cero fue de 5.4. El día 2 descendió 0.2 puntos, siendo este valor el 

más bajo durante el ciclo de cultivo. Después de día 4, el pH continuó incrementando a medida 

que pasaban los días hasta mantenerse entre 5.8 y 6.0 del día 12 al día 20, después del día 20 

el pH tuvo varias fluctuaciones parecidas a las de la prueba de inóculo. Esto podría deberse a 

la absorción diferencial de la fuente de nitrógeno o al inconveniente con el potenciómetro que 

se mencionó en la prueba de inóculo, ya que la desviación estándar fue muy elevada para 

varios días de medición (Figura 2.6b). 

 



CAPÍTULO II  

 

38 

 

 

Figura 2.5 Ciclo de cultivo con base al volumen del paquete celular y viabilidad en SC de C. arabica. Se 

inocularon 200 mg de células en 50 mL de medio MA; el medio contenía las sales basales del MS, 

suplementado con 3.9 µM de 2,4-D y 9.3 µM de cinetina. La evaluación se realizó durante 40 días. 

 

Figura 2.6 Resultados de la prueba de conductividad eléctrica y pH en suspensiones celulares de C. 

arabica evaluadas durante 40 días. Se inocularon 200 mg de células en 50 mL de medio MA; sales 

basales MS, suplementado con 3.9 µM de 2,4-D y 9.3 µM de cinetina el pH del medio se ajustó a 5.8. A) 

Conductividad eléctrica. B) pH. 

 
2.3.4 Inducción de la embriogénesis somática en C. arabica  
 

Para la inducción de la ES en C. arabica se colocaron 200 mg de células en medio de pre-

acondicionamiento durante 42 días. Posteriormente se cambiaron al medio de inducción en el 

cual se inocularon 100 mg de células en 50 mL de medio de cultivo en matraces de 250 mL. 

Después de dos meses de evaluación no se observaron embriones somáticos. Esto pudo 

deberse al tamaño de inóculo inicial, el cual, a pesar de ser un inóculo pequeño, incrementó de 

manera considerable su densidad celular (Figura 2.2). Se ha demostrado que las altas 

densidades celulares pueden inhibir la embriogénesis somática. Posteriormente se probó con 
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un inóculo de 50 mg en 50 mL en un matraz de 250 mL con el medio anteriormente 

mencionado, sin embargo, la evaluación no se logró terminar. 

 
2.3.5 Establecimiento de suspensiones celulares de P. americana 
 

Se recibieron 10 cajas Petri con callos de aguacate ‘Hass’ provenientes del INECOL, cada una 

tenía un número de identificador diferente. Por tanto, el establecimiento de las SC se hizo de 

manera individual. Dada la cantidad y calidad del material se establecieron las SC colocando 

aproximadamente un gramo de callo en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 25  ± 5 mL de 

medio de mantenimiento MSP (Cuadro A.2, en el anexo), ya que era el medio de cultivo en el 

cual había sido enviado el material. El medio MSP está compuesto por sales basales MS 

suplementado con 0.41 µM de picloram. Posteriormente se supo que las 10 cajas con callos no 

eran accesiones diferentes sino que solo habían dos tipos de callo; embriogénico y no 

embriogénico (NE), por lo que se agruparon las SC previamente iniciadas de manera individual 

para formar dos líneas de SC, las cuales fueron colocadas en matraces de 250 mL con 50 mL 

de medio de cultivo MSP. A los 60 días se logró tener suspensiones celulares con apariencia  

arenosa, debido al tamaño de los agregados celulares (Figura 2.7). Así mismo, las SC 

mostraron una tasa lenta de crecimiento.  

 

A pesar de filtrar las células durante cada cambio de medio, e l tamaño de los agregados 

continúo siendo mayor que el de los agregados de las SC de cafeto y no se logró obtener un a 

SC de apariencia fina lechosa.  

 

Cuando se obtuvo una cantidad suficiente de material para realizar una prueba de inóculo se 

evalúo el PF y el pH de tres tamaños de inóculo 100, 200 y 300 mg en las líneas celulares 

‘Hass’ embriogénico y ‘Hass’ no embriogénico. El inóculo se colocó  en 50 mL de medio MSP 

(Cuadro A.2, en el anexo) en matraces de 250 mL. Los días evaluados fueron el día 0, 7, 14 y 

21. La línea embriogénica, para los tres tamaños de inóculo inició la fase estacionaria en el día 

14. De los tres tamaños de inóculo solo el de mayor tamaño mostró un ligero crecimiento, 

acumulando 485 mg de PF en el día 14 (Figura 2.8a). El pH del inóculo de 300 mg mostró un 

descenso drástico de 5.7, que fue el pH previa esterilización, a 2.75 que fue la lectura del día 7. 

El pH se mantuvo por debajo de 3 hasta que terminó la evaluación. El pH de los otros dos 

tamaños descendió a 3.6 el día 7, ascendió ligeramente pero se mantuvo por debajo de 4 

(Figura 2.8b). Cabe resaltar que visualmente las SC mostraron una densidad celular 
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moderadamente elevada con un tamaño de grumo elevado; sin embargo, al momento de 

filtrarlas se pudo notar que su consistencia era de tipo cremoso, lo que provocó que al 

someterlas a vacío parte de los componentes de los agregados se impregnaran en el papel 

filtro impidiendo recolectarlos dando como resultado un bajo peso final. 

 

El inóculo de 300 mg de la línea no embriogénica mostró el inicio de la fase de crecimiento 

desacelerado el día 14. Los otros dos tamaños se mantuvieron en la fase de crecimiento lineal. 

La biomasa acumulada el día 14 fue de 267.6, 444.6 y 560.4 mg para el inóculo de 100, 200 y 

300 mg, respectivamente (Figura 2.9a). El pH de los tres tamaños de inóculo mostró una 

tendencia similar; el día 7 descendió a 3.2 y se mantuvo alrededor del pH 3 durante lo que 

restó de la prueba (Figura 2.9b). 

 

Figura 2.7 Establecimiento de suspensiones celulares de P. americana. El callo friable se disgregó en 

medio líquido de mantenimiento en matraces Erlenmeyer incubados a 25 ± 2 ºC en la oscuridad a 100 

rpm. A) Callo friable. B) Medio de mantenimiento inoculado al día 0. C) Suspensiones celulares al día 60.  

 

Después de realizar la prueba de inóculo se detectó un problema de contaminación por ácaros. 

Se revisó cuidadosamente de manera visual cada matraz de SC y se desecharon los que 

presentaron contaminación. Al material sin aparente contaminación se le realizó una prueba 

cualitativa para corroborar su asepsia. Se tomó una alícuota de 100 μL de SC de cada matraz y 

se colocaron en frascos de 50 mL con 10 mL de medio MS semi-sólido, se incubaron en 

oscuridad a 25 ºC. Un mes después se hizo una inspección visual y también con ayuda de un 

estereoscopio. Los frascos contaminados se desecharon y el material aparentemente aséptico 

se subcultivó bajo las mismas condiciones ahora en medio MSP. Este proceso se repitió dos 

veces más. Asímismo, alrededor del noveno mes se detectó la pérdida de la capacidad 

embriogénica en las SC de tipo embriogénicas. Por lo que la prueba de medios, la prue ba de 

inóculo y la caracterización de SC de aguacate ‘Hass’ se realizaron en SC no embriogénicas.  
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Figura 2.8 Prueba de inóculo en SC de aguacate ‘Hass’ embriogénico.  Se inocularon () 100, () 200 y 

(▲) 300 mg de células en 50 mL de medio MSP; sales basales del medio MS, suplementado con 0.41 

μM de picloram durante 21 días. A) Peso fresco. B) pH.  

 

 

Figura 2.9 Prueba de inóculo en SC de aguacate ‘Hass’ no embriogénico. Se inocularon () 100, () 200 

y (▲) 300 mg en 50 mL de medio MSP; sales basales del medio MS, suplementado con 0.41 μM de 

picloram durante 21 días. A) Peso fresco. B) pH. 

 

Dado que el crecimiento de las SC era muy bajo se realizó una prueba de medios para evaluar 

el medio de cultivo MMSE que fue originalmente diseñado para la inducción de la ES en mango 

(Pateña et al., 2002). Este medio está compuesto por los macronutrientes del medio MS, 

micronutrientes del medio B5, suplementado con 1.9 μM de 2,4-D utilizado por López Encina et 

al., (2014) y O'Brien et al., (2018) para mejorar el mantenimiento y capacidad de regeneración 

de embriones somáticos de aguacate. 
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Se realizó un ciclo de cultivo usando tres medios de cultivo: 1) medio MSP que es el medio en 

el cual se establecieron y se mantuvieron las SC, 2) medio MI que es un medio usado para la 

inducción de la ES y cuya fuente de nitrógeno es parecido a la del medio MMSE ya que 

consiste en macronutrientes del medio MS y micronutrientes del medio B5 y el medio MMSE, y 

3) medio MMSE (Cuadro A.2, en el anexo). El material usado como inóculo inicial para la 

prueba de medios se encontraba en medio de mantenimiento MSP. Se inocularon 130 mg de 

células en 50 mL de medio en matraces de 250 mL. El material se incubó a 25 ± 2 ºC en 

condiciones de oscuridad a 100 rpm, y se realizaron evaluaciones de PF, PS, CE y pH los días 

0, 7, 14, 21, 27, 35 y 41.  

 

Las SC en los medios MSP y MI a partir del día 14 se mantuvieron con cambios menores. Los 

matraces con mayor cantidad de células se asemejaron a las SC en medio MMSE del día 7. 

Las SC en medio MMSE mostraron una elevada densidad celular a partir del día 14 con una 

apariencia blanca-amarillenta. Después del día 14 la densidad celular fue muy abundante y el 

color de las SC se torna amarillo-marrón (Cuadro 2.5). 

 

Cuadro 2.5 Crecimiento de SC de P. americana en tres medios de cultivo durante un ciclo de 41 días. 

 

 

Los resultados de las pruebas de PF y PS mostraron un comportamiento similar. El PF de las 

SC en medio MSP se mantuvo en un rango de 130 a 300 mg a lo largo del cic lo del cultivo, 

mientras que las SC en medio MI no sobrepasaron los 200 mg. Las SC en medio MMSE 

mostraron un elevado crecimiento con respecto a los otros dos medios. En la Figura 2.10a se 

puede observar una biomasa acumulada de 3.24 g hasta la etapa de crecimiento lineal (Figura 
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2.10a). En cuanto a la prueba de PS, las SC en medio MSP y MI no sobrepasaron los 60 y 40 

mg, respectivamente, tomando en cuenta un peso inicial para el día 0 de 30 mg. Las SC en 

medio MMSE acumularon 746.5 mg de biomasa el último día de evaluación. Así mismo, se 

pudo observar el inicio de la fase de crecimiento desacelerado (Figura 2.10b). La biomasa 

acumulada en el medio MMSE con la prueba de PS fue mayor que la de la prueba de PF para 

los medios MSP y MI por lo que se decidió utilizar este medio de cultivo para repetir la prueba 

de inóculo y la caracterización. 

 

El pH del medio de cultivo debe ser ligeramente ácido y a lo largo del ciclo del cultivo se espera 

que varíe dependiendo de la fuente de nitrógeno que estén utilizando las células. El pH de los 

tres medios se ajustó a 5.7 previa esterilización. Para esta prueba se tomó el pH alrededor de 

seis horas después de la inoculación a diferencia de la prueba de inóculo en medio MSP de la 

Figura 2.9 cuando el pH del día 0 se tomó en cuenta como el pH previo a la esterilización. Es 

importante que para futuros trabajos utilizando el medio MSP y MI se mida el pH del medio 

después de la esterilización para poder verificar si son las células las que en cuanto son 

inoculadas liberan compuestos que reducen significativamente el pH o sí es más bien un efecto 

provocado por la esterilización. El pH para el día 0 fue de 4.12, 3.97, 4.78 para los medios 

MSP, MI y MMSE, respectivamente. Hasta el día 14 el comportamiento del pH de las SC en los 

tres medios de cultivo no varía significativamente; sin embargo, después de esa fecha, el pH de 

las SC en medio MSP y MI se mantuvo constante alrededor de 3, mientras que el pH de las SC 

en medio MMSE comenzó a aumentar hasta llegar a 6.49 (Figura 2.11a). Esto podría sugerir 

que las células que se mantienen en un pH ácido no tienen la capacidad de absorber los 

nitratos.  

 

La CE del medio MSP del día 7 se mantuvo entre 7.5 y 7.8 a lo largo del ciclo de cultivo y para 

el medio MI entre 5.3 y 4.8. La CE del medio MI y MMSE tuvo un comportamiento similar hasta 

el día 14 ya que su fuente de nitrógeno era la misma. Después de esa fecha la CE de las SC 

en medio MMSE continúo disminuyendo hasta 2 mS para el día 41. Al ser la CE una prueba 

que se relaciona indirectamente con el crecimiento celular, los resultados podrían sugerir que 

las SC en los medios MSP y MI no estaban absorbiendo los nutrientes del medio, a diferencia 

de las SC que se encontraban en el medio MMSE (Figura 2.11b).  
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Figura 2.10 Evaluación del crecimiento de suspensiones celulares ‘Hass’ no embriogénicas en tres 

medios de cultivo. () Medio de mantenimiento (MSP) compuesto de sales basales MS suplementado 

con 0.41 μM de picloram, () edio de inducción (MI) compuesto por macronutrientes del medio MS y 

micronutrientes del medio B5, suplementado con 0.41 μM de picloram, (▲) mMedio de inducción para 

mango MMSE compuesto por macronutrientes del medio B5, micronutrientes y vitaminas del medio MS 

suplementado con 1.9 μM de 2, 4-D en matraces de 250 mL con 50 mL de medio con 130 mg de inóculo. 

El ciclo de cultivo se evaluó durante 41 días. A) Peso fresco. B) Peso seco. 

 

 

Figura 2.11 Evaluación del pH y CE en SC de aguacate ‘Hass’ no embriogénicas en tres medios de 

cultivo. () Medio de mantenimiento (MSP) compuesto de sales basales del medio MS suplementado 

con 0.41 μM de picloram, () medio de inducción (MI) compuesto por macronutrientes del medio B5, y 

micronutrientes y vitaminas del medio MS, suplementado con 0.41 μM de picloram, (▲) medio de 

inducción para mango MMSE compuesto por macronutrientes del medio B5, y micronutrientes y 

vitaminas del medio MS adicionado con 1.9 μM de 2, 4-D en matraces de 250 mL con 50 mL de medio 

con 130 mg de inóculo. El ciclo de cultivo se evaluó durante 41 días. A) pH. B) Conductividad eléctrica.  
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Los parámetros de crecimiento de las SC en los tres medios de cultivo fueron similares para la 

prueba de PF y PS. El medio de cultivo en el que las células mostraron mejores resultados fue 

el MMSE, ya que su índice de crecimiento fue de prácticamente el triple y cuádruple con 

respecto al del medio MPS y MI, respectivamente. Así mismo, presentó una mayor velocidad 

de crecimiento y se duplicó en menor tiempo (Cuadros 2.6 y 2.7). 

 

Cuadro 2.6 Parámetros de crecimiento para la prueba PF en tres medios de cultivo para SC de aguacate 

‘Hass’.  

Parámetro de crecimiento MPS MI MMSE 

Índice de crecimiento 0.45 0.33 1.30 

Velocidad de crecimiento 0.05 0.04 0.12 

Tiempo de duplicación 13.17 17.22 5.82 
 

 

Cuadro 2.7 Parámetros de crecimiento para la prueba PS en tres medios de cultivo para SC de aguacate 

‘Hass’.  

Parámetro de crecimiento MPS MI MMSE 

Índice de crecimiento 0.21 0.28 0.64 

Velocidad de crecimiento 0.03 0.03 0.07 

Tiempo de duplicación 25.21 19.89 9.76 

 
2.3.6 Prueba de inóculo en suspensiones celulares de P. americana 
 

Después de haber obtenido resultados favorables con respecto al crecimiento de las SC con el 

medio MMSE (Figura 2.7) se procedió a realizar una prueba de inóculo. Se evaluaron tres 

tamaños de inóculo (100, 250 y 450 mg) en 50 mL de medio de cultivo previamente 

mencionado. Se utilizaron SC de 20 días que se encontraban en medio MMSE. Se evaluaron 

los siguientes parámetros: peso fresco, peso seco, pH y CE los días 1, 7, 14, 22, 32, 41, 47 y 

53 días.  

 

La densidad celular obtenida fue una función del tamaño del inóculo. El día 22 se cubrió por 

completo la base del matraz con inóculos de 100 y 200 mg y la apariencia de las SC se 

mantuvo de un color blanco-amarillento. Lo mismo ocurrió el día 14 en las SC con 450 mg de 

inóculo. A partir del día 47 fue difícil distinguir el tamaño de inóculo, ya que la densidad celular 

fue muy elevada y el color de las SC cambió a marrón (Cuadro 2.8). 
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Cuadro 2.8 Crecimiento de SC de P. americana con tres tamaños de inóculo durante un ciclo de 53 días. 

 

 

2.3.6.1 Peso fresco y peso seco  
 

El ciclo de cultivo no mostró fases definidas, ya que desde el primer día de inoculación las SC 

comenzaron a incrementar su peso de manera sustancial. El peso fue mayor a mayor tamaño 

de inóculo para ambas pruebas. A pesar de haber probado inóculos cuya diferencia fue 

significativa entre el de menor y mayor tamaño, la cantidad de biomasa acumulada fue 

relativamente parecida. El inóculo de 450 mg inició la fase estacionaria después del día 47 con 

un PF de 8.9 g para ese día. El último día de la evaluación, el PF de las SC con inóculos de 

250 y 450 mg fue de 7.1 y 8.3 g, respectivamente. 

  

Al igual que para el ciclo de cultivo con base en el PF, no se lograron apreciar definidamente 

todas las etapas del ciclo de cultivo con base en el PS. Esto se debió posiblemente a que los 

días de evaluación estuvieron muy espaciados durante los primeros días. La fase estacionaria 

se inició el día 47 en las SC con inóculo de 100 y 250 mg. La cantidad de PS fue muy similar 

para ambos tamaños 650.2 y 693.6 mg, respectivamente. Las SC con 450 mg continuaron 

creciendo ligeramente y acumularon 746.5 mg de PS. La elevada densidad celular y el alto 

contenido de sacarosa provocó inconvenientes con la liofilización (Figura 2.12). 
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Figura 2.12 Ciclo de cultivo de SC de aguacate ‘Hass’ con tres tamaños de inóculo.  Se inocularon () 

100, () 250 y (▲) 450 mg en 50 mL de medio MMSE; macronutrientes del medio B5, y micronutrientes y 

vitaminas del medio MS, suplementado con 1.9 μM de 2,4-D. A) Peso fresco. B) Peso seco. 

 

Los parámetros de crecimiento reflejaron el mismo comportamiento para la prueba de PF y PS, 

en el sentido de que a menor tamaño de inóculo el índice de crecimiento fue mayor, su 

velocidad de crecimiento fue mayor y se duplicaron en menor tiempo (Cuadro 2.8 y 2.9). La 

prueba de inóculo se realizó sin réplicas técnicas y los días de muestreo estuvieron muy 

espaciados, lo que dificultó la identificación de las fases de crecimiento, específicamente la 

fase exponencial, lo que pudo repercutir en los resultados mostrados. Sin embargo, nos 

permitió elegir un tamaño de inóculo para la caracterización de las SC, para la prueba de la 

inducción de la ES y para darle mantenimiento al material.  

 

Cuadro 2.9 Parámetros de crecimiento para la prueba PF con tres tamaños de inóculo de cultivo en SC 

de aguacate ‘Hass’.  

Parámetro de crecimiento 100 250 450 

Índice de crecimiento 1.31 1.06 0.89 

Velocidad de crecimiento 0.12 0.10 0.09 

Tiempo de duplicación 5.79 6.72 7.63 
 

Cuadro 2.10 Parámetros de crecimiento para la prueba PS con tres tamaños de inóculo de cultivo de SC 

de aguacate ‘Hass’.  

Parámetro de crecimiento 100 250 450 

Índice de crecimiento 2.54 1.39 0.64 

Velocidad de crecimiento 0.21 0.15 0.08 

Tiempo de duplicación 3.29 4.76 8.44 
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2.3.6.2 Conductividad eléctrica y pH del medio de cultivo  
 

El comportamiento de la CE fue muy similar en los tres tamaños de inóculo; sin embargo, se 

pudo observar que a mayor tamaño de inóculo la CE fue ligeramente menor. La CE del medio 

de cultivo para el día uno fue de 5.2, 5.0 y 5.1 mS cm-1 y fue disminuyendo conforme avanzaba 

el ciclo de cultivo hasta llegar a 2.1, 1.9 y 1.7 mS cm-1 para los inóculos de 100, 250 y 450, 

respectivamente, hasta el día 32. A partir del día 41, la CE se mantuvo en un rango de 1.4 a 1.6 

mS cm-1 para los tres tamaños de inóculo hasta que finalizó la evaluación (Figura 2.13a). La 

prueba de CE es un parámetro indirecto del crecimiento celular , ya que a menor CE, mayor 

acumulación de biomasa esto se puede comparar con la Figura 2.12 en donde a partir del día 

41 las SC comenzan la fase estacionaria y esto se relacionó con la estabilidad en la CE a partir 

de ese día.  

 

El pH del medio fue ajustado a 5.7 previa esterilización y descendió alrededor de cinco décimas 

para el primer día. Los valores más bajos se alcanzaro el día 7 con valores de 3.67, 4.01 y 4.73 

para los inóculos de 100, 250 y 450 mg, respectivamente; a partir de este día y hasta el 22 el 

pH fue menor a menor tamaño de inóculo. Después del día 14, el pH fue mayor que el pH 

inicial, y hubo un ligero incremento los días 22 y 32. Se mantuvo estable en un rango de 5.73 y 

5.63 a partir del día 41 hasta el último día de la evaluación (Figura 2.13b). 

 

Figura 2.13 Resultados de la prueba de conductividad eléctrica y pH en suspensiones celulares de P. 

americana ‘Hass’ evaluadas durante 53 días. Se inocularon () 100, () 250 y (▲) 450 mg en 50 mL de 

medio MMSE; macronutrientes del medio B5, y micronutrientes y vitaminas del medio MS, suplementado 

con 1.9 μM de 2,4-D. A) Conductividad eléctrica. B) pH. 
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2.3.7 Caracterización de las suspensiones celulares de P. americana 

 

Una vez concluida la prueba de inóculo se realizó la caracterización de las SC de aguacate 

‘Hass’. La caracterización se realizó con un inóculo de 450 mg en 50 mL de medio de cultivo 

MMSE en matraces de 250 mL. Se evaluaron los siguientes parámetros: paquete celular, peso 

fresco, peso seco, conductividad, pH y viabilidad en días nones durante 33 días. A partir del día 

9 se pudo observar un ligero cambio en la coloración de las SC debido al aumento en el 

volumen celular, lo que podría estar relacionado con el comienzo de la fase de crecimiento 

exponencial. Los días 15 y 17 mostraron un crecimiento celular que cubrió la base del matraz, 

sin mostrar aún signos de oxidación. Estos días podrían ser adecuados para realizar los 

subcultivos para el mantenimiento de las SC, ya que después de día 19 la coloración de las SC 

cambió ligeramente e incrementó conforme pasaron los días, lo que podría deberse a la 

presencia de compuestos fenólicos en el medio debido a la elevada densidad celular o el 

detrimento de los nutrientes en el medio (Cuadro 2.11).  

 

Cuadro 2.11 Crecimiento de SC de P.americana ‘Hass’ inoculadas con 450 mg de células durante un 

ciclo de cultivo de 31 días. 

 

 
2.3.7.1 Pesos fresco y seco  
 

El PF incrementó diez veces, pasó de 445.2 mg el primer día a 4561.9 mg para el último día de 

la evaluación, mientras que el PS aumentó siete veces su biomasa al pasar de 67.7 a 472.5 mg 

del día 1 al 33 (Figura 2.14). Dado que no se completó el ciclo de cultivo no se pudo identificar 

correctamente el inicio de las fases de crecimiento, por este motivo no se calcularon los 

parámetros de crecimiento.  
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Figura 2.14 Ciclo de cultivo en suspensiones celulares de P. americana ‘Hass’ no embriogénicas. Se 

inocularon 450 mg de células en 50 mL de medio MMSE; macronutrientes del medio B5, y 

micronutrientes y vitaminas del medio MS, suplementado con 1.9 μM de 2,4-D. La evaluación se realizó 

durante 33 días. A) Peso fresco. B) Peso seco. 

 

2.3.7.2 Paquete celular y viabilidad 
 

El incremento del porcentaje del paquete celular conforme avanza el ciclo de cultivo está 

relacionado con el incremento en biomasa del cultivo; por lo tanto, se relacionó con las pruebas 

de los pesos seco y fresco, y de manera indirecta con la conductividad eléctrica. El porcentaje 

inicial del volumen de paquete celular fue de 2.5% y aumentó 10 veces para el último día 

(Figura 2.15a). La viabilidad de las SC el primer día fue de 90.74%, después se mantuvo en un 

rango de 80 a 88% hasta el día 25 y posteriormente disminuyó de 73 a 61% para el último día 

de evaluación (Figura 2.15b). 

 

2.3.7.3 Conductividad eléctrica y pH del medio de cultivo  

 
La CE del medio de cultivo durante el primer día fue de 5.9 mS cm-1, la cual fue disminuyendo 

progresivamente con el paso de los días y a medida que las células crecían. La última lectura 

fue de 2.4 mS cm-1 para el día 33. El pH del medio fue ajustado inicialmente a 5.7, y para el día 

uno ya había disminuido de forma considerable a 5.1, del día tres al día cinco fue cuando el pH 

fue menor, 3.94 y 4.09; a partir del día 7 comenzó a incrementar, hasta mantenerse estable en 

un rango de 6.5 a 6.6 a partir del día 17 y hasta finalizar la evaluación (Figura 2.14). 
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Figura 2.15 Resultados de la evaluación del volumen del paquete celular y viabilidad en suspensiones 

celulares de P. americana ‘Hass’ no embriogénicas. Se inocularon 450 mg de células en 50 mL de medio 

MMSE; macronutrientes del medio B5, y micronutrientes y vitaminas del medio MS suplementado con 1.9 

μM de 2,4-D. La evaluación se realizó durante 33 días. A) Paquete celular. B) Viabilidad.  

 

 

 

Figura 2.16 Resultados de la evaluación de conductividad eléctrica y pH en suspensiones celulares de 

P. americana ‘Hass’ no embriogénicas. Se inocularon 450 mg de células en 50 mL de medio MMSE; 

macronutrientes del medio B5, y micronutrientes y vitaminas del medio MS suplementado con 1.9 μM de 

2,4-D. La evaluación se realizó durante 33 días. A) pH. B) Conductividad eléctrica.  

 

2.3.8 Inducción a la embriogénesis somática en P. americana  

 

El potencial embriogénico se perdió con el paso de los subcultivos. Por tanto, se probó un 

medio de cultivo para restaurar la ES y para inducirla en las SC no embriogénicas. Se 

inocularon 200 mg de células en 50 mL de medio de inducción (Witjaksono y Litz, 1999) 
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compuesto por macronutrientes del medio B5, y micronutrientes y vitaminas del medio MS 

suplementado con 0.41 µM de picloram, medio MI (Cuadro A.2, en el anexo) en 50 mL de 

medio en matraces de 250 mL. El material se incubó en la oscuridad a 25 ± 2 ºC y 100 rpm. 

Después de dos meses no se logró observar la presencia de embriones somáticos. Dado que 

se obtuvieron resultados favorables sobre el crecimiento de las SC en medio MMSE, se 

observó en los siguientes subcultivos la presencia de embriones somáticos. Por lo que se 

decidió estandarizar el método probando un inoculo de 50 mg de células, previamente 

establecidas en medio MSP, en 50 mL de medio MMSE; desafortunadamente no se logró 

evaluar el efecto sobre la ES bajo estas condiciones. 
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2.4 DISCUSIÓN  
 

Se establecieron SC de cafeto y aguacate ‘Hass’ a partir de callo friable, e l cual es considerado 

el mejor inóculo para la iniciación de las suspensiones celulares (King, 1984). Las SC de C. 

arabica se establecieron en medio de cultivo MS suplementado con 3.9 µM de 2,4-D y 9.3 µM 

de Kin. Después de 30 días se pudo observar una SC de apariencia fina con un tamaño de 

agregado pequeño que con el transcurso de los subcultivos fue adoptando una apariencia 

lechosa. El establecimiento de suspensiones celulares en el cultivo de cafeto ha sido usado 

para diferentes propósitos, tales como para la obtención de embriones somáticos, el 

aislamiento de protoplastos, la regeneración de plantas, entre otros (De los Santos-Briones y 

Hernández-Sotomayor, 2006).  

 

Las SC de aguacate se iniciaron en medio MSP compuesto de sales basales del medio MS 

suplementado con 0.41 µM de picloram a partir de callo friable y callo embriogénico. Al cabo de 

60 días se formaron dos tipos de SC con base en la procedencia del inóculo. Las SC 

establecidas a partir de callo no embriogénico tuvieron una apariencia blanco-amarillo y de tipo 

arenoso-cremoso y las de tipo embriogénico fueron de un tono marrón y de apariencia arenosa. 

A pesar de los subsecuentes filtrados no se logró una SC fina y la apariencia de las SC no 

embriogénicas se mantuvo, mientras que las SC embriogénicas perdieron su capacidad. 

Witjaksono y Litz, (1999a) reportaron que el cultivo prolongado en medio MSP puede resultar 

en la disminución gradual en el ritmo de multiplicación y en la pérdida de la recuperación de 

embriones somáticos viables.  

 

Al contrario de las SC de cafeto, las SC de aguacate demoraron el doble en formarse, dado 

que su crecimiento fue lento; esto se pudo observar en una prueba de inóculo realizada con 

tres tamaños 100, 200 y 300 mg de células inoculadas en 50 mL de medio MSP. El crecimiento 

estuvo relacionado con el tamaño de inóculo y con el tipo de SC. A mayor cantidad de inóculo 

la densidad celular fue mayor y las SC no embriogénicas crecieron más que las embriogénicas. 

Las SC embriogénicas alcanzaron la fase estacionaria en el día 14, en el cual el peso fresco 

del inóculo de 300 mg fue de 485 mg, mientras que las SC no embriogénicas se man tuvieron 

en la fase lineal para el día 21, solo el inóculo de 300 mg comenzó la fase de crecimiento 

acelerado para el último día evaluado donde acumuló un PF de 560 mg. Márquez-Martín, 

(2012) evaluaron el efecto del tiempo de cultivo en medio líquido sobre la capacidad de formar 

embriones somáticos en SC embriogénicas de tipo PEM y SE de aguacate ‘Anaheim’ durante 
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29 días con un inoculo inicial de 0.4 g de callo friable en 40 mL de medio MSP. Reportaron que 

las SC de tipo SE alcanzaron menor PF durante la fase estacionaria y mostraron un declive 

más pronunciado en el crecimiento al final del ciclo celular el cual se inició el día 21 ; sin 

embargo, la densidad celular fue por mucho superior a la reportada en este trabajo , ya que el 

PF para el día 21 fue de aproximadamente 5.8 g para cultivos de tipo SE y de 6.2 g para las SC 

de tipo PEM. Asímismo, los resultados de PF de esta prueba fueron mucho menores a los 

publicados por Witjaksono y Litz, (1999a), quienes realizaron una curva de crecimiento en SC 

de aguacate ‘Esther’, las cuales fueron inoculadas con 450 ± 20 mg de PEM y la fase 

estacionaria se alcanzó en el día 21 con 3 g de peso fresco. El inicio de la fase estacionaria 

inició el día 21 como lo reportado en los trabajos anteriormente mencionados; sin embargo, el 

PF final para ese día fue mucho menor. Esto podría deberse al genotipo o a la edad del inóculo 

inicial. 

 

López Encina et al., (2014) reportaron una proliferación sostenida y elevada multiplicación de 

embriones somáticos usando el medio MMSE, en comparación con el crecimiento en medio 

MSP en cuatro cultivares de aguacate, entre ellos ‘Hass’. Con base en ello se  decidió hacer 

una prueba para comparar el crecimiento de las SC en tres medios de cultivo. Se inocularon 

130 mg de células de SC aguacate previamente establecidas en medio MSP en tres medios de 

cultivo: a) medio MSP,  b) medio de inducción: macronutrientes del medio B5 y micronutrientes 

MS y c) medio MMSE: macronutrientes B5, micronutrientes MS, vitaminas del medio MS, 

suplementado con 2.74 µM de glutamina, 1.9 µM de 2,4-D y 100 mL L-1 de agua de coco 

durante un periodo de 41 días. En el medio de cultivo MMSE se mostraron los parámetros de 

crecimiento superiores en relación a los otros dos medios, ya que se tuvo un índice de 

crecimiento de 1.30, con respecto a 0.45 en el medio MSP y 0.33 en medio de inducción. El 

crecimiento fue tal que después de los 41 días de evaluación el ciclo de cultivo se mantuvo en 

la fase lineal y acumuló una biomasa máxima de 3,249.3 mg que fue once y dieciséis veces 

mayor que la acumulada en los medios MSP y MI, respectivamente. Asímismo, la transferencia 

de las SC no embriogénicas de aguacate del medio MSP al medio MMSE promovió su 

embriogénesis.  

 

Un aspecto que no se había considerado anteriormente en otros trabajos que han empleado 

SC de aguacate ha sido el pH y la CE, los cuales son factores cruciales para el óptimo 

crecimiento celular, ya que de ello depende la disponibilidad de los nutrimentos  (Bonga y 

Durzan, 1987). La prueba de medios mostró un comportamiento poco usual para ambos 
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parámetros en SC establecidas en medio MSP y MI, lo cual podría estar indirectamente 

relacionado con su escaso crecimiento celular. El pH de los tres medios de cultivo se ajustó a 

5.7 previa esterilización. El día cero, después de la inoculación el pH descendió a 4.78, 

continúo descendiendo hasta 3.31 el día 14, que fue la lectura más baja , posteriormente 

mantuvo un ascenso continuo hasta llegar a su punto más alto que fue de 6.5 el día 35 y a 

partir de esa fecha se mantuvo en un pH constante hasta el día 41, mientras que en las SC 

inoculadas en medio MSP y MI el comportamiento fue similar al de las SC en medio MMSE 

pero solo hasta el día 14, dado que el pH continuó descendiendo hasta el día 27, 

posteriormente el pH se mantuvo constante. Los resultados del pH en las SC en medio MMSE 

están en concordancia con lo mencionado por George et al., (2008a), quienes mencionan que 

es común que los medios de cultivo que contienen iones de nitrato y amonio disminuyan 

ligeramente su pH para que después incremente y regrese a un valor cercano o superior al 

valor de ajuste original; esto se debe a que por lo general las células absorben 

preferencialmente NH4
+ lo que ocasiona la disminución del pH durante los primeros días de 

cultivo, posteriormente utiliza el NO3
- lo que aumenta gradualmente el pH al expulsar iones OH 

al medio de cultivo para compensar la carga. Sin embargo, esto no sucedió en las SC de los 

medios MSP y MI, lo que podría estar relacionado con algunos de los mecanismos que 

cambian el pH del medio del cultivo donde se incluyen la absorción de CO 2, el uso diferencial 

de NH4
+ y NO3

-, la secreción de compuestos orgánicos u aminoácidos, así como la secreción e 

intercambio de H+ por las células. Algunos de los productos podrían secretarse de manera 

activa o como consecuencia de la muerte de las células (Bonga y Durzan, 1987). Asímismo, la 

presencia de glutamina en el medio MMSE pudo haber servido de amortiguador para el pH, ya 

que los aminoácidos pueden actuar como amortiguadores. La presencia de picloram como 

regulador de crecimiento en ambos medios podría haber contribuido a la disminución del pH, ya 

que las auxinas pueden modificar la liberación de H+ de las células, acidificando el medio de 

cultivo (George et al., 2008a). 

 

Hahlbrock et al., (1974) evaluaron los cambios en la conductividad eléctrica de cultivos 

celulares de soya, los cuales mostraron una correlación con el crecimiento de los cultivos y la 

absorción de nitratos; cuando el crecimiento celular aumentó, tanto el contenido de iones y la 

conductividad eléctrica disminuyó, mostrando una relación inversamente proporcional entre el 

crecimiento celular y la CE. Los resultados de la CE de las SC de aguacate en medio MMSE 

coinciden con estos datos, ya que la CE descendió de manera constante de 5.01 el día siete a 

2.0 mS cm-1 para el último día de evaluación. En el caso de las SC en medio MSP y MI la CE 
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se mantuvo constante en un rango de 7.5 a 7.8 mS cm-1 en el medio MSP y de 5.3 a 4.8 mS 

cm-1 en el medio de inducción; esto se puede deber a la presencia de algún factor que limite la 

absorción de nutrientes liberado por las células. 

 

Después de haber obtenido resultados favorables con el uso del medio MMSE en SC de 

aguacate se procedió a realizar una prueba de inóculo con la finalidad de elegir un tamaño 

adecuado para la caracterización de las SC. Márquez-Martín, (2012) menciona que el tamaño 

del inóculo es uno de los factores críticos que influyen en la habilidad de los cultivos de 

alcanzar la maduración. Se evaluaron tres tamaños de inóculo: 100, 250 y 450 mg en 50 mL de 

medio MMSE durante 53 días. Los parámetros de crecimiento y el ciclo de cultivo fueron muy 

similares a pesar de la densidad de inóculo inicial. El inóculo de 100 mg mostró el mayor índice 

de crecimiento, se duplicó en menor tiempo y a mayor velocidad. Las primeras fases del ciclo 

de cultivo no se vieron del todo definidas sobre todo para la fase de retardamiento, ya que las 

SC mostraron un crecimiento acelerado desde el primer día de evaluación. Se decidió utilizar el 

tamaño de inóculo de 450 mg porque para la prueba de PF se pudo observar un ciclo de cultivo 

completo hasta la fase estacionaria.  

 

La caracterización de SC de aguacate ‘Hass’ se evaluó durante 33 días. El día 21 tuvo un PF 

de 2.8 g, el cual fue muy parecido a lo reportado por Witjaksono y Litz, (1999a), ya que 

obtuvieron alrededor de 3 g para el mismo día usando medio MSP, mientras que el PF 

reportado por Márquez-Martín, (2012) para SC del cultivar ‘Anaheim’ fue el doble de lo que 

reportamos en este trabajo para el día 21. A pesar de no mostrar un PF superior para ese día, 

la biomasa acumulada fue superior; así mismo, la duración del ciclo de cultivo fue mayor lo que 

podría ahorrar tiempo y materiales para el mantenimiento de las SC. La viabilidad del primer 

día fue de 90.7% y disminuyó con el paso de los días hasta ser de 61.8% para el último día.  

 

La prueba de inóculo de SC de cafeto fue realizada con tres tamaños de inóculo : 100, 200 y 

300 mg. Se pudo observar que el incremento de la densidad celular fue directamente 

proporcional a la cantidad inicial de inóculo. Estos resultados concuerdan con lo publicado por  

Zamarripa, (1994), quien a su vez relacionó la densidad de inóculo con la producción y 

desarrollo de embriones somáticos. El inóculo de 100 mg mostró los parámetros de crecimiento 

más favorables para la prueba de PF con un índice de crecimiento de 1.33, una velocidad de 

crecimiento de 0.17 y un tiempo de duplicación de 4.04. Los resultados fueron parecidos a los 

publicados por Galaz-Ávalos et al., (2012) quienes evaluaron el crecimiento de dos líneas 
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celulares, L1 y L2, inoculadas con 100 mg en medio MS suplementado con 13.6 µM de 2,4-D y 

4.4 µM de BA durante 24 y 42 días, respectivamente. La línea L2 tuvo un índice de crecimiento 

superior de 10.12, en tanto el de L1 fue de 3.51. Los tiempos de duplicación oscilaron entre 

3.62 y 3.55 para la prueba de PF. A pesar de los resultados favorables del inóculo de 100 mg 

se decidió realizar la caracterización de las SC con un inóculo de 200 mg, ya que para la 

prueba de PS se lograron observar claramente todas las fases de crecimiento.  Las SC de 

cafeto tuvieron un índice de crecimiento de 4.81, una velocidad de crecimiento de 0.18 y un 

tiempo de duplicación de 3.94 días para la prueba de PF. Se lograron observar todas las fases 

del ciclo de cultivo, siendo la fase exponencial del día 8 al 18. La mayor cantidad de biomasa 

se alcanzó el día 38 con 10.3 g. Los resultados son parecidos a lo publicado por  Galaz-Ávalos 

et al., (2012); sin embargo, se pudo observar antes el inicio de la fase exponencial; así mismo, 

la biomasa total fue mayor para el caso de las SC establecidas en este trabajo.  

 

Para la inducción de la ES de cafeto se colocaron 200 mg de SC, previamente establecidas en 

medio de mantenimiento, 50 mL de medio MPA el cual está compuesto por sales basales del 

medio MS a la mitad de su fuerza iónica, suplementado con 11.5 µM de 2,4-D y 4.4 µM de BA 

durante 42 días. Trascurrido ese tiempo se transfirieron a medio de inducción formado con 

sales del medio MS a la mitad de su fuerza iónica suplementado con 2.3 µM de Kin y 0.22 µM 

de ANA. No se logró inducir la embriogénesis; esto podría deberse al tipo de callo. Mukul-

López et al., (2012) utilizó callo compacto de difícil disgregación que no permitió el 

establecimiento de SC finas, pero sí promovió la inducción de la ES. Otros factores que podrían 

estar afectando son el genotipo, ya que se ha demostrado que la capacidad embriogénica de 

C.arabica depende del genotipo (Molina, 2002) o la densidad de inóculo empleada, ya que la 

producción y desarrollo de los embriones somáticos se inhibe a elevadas densidades de 

inóculo (Zamarripa et al., 1991). 
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CAPÍTULO III 
 
3 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 
3.1 CONCLUSIONES  

 
Se estableció una línea de suspensiones celulares de C. arabica posiblemente resistente a 

roya. Este sistema tiene la ventaja de suministrar material celular de forma continua y confiable. 

Puede ser usado de manera eficiente en estudios bioquímicos y moleculares, algunos de los 

cuales podrían estar involucrados en el desarrollo de materiales con resistencia a factores 

bióticos y abióticos, en este caso particular, enfermedades como Hemileia vastatrix. Así mismo, 

las SC establecidas podrían ser utilizadas como una fuente potencial para la generación de 

plántulas a gran escala a través de la ES. 

 

El ciclo de cultivo de las SC de cafeto tuvo una duración de 40 días. Se pudo identificar la fase 

de crecimiento retardado, fase exponencial, fase lineal, fase de crecimiento desacelerado y 

fase estacionaria. Presentaron un índice de crecimiento de 4.81 y un tiempo de duplicación de 

3.94 días durante la fase exponencial que se identificó del día 8 al 18. La caracterización del 

crecimiento del cultivo, como de algunos factores involucrados en este proceso es esencial 

para obtener resultados más confiables en los experimentos que se realicen ; así mismo, 

permitirá el mantenimiento y manejo adecuado del cultivo. 

 

Se establecieron SC de P. americana ‘Hass’ en medio MSP con un índice de crecimiento de 

0.45 y un tiempo de duplicación de 13.17 días. La transferencia a medio de cultivo MMSE 

incrementó el índice de crecimiento celular en un 189% y redujo el tiempo de duplicación de 

13.17 a 5.82 días. Así mismo, promovió la respuesta embriogénica. El uso del medio MMSE 

permitirá el mantenimiento a largo plazo y la regeneración de plántulas lo que podrá servir para 

el desarrollo de estudios relacionados con la transformación genética y conservación de 

germoplasma. 

 

Las suspensiones celulares establecidas y caracterizadas como parte de este trabajo servirán 

como fuente de material biológico para futuras investigaciones relacionadas con el estudio de 

las proteínas secretadas al medio de cultivo bajo condiciones embriogénicas y no 

embriogénicas. 
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3.2. PERSPECTIVAS 

 
Inducir la ES a partir de SC de cafeto.  
 
Evaluar el papel de la glutamina en el medio de mantenimiento de aguacate.  

 
Realizar una prueba de medio condicionado con el medio MSP y MMSE de aguacate. 
 
Identificar las proteínas excretadas al medio de cultivo en las SC embriogénicas y no 
embriogénicas de ambos cultivos, usando geles de doble dimensión y espectrometría de 
masas. 
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ANEXOS 
 

Cuadro A.1 Composición de los medios de cultivo utilizados para el establecimiento y proceso de 

inducción de la ES en SC de C. arabica. 

Componentes Masa 
Molar 

(g mol-1) 

Medio de cultivo 
MA MPA* MI* 

Macroelementos 
mg L-1 
(mM) 

mg L-1 
(mM) 

mg L-1  
(mM) 

NH4NO3 (Sigma, A9642) 80.04 
1,650 
(20.6) 

1,650 
(20.6) 

1,650 (20.6) 

KNO3 (Fermont, 91842) 101.10 
1,900 
(18.8) 

1,900 
(18.8) 

1,900 (18.8) 

CaCl2·2H2O (Sigma, C8106) 147.02 440 (3.0) 
440  
(3.0) 

440 
 (3.0) 

KH2PO4 (Sigma, P-0662) 
136.1 

 
170 

(1.25) 
170 (1.25) 170 (1.25) 

FeSO4·7H2O (Sigma, F-7002) 278 
27.80 
(0.1) 

27.80 
(0.1) 

27.80 (0.1) 

Na2EDTA (J.T.Baker, 8993-01) 372.24 
37.30 
(100) 

47.30 
(100) 

47.30 (100) 

MgSO4·7H2O (J.T.Baker, 2500-
01) 

246.48 
370 

(1.50) 
370 (1.50) 370 (1.50) 

Microelementos 
 mg L-1 

(µM) 
mg L-1 
(µM) 

mg L-1 (µM) 

Na2MoO4·H2O (Sigma, S-6646) 241.9 0.25 (1.0) 0.25 (1.0) 0.25 (1.0) 

H3BO3 (Sigma, B6768) 61.83 
6.183 

(100.0) 
6.183 

(100.0) 
6.183 

(100.0) 

MnSO4·4H2O 
223.06 

 
15.10 

(100.0) 
15.10 

(100.0) 
15.10 

(100.0) 

CuSO4·5H2O (J.T.Baker,1843) 249.68 
0.025 
(0.1) 

0.025 
(0.1) 

0.025 (0.1) 

ZnSO4·7H2O (Sigma,Z-0501) 
287.56 

 
8.62 

(30.0) 
8.62 

(30.0) 
8.62 (30.0) 

KI (J.T.Baker,3162-50) 166.00 0.83 (5.0) 0.83 (5.0) 0.83 (5.0) 

CoCl2·6H2O (Merck,275839) 237.93 
0.024 
(0.1) 

0.024 
(0.1) 

0.024 (0.1) 

Componentes orgánicos 
 mg L-1 

(µM) 
mg L-1 
(µM) 

mg L-1 (µM) 

Tiamina HCl (Sigma,T3902) 337.27 10 (29.6) 
10 

 (29.6) 
10 

 (29.6) 

Mio-inositol (Sigma,I5125) 180.16 
100.0 
(555) 

100.0 
(555) 

100.0  
(555) 

Cisteína (Sigma,C121800) 157.62 
25 

(158.8) 
25 

(158.8) 
25 

(158.8) 

Sacarosa (Sigma, S539) 342.3 
30,000 
(87.64 
mM) 

30,000 
(87.64 
mM) 

30,000 
(87.64 mM) 

Reguladores de crecimiento     
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2,4-D (Sigma,D6679) 261.03 
1 

(3.9) 
3 

(11.5) 
- 

Kin (Sigma,K0753) 215.21 
2 

(9,3) 
- 0.5 

(2.3) 

BA (Phytotech labs,B800) 226.3 - 
1 

(4.4) 
- 

ANA (Sigma,N1145) 224.30 - 
- 0.05 

(0.22) 

pH  5.8 5.8 5.8 
*Medios a la mitad de su fuerza iónica. MA=medio de mantenimiento. MPA=medio de pre-

acondicionamiento. MI=medio de inducción. 

 

Cuadro A.2 Composición de los medios de cultivo utilizados para el establecimiento y proceso de 

inducción de la ES en SC en P. americana. 

Componentes Masa 
Molar 

(g mol-1) 

Medio de cultivo 

MSP MI MMSE 

Macroelementos 
mg L-1 
(mM) 

mg L-1 
(mM) 

mg L-1  
(mM) 

(NH4)2SO4 (Fermont,63052) 132.14 - 
132.2 

(1) 
132.2 

(1) 

NH4NO3 (Sigma, A9642) 80.04 
1,650 

(20.60) 
- - 

KNO3 (Fermont, 91842) 101.10 
1,900 

(18.80) 
2527.5 

(25) 
2527.5 

(25) 

CaCl2·2H2O (Sigma, C8106) 147.02 
440 

(3.00) 
147 
(1) 

147 
(1) 

NaH2PO4·H2O (J.T.Baker,3818-
01) 

137.99 - 
138 
(1) 

138 
(1) 

FeSO4·7H2O (Sigma, F-7002) 278 
27.80 
(100) 

27.80 
(100) 

27.80 (100) 

Na2EDTA (J.T.Baker, 8993-01) 372.24 
37.30 
(100) 

37.30 
(100) 

37.9 
(74.95) 

MgSO4·7H2O (J.T.Baker, 2500-
01) 

246.48 
370 

(1.50) 
246.5 

(1) 
246.5 

(1) 

Microelementos 
 mg L-1 

(µM) 
mg L-1 
(µM) 

mg L-1 (µM) 

Na2MoO4·H2O (Sigma, S-6646) 241.9 
0.25 
(1.0) 

0.25 (1.0) 
0.25  
(1.0) 

H3BO3 (Sigma, B6768) 61.83 
6.20 

(100.0) 
6.20 

(100.0) 
6.20 (100.0) 

MnSO4·4H2O 
223.06 

 
15.10 

(100.0) 
15.10 

(100.0) 
15.10 

(100.0) 

CuSO4·5H2O (J.T.Baker,1843) 249.68 
0.025 
(0.1) 

0.025 
(0.1) 

0.025 (0.1) 

*ZnSO4·7H2O (Sigma,Z-0501) 
287.56 

 
8.60 

(30.0) 
8.60 

(30.0) 
8.60 (30.0) 
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KI (J.T.Baker,3162-50) 166.00 
0.83 
(5.0) 

0.83 (5.0) 
0.83  
(5.0) 

CoCl2·6H2O (Merck,275839) 237.93 
0.025 
(0.1) 

0.025 
(0.1) 

0.025 (0.1) 

Componentes orgánicos 
 mg L-1 

(µM) 
mg L-1 
(µM) 

mg L-1 (µM) 

Piridoxina HCl (Sigma,P-9755) 205.6 - - 
0.5  

(2.5) 

Ácido nicotínico (Sigma,N-4126) 123.1 - - 
0.5  

(4.0) 

Tiamina HCl (Sigma,T3902) 337.27 
4.0 
(12) 

0.4 
(1.19) 

1  
(2.96) 

Mio-inositol (Sigma,I5125) 180.16 
100.0 
(555) 

100.0 
(555) 

100.0  
(555) 

Glicina (Sigma,68898) 75.07 - - 
2.0  

(26.64) 

Glutamina (Sigma, G8540) 146.14 - - 
400 

(2.74) 

Sacarosa (Sigma, S539) 342.3 
30,000 
(87.64 
mM) 

30,000 
(87.64 
mM) 

60,000 
(175.28 mM) 

Agua de coco (Acapulco) - - - 100 ml 
Reguladores de crecimiento     

Picloram 241.46 
0.1 

(0.41) 
0.1 

(0.41) 
- 

2,4-D (Sigma, D6679) 261.03 - - 
0.5 

(1.9) 
pH  5.7 5.7 5.7 
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