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de divisiones organizadas al igual que lo sefialado por la literatura para otras especies.
Finalmente, pudo establecerse el origen unicelular para los embriones somaticos de
esta especie.

En el Capitulo 4, se demuestra el efecto de la modificacién de la fuente nitrogenada
sobre la respuesta de los explantes, mostrandose que concentraciones mayores a 15
mM de nitrégeno total en el medio inhiben fuertemente la respuesta del tejido, ademas
se precisa la presencia de nitrato y amonio e | medio para obtener respuesta.

Se concluye con el andiisis general del trabajo y |... perspectivas que plantea este
modelo como una poderosa herramienta para el estudio de este proceso para esta
especie y también para C. canephora, la segunda especie en importancia de este
género. Aunque el nimero de plantas regeneradas es bajo en comparacion a los
protocolos descritos para inducir la embriogénesis somatica indirecta, la ventaja de
utilizar este modelo se fundamenta en la obtencién de respuesta en poco tiempo.






Finally, general analysis of the work are described and also, the perspectives that
outline this model as a powerful tool for the study of the process for this species and
also for C. canephora, the second species in importance of this genus. Although the
number of regenerated plants is low in comparison to the protocols described for
inducing the indirect somatic embryogenesis, the advantage of using this model is
based on the short time in which the response is obtained.






Una de las dificultades fundamentales en las especies tropicales, consiste en la
presencia de compuestos fendlicos que, por lo general, resuitan desfavorables para
la embriogénesis somatica, mientras que en zanahoria no estan presentes. Otro
factor que resulta imposible soslayar son los efectos del etileno. que en el cafeto
parece ser indispensable para que la embriogénesis tenga lugar (Hatanaka et al ,
1995), en tanto que este mismo regulador inhibe el proceso en zanahoria (Roustan
et al., 1994).

Por lo anterior, resulta indispensable estudiar los aspectos fundamentales de la
embriogénesis somatica en especies tropicales de importancia comercial tales como
platano, coco, cafeto y otros.

Los aspectos bioguimicos y moleculares que se llevan a cabo, antes y durante la
embriogénesis no se han estudiado en cafeto. No se ha abordado ningin estudio
bioquimico, fisiolégico ni molecular, con la unica excepcién del realizado por
Menéndez et al. (Menéndez et al., 1994; 1994). La fuente de nitrégeno del medio de
cultivo podria ser determinante en el proceso embriogenético. Aclarar este punto es
vital, dado que la hipotesis mas aceptada actualmente es que para la primera fase
de la induccién se requiere de una auxina (generaimente 2, 4-D), pero no de los
compuestos nitrogenados, en tanto que en la segunda fase se requiere de nitrégeno
reducido.

En general, poco se conoce sobre el metabolismo del nitrégeno durante el proceso
de embriogénesis somatica. Los pocos estudios que se han realizado se han
centrado en la determinacion de la poza de aminoacidos y del efecto de analogos
de éstos (Kamada y Harada, 1984; Siriwardana y Nabors, 1983; Shetty y Asano,
1991; Skokut et al., 1985; Stuart y Strickland, 1984b; Stuart y Strickland, 1984a). y
del efecto de algunos inhibidores enzimaticos en la via de las poliaminas (Khan y
Minocha, 1991; Minocha y Khan, 1991; Mengoli et al., 1989).

Entre los posibles factores que pueden afectar el proceso embriogénico en cafeto y
que no se han estudiado a fondo, se encuentran.los niveles endégenos de etileno
(Hatanaka et al., 1995), la concentracion de auxinas en los tejidos, las fuentes de
carbono y nitrégeno y los niveles de calcio. También es preciso profundizar en el
efecto del agente gelificante y en la fisiologia de dicho fendmeno, particularmente
en el metabolismo del agua. El conocimiento de este uitimo fenémeno sera
indispensable para la produccién de semilla artificial,

La embriogénesis somatica en cafeto ha sido lievada a cabo a partir de cultivos
embriogénicos y procede en tres etapas, dependiendo de las condiciones del
cultivo, Séndhal y Sharp, (1877) establecieron que en una primera etapa se
producen embriones a baja frecuencia (ESBF) y en una segunda etapa se producen
embriones a alta frecuencia (ESAF). Recientemente Neuenschwander y Baumann,
(1992) demostraron que existe un tercer tipo de embriogénesis en los cultivos de
cafeto, la embriogénesis autocontrolable, (ESAC ¢ SCSE, por sus siglas en ingles);
el que el proceso se lleve de una manera u otra depende de las condiciones de
cultivo.






Stuart D. A, y S G. Strickland, SOMATIC EMBRYOGENESIS FROM CELL
CULTURES OF MEDICAGO SATIVA L. Il. THE INTERACTION OF AMINO
ACIDS WITH AMMONIUM, Pilant Sci. Lett., 34: 175-181, (1984b).






potencial de comercializacion. Sin embargo, la falta de conocimiento basico de los
mecanismos que regulan la diferenciacion celular y la variacién somaclonal, ha
detenido la realizacién de dicho potencial.

En este trabajo se hace una revision del cultivo de tejidos del cafeto, con un énfasis
particular en el uso de la embriogénesis somatica para el mejoramiento genético.

1.2. LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Entre 1958 y 1959, de manera simultanea, tres grupos de investigacion, en diversas
partes del mundo reportaron que al cabo de cierto tiempo aparecian en el medio
células aisladas, que eran capaces de crecer y multiplicarse y que si estos mismos
explantes eran sometidos a ciertas condiciones de cultivo se desarrollaban en efios
estructuras bipolares que eran capaces de regenerar plantas completas. Estas
estructuras eran morfolégicamente idénticas a los embriones pero provenian de células
somaticas. Mas tarde estas estructuras recibieron el nombre de embriones somaticos y
el proceso mediante el cual se regeneraban se le denomin6é embriogénesis somatica
(Steward et al., 1958a; Reinert, 1959, Krikorian y Simola, 1999).

Los embriones somaticos, asexuales o adventicios se han definido como aquellos
embriones iniciados a partir de células que no son el producto de la fusion de gametos
(Tisserat, 1985). Los embriones somaticos son estructuras bipolares con un eje radical-
apical y parece que no poseen conexion vascular con el tejido materno; las estructuras
bipolares son capaces de crecer y formar plantas normales.

La embrionia adventicia es un evento morfogenético que ocurre in vivo a partir de las
nucelas de ciertos géneros de plantas, por ejemplo, Citrus spp. (Kunitake y Mii, 1995),
Mangifera indica (Litz et al., 1993), Eugenia spp., Garcinia mangostana y Lansium
domesticum, o a partir de integumentos del 6vulo como ocurre en Eugenia malacencis.
También se origina de las sinérgidas (Cooper, 1943), del suspensor (Crete, 1938) y de
otros tejidos localizados dentro del ovario como el endospermo (Muniyamma, 1977), las
antipodas (Reinert, 1959). La embrionia adventicia también ocurre en los apices de las
hojas de la orquidea Malaxis paludosa (Taylor, 1967)

Como se menciono anteriormente, la totipotencialidad de las células vegetales
cultivadas in vitro fue establecida por Reinert (1959), Stewart ef al., (1958a; 1958b), y
Waris (Krikorian y Simola,1999) quienes describieron la induccion de embriones
somaticos a partir de callos derivados del apice radical de la zanahoria y plantulas de
Oenanthe aquatica, respectivamente. También se ha obtenido la regeneracion de
plantas in vitro por medio de la embriogénesis somatica a partir de células
regenerativas, por ejemplo, en cuitivos microspéricos de Datura innoxia (Guha y
Maheshwari, 1964), como también en células del endospermo de Sanfalum album
cultivadas in vitro (Lakshmi ef al., 1982).

En ciertos aspectos, los embriones somaticos mantienen una similitud con los
embriones cigoéticos; sin embargo, tanto in vivo como in vitro pueden ocurrir algunas
anormalidades en el desarrollo, por ejemplo (a fasciacion y fa fusion de los cotiledones
(Figura 1.1).












perfectamente constituidos y son absolutamente comparables a los embriones cigéticos
(Michaux-Ferriere et al., 1987).

Si bien los rendimientos reportados para la embriogénesis somatica del cafeto en
medio liquido han sido de tan solo 186 embriones después de 8 semanas (Yasuda et
al., 1985), el escalamiento del proceso en medio liquido en biorreactores de 3y 5L, ha
aumentado estos rendimientos hasta 200 mil — 500 mil embriones por gramo de inéculo
y con una conversién a planta del 48% (Ducos et al., 1993; Zamarripa , 1993).

Como se mencioné con anterioridad, se han hecho varios esfuerzos, en diversos
laboratorios, para desarroliar el proceso de la embriogénesis somatica en cafeto
(Cuadro 1.1). En este trabajo dicho esfuerzo se analiza desde la éptica del efecto que
tienen las diversas modificaciones en el medio de cultivo en la produccidn y calidad de
la embriogénesis somatica en el cafeto.

Cuadro 1.1. Embriogénesis somatica in vitro de Coffea spp.

ESPECIE
(CULTIVAR) EXPLANTE OBSERVACIONES REFERENCIA

C. arabica, C. Internudos de Se obtuvo embriogénesis Staritsky, 1970.

canephoray brotes somatica solo en C.

C. liberica. ortotropicos. canephora.

C. arabica Semillas, frutos, Se obtuvieron callos y Sharp et al., 1973.

(Mundo Novo  hojas, anteras, regenerantes. Los callos de

y Bourbon brotes brotes ortotrépicos

Amarillo). ortotropicos y produjeron brotes vy rafces.

brotes Células dihaploides de
plagiotrépicos. callos produjeron

proembrioides.

C. arabica. Hojas. Produccién de organoides y Herman y Haas,
regeneracion de plantas. 1975.

Coffea spp. Hojas. Aplicaciones para el Monaco et al., 1977
mejoramiento genético.

C. arabica. Hojas. Se obtuvo embriogénesis Sondahl y Sharp,
somatica de baja y alta 1977.
frecuencia con un método
de dos etapas.

C. arabica Hojas. Se identificaron dos tipos Sondahl y Sharp,

(Bourbon). de poblaciones celulares; 1979a.

embriogénica (células
pequenas y esféricas) y no
embriogénica (céluias
elongadas).
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Continua Cuadro 1.1.

ESPECIE

(CULTIVAR) EXPLANTE OBSERVACIONES REFERENCIA
C. arabica Hojas. Adaptacion en campo de Pefa y Buitrago,
(Mundo plantas obtenidas por 1984.

Novo). embriogénesis somatica.

Coffea spp. Hojas. Analiza el potencial de este  Baumann, 1985.
fenémeno.

C. arabica. Hojas. Propagacién. Séndahl et al., 1985.

C. arabica Hojas. Se obtuvo embriogénesis Yasuda et al., 1985.

(Typica). somatica en un solo medio.

C. arabica Hojas. Embriogénesis somaticay  De Garciay

(Catimor) regeneracion de plantas. Menéndez, 1986.

Coffea spp. Hojas. Callogénesis y Marques, 1986.
embriogénesis somatica.

Coffea spp. Hojas. Comparacion con la Montezuma y
embriogénesis animal. Guimaraes, 1986.

C. arabica. Callos y Embriogénesis somatica Yasuda ef al., 1986.

protoplastos. indirecta.

C. arabica Hojas. Micropropagacién de Berthouly et al.,

(Catimor). diferentes lineas. 1987.

C. arabica Hojas. Se obtuvieron embriones Garcia y Menéndez,

(Catimory). somaticos a partir de 1987.
explantes foliares con un
protocolo de dos etapas.

C. arabica. Hojas. Embriogénesis somatica Michaux-Ferriere y
indirecta. Dublin, 1987.

C. arabica. Hojas. Los callos se originaron por  Michaux-Ferriere et
la proliferacion de células al., 1987a.
perivasculares. Las células
embriogénicas pudieron
observarse desde el 18°
dia.

C. arabica. Hojas. Estudio histolégico. Michaux-Ferriere et

al., 1987b.

C. arabica. Hojas. Regeneracidn de plantas. Raghuramulu et a/.,

12
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Continua Cuadro 1.1.

ESPcuic
(CULTIVAR) EXPLANTE OBSERVACIONES REFERENCIA
Coffea spp. Hojas. Variacién somaclonal. Soéndahl y Bragin,
1991.
C. arabica. Hojas. Embriogénesis somatica Zamarripa et al..
indirecta en medio liquido. 1981a.
C. canephora. Hojas de Cultivo de callos Zamarripa et al.,
microinjerto. embriogénicos en medio 1991b.
liauido con tasas elevadas
de embrionbes somaticos.
C. arabica. Hojas. Histologia. Michaux-Ferriere y
Schwendiman,
1992.
C. arabica. Hojas. Transformacion por Nagai et al., 1992
bombardeo de
microparticulas.
Coffea spp. Hojas. Estudio con microscopio Nakamura et al.,
electrénico. 1992.
C. arabica. Hojas. Segunda etapa de cultivo Neuenschwuander y
en medio liquido. Baumann, 1992.
Embriogénesis somatica
autocontrolable.
Coffea spp. Hojas. Embriogénesis somatica en Séndahl y Noriega,
medio liquido. 1992.
C. arabica x Hojas. Embriogénesis somatica en Aponte, 1993.
hibrido de un solo medio.
Timor.
C. arabica Hojas de plantas  Efecto de diferentes Bieysse et al., 1993.
(Caturra Rojo) de invernaderoe  medios, explantes,
y silvestre in vitro. genotipe y agente
etiope. gelificante.
Coffea spp. Hojas. Conservacion de Florin at al., 1993.
germoplasma.
C. arabica Hojas. Rendimiento de 45 mil Noriega y Séndahl,
(Catuai Rojo). embriones somaticos en un  1993.
biorreactor de 5 L.
Coffea spp. Hojas. Biotecnologia aplicada al Pétiard et al., 1993.

cafeto.
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Continua Cuadro 1.1.

ESPECIE
(CULTIVAR) EXPLANTE OBSERVACIONES REFERENCIA

C. arabica. Hojas. o Callogénesis en medio Cevallos-Vallejos,
solido. 1995.

C. arabica. Hojas. Estudio de los aminoacidos Nishibata ef al.,
presentes en la 1995.
embriogénesis somatica.

C. arabica. Hojas. Criopreservacion sin Mycock et al., 1995.
pretratamiento.

C. arabica. Hojas. Seleccidon de variacion Sondahl et al., 1995.
somaclonal.

C. arabica. Protoplastos. Estudio histolégico y Tahara ef al., 1995.
bioldgico.

C. arabica Hojas. Adaptacion de plantas Santana et al,,

(Catimory). regeneradas. 1996.

C. arabica. Hojas. Estudio de los factores que Van Boxtel y
influyen sobre la Berthouly, 1996.
embriogénesis somatica en
medio liquido.

Coffea spp. Hojas. Aclimatacion de plantulas Ettiene et al., 1997.
obtenidas in vitro.

C. arabica Hojas. Estudio morfogenético de Menéndez-Yuffa y

(Catimory). embriogénesis somatica de Garcia, 1997.
indirecta.

C. arabica. Hojas. Uso de biorreactores. Etienne-Barry ef al.,

1999.
C. arabica. Hojas de Embriogénesis somatica Loyola-Vargas et al.,
plantulas in vitro.  directa. 1999.
C. arabica. Hojas de Estudio histologico Quiroz-Figueroa et
plantulas in vitro.  comparativo entre al., 2000.
embriogénesis somatica
directa e indirecta.
C. arabica. Hojas de Efecto de la fuente Fuentes-Cerda et

plantulas in vitro.

nitrogenada.

al., 2001.

Al analizar la informacion anteriormente relacionada, se encontré que los protocolos
mas utilizados son los de Sondahi y Sharp (1977) y Dublin (1991); ambos utilizan al
menos dos medios de cultivo, el primero para obtener callos a partir de exptantes
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células adyacentes y este grupo de células, gue se dividen rapidamente, viene a ser
como un poza de nutrimentos o metabolitos de las células ubicadas junto a él,
impidiendo que éstas se dividan.

La ocurrencia de la embriogénesis somatica en una especie dada, esta condicionada
por varios factores, entre los que se destacan: el genotipo de la especie, el tipo de
explante, los componentes del medio de cultivo, los reguladores de crecimiento
empleados y el régimen de subcultivo (Carman, 1990).

1.5.1. La planta donadora

La respuesta embriogénica del callo depende en gran medida del genotipo de la planta.
Algunos cultivares se pueden regenerar mas facilmente en un medio especifico,
mientras que otros cultivares no responden en el mismo medio (Litz et al., 1993). El
estadio de desarrollo de la planta madre también afecta la respuesta morfologica del
explante; Banks (1979) observd que los explantes obtenidos a partir de plantas
maduras de Hedera helix formaban callos embriogénicos, mientras que el fenémeno no
ocurria en explantes de plantas jovenes.

1.5.2, Explante

Virtualmente, todos los tejidos vegetales tienen capacidad para formar callos
embriogénicos. Comunmente se han empleado como explantes, partes de plantutas
como cotiledones, hipocotilos y embriones; adicionalmente se han usado apices
caulinares, segmentos de tallos, hojas, raices e inflorescencias inmaduras. Segun
Ammirato (1983), estos explantes se han usado con éxito para obtener callos
embriogénicos en diferentes especies de la mayoria de las ramilias de plantas.

En plantas lefiosas se ha inducido embriogénesis somatica en nucelas aisladas de
Citrus spp (Rangan , 1984) y de Mangifera indica (Litz et al., 1993) y a partir de la
nucela de évulos cultivados de Citrus spp., Vitis vinifera (Mullins, 1987), Ribes rubrum
(Zatyko et al., 1982), Malus domesticum (Eichholtz et al., 1979), Mangifera indica (Litz
et al., 1993), especies de Eugenis (Litz y Jarret, 1991) y Myrciaria cauliflora (Litz y
Jaiswal, 1991).

Se han obtenido callos embriogénicos a partir de varios tipos de explantes de palmas;
entre ellos se encuentran los embriones cigéticos (Duval et al., 1995), las hojas jovenes
(Buffard-Morel et al., 1992), las inflorescencias (Branton y Blake, 1983), los apices
radicales (Smith y Jones, 1970) y los apices de los retofios de palma datilera (Reynolds
y Murashige, 1979); asi como la regeneraciéon de Cocos nucifera L. a partir de
explantes de plumula (Chan et al., 1998).

La embriogénesis somatica ha servido para obtener plantas con diversos cariotipos en
tejidos de endospermo de Croton bonplandeanum (Bhojwani, 1984) y de Santalum
album (Lakshmi et al., 1982), con las que se obtuvieron plantas triploides. También se
han recuperado plantas haploides como resultado de la embriogénesis somatica en
Datura innoxia (Guha y Maheshwari, 1964) y Nicotiana fabacum (Nitsch, 1983) a partir
de anteras cultivadas in vitro.
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concentraciones de amonio que pueden favorecer la embriogénesis en un medio, en
otro pueden no dar el mismo efecto (Walker y Sato, 1981).

No sélo se ha utilizado amonio como fuente de nitrogeno reducido, también se han
probado la mayoria de los aminoacidos, solos y en combinacion entre ellos, o con otras
fuentes de nitrogeno como nitrato y amonio. Los resultados muestran que algunos
aminoacidos como prolina, en combinacién con amonio, aumentan el nimero de
embriones de una manera importante en cuitivos de alfalfa (Stuart y Strickland, 1984).
La glutamina como Uunica fuente de nitrégeno puede estimular la embriogénesis y en
combinacion con prolina se pueden lograr los mismos resultados que se obtienen con
amonio, fo que sugiere que la glutamina puede sustituir al amonio (Stuart y Strickland,
1984).

En arroz (Oryza sativa) los cambios en la relacion NOs/NH," alteran la sensibilidad a
las auxinas y esto, a su vez, afecta la expresiéon de la embriogénesis (Grimes y
Hodges, 1990).

Cabe seralar que la via de sintesis de las poliaminas y la del etileno comparten un
precursor comun, la metionina, por lo que un aspecto fundamental que debera
aclararse en el futuro es el efecto mutuo entre estas dos familias de compuestos.

En estudios previos se ha demostrado que el uso de poliaminas tales como la
espermina, la putrescina y la espermidina esta relacionado con el control de la
embriogénesis somatica en D. carota (Fienberg ef al/, 1985). lLas poliaminas,
incorporadas al medio de callos embriogénicos de zanahoria, inhiben el desarrollo de
los embriones somaticos; los subcultivos, en cambio, en un medio libre de poliaminas
pero que contenga arginina, permiten el desarrollo normal del embrién (Bradley, 1984).
Sin embargo, en otros sistemas las poliaminas ejercen un efecto positivo (Kevers et al.,
2000; Minocha y Minocha, 1995).

El metabolismo de las poliaminas también juega, entonces, un papel fundamental
(Khan y Minocha, 1991; Mengoli et al., 1989). Por ejemplo, la actividad de la arginina
decarboxilasa se encuentra aumentada dos veces en los cultivos durante el proceso
embriogénico (Montague et al., 1978).

No solo se ha utilizado amonio como fuente de nitrégeno reducido, también se han
probado la mayoria de los aminoacidos, solos y en combinacién entre ellos, o con otras
fuentes de nitrégeno como nitrato y amonio. La prolina estimula la embriogénesis
somatica en maiz (Armstrong y Green, 1985), Agrotis alba (Shetty y Asano, 1991) y en
zanahoria (Kamada y Harada, 1984). De igual manera diversos aminoacidos y el
amonio incrementan el numero de embriones somaticos en alfalfa (Stuart y Strickland,
1984). La glutamina como Unica fuente de nitrbgeno puede estimular la embriogénesis
y en combinacién con prolina se pueden lograr los mismos resultados que se obtienen
con amonio, lo que sugiere que la glutamina puede sustituir al amonio (Stuart y
Strickland, 1984).

En varios casos, la presencia de compuestos conteniendo nitrogeno reducido, junto con
nitrato, es necesaria para que se lleve a cabo la embriogénesis somatica. La «-alanina,
la glutamina, el acido glutamico, la asparagina y el acido aspartico pueden estimular la
embriogénesis somatica en zanahoria (Wetherell y Dougail, 1976).
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Por su parte. Monnier (1976) al investigar con embriones de Capsella, sefiala la
concentracion del hierro en el medio de cultivo influye en la supervivencia de los
embriones. El hierro siempre es agregado como Fe-EDTA, porque es mas facilmente
absorbido por el tejido vegetal. Duplicar la concentracion en el medio de cultivo MS
provocd un disminucion significativa de la supervivencia, en tanto que al reducirla a la
mitad, se observo que la supervivencia aumento en forma regular. Cabe senalar que el
hierro no puede ser removido completamente del medio de cultivo porque este
elemento es esencial para el crecimiento de los embriones. Por lo regular una
concentracion de 60-70 mM, en el medio de cultivo reduce la toxicidad sin afectar
demasiado el crecimiento de los embriones.

1.5.3.4. Reguladores del crecimiento

Los regutadores del crecimiento son, por definicion, compuestos organicos sintetizados
por las plantas superiores, gue influyen sobre su crecimiento y desarrollo; acttan
generalmente en lugares diferentes de donde se producen, y se encuentran presentes
y activos en cantidades muy pequerias.

En el cultivo in vitro de plantas superiores, los reguladores del crecimiento,
especialmente las auxinas y las citocininas, juegan un papel muy importante.

1.5.3.4.1. Auxinas

De acuerdo con Evans ef al, (1981) la mayoria de los sistemas requieren de una
concentracion alta de auxina (generalmente 2, 4-D) en el medio para la induccién del
proceso. Para las gramineas, el 2, 4-D es la Gnica auxina que se usa. En D. carota han
side efectivas varias auxinas, por ejemplo ANA (Vagera y Havranek, 1982), AlA
(Sussex, 1998) y 2, 4-D (Halperin y Wetherell, 1965). Otras auxinas sintéticas tales
como el picloram, el 2, 4, 5T, el acido 2-benzothiazol acético y el acido
paraclorofenoxiacético también han demostrado ser bastante efectivas.

La concentracion usual de 2, 4-D esté en el rango de 0.5-27.6 UM (Lang ef al., 1988),

aunque se deben usar concentraciones mas altas, por ejemplo 450 UM de 2, 4-D, en
caso de incorporar carbon activado al medio de cultivo (Reynolds y Murashige, 1979).

Ammirato (1974) sefalé que las auxinas son las que generalmente inician el
crecimiento de los callos, asi como la induccion de la embriogénesis, en tanto que las
citocininas son promotoras de la maduracion de los embriones pero no promueven su
iniciacion, excepto en casos excepcionales como en el caso de la metodologia de
Yasuda (Quiroz-Figueroa ef al., 2002; Yasuda et al., 1985).

1.5.3.4.2. Citocininas

El papel de las citocininas en el medio primario 0 en el de induccion de embriogénesis,
es menos claro, aungue normalmente se incluye una de ellas. Hay datos que sugieren
gue las citocininas promueven la embriogénesis, en tanto que el etileno la suprime, al
igual que el acido giberélico (Nomura y Komamine, 1995); sin embargo, el fenébmeno no
es tan universal como el de las auxinas. Fujimura et al., (1982) han sugerido que las
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utilizan medios liquidos, el tipo de recipiente usado para el cultivo tiene un efecto muy
grande sobre la embriogenesis. Es preferible agitar suavemente el medio porque asi se
obtienen menos anormalidades en el desarrollo que cuando se agita vigorosamente.

En resumen la induccidn de la embriogénesis somatica es afectada por una serie de
factores, los cuales incluyen el origen del explante, el medio de cultivo y las
condiciones medio ambientales.
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Hipotesis

St el metabolismo nitrogenado influye sobre la embriogénesis somatica in vitro,
entonces, la variacién de la concentracion inicial del nitrégeno total, asi como la
relacion entre el nitrégeno oxidado y reducido en el medio de cultivo, modificaran la
respuesta de los explantes a la induccidén de la embriogénesis somatica en Coffea
arabica L.
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Morphogenesis in tissue culture dependent mainly of two major parameters: the kind
and amount of growth regulators and the nature of the nitrogen source used.

In general, the research on coffee somatic embryogenesis had been focued in the use
of different growth regulators and nothing has been done with the nitrogen source.

We are interesting in to answer question such as: why it takes so long the somatic
embryogenesis process in coffee? Which is the role of the nitrogen source on coffee
somatic embryogenesis? Does the coffee tissue culture secrete proteins into the culture
medium? If so, are they involve in the somatic embryogenesis process?

The protocol described here is a simple one step system for the induction of direct
soamtic embryogenesis of C. arabica, which can be used to answer some of the
questions addressed before.

2.2. RESULTS

For the induction of somatic embryogenesis, leaf fragments (0.25 cm? ) from plants
cultivated in vitro, under asceptic conditions, were cultured in the medium previously
described by Yasuda et al., (1985), using Gelrite as gelling agent.

Two weeks after the explants were colocated under the incubation conditions, a calius
was formed in some of the injured edges of the leaves. On other sites of the leaf edges,
globular somatic embryo-iike estructures began to form. These structures developed in
true somatic embryos after day 21. These estructures were separated and colocated in
Magenta boxes containing the germination medium. The somatic embryos germinated
and produced plants after a few weeks. Actually we have more than 700 plants,
produced by this method, under greenhouse conditions, and several thousands move in
Magenta boxes (Figure 2.1).

More than 100 plants has been analyzed by the AFLP technique, looking for somaclonal
variation. However, all plants had showed exactly the same patterm, suggerting that
there are not genetic differences between them. Similar results, no somaclonal
variation, has been obtained by the french group in Central America and by Dr. Séndhal
in Brasil in plants obtained by different somatic embryogenesis methods.

A thousand plants will be planted into the field next september, in order to follow their
development under field conditions.

Histological studies showed the formation of proembryos directly from cells rather than
from the callus. Although Dublin (1981) had reported direc somatic embryogenesis from
Arabusta (C. arabica x C. canephora), no histological evidence supported his results. As
can be seen in figure 2 (A - D), proembryos originated from the mesophyll cells and in
some few cases, from epidermal cells. indirect embryo formation was also observed
from microcalli.

it is know that the origin of the explant has a strong influence in the response of the
explants to somatic embryogenesis. We tested if coffee is the case.

The leaf number 3 showed the best results to the induction of somatic embryogenesis in
the number of embryos per explant. Explants obtained near the apex showed a
disminished response compared to those obtained from the basis of the leaf.
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The separation between the leaf tissue, the callus and the somatic embryos, let to
obtained a pure sample to analyze what is happened at the biochemistry and molecular
leve!.

Using this model and usign differential display and RT-PCR, we isolated 5 cDNA, that
are involved in the response of the tissue to somatic embryogenesis. Three of then has
been sequenced. One of then has a high homology with quitinase, this sequence has
been already registered in the Gene Bank; a second one with an oxygenase; the third is
an unknown gene. The other two are actualy been sequenciated.

Actually we are studying the enzymes of nitrogen assimilation as well as the expression
of their genes in orden to learn how the genetic program of the tissue is changed.
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disorganized proliferation before the development of somatic embryos occurs (Meijer y
Brown, 1988). In others words, it is suggested that in direct embryogenesis pre-
embryonic determined celis are present and require favorable inductive conditions to
initiate the embryo development, while indirect embryogenesis requires re-
determination of differentiated cells to acquire the embryogenic status, prior to the
initiation of embryo development (Yeung, 1995). However, the terms “direct” and
“indirect” are still useful in describing cases where either very littie or a great deal of
explant proliferation proceeds embryogenesis, but does not necessarily indicate the
fundamental differences in the cells invoived (Halperin, 1995).

There is no doubt that for direct somatic embryogenesis, the somatic embryo has a
unicellular origin, whereas, with indirect somatic embryogenesis there are different
opinions regarding the unicellular or multicellular origin of the somatic embryos.
Histological studies of somatic embryos of different species have described both
unicellular (Faure et al, 1996; Jones y Rost, 1989; Trigiano et al, 1989) and
multicellular (Fernandez et al., 1999; Rodriguez y Wetzstein, 1998; Taylor y Vasil, 1896)
pathways. In both cases a metabolic co-operation could occur between neighboring
cells.

Somatic embryogenesis in C. canephora was first reported by Staritsky, (1970), and in
C. arabica by Séndahl and Sharp (1977). Histogenesis of indirect somatic
embryogenesis of C. arabica has been described by Séndahl et al. (1979b), Michaux-
Ferriere et al. (1989), Bieysse et al. (1993) and Menéndez-Yuffa and de Garcia (1996).

Although the histological description has been extensively recorded in several models,
there is no histological study in coffee that shows the development from one single cell
to a somatic embryo. The aim of the present study is to compare the most relevant
characteristics of the induction of somatic embryogenesis with and without callus
formation. In this work, we present the ontogenesis, the developmental stages and the
differentiation of the somatic embryogenesis process of C. arabica cv. Caturra Rojo and
demonstrate that the sequential events in the embryo development are conserved and
arise through symmetric one unicellular pathway.

3.2. MATERIALS AND METHODS

3.2.1. PLANT MATERIAL

Seeds of C. arabica cv. “Caturra Rojo” were collected from several productive plots at
Chiapas, Mexico. Seeds were washed and soaked for 24 - 48 hours in sterile distilled
water, disinfected with commercial bleach (1.25% v/v sodium hypochiorite) for 20
minutes and finally rinsed with sterile water. The zygotic embryos were germinated in
MS medium (Murashige y Skoog, 1962), supplemented with thiamine (29.6 uM), myo-
inositol (0.555 uM), biotin (0.41 uM), L-cysteine (0.15 uM), glucose (166.48 mM), NAA
(0.53 uM), Kin (2.32 uM) and Gelrite® (0.25% wi/v); pH was adjusted to 5.7 before
autoclaving (20 min, 110°C). Ten embryos were placed on each Magenta® plastic box.
The embryos were cultivated under photoperiod (16 h/8 h, light/darkness) and 25 £+ 2°C.
Plantlets were grown in Magenta® boxes, containing 40 mbL of MS medium,
supplemented with thiamine (11.86 M), myo-inositol (0.56 uM), L-cysteine (0.16 pM),
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4.2. MATERIALS AND METHODS

4.2.1. PLANT MATERIAL

Seeds of Coffea arabica cultivar Caturra Rojo were collected in Chiapas, Mexico. Seeds
were washed and soaked for 24-48 h in sterile distilled water, disinfected with 6%
NaClO; for 20 min and finally rinsed with sterile water. The MS (Murashige and Skoog
(1962) medium was used for zygotic embryo germination, and was augmented with
thiamine (29.6 pM), myo-inositol (0.555 uM), biotin (0.41 uM), L-cysteine (0.15 uM),
glucose (166.48 mM), naphthalene acetic acid (NAA, 0.53 uM), kinetin (Kin, 2.32 uM)
and Gelrite (0.25%) and the pH was adjusted to 5.7 before autoclaving (20 min, 110°C).
Ten embryos were placed in each Magenta plastic box and cultured at 25°C with a
photoperiod of 16 h/8 h.

4.2.2. PLANTLET CULTURE

Plantlets were grown in Magenta boxes, containing 40 ml supplemented MS medium at
25°C with a photoperiod of 16 h/8 h and were transferred to fresh medium every 90
days.

4.2.3. SOMATIC EMBRYOGENESIS INDUCTION

Leaf fragments (0.25 cm?) were cultured in the medium previously described by Yasuda
et al., (Yasuda et al., 1985), with Gelrite (0.25%). Culture conditions were a photoperiod
of 16 h/8 h and at 25°C.

4.3. RESULTS AND DISCUSSION

Within the first two weeks after leaf explants were put in the Yasuda culture medium
scarring was observed at the wounded edges. Between the third and fourth week,
globular somatic embryos were observed on the edges of explants.

Nitrogen concentration played a crucial role in embryo induction as elevated levels of
nitrate and ammonium decreased culture embryogenecity. As the total nitrogen in the
medium increased, the response to somatic embryogenesis decreased (Figure 4.1).
Nitrogen concentrations of 60 and 30 mM had a strong inhibitory effect. while
concentrations between 4 and 15 mM gave a response higher than 70% and reached
values near to 90%.
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Since the molar ratio of oxidized nitrogen to reduced nitrogen can modify
differentiation status of the tissues, several nitrate/ammonium molar ratios were tes
at 15 mM of total nitrogen. The use of either nitrate or ammonium as nitrogen sourc
at a nitrate/ammonium molar ratio of 1:0, produced a response around 50% (Fig
4.2). However, the response was at a maximum when the nitrate/ammonium molar r:
was 2:1 or 1:2. The maximum response with the 2:1 molar ratio was reached 60 da
from the start of the experiment, whereas for the 1.2 molar ratio the same maximut
values were reached 60 days later.
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Figure 4.2. Effect of different nitrate/ammonium molar ratios on direct somatic embryogenesis
induction in C. arabica, 120 days after induction. ( (J ) 10:5, (¥ ) 5:10, (A ) 7.5:7.5, ()
0:15, and ( O ) 15:0. The total nitrogen source was constant at 15 mM. In all experiments,
20 explants per treatment were used and each experiment was repeated three times.

The number of embryos per explant and total embryos per experiment also changed as
a function of the nitrate/ammonium molar ratio when counted 120 days after the
beginning of the experiment. When the ammonium was absent from the medium, only 4
embryos per explant and a maximum of 66 embryos per experiment were obtained.
With only ammonium as the nitrogen source, 8 embryos per explant and around 120
total embryos per experiment were obtained, whereas only 65% of the explant formed
embryos (Table 4.2). In coffee, as in carrot (Wetherell y Dougall, 1976) and alfaifa
(Meijer y Brown, 1987) there was an absolute requirement for ammonium in the culture
medium for an optimal response to somatic embryogenesis.
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El medio de cultivo mas utilizado para inducir la embriogénesis somatica en C. arabica
es el Murashige y Skoog (1962) o modificaciones de éste como es el caso de Yasuda
et al., (1985). Algunos autores emplean el medio de Linsmaier y Skoog (1965) para
inducir la embriogenesis en el caso de C. canephora otros grupos de investigacién han
empleado el medio de Gamborg et al. (1968), o la reduccién a la mitad de la fuerza
idnica del medio MS. Sin embargo practicamente nada se ha hecho con relacion a la
modificacion de los componentes individuales de los medios de cultivo, con el fin de
aumentar la respuesta embriogénica de los explantes.

En los experimentos de variacién de la fuente nitrogenada se determind que la mejor
respuesta de los tejidos se dio en concentraciones bajas de nitrégeno (8-16 mM). En
tanto que concentraciones iguales o mayores a’30 mM inhibieron fuertemente el
proceso. También se observé que para la induccion de la embriogénesis somatica
indirecta se precisa, al menos en la primera etapa, concentraciones de nitrogeno total
en el medio de cultivo de alrededor de 60 mM.

Otro factor critico con relacién a la fuente de nitrégeno es la relacién nitrato/amonio. Es
evidente de los resultados mostrados en este trabajo que se precisa tanto de nitrogeno
reducido como oxidado en el medio de cultivo para que se lieve a cabo la induccidon de
la embriogénesis somatica, la ausencia de cualquiera de ellos evita que se tenga
respuesta.

La inducciéon de embriogénesis somatica indirecta en el género Coffea se ha obtenido
con el uso de auxinas como 2,4-D, ANA e IBA y de citocininas como 2-iP, BAP y Kin.
Para obtener la embriogénesis somatica directa se empled exclusivamente la citocinina
BAP (5 uM).

El aislamiento y establecimiento de las plantulas se obtuvo de manera sencilla con la
transferencia a medio fresco, con o sin reguladores del crecimiento, obteniéndose
hasta 90% de conversion a plantas regeneradas, las cuales fueron transferidas al
invernadero para su adaptacion para finalmente transferirlas a terreno definitivo.

A pesar de la gran informacion generada a partir de los afios 60's, sobre los
requerimientos para la manipulacién de la embriogénesis somatica in vitro, ain no se
han establecido las bases estructurales y patrones de desarrollo, asi como los estudios
bioquimicos, fisiologicos y moleculares que conlleven al conocimiento de cé6mo una
célula es capaz de diferenciarse en un embrién.

Si bien se ha alcanzado un éxito notable en la embriogénesis somatica de los géneros:
Citrus, Elaeis, Larix, Phoenix, Picea, Pinus, Teobroma y Vitis, aun permanece
inexplorada la posibilidad de utilizar los embriones somaticos del cafeto como un
recurso para preservar material genético de alto valor, ya sea a través de medios de
cultivo minimos o por criopreservacion.

El cafeto, al igual que otras especies lefiosas, requiere de diferentes estrategias para
su mejoramiento genético. La ingenieria genética puede traer al cafeto grandes
beneficios, tales como resistencia a diferentes enfermedades, bajo contenido de
cafeina y una maduraciéon uniforme y controlada de los frutos, entre otras. Para
alcanzar esta posibilidad se debera tener un sistema eficiente de transformacion y
regeneracion a planta de los tejidos transformados. La embriogénesis somatica puede
hacerlo.
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