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RESUMEN 

La embriogénesis somática es una poderosa herramienta biotecnológica, que acoplada 

a programas de mejoramiento genético, proporciona resultados satisfactorios 

relacionados con la obtención de nuevas variedades vegetales, así como, en la 

propagación masiva de cultivares de importancia comercial. Sin embargo, en . 
ciertas ocasiones, la embriogénesis somática es recalcitrante en algunas especies 

vegetales. Por lo tanto, es de suma importancia descubrir las condiciones óptimas 

y requerimientos necesarios para la inducción , así como los fenómenos inhibitorios 

de cada variedad vegetal. 

Por lo tanto en este proyecto de investigación se caracterizaron tres compuestos 

que fueron descubiertos en el medio condicionado de Coffea Arabica, capaces de 

inhibir el proceso embriogénico, tanto en C. arabica, como en C. canephora. Estos 

compuestos son el ácido cinámico, el p-hidroxibenzoico y la cafeína. Se llevó a 

cabo un análisis de curso temporal durante los primeros tres dias de post­

inducción de la embriogénesis somática en Daucus carota (suspensiones 

celulares). En este estudio, se utilizaron las concentraciones de 1, 1 O, 1 00 y 1000 

mM. Se observó una inhibición muy marcada de la embriogénesis somática en 

zanahoria al utilizar las concentraciones mayores de cada compuesto . 
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ABSTRACT 

Somatic embryogenesis is a powerful biotechnological tool that when used coupled with 

breeding programs, usually produce very encouraging results related to the development 

of new plant varieties, or the mass propagation of elite cultivars. However, this process is 

sometimes not very easy; sometimes plant species tend not to respond . 

In this research project we used three inhibitors discovered in the conditioned medium of 

Coffea arabica, these compounds are able to inhibit the somatic embryogenic process, 

both in C. arabica and C. canephora. The compounds are cinnamic and p-hydroxybenzoic 

acids and caffeine. In this research, these compounds were tested at concentrations of 1, 

1 O, 100 and 1000 11M) for three different days after initiation of induction of somatic 

embryogenesis in Daucus carota. All three compounds inhibited carrot somatic 

embryogenesis, particularly at the highest concentration . 
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INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

En la actualidad se han obtenido grandes avances en la genética y biotecnología de 

plantas gracias el uso del cultivo in vitro . Entre los diferentes sistemas in vitro aplicados se 

encuentra la embriogénesis somática (ES). La ES tiene como base la totipotencialidad 

celular (única en las células vegetales) . La ES una herramienta útil en la investigación . 
básica sobre la totipotencia y sobre los procesos fundamentales de la morfogénesis de la 

planta (Gaj , 2004; Quiroz-Figueroa et al., 2006; Zimmerman, 1993). 

La ES consiste en la formación , diferenciación y desarrollo de embriones, a partir de 

células que no son el producto de una fusión gamética (Tisserat, 1985). Este fenómeno 

fue descubierto en dos Umbelliferae, zanahoria (Daucus carota) (Reinert, 1959; Steward 

et al. , 1958) y Oenan-the aquatica (Krikorian y Simola, 1999) en la década de los 50 y 

desde entonces, éste ha sido el modelo más empleado para estudiar la ES. Entre las 

ventajas que presenta la ES se encuentra la gran cantidad de plantas regeneradas en 

menos tiempo, la baja frecuencia en las quimeras obtenidas y la limitada variación 

somaclonal, si la comparamos con la organogénesis indirecta, siendo el sistema más 

usado para la obtención de plántulas de cultivos de importancia económica (Gaj , 2001 , 

2004; Zuo et al., 2002). 

Para lograr la ES en las plantas, se requieren de ciertos factores que determinan 

directamente la obtención de embriones somáticos como son: el medio de cultivo, las 

condiciones ambientales, la especie y sus condiciones de cultivo y el explante utilizado. 

Sin embargo, no todas las especies presentan una respuesta satisfactoria a este proceso, 

como es el caso de Coffea arabica, que genera menor cantidad de embriones por 

explante en comparación con la especie Coffea canefora. Esto se debe a la presencia de 

compuestos de baja masa molecular y resistentes al calor. Estos compuestos son 

secretados por explantes de C. arabica al medio de cultivo (Nie-Gan 201 O; datos no 

publicados). 

Por tanto, este descubrimiento dejó la siguiente pregunta ¿qué compuestos están 

presentes en la fracción de baja masa molecular y que son los causantes de la inhibición 

en la formación de la ES de C. arabica? Hasta la fecha se han identificado tres 

compuestos con un anillo aromático y la existencia de una cadena lateral sobre el anillo, 



INTRODUCCIÓN 

adyacente a la doble ligadura. Estos compuestos son la cafeína, el ácido p­

hidroxibenzoato y el ácido trans-cinámico. 

Por otro lado, y teniendo como base el potencial que presenta la ES para realizar estudios 

básicos del proceso embriogénico, en este proyecto de investigación se utilizó un cultivo 

embriogénico de D. carota para determinar la capacidad inhibitoria de los compuestos 

secretados por los explantes de C. arabica en el medio de cultivo. 
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CAPÍTULO 1 

ANTECEDENTES 

1. Embriogénesis somática 

CAPÍTULO 1 

El ciclo de vida de las especies fanerógamas incluyen dos fases: la fase gametofítica 

(haploide) y la fase esporofítica (diploide), por lo cual , la embriogénesis es crucial en el 

ciclo de vida de las plantas con flores. La fase esporifítica comienza con la doble 

fertilización que da como resultado la formación del embrión cigótico, es decir, la célula 

llamada cigoto sufre una serie de divisiones celulares que conllevan a la diferenciación de 

la célula para formar el embrión maduro. El proceso embriogénico ocurre en dos fases: la 

morfogénesis (donde se forma el cuerpo de la planta) y la maduración (donde el embrión 

entra en proceso metabólico para prepararse para la dormancia) para posteriormente, 

bajo condiciones adecuadas, se de la germinación de la semilla (Park y Harada, 2008; 

Quiroz-Figueroa et al. , 2006). 

Sin embargo, la embriogénesis no es exclusiva de los gametos. La ES fue descubierta en 

la década de los cincuentas (Krikorian y Simola, 1999; Reinert, 1959; Steward et al. , 

1958). La ES, es el proceso mediante el cual una célula somática vegetal, o un conjunto 

de células somáticas, bajo condiciones de inducción, sufre una restructuración celular y 

genera células embriogénicas mediante múltiples eventos morfológicos, fisiológicos, 

bioquímicos y moleculares (expresión secuencial de diversos genes), que dan lugar a una 

estructura bipolar (embrión somático) y a la generación de una nueva planta. Si bien los 

procesos de la ES y la embriogénesis cigótica (EC) son activados por diferentes 

estímulos, en ambos procesos y en varias etapas durante el des.arrollo de los embriones 

se produce la expresión de los mismos genes, por lo que se asume que ambos procesos 

convergen en la misma ruta de señalización, o por lo menos en parte de ella , muy 

probablemente durante los estadios tempranos (Komamine et al. , 2005; Zhang et al. , 

2010). 

Los embriones somáticos pueden desarrollarsé directamente de las células competentes 

presentes en el explante o indirectamente después de pasar por una fase de callo, 

refiriéndose a la embriogénesis somática directa (ESO) y embriogénesis somática 

indirecta (ESI) , respectivamente. Se cree que ambos procesos siguen un mismo camino 
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(Gaj , 2004; Sharp et al., 1980). Los embriones somáticos se originan mediante dos vías: 

unicelular (Quiroz-Figueroa et al., 2002) o multicelular (Raghavan, 1976), sin embargo, la 

pregunta sí es de origen unicelular o multicelular está relacionada directamente con el 

comportamiento de las células. Cuando los embriones tienen un origen unicelular, las 

divisiones celulares son coordinadas y los embriones se observan unidos al explante por 

medio de un suspensor en la ESO (Williams y Maheswaran, 1986) y en la multicelular 

(ESI) las divisiones celulares son desorganizadas, por lo cual se observa inicialmente una 

protuberancia (callo), los embriones que se encuentran en la zona basimétrica se 

observan fundidos al tejido materno (Quiroz-Figueroa et al. , 2006). Realizando estudios 

histológicos se ha logrado determinar que en algunas especies el origen del embrión es 

tanto unicelular (Trigiano et al., 1989) como multicelular (Fernandez et al., 1999; Taylor y 

Vasil , 1996) y en algunas especies se han logrado observar ambas vías durante la ESI 

(Fernandez et al., 1999) o ESO (Maheswaran y Williams, 1984; Trigiano et al. , 1989). En 

la literatura científica existen un número considerable de artículos en los que se describe 

la manipulación de la ES para la obtención de plantas de importancia agronómica (Karami 

et al., 2008; Zimmerman, 1993), sin embargo, los resultados son aún ineficientes para 

algunas especies que presentan recalcitrancia a la ES. 

2. Factores involucrados en la ES 

Entre los factores involucrados en la ES se encuentran algunos inductores e inhibidores 

excretados en el medio de cultivo. Algunos de estos compuestos provienen de la pared 

celular, mientras que otros provienen del interior de la célula . Entre los inductores de la 

ES se encuentra una endoquitinasa ácida de 32 kDa que permite la terminación del 

desarrollo del embrión somático en la mutante ts11 de D. carota en condiciones de estrés 

térmico, esta mutante produce embriones normalmente a 24 oc, sin embargo, al aumentar 

la temperatura a 32 oc el desarrollo de los embriones se detiene en el estadio globular. 

Cuando se le adiciona al medio de cultivo esta proteína se restablece la ES y permite la 

formación del protodermo y el desarrollo del embrión a 32 oc (De Jong et al. , 1992). 

Otro factor que interviene en la ES son las arabinogalactoproteínas (AGPs). Estas 

proteínas han sido determinadas en zanahoria (Chapman et al., 2000; Kreuger y Van 

Holst, 1995; Kreuger y Van Holst, 1993; Samaj et al., 2008; Stacey et al. , 1990), en 

Anacardium occidentale (Pereira-Netto et al., 2007), un híbrido de Chicorium (Chapman et 
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al. , 2000). La diferenciación de embriones somáticos de Zea mays derivados de 

microesporas también mejora cuando se adicionan AGPs al medio de cultivo (Borderies et 

al. , 2004) . El uso de técnicas de tinción inmunoquímicas en cultivos embriogénicos de 

Abies alba X cephalonica ha permitido descubrir que las AGPs se acumulan en la periferia 

de los embriones y de las células del suspensor (Samaj et al. , 2008) . Estos resultados 

sugieren que las AGPs juegan un papel preponderante durante la inducción y desarrollo 

de la ES. 

Otro inductor de la ES es la glucoproteína identificada como una peroxidasa de 38 kDa 

encontrada en los exudados del medio de cultivo de suspensiones celulares de zanahoria 

(Cordewener et al. , 1991). Cuando se agrega tunikamicina (un inhibidor de la 

glucosilación de las proteínas) a los medios de cultivo, ésta inhibe la ES. Cuando se 

agrega la peroxidasa, previamente purificada del medio de cultivo, se restaura la ES 

(Cordewener et al., 1991). 

También se han determinado una variedad de moléculas que son secretadas al medio de 

cultivo y que inhiben la ES. Hasta el momento se han identificado dos compuestos de baja 

masa molecular: el alcohol 4-hidroxilbencilo de 3.5 kDa responsable de la inhibición de la 

ES a altas densidades celulares (Kobayashi et al., 1999, 2000b, 2001, 2003) (Kobayashi 

et al., 2000a) y el vanilil bencil éter que inhibe el desarrollo del suspensor en Larix 

leptolepis (Umehara et al., 2005, 2007). Más recientemente en el equipo de trabajo del 

Centro de Investigación científica de Yucatán dirigido por el doctor Loyola-Vargas pudo 

determinar que se puede inhibir el proceso embriogénico en D. carota y C. canephora al 

adicionarle la fracción de baja masa molecular procedente del medio de cultivo 

condicionado de C. arabica. De la fracción de baja mas?~ molecular procedente del medio 

condicionado de C. arabica se pudieron identificar cafeína, el ácido p-hidroxibenzoico y el 

ácido trans-cinámico (Nic-Can et al., en preparación) . 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto inhibitorio en la embriogénesis somática de D. carota de los 

compuestos secretados por los explantes de Coffea arabica. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Establecer y caracterizar una línea de callos de D. carota. 

Establecer y caracterizar una línea de D. carota en suspensión. 

Establecer un sistema de embriogénesis somática en D. carota. 

Determinar el efecto inhibitorio de los ácidos trans-cinámico, p-hidroxibenzoico y 

cafeína en la embriogénesis somática de D. carota. 

JUSTIFICACIÓN 

La ES es una herramienta muy útil en el estudio de los eventos morfológicos, fisiológicos, 

moleculares y bioquímicos que ocurren en el inicio y desarrollo de la embriogénesis en las 

plantas superiores. Esta técnica requiere de ciertos factores como son el medio de cultivo, 

las condiciones ambientales de incubación de los explantes y el explante utilizado para la 

obtención de embriones somáticos, sin embargo, la especie de Coffea arabica no produce 

embriones somáticos, debido a que sus explantes foliares secretan en el medio de cultivo , 

compuestos de baja masa molecular y resistentes al calor, que causan la inhibición en la 

embriogénesis somática. Se identificaron tres compuestos, que hipotéticamente pudieran 

ser los responsables de este efecto. Por lo cual, se utilizarán los compuestos identificados 

para observar el efecto de cada uno en la ES de D. carota . 

• 
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CAPÍTULO JI 

Estudio de la inhibición de la ES en D. carota por compuestos fenólicos 

2.1. INTRODUCCIÓN 

La adquisición de la totipotencia es el paso más crítico en la embriogénesis somática y el 

factor más importante que le afecta, es la aplicación de reguladores de crecimiento, 

debido a que el uso de auxinas a altas concentraciones es necesario para causar la 

desdiferenciación y la estimulación de la totipotencia, como son el 2,4-D, el cual es un 

elemento químico que es usado como un análogo de auxinas que al ser añadido al medio 

de cultivo las células desatan una cascada de señales que implican cambios en la 

expresión génica para dar origen a los embriones y esta cascada de estimulan una rápida 

y sincronizada división celular, dando lugar a la presencia de células proembriogenicas y 

por ende una proliferación de esta células (Litz et al., 1993 , Zimmerman, 1993, Xing et al. , 

2000, Cooke, et al, 2002, Yang and Zhang, 201 O). 

La ES de D.carota es altamente eficiente y reproducible cuando es eliminado el 2,40 del 

medio de cultivo, por ello se usó como modelo de estudio para analizar el efecto de la 

inhibición de la ES, con el ácido cinámico, ácido parahidroxibenzoico y cafeína (1 , 1 O, 100 

y 1000 ¡.tM) a tres diferentes días de inducción (5, 7 y 9), con el fin de conocer si estos 

compuestos encontrados en el medio de cultivo condicionado de baja masa molecular, 

tienen un efecto simi lar a lo reportado en la embriogénesis somática de C. canephora. 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. Germinación de las semillas 

Las semillas de D. carota se lavaron con detergente de 30 a 40 minutos, manteniéndose 

en agitación en una placa de calentamiento, después las semillas se enjuagaron tres 

veces con agua destilada estéril y se transfirieron a un vaso de precipitados estéril que 

contenía alcohol al 70% (v/v) durante 30 segundos y se dieron tres lavados con agua 

estéril. Seguidamente las semillas se sumergieron durante 15 minutos en 1% de (v/v) de 

hipoclorito de sodio. Posteriormente, las semillas se lavaron cinco veces con agua estéril 

y se colocaron siete semillas en una caja magenta que contenía medio MS (Murashige y 
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Skoog , 1962) a la mitad de la fuerza iónica suplementado con 3% sacarosa (p/v) y agar al 

0.8% (p/v), se llevaron al cuarto de cultivo y se incubaron a 22 oc en la oscuridad. Se 

realizó un seguimiento por medio de estereoscopio desde la siembra de la semilla hasta 

que se obtuvieron hipocotilos de 1 O días de edad. 

2.2.2. Generación de callo del tubérculo 

Tubérculo de zanahoria: se eligieron zanahorias sin daños de 3 a 5 cm de diámetro y se 

lavaron muy bien con agua del grifo, se eliminaron un cm de la parte superior y dos cm de 

la parte inferior de la zanahoria y se desecharon ambos cortes. Posteriormente, del 

tubérculo, de aproximadamente 7 cm se cortó transversalmente. A partir de ese momento 

se trabajó en una campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas y las láminas de 7 

cm se sumergieron en 500 mi de una solución de hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 

25 minutos. Las láminas se transfirieron a un vaso de precipitado con 100 mi de agua 

estéril y se lavaron tres veces a intervalos de 5, 1 O y 15 minutos, seguidamente se 

transfirió uno de los segmentos a papel filtro para cortar un cm de espesor de ambos 

extremos con un cuchillo estéril y cortar transversalmente rodajas de un mm de espesor y 

colocarlas en una caja de Petri que contenga papel filtro humedecido con agua estéril, se 

colocó una rebana y se obtuvieron de dos a tres explantes esperando que contenga 

cambium vascular (xilema y floema). Se transfirieron cinco explantes por caja de Petri 

conteniendo medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 3% sacarosa (p/v) y 

agar al 0.8% (p/v) y se llevaron al cuarto de cultivo e incubaron a 25 oc en la oscuridad . 

Se examinaron la formación de callos a los 7 y 14 días y 21 días de cultivo con la ayuda 

de un estereoscopio y a los 30 días de cultivo se seleccionaron los mejores callos y se 

transfirieron a medio fresco para obtener el material biológico necesario para los 

experimentos. 

2.2.3. Inducción de suspensiones celulares 

Para la generación de la línea en suspensión se usaron callos de cuatro o cinco semanas 

de edad y se inocularon 2.0 g de callo y se colocaron en un matraz Elenmeyer de 250 mL 

que contenía 50 mL de medio 85 (Gamborg y Eveleigh, 1968) suplementado con 3% de 

sacarosa, 4.5 ¡..tM de 2-4 D. Los cultivos se llevaron a un cultivo en un orbitador New 

Bronswick Scientific modelo G-53, en fotoperiodo 16/8 h (luz/oscuridad) y agitándose a 

100 rpm durante 1 O días. Para estimular el desarrollo embrionario se colectaron los 
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cultivos en suspensión y se filtraron a través de un filtro Milipore y las suspensiones se 

subcultivaron cada dos semanas. 

Otra técnica para obtener las suspensiones celu lares fue a partir de hipocotilos de 1 O días 

de edad. Alrededor de 2 g de tejido de hipocotilo se añadieron a 50 mL de medio líquido 

85 (Gamborg y Eveleigh , 1968) suplementado con 3% de sacarosa, 2 n M de 2-4 Den 

frascos de 250 mL. Los cultivos se incubaron a 23 oc con un fotoperiodo de 16/8 h 

(luz/oscuridad) a 100 rpm . Diecinueve días después se retiraron los hipocotilos del medio 

de cultivo. A partir de ese momento las suspensiones celulares se subcultivaron cada dos 

semanas (De Vries et al. , 1988). Se realizó un seguimiento del aumento de la densidad de 

las suspensiones a los O, 7, 14 y 21 días. 

2.2.3.1. Caracterización de las suspensiones celulares 

El primer paso en un estudio bioquímico es la caracterización de las suspensiones 

celulares, en donde se estableció un ciclo de cultivo con suspensiones celulares de 14 

días de cultivo; en primera instancia las células se tamizaron obteniendo un tamaño 

homogéneo de célu las, una vez realizado este paso se filtraron de nuevo las células en 

papel filtro aplicándole vacío para poder eliminar el medio de cultivo. Una vez filtradas las 

células se pesaron 0.25 g del inóculo inicial y se depositaron en 25 mL de medio de 

cu ltivo líquido 85 en matraces Erlenmeyer con capacidad de 125 mL. Las suspensiones 

celulares se colocaron a 25 °C, en un orbitador New Bronswick Scientific modelo G-53, en 

fotoperiodo con 16/8 horas de luz y oscuridad , agitándose a 100 rpm. Se realizaron dos 

muestreos en días pares (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24) y días nones (1, 3, 5, 

7, 9, 11 , 13, 15, 18, 21 , 24) tomando tres matraces Erlenmeyer por cada día de muestreo. 

El medio de cultivo recolectado fue filtrado en membranas de nylon de 0.45 1Jm. Una vez 

filtrado el medio de cultivo de cada matraz se tomaron en cuenta los parámetros de 

crecimiento: como el peso fresco, peso seco de las suspensiones celulares, así como 

también el volumen final del medio de cultivo al cual se le midió el pH y la conductividad. 

2.2.3.1.1. Volumen final del medio de cultivo 

Se midió el volumen final de cada matraz con la ayuda de una probeta con 

capacidad de 25 mL; del volumen total del medio de cultivo se tomó 1 mi por triplicado por 

cada matraz para poder contar el número de células. 
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2.2.3.1.2. pH 

El pH del medio de cultivo se ajustó a 5.7 antes de esterilizar; después de 

esterilizar se midió el pH inicial del medio de cu ltivo para poder apreciar la variabilidad a 

través del ciclo de cultivo de las suspensiones celulares de D. carota. 

2.2.3.1.3. Conductividad 

Este parámetro se midió de manera similar al pH, y sirvió para poder determinar la 

toma de los nutrientes del medio de cultivo de las suspensiones celulares de D. carota. 

2.2.3.1.4. Peso fresco 

Las suspensiones se filtraron con la ayuda de un embudo Büchner, una vez 

teniendo las suspensiones celulares en el filtro se pesaron en una balanza analítica 

Scientech modelo SL 400, seguidamente las células se envolvieron en papel aluminio y se 

guardaron a -80 oc. 

2.2.3.1.5. Peso seco 

Una vez que se congelaron las muestras conteniendo las células se liofilizaron 

para eliminar el agua del tejido y se pesaron en una balanza analítica Scientech modelo 

SL 400 poder determinar el peso seco, es decir, el crecimiento real de las raíces. 

2.2.3.1.6. Volumen de paquete celular 

Se tomaron 1 O mi de la suspensión celular y se colocaron en tubos graduados y se 

centrifugaron a 3,500 rpm durante 15 minutos (Beckmann). El volumen de paquete celular 

es expresado en porcentaje por mililitro. 

Volumen obtenido 
Pareen taje de volumen celular = V l T d x 100 

o umen utt tza o 

2.2.3.1.7. Número de células 

Para poder contabilizar las células se requiere de la separación de los agregados 

celu lares. Por lo cual, se toma 1 mi de la suspensión celular del matraz a muestrear antes 

de determinar el peso fresco. El tubo que contiene el mililitro de la suspensión celular se 

mezcla con 2 mi de trióxido de cromo al 8% y se dejan por 15 minutos a 75 oc. 
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Transcurrido este tiempo se agitan vigorosamente durante 1 O minutos para separar los 

agregados celulares . Seguidamente las muestras se colocaron en una cámara de 

Neubahuer y se contabilizaron las células de cada muestra. El muestro se hizo por 

triplicado. 

2.2.4. Inducción de ES a partir de suspensiones celulares 

Alrededor de ocho semanas después del inicio de las suspensiones 'celulares se 

obtuvieron embriones somáticos. La formación de embriones se indujo por la selección de 

las células y agregados celulares a través de malla de 50 ¡..tm de nylon, de las cuales se 

tomaron 40 mi y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 minutos, seguidamente se elimina 

el sobrenadante y se lavan con medio liquido 85 (Gamborg y Eveleigh , 1968) libre de la 

auxina, este paso se realiza tres veces para obtener 5 mi de paquete celular, 

seguidamente el volumen del paquete celu lar se diluyó en 12.5 mi de medio líquido 8 5 

libre de la auxina, suplementado con 3% de sacarosa, se tomó una alícuota de 50 ¡..ti para 

depositarse en matraces Elemmayer con capacidad de 250 mL libre de auxinas (De Vries 

et al., 1988). 

2.2.5. Evaluación del efecto inhibitorio mediante un estudio dosis-respuesta 

Una vez obtenida la densidad necesaria de las suspensiones celulares de 7 días 

de subcultivo, se indujo la ES de D. carota en medio de cultivo líquido 85 libre de la auxina 

en matraces Erlenmeyer con capacidad de 250 mL Las suspensiones se colocaron a 25 

°C, en un orbitador New Bronswick Scientific modelo G-53, en fotoperiodo 16/8 h 

(luz/oscuridad) y se agitaron a 100 rpm y a los 7 días de inducir la ES se indujo la 

inhibición con tres compuestos (cafeína, ácido p-hidroxibenzoico y acido cinámico) a 

diferentes concentraciones (0, 1 O, 100 y 1000 ¡..tM). Los parámetros a evaluar fue el tipo 

de inhibición que causa cada uno de los compuestos y la concentración de estos 

compuestos a la que producen la inhibición . 

2.3. RESULTADOS 

2.3.1. Germinación de semillas 

Como se puede observar en la figura 2.1 las semillas que se sembraron no se 

contaminaron , por lo cual el proceso de desinfestación fue exitoso. Por otro lado, en la 
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figura 2.2 se puede observar que las semillas conservaron su viabilidad después del 

tratamiento de desinfección. El 90% de las semillas germinaron alrededor del tercer día 

después de su siembra. El criterio seguido fue la emergencia de la raíz. Se pudo realizar 

un seguimiento desde la siembra de las semillas hasta la obtención de las plántulas para 

la obtención de los hipocotilos que se usaron para obtener las suspensiones celulares. 

a) b) e) d) 

a) 

Figura 2.1.Desinfestación y siembra de semillas de D. carota. a) Lavado 
de semillas con detergente 40 min . b) Lavados con etanol al 70% e 
hipoclorito de sodio al 1%. e) Siembra de 7 semillas por caja magenta. d) 
Visualización de la semilla a través del estereoscopio. 

b) e) d) 

Figura 2.2. Obtención de plantas de D. carota. a) Cero días, b) Plántula 
de 7 días. e) Plántulas de 14 días. d) Plántulas de 21 días de edad. 

2.3.2. Generación de callos del tubérculo 

Para la obtención de callos a partir de tubérculos de zanahoria se siguió la metodología 

de Hall (1 991). En la figura 2.3 se puede apreciar toda la metodología que se describió 

con anterioridad. También se siguió la generación de los callos por medio del 

estereoscopio, realizando observaciones a los O, 7 14 y 21 días. A los 21 días se 

separaron los callos del explante original y se depositaron en medio fresco para la 

propagación de callo. 
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b) e) d) 

Figura 2.3. Asepsia de tubérculos de zanahoria. a) Eliminación de 
impurezas de la zanahoria. b) Lavados con hipoclorito de sodio al 1%. C) 
Cortes transversales que contienen cambium vascular. d) Obtención de 
los explantes. 

Figura 2.4. Obtención de callos de D. carota después de tres semanas 
de inducción en el medio 8 5 basal suplementado con 3% de sacarosa y 

4.5 JlM de 2-4 D. Los números representan días . 

• 
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Figura 2.5. Línea de callos proveniente del tubérculo de zanahoria. a) 
Vista de los callo a través del estereoscopio . b) Vista superior de los 
callos obtenidos después de 140 días posterior a la inducción . e) 
Mantenimiento de la línea de callos del tubérculo de zanahoria en medio 
liquido 85 basal suplementado con 3% de sacarosa y 4.5 ¡..¡.M de 2-4 D. 

2.3.3. Inducción de las suspensiones celulares 

Se realizó un seguimiento de la obtención de la,s suspensiones celulares desde la 

inoculación del callo en el día O hasta los 42 días después de la inducción (Fig. 2.6) . En el 

primer subcultivo (día 14) se observó que existe un desprendimiento de las células libres, 

sin embargo, la división celular de estas células es casi nula, por lo cual se dejaron los 

grumos de callo inoculado inicialmente y se realizaron dos subcultivos, a los 28 y 42 días. 

A los 28 días posteriores a la inducción, como se puede observar en la figura 2.6, células 

libres y cúmulos de callos que fueron creciendo conforme se fueron subcultivando : Los 

callos iniciales se dejaron en el medio por 14 días para que pudieran desprender más 

células al medio de cultivo. A los 42 días de haber iniciado la inducción de las 

suspensiones celulares los agregados celulares muy grandes y el callo que se inoculó en 
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el día O se tamizaron con la ayuda de una malla de acero inoxidable con el propósito de 

tener una línea con un crecimiento celular constante después de cada subcultivo y evitar 

la acumulación de células muertas y moléculas que se secretan al medio de cultivo que 

pueden ser toxicas para las células que se están dividiendo constantemente. 

Después de los 42 días se obtuvo la línea celular ya finamente tamizada y de ahí se 

subcultivó cada 14 días para obtener la densidad necesaria para realizar los exl)erimentos 

de inhibición. El día óptimo para el subcultivo de la línea establecida es a los 14 días (Fig. 

2.7) ya que en este día se observa mayor densidad de células vivas que a los 28 días 

cuando ya existe una combinación de células muertas y vivas, lo cual afecta la división 

celular de las más jóvenes debido a que ya las células secretan sustancias al medio de 

cultivo que pudieran ser toxicas para las nuevas células. 

Figura 2.6. Inducción de suspensiones celulares de D. carota 
provenientes de tubérculos de zanahoria desde el día O hasta los 42 
días después de su inducción. El medio de cultivo se renovaba cada 14 
días. 
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Figura 2.7. Obtención de una línea celular compuesta por células finas y 
con una rápida división celular. a) En el panel a se puede observar el 
aumento de densidad con el paso de los días de cultivo y en el panel b) 
se realizó un acercamiento y se observa que del día 14 al 28 la línea 
celular decae. 

2.3.3.1. Caracterización de las suspensiones celulares 

Las suspensiones celulares son generalmente sistemas heterótrofos, donde el 

crecimiento y el metabolismo dependen de la disponibilidad de nutrimentos en el medio de 

cultivo. Una vez ya obtenida la suspensión celular densa formada por aglomerados 

celulares de color beige con una rápida división celular, se procedió a caracterizar la línea 

generada en la cual se tomaron en cuenta diferentes parámetros para determinar su 

crecimiento y división celular que se describen a continuación. 

2.3.3.1.1. pH del medio de cultivo 

Este parámetro es indispensable para conocer como las suspensiones celulares van 

tomando las diferentes fuentes de nitrógeno que se encuentran presentes en el medio de 

cultivo, ya que se sabe que las células absorben el nitrógeno es su formas inorgánicas 

N03- (nitrato) y NH/ (amonio) dando lugar a variaciones en el pH, debido a que la 
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absorción de N03- produce una alcalinización del medio de cultivo por la liberación de 

iones OH- (hidroxi lo) , en tanto que la absorción de NH/ produce la acidificación del medio 

de cultivo, puesto que las células liberan al medio de cultivo H+ (protones) cuando toman 

el amonio, haciendo que haya una variación en el pH en el medio de cultivo a lo largo un 

ciclo de crecimiento. 

En la figura 2.8 se puede apreciar la fluctuación en el pH durante el transcurso de 24 días. 

Se puede observar que del día O al día 3 el pH sufrió un ligero. aumento esto puede ser 

debido a que las células que se añadieron están adaptándose, sin embargo a los 3 días el 

pH disminuyó hasta alrededor de 5.4 el día 9. A partir de este día el pH aumentó hasta 

llegar a tener un pH de 7.1 el día 24. Estos cambios en el pH muestran un 

comportamiento típico de los cultivos celulares en los que primero se acidifica el pH del 

medio y después se alcaliniza. Esto se debe, como ya se mencionó a la toma de la fuente 

nitrogenada (Martin et al., 1977; Moreno-Valenzuela et al., 1999; Veliky y Rose, 1973). 

Estas variaciones presentan diferencias significativas con una p) 0.9. 

8.0 .----------------------, 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Tiempo de cultivo (d) 

Figura 2.8. Comportamiento del pH del medio de las suspensiones 
celulares de D. carota durante el ciclo de cultivo de 24 días. 
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2.3.3.1.2. Conductividad 

La conductividad eléctrica del medio de cultivo es un parámetro muy importante para 

poder determinar la toma o consumo de -los nutrientes presentes en el del medio de 

cultivo, implicando el crecimiento de las células y el aumento de la biomasa (Hahlbrock et 

al. , 1974; Hahlbrock y Kuhlen, 1972; Kwok et al. , 1992; Taya et al. , 1989). La 

conductividad del medio de cultivo se midió a lo largo de un cicfo de cultivo de las 

suspensiones celulares de D. carota durante 24 días. En la figura 2.9, en los paneles A y 

B, se muestra que la conductividad del medio de cultivo es inversamente proporcional al 

crecimiento, medido como el aumento en pesos fresco y seco respectivamente, ya que la 

conductividad del medio va disminuyendo con el paso de los días y el peso fresco/seco va 

en aumento, teniendo un punto de intersección en el día 17 con una conductividad de 

4.81 y 0.8 y 0.08 g de peso fresco/seco respectivamente. Se sabe que la conductividad 

del medio está dada mayormente por el contenido de nitrato presente en el medio de 

cultivo (Hahlbrock et al., 1974; Hahlbrock y Kuhlen, 1972). 
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Figura 2.9. Crecimiento de las suspensiones celulares de D. carota 
estimando el peso fresco (cuadros azu.es) y la conductividad del medio 
de cultivo (cuadros rojos) durante el ciclo de cultivo de 24 días. 

2.3.3.1.3. Pesos fresco y seco 

Dentro de los parámetros para caracterizar una línea celular se encuentra el peso 

fresco , el cual proporciona información del aumento de la biomasa de las suspensiones 

celulares que está dado por la división celular (implica la síntesis de materia orgánica y la 

asimilación de nutrientes) y la elongación determinada por la entrada de agua al tejido. 
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Sin embargo, el peso fresco tiende a tener mucha variación debido a diferentes factores, 

particularmente la dificultad de eliminar el agua que se encuentra fuera de las células, por 

lo que se prefiere la medida del peso seco. En la figura 2.1 O se muestra el peso fresco 

(0.25 g) y el peso seco (0.025 g) en el día O. El contenido de agua de las células de 

zanahoria es del 90%. Por tanto, con la medida del peso seco se pudo comprobar el 

aumento de la biomasa de las suspensiones celulares conforme van pasando los días de 
, 

cultivo; los cultivos alcanzan un peso máximo alrededor del día 21 con 1.31 g para el peso 

fresco y 0.2 gen el día 22 para el peso seco. 
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Figura 2.1 O. Crecimiento de las suspensiones celulares de D. carota 
estimando el peso fresco (cuadros verdes), peso seco (cuadros rojos) y 
la conductividad del medio de cu ltivo (cuadros verdes) durante el ciclo 
de cultivo de 24 días. 
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Por otro lado, con base a los datos obtenidos se pudo obtener el índice de 

crecimiento de las suspensiones fue de 0.2919 con un tiempo de duplicación de 2.37 d. 

En la figura 2.1 O se muestra la correlación que existe entre la conductividad, 

conductividad inicial (Ci) menos la conductividad final (Cf) del medio de cultivo, el peso 

fresco y el peso seco, llegándose a observar una tendencia muy similar entre estos tres 
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parámetros medidos. Por ello se puede concluir que las suspensiones celulares están 

tomando los nutrimentos del medio y por ende aumentando su crecimiento y su biomasa 

En esta misma grafica se pueden observar las distintas fases de crecimiento de 

una suspensión celular con referencia al peso fresco. La primera es la fase de adaptación 

(en la que las células crecen lentamente y se preparan para dividirse) que se da del día O 

al día 4 llegando a una biomasa de 0.31 g< seguidamente se observa la fase exponencial 

(en la que se da la máxima división celular) del día 4 al día 14 con un incremento de 0.66 

g, para luego dar lugar a la fase lineal del día 14 al 20 con 1.29 g, posteriormente la fase 

de retardamiento (en la que la división se hace lenta y baja) del día 20 al 21 con una 

biomasa de 1.31 g y por último se observa la fase estacionaria (el crecimiento se detiene 

completamente y el número de células comienza disminuir) del día 22 al 24 con una 

biomasa de 0.97g . 

2.3.3.1.4. Volumen de paquete celular 

El volumen del paquete celular es otro parámetro para observar el incremento de la 

biomasa, en una suspensión celular, en un ciclo de cultivo. Tomando en consideración la 

figura 2.11 se determinó que la acumulación del peso fresco y seco es muy similar al 

volumen de paquete celular. En esta misma grafica se observa el máximo de biomasa se 

alcanzó en el día 22 teniendo una relación muy similar a las curvas de pesos fresco y 

seco. 
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Figura 2.11 . Crecimiento de las suspensiones celulares de D. carota 
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(cuadros rojos, panel derecho) y el volumen del paquete celular (cuadros 
azules, ambos páneles) durante el ciclo de cultivo de 24 días. 

2.2.3.1.5. Número de células 

En la figura 2.12 se muestra la curva de crecimiento de las suspensiones celulares de la 

especie D. carota; el mayor número de células alcanzado fue de 2.98 x 106 células ml-1 a 

los 20 días de cultivo. Con referencia a los datos obtenidos se decidió resembrar cada 14 

días. 
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Figura 2.12. Crecimiento de las suspensiones celulares de D. carota 
estimando el número de células durante el ciclo de cultivo de 24 días. 

2.3.4. Inducción de la ES 

Tras haber hecho la debida caracterización, se determinó subcultivar cada 14 días para 

obtener la densidad necesaria de suspensiones celulares para inducir la ES. 

Posteriormente, se realizó un bioensayo con diferentes densidades celulares y dos tipos 

de mallas una de 50 y otra de 60 J.lm de nylon con suspensiones celulares de 7 días de 

edad y así obtener las condiciones óptimas para reproducir la ES y probar el efecto de los 
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inhibidores. Como puede apreciarse en la figura 2.13, existe una similitud entre la 

cantidad de embriones obtenidos con referencia al tamaño de la malla, sin embargo, a 

mayor densidad celular disminuye el número de embriones. 

Figura 2.13. Obtención de la ES en D. carota con suspensiones 
celulares de 21 días con diferentes tipos de malla de nylon y diferentes 
densidades celulares 

En este experimento se logró comprobar que las condiciones ideales para la inducción de 

la ES de D. carota se registra usando una malla de 50 J.lm de nylon y 50 J.ll de densidad 

celular. 

Una vez ya establecidas las condiciones favorables para la inducción de la ES se usaron 

suspensiones celulares de 5, 7 y 9 días de edad para determinar en cuál de estos días se 

obtiene un mayor número de embriones somáticos. Se pudo distinguir en el día 5 hay una 

mejor respuesta embriogénica, comparándolos con los días 7 y 9, como puede apreciarse 

en esta figura 2.14. En la literatura científica existen reportes de la obtención de 

embriones somáticos de suspensiones de 6 a 8 días (Fujimura y Komamine, 1979; Hari, 

1980; Warren y Fowler, 1978), por lo que se concluyó usar los tres días de inducción de la 

ES para probar los inhibidores y ver las diferencias entre éstas. 
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Figura 2.14. Obtención de embriones somáticos a los 14 días usando 
diferentes días de inducción en suspensiones celulares de D. carota. 

2.3.5. Evaluación del efecto inhibitorio mediante dosis-respuesta 

Para evaluar la respuesta inhibitoria en la ES en D. carota se probaron tres compuestos 

(cafeína, p-hidroxibenzoico y ácido cinámico) a diferentes concentraciones (1, 1 O, 100 y 

1,000 ¡..tM). Estos compuestos se han determinado en la fracción de baja masa molecular 

del medio condicionado de C. arabica. Estos compuestos se agregaron a las 

suspensiones celulares después de 7 días de subcultivo y se evaluaron siete días 

después cuando las células cumplieran 14 días. Se determinó el número de embriones 

totales obtenidos, así como cada uno de los cuatro estadios principales de D. carota . 

En la figura 2.15 se muestra el efecto inhibitorio de una concentración 1 ¡..tM de los tres 

inhibidores en la ES de D. carota. Las suspensiones de cinco días son las que más 

inhibición de la ES presentan con el ácido p-hidroxibenzoico y la cafeína, en tanto que el 

ácido cinámico es el compuesto que abate casi por completo la ES. Por otro lado, se sabe 

que el día 7 es el día utilizado para obtener embriones somáticos y en este experimento 

es donde la inhibición fue más intensa haciendo que el número de embriones reduzca en 

un 90%. En el día 9 el abatimiento también se observa en un grado menor que el día 7, 

sin embargo existe una reducción en el número de embriones obtenidos con referencia al 

día 5. 
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Figura 2.15. Determinación del efecto inhibitorio de la ES de D. carota 
con 1 ).!M de ácido cinámico (AC), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y cafeína 
(CF) a diferentes días de inducción 5, 7 y 9 días. 

En la figu ra 2.16 se muestra el efecto inhibitorio de una concentración de 1 O ).!M de los 

tres inhibidores en la ES de D. carota. Las suspensiones de cinco días son las que más 

inhibición de la ES presentan con el ácido p-hidroxibenzoico y la cafeína, en tanto que el 

ácido cinámico es el compuesto que abate casi por completo la ES. 
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Figura 2.16. Determinación del efecto inhibitorio de la ES de D. carota 
con 1 O ¡..tM de ácido cinámico (AC), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y 
cafeína (CF) a diferentes días de inducción 5, 7 y 9 días. 

En la figura 2.17 se puede observar más claramente la inhibición que causa el ácido 

cinámico en la ES de D. carota debido a que cuando al medio de cultivo se le añade una 

concentración de 100 ¡..tM el abatimiento es del 99% ya que los embriones no pasan del 

estadio globular y por ende la ES no puede seguir. 

En esta misma figura se observa que la cafeína causa una inhibición en menor grado que 
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el ácido cinámico y el ácido p-hidroxibenzoico. 
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Figura 2.17. Determinación del efecto inhibitorio de la ES de D. carota 

con 100 ¡..tM de ácido cinámico (AC), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y 
cafeína (CF) a diferentes días de inducción 5, 7 y 9 días. 

Por último, en los experimentos de inhibición se probó la concentración de 1 ,000 ¡..tM y 

claramente se puede distinguir que a esta concentración las masas embriogénicas son 

completamente inhibidas en presencia de los ácido cinámico y p-hidroxibenzoico ya que 

no desarrollan embriones con referencia la testigo (Fig. 2.18) . En presencia de cafeína en 

los días 5 y 7 existe una producción de embriones menor en comparación con el testigo 

de cada día. 
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Figura 2.18. Determinación del efecto inhibitorio de la ES de D. carota 
con 1,000 J.!M de ácido cinámico (AC), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y 
cafeína (CF) a diferentes días de inducción, 5, 7 y 9 días. 

Para poder entender mejor este procesó de inhibición, se -llevó a cabo el conteo de 

embriones somáticos por estadio de desarrollo y se pudo determinar el día donde hubo 

mayor inhibición y a que concentración. En la figura 2.19 se vislumbran los resultados 

recabados a los 14 días posteriores a la inducción y mostraron el efecto inhibitorio, que 

causo una disminución en el número de embriones somáticos obtenidos en comparación 

con el testigo. Específicamente, los compuestos que causaron mayor daño fueron el ácido 

cinámico (100 y 1,000 J.!M) y el ácido p-hidroxibenzoico (1 ,000 J.!M), abatiendo por 

completo la ES. Sin embargo, a pesar de que la ES disminuye se puede observar la 

presencia de embriones cotiledonares, sugiriendo que a mayor concentración de cada 
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inhibidor se produce un daño mayor en las masas pre-embriogénicas y por lo tanto se 

produce una disminución en la producción embriones. 

Concentración (J.lM) 

Figura 2.19. Efecto de la inhibición de la ES producido por ácido 
cinámico (Ac), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y cafeína (Cf). Las barras 
representan el error estándar (n=3). 

Cuando se adicionaron estos compuestos a los cultivos de 7 días se pudo corroborar que 

también existe una inhibición, pero aún más acentuada, ya que la tendencia de la 

inhibición de cada compuesto es similar a la del día 5, sin embargo, difiere en el número 

de embriones obtenidos en este día. De nueva cuenta se estableció que las 

concentraciones que causan daños irreparables a las masas proembriogénicas son el 

ácido cinámico a 100 y 1 ,000 11M, y en menor grado el ácido p-hidroxibenzoico a 1 ,000 

11M, ya que sólo se logró contabilizar embriones cotiledonares; este resultado puede 

deberse que las reprogramación celular de las células estaba ya lista por lo que la adición 

de este compuesto no hizo afectó a estas células y pudieron seguir con el desarrollo para 

producir embriones, pero no ocurrió así con el resto de células inoculadas en el medio de 
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cultivo (Fig. 2.20). 
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Figura 2.20. Efecto de la inhibición de la ES producido por ácido 
cinámico (Ac), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y cafeína (Cf) . Las barras 
representan el error estándar (n=3). 

En el día 9 estos compuestos inhiben el proceso embriogénico y el número de embriones 

obtenidos disminuyó igual como sucedió en el día 7. Nuevamente se observa que las 

concentraciones de 100 y 1000 J.lM para los ácido cinámico y p-hidroxibenzoico y la 

cafeína no permitieron el desarrollo de embriones produciendo una inhibición de 100% 

para estas concentraciones. No obstante, hubo un resultado muy peculiar y fue el que se 

produjo con cafeína 1 J.!M, ya que el número de embriones obtenidos fue mayor que el 

testigo, llevando a sugerir que a esta concentración hay una· respuesta inductora para las 

suspensiones celulares de 9 días. 
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Figura 2.21 . Efecto de la inhibición de la ES producido por acido 
cinámico (Ac), ácido p-hidroxibenzoico (pH) y cafeína (Cf). Las barras 
representan el error estándar (n=3). 

2.4. DISCUSIÓN 

Desde finales de los años cincuenta se obtuvo ES en D. carota (Reinert, 1959; Steward et 

al., 1958) y se ha considerado desde entonces, como un cultivo altamente eficiente en la 

obtención de embriones somáticos. Esto ha generado que innumerables grupos de 

trabajo utilicen esta especie como modelo de estudio para tratar de entender lo que ocurre 

desde los puntos de vista fisiológico, bioquímico y molecular. En la literatura reciente 

existen reportes sobre la utilización de la ES para estudiar los aspectos bioquímicos 

(Costa et al. , 2009; Frederico et al., 2009) moleculares (Guan et al. , 2009) , y fisiológicos 

(Balestrazzi et al., 2001; Dobrowolska et al., 2012), entre otros. La mayor parte de la 

información que tenemos hoy en día, sobre el proceso embriogénico, ha sido obtenida en 

cultivos celulares de D. carota. Por ello, para este trabajo se usaron suspensiones 

celulares de zanahoria . 

Durante los estudio que se han realizado de la ES, se ha demostrado que las células 

secretan proteínas especificas (Coutos-Thévenot et al., 1992; Filipecki y Przybecki , 1994; 

Nielsen y Hansen, 1992) arabinogalactoproteínas (Stacey et al. , 1990), proteínas 
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relacionadas con la patogenicidad (De Jong et al. , 1992), oligosacáridos (Dyachok et al. , 

2002) y compuestos de baja masa molecular (Kobayashi et al., 2000; Umehara et al. , 

2005; 2007) que pueden actuar como inductores e inhibidores de la ES. El conjunto de las 

sustancias secretadas por las células , más el medio de cultivo donde se cultivan se 

conoce como medio condicionado. 

Existen reportes en los que se describen moléculas secretadas al medio de cultivo que 

actúan como inhibidores del proceso embriogénico. Hasta el momento solo se han 

identificado dos compuestos de baja masa molecular: el alcohol 4-hidroxilbencilo 

responsable de la inhibición de la ES a densidades celulares elevadas (Kobayashi et al., 

2000) y el vanilil bencil éter que inhibe el desarrollo del suspensor en Larix leptolepis 

(Umehara et al. , 2005). Más recientemente el equipo de trabajo del doctor Loyola-Vargas 

pudo determinar que se puede inhibir el proceso embriogénico de D. carota y C. 

canephora al adicionarle la fracción de baja masa molecular procedente del medio de 

cultivo condicionado de C. arabica. De la fracción de baja masa molecular procedente del 

medio condicionado de C. arabica y por medio de la técnica de HPLC, se pudieron 

observar cinco picos, hasta la fecha se han identificado tres de ellos, la cafeína y los ácido 

p-hidroxibenzoico y trans-cinámico. Los compuestos fenólicos están involucrados en el 

sistema de protección de las plantas contra la invasión de patógenos como bacterias, 

hongos y virus y pestes como insectos (Friedman y Jürgens, 2000). 

Nie-Gan et al. (en preparación) determinó el efecto inhibitorio que tienen los ácidos 

cinámico, p-h idroxibenzoico y la cafeína sobre la ES en explantes foliares de C. 

canephora. Sus resultados sugieren que estos compuestos, adicionados al medio de 

cultivo, inhiben de forma importante la ES en C. canephora. La concentración que causó 

más daño fue la de 1,000 ¡..tM . 

Los resultados anteriores son consistentes con los obtenidos en la presente investigación, 

en la que se observó que la presencia de los ácidos cinámico y el p-hidroxibenzoico , así 

como de cafeína inhibe la ES en las suspensiones celulares de D. carota , en algunos de 

los casos en concentraciones muy por debajo de 1,000 ¡..tM. 

Actualmente sabemos que para que se lleve a cabo el proceso embriogénico se requiere 

que las auxinas provoquen la polaridad de la célula inicial (Petrasek y Friml , 2009), esto lo 
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hace un f lujo altamente dirigido de la concentración interna de las auxinas. Las auxinas 

afiadidas exógenamente pueden cancelar la polaridad de la masa embriogénica al 

difundirse dentro de la misma, lo que induce la inhibición del proceso embriogénico 

iniciado por las auxinas endógenas. Por tanto, al eliminar el 2,4-D existe toda una 

reprogramación celular que conlleva a la producción de embriones somáticos, sin 

embargo, cuando se adicionan estos compuestos de tipo fenólico, que tienen una 

estructura similar a las auxinas, éstos pueden competir por el sitio activo y conllevar a una 

inhibición como se pudo observar en este trabajo. 
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CAPiTULO 111 

Estudio de la inhibición de la ES en D. carota por compuestos fenólicos 

3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

3.1 . CONCLUSIONES 

Se logró determinar que los compuestos identificados en la fracción de baja masa 

molecular provenientes del medio condicionado de C. canephora al usarlos por separado 

y de origen sintético causan una inhibición muy notoria en la ES de O. carota. 

3.2. PERSPECTIVAS 

Entre las perspectivas de este trabajo se encuentra el estudio a nivel histológico para 

poder determinar en qué etapa se detiene la ES de D. carota y que cambio causa a nivel 

celular la presencia de estos compuestos a las masas preembriogenicas y los embriones 

somáticos. 

Otro avance sería el purificar los compuestos que se encuentran presenten en la fracción 

de baja masa molecular y probarlos de manera conjunta y por separado para ver la 

respuesta inhibitoria en la ES de cultivos altamente embriogénicos. 
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