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GUHZMAN V., N, 1982, Estudio de alternatives para la
conservacion in vitro de germoplasma de cafée (Coffea

spp. ). Tesis Mg. Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE.
-

Key words: QCoffea spp., embryo culture, micrografting,

germplasm preservation,; germplasm exchange,
tissue culture.
SUMMARY

The present study was carried out in the Biotechnology
linit of the Tropical Crops Breeding Praogram of CATIE at
Turrialbay Costa Rica, in order to establish a methodology
for the 1n vitro germplasm exchange and preservation of
coffee. The micrografting of embryos and the use of minimal
growth culture media for those were studied.

Zygotic and somatic embryos were grafted on plantlets
originated from isclated and cultured zygotic embryos. The
micrografted plantlets were maintained 7 months in a2
quiescent state. Adventive somatic embryos were obtained
from zygotic embryos of C. canephora cultured on a MS medium
with 0.5 mg.1™?* AIB and 0.5 mg.l1-* BA.

Zygotic embryo growth was inbibited on a MS medium with
high sucrose cancentrations (12 and 18%) and several
marnnitol concentrations (Oa 0.2, O.b, 1.2, 2 and 3JU).
Germination of these smbryos was inhibited for 4 months in

media with 0Oy 12 and 18% sucrose and the above mentioned

mannitol concentrations. The germination capacity of
embryos were restaured after transfer to a medium with 2%
SUET 0% .
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GUZMAN V., N . 1989, Estudio de alternativas para la
conservaclon in vitro de germoplasma de cafe (Coffea

sSpp-) . Tesis Mg. Sec., Turrialba, Costa Rica, CATIE.

p w
Palabras claves: Coffea spp.; cultive de emhriones,
microinjerto, conservacidn del
germoplasma, intercambiao del
germoplasma, cultivo de tejidos.
RESUMEN
£l presente estudio se realizé en la Unidad de

Biotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultivos
Tropicales del CATIE, Turrialba, Costa Rica ron Ja finalidad
de establecer una metodologia para g1 intercambio vy
conservacion in viirp de café. Para tal fin se utilizaron
la técnica de microinjerto de embricones vy el cultive en
medios de :rggimiento minimn de éstos.

Se injertaron embriones cigdticros vy sométicos sobre
plantulas provenientes de embriones cigdticosy y las
plantulas injertadas se mantuvieron durante 7 meses =n
estado gQuiescente. Se obtuvo la formacidn de embriones
somaticos a partir de embriones cigdticons de C. gangphora en
un medio con 0,5 mg.1"* AIB v 0,5 mg.1-* BA.

Se lngréd 1la inhibicidn del crecimientn de embriones
cigoticos de C. capephora en un medio de Murashige y Ekoog

con altas caoncentraciones de sacarosa (12 vy IBY%) y varias

viii



concentraciones de manitol (03 0,25 0,43 1,23 2 yv 3%). La
germinacidn de dichas embriones se inhibid hasta por 4 meses
en medios con O, 12 vy 18 Y% de sacaross y las concentraciones
mencionadas de manitol. f{a capacidad de germinacidn de los
enbriones se reanudd luego de transplantarse a un medio con

2% de sarcarosa.
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1. INTRODUCCION

L a semilla constituye el mecanismo bioldgico
tradicional de intercambio y preservacion de germoplasma.
8in embargo, en varias especies de importancia econdmica, la
utilizacidn de semillas presenta limitaciones, por ejemplo
en aquellas cCuya propagacidn se realiza por medios
vegetativos, las que poseen periodos de juvenilidad
prolongada v finalmente en aquellss cuyas semillas no son
viables o muestran un comportamiento fisiclogico
recalcitrante.

la semilla de cafe, bajo rcondiciones naturales,
presenta una capacidad germinativa de corta duracidn, 1o
cual dificulta su uso para el intercambio de germoplasma.
Ademds, aunqgue recientemente se bha reclasificado como
semilla ortodoxa, por poseer un punto critico de humedad
relativamente bajo (8-9%), lo cual contradice trabajos
anteriores; su longevidad con los métodos mids recientes de
conservacidn, raramente sobrepasa los dos anns; lo cual
indica dificultades para su almacenamiento a mediano vy largo
plazo.

los métodos de cultive in vitro, camo herramienta
biotecnoldgica al servicio del fitomejoramientos, se han
utilizado con diversos propésitos, entre ellos: la
propagacion clonal, eliminacién de patbgenos, el rescate vy
cultive de embriones inmaduros no viables, obtencidn de

plantas haploides vy la generacidn de variabilidad. También



este grupo de tecnicas ofrece umna selucidn practica para la
colecta e intercambio (Ledn y Withers 1984) asi como para la
conservacion de recursos fitogenédticos.

La digponibilidad de la bicotecnologia, aunada a las
dificultades de conservacidn de la semilla, y los costos vy
riesgos que implica el mantenimiento de las coleceiones
vivas, asi como la necesidad de creacién y evaluacidn de
nuevas genotipos de Eoffea, ha hecho gue los mejoradores
propongan la constitucidn de colecciornes in vitro, basandose
en los progresos recientes en este campo (Charvier 1984).

La conservacidn jin vitro de embriones somaticos v
cigoticosy ofrece una alternativa para el almacenamiento de
semillas con fines de preservacién de germoplasma, en
especial para aquellas gue no toleran la baja humedad como
en el caso de muchas especies tropicrales (Grout et al. 19864;
Bajaj 1987). Al respecto, Charrier (1986) estima que la
criocconservacidn de meristemas y embriones somaticos vy
cigbdticos seria equivalente al almacenamiento de semillas de
las esperies ortodoxas en camara fria. S8in embargo, la
crioconservacidn de meristemas de café presenta dificultades
(Baumann 1986).

£l presente estudio intenta, mediante el cultive de
embriones, encontrar un método alternativo de difusidn vy
conservacion de recursos geneticos de cafe, empleando
embriones cigéticos vy somaticoas; evaluar el efecto de
reguladores osmdaticos sobre la viabilidad de eabriones

cigdticos, Cuyos resul tados podrian utilizarse



posteriormente en estudios de cricconservacisdng utilizar Ja
tecnica de micreoinjerto como una via para mantensr embrionas
somaticos y cilgoticos viables. en estado guiescente vy asi
promover el intercambio de germoplasma.

En esta investigacidn se proponen las siguientes
hipdtesis: a) la ausencia de sacarosa en el medio de cultivo
permite mantensr en Estado viable y de inhibicidn de
crecimiento embriones cigdticos de Coffea: b)) 1los baios
potenciales cemdiicos en eil medio de cultivo, con altas
concentracionss  de Sararosa ¥ manitol, reducen el
crecimienta e inhiben la germinacidn de embriones cigoticos:
c) el metode de microinjerto in vitro con sabriones
cigoticos vy somdticos, puede desarrollarse en café, vy
constituir un método de conservacion vy distribucion de

germoplasma.
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2. HREVISION DE L ITERATURA

2.1 Métodos tradicionales de intercambio y conservacidon de

recursos geneticos de café

Varios auntores consideran gue ia capacidad de
germinacidn de la semilla de café, en condiciones de humedad
y temperatura ambientales, disminuye rapidamente (Coste
19553 Couturon 1980). Entre las causas, se mencionan los
efectos negatives de la luz (Borel 19473 Dufourmet 1949,
citados por Coste 1955) y la poca resistencia &1
desecamiento excesivo (Thomas 1937). Ademas, la ubicacion
casl superficial del embridn lo predispone a dafios mecanicos
o por Tfrio o calor excesivos y favorece su expulsidn fuera
tle la semilla, por efectn del agua {(Quintero 1968, citado
por Arcila Pulgarin 1987). La reduccion de la germinacidn,
provocada por la desecacidn, se ha atribuido al rompimiento
de los plasmndesmos (Genkel y Chao 1998), que existen en las
células parenguimaticas del endosperma (Mello Ayres 193543
Dedecca 195H) que favorecen el transporte de sustancias
durante la germinacidon (Mello Ayres 1954). Sin embargo,
Bendara (1962a) duda que este sea el efecto primario de las
altas temperaturas. Crocker y Barton (1957, citados por
Bendarna et a8l 1%962a), consideran gue cualguier disminucidn
en la humedad, provoca una coniraccion de las hemicelulosas
del endpsperma la cual, a su vez, causa la estrangulacidn

del embridn.

£



Sin embargo, Bacchi (1938) determind que la viabilidad
de las semillas humedas, conservadas en recipientes
ablertos, se mantuvo inalterada por 8 a 10 meses.

|l os trabhajos publicados no concuerdan respecto a las
rondiciones dptimas vy duracidn del almacenamiento de 1la
semilla de cafée. Segun Bacechi (1958) la longevidad de las
semillas, cuando se almacenan en recipientes cerrades vy a
temper atura de laboratorioco no controlads, fue inversamente
praoporcional a su contenido de humedad inicial: 4, B8 y 21
meses a 20%, 13% y 10% de humedad. Valencia (1970) encontré
ques cuando las semillas se almacenan con un contenido de
humedad alto (35-40%) o bajo (12-15%), en una atmdsfera no
controlada; el poder germinative, al cabo de 9§ meses,; es
menor del &60%. S8in embargo,; Bendafa (1962) considera gue
ilas wsemillas con 9-11% de humedad pueden mantener su

viabilidad paor mas de dos arnos (Bendaha 1962a) v hasta por

cuatro artosg segun Wellman vy Toole (1960, cuando se
almacenan a 304 de humedad relativa y a 10°C. Van der
Vossen (1980) informa que las semillas secas (10-11% de

humedad) pueden conservarse hasta por dos afos a2 13°C; pero
cuando se almacenan humedas (13-15%), su  capacidad de
germinacidn se reduce debido, posiblemente, a la nmuerte
fisioldgica del embridn. A 19°%C y 100U H.R., las semillas
de especies qgue crecen a bajas altitudes (C. canephora vy C.

stenophyllal), pueden conservarse por 11 meses, y las de C.

arabica, hasta por 30 meses (Couturon 1980).



La semilla de cafe es mas resistente a las bajas
temperaturas que las de otras especies, consideradas como
recalcitrantes (Van der Vossen 1980). Sin embargo a 4°0C,
las semillas de C. arabica mueren a los 4 meses {Couturon
1980) . A temperaturas inferiores a cero, la capacidad de
germinacion se pierde en pocos dias (Wellman y Toole 19460:
Van der Vossen 1980}, independientemente del contenide de
humedad inicial (Van der Vossen 1980).

El cafe se ha considerado como especie recalcitrante
debido al compor tamiento de la semilla durante el
almacenamiento (Huxley 1944b; Roberts 1975; Chin 1978
Becwar gt al. 1983) vy por la resistencia del polen a la
conservacion por largos periodns (Roberts 1975). Sin
embargo, se ha demcstrado que la semilla de café tolera la
deshidratacidon a niveles relativamente bajos; S% (Bendafa
1962) u B-9% (Bacchi 1935, 19543 Huxliey 1964b) .
Recientemente, la semilla deg café ha sido reclasificada coamo
ortodoxa (Ellis et al. 1985). Sin emhargo, éste constituye
un punteo de controversia. Ldme (informacioén personral) la
considera como (falsa recalcitrante) vy Becwar et al (1983)

como drecalcitrante, tolerante a la desecacidnd).

2.8 Métodos de conservacion in vitro

El propdsito del almacenamiento en condiciones in vitro

es reducir el metabolismo y la divisidn celular de los

tejidos, al mismo tiempo gue se aumente su longevidad y se



reduzca al minimo la posibilidad de cambios genégticos. Los
procedimientos utilizados incluyen: a) el wuso de medios de
cultivo de corecimiento minimo, con la creacidn de estrés
osmdtico. reduccidn la) aumento de la concentracidn de
sacarosa,; o0 con inhibidores del crecimiento; b) creacidn de
hipoxia en los tejidos, cubriéndolos con una capa de aceite
inerte; ©) wuso de temperaturas bajas, no congelantes, junto
con reduccidn de la iluminaciodn, cuande las plantas no
muestran sensibilidad al frio. Estos métodos citados
permiten disminuir 1la frecuencia de transferencias,; pero no
suprimen totalmente Jos riesgos de deriva genética, los
cuales disminuyen confarme aumenta el nivel de organizacian
celular del tejido cultivado. La cripconservacion
(almacenamiento a ~1926°C, temperatura del nitrédgeno liquido)
es, hasta ahora, el unica metodo que garantiza la
preservacion de germoplasma o largo plazo, en candiciones de

alta estabilidad genética.

2.2.1 Almacrenamiento en condiciones de crecimignto
minimo
Ern muchos estudios de ronservacion de

germoplasma in vitro, se ha tratado de manipular el medio de
cultive con diferentes sustancias, Como reguladores
osmdticos y del crecimiento.

El almacenamiente en condiciones de crecimiento minimo

fue descritoc por primera vez en callos de Daugus (Nitzsche



1978). El tratamiento consistid en secar loz callos por 7
dias al flujo de aire de uwuna campana vy cultivarlos

posteriormente en un medic basal mas 10 mg.17* de ABA v 3%

de sacarosa. lLos calles reanudaron el crecimiento al
transferirse a un medio frescn vy posteriormente se
regeneraron plantas (Nitzsche 1978). Un 73% de los callos

reanudd el crecimiento, luego de mantenerse por un ano a 25Y%
de M.R. vy 15°C; sin embargn. al cabo de ese periodo, no se
diferencriaron plantas a partir de ellos (Nitzsche 1980).

Las altas concentraciones de sacarosa pueden utilizarse
para mantener cultivos en una condicion latente
("gquiescente") por largos periodos, va gue #stas presentan
efectos inhibitorios pero no tdxicos sobre los tejidos
{Bchenk y Hildebrandt 1972). l.as altas concentraciones de
sacarosa (S5childe-Rentschler et al. 19823 Rubluo y Kartha
1985); asi como las altas concentraciones de manitol
(8childe—-Rentschler et al. 198235 GStaritsky et al. 1984) se
han utilizado para conservar diversos tejidos in vitro..

Austruy, citado por Codron et al.{1978), logrd prevenir
la proliferacidn de células de frutos de manzana en un medio
gue, por otras condiciones, era apto para la multiplicacidn.
Aparentemente la accidn de las concentraciones altas de
sacarosa se debe a un efecto osmdtico. tas celulas de
frutos de pera, cultivadas en un medio desprovistn de auxina
exggenas mantuvieron su viabilidad a1 mismo tiempo que

detuvieron su crecimiento, cuandao la osmolaridad del medio

w2 aumantd con la adicidn de 0,385 M o con el incremento en



la concentracidn de sales (Codron gt al. 1978). E]l manitol
{(Kishor y HReddy, 1986 a,b) v el sorbitol {Kishor v Reddy
19846 a,.,b; Kumar et a3l. 1988) ayudan a mantener la csepacidad
de regeneracidn en cultives & largo plazo.

la ausencia de sacarocsa en el medio de cultive también
puede inhibir el crecimiento de plantulas (Kartha et al.
1981) o la germinacion de embriones somaticos (Jones 1974),

3l mismo tiempo gque mantiene la viahilidad de los tejidos.

iLas semillas, sSegun sS4 comportamiento
fisioldgico durante el almacenamiento, se clasifican en dos
categrorias: ortodoxas y recalcitrantes {(Roberte 1973). ias
primeras aumentan su longevidad, vy mantienen su viabilidad
por periodes inclusa maynres de cien afos, cuando se
almacenan en condiciones de baja humnedad (S 7%) ¥
temperatura (18 () (Roberts et al. 1984, Las semillas
recalcitrantes, por su parte, poseen un mayor contenido de
humedad vy no toleram la reduccion de ésta mas alld de un
nivel relativamente alto, sin una consecuente pérdida de la
viabilidad (Roberts 19735 King vy Roberts 1979; Roberts v
King 1980). De esta manera, su almacenamiento a largo plazo
presents problemas, ya gque no pueden utilizarse las térnicas
convencionales disenadas para semillas ortodoxas. Estas
semillas carecen del mecanismo gue programa  la inhibicion

del metabolisme gque precede y acomparna la desecacitn vy



poseen una estrategia que les permite resistir al secado por
medio del aporte de metabolitos de reserva para la rapida
germinacion hajo condiciones aptas {(Mkang y Chandler 1i986).
Varios cultivos tropicales de valor alimenticio e

impertancia econdmicas tales como aguacate, coco. cacao,

mango, caucho, poseen semillas recalcitrantes (Roberts et

al. 1984). Las consideraciones anteriores enfatizan 1la
necesicdad de buscar nuevos mébtodos de conservacidn a mediano
y largo plazo para estas especies (Roberts et al. 1984
Grout gt gal- 198B46). Anteriormentey la asigrnacidn de una de
las dos categorias a las semillas de determinade especie, se
complicd por el comportamiento aparentemente recalcitrante
de algunas semillas ortodoxas, principalmente por el
Adesconocimientn de la relacidn entre los efectos del secado
y la fFisiologia de 1la semilla <(Roberts et al. 198B4). Por
ejemplo, en algunas especies, la disminucion de 1a
germinacidén, provorada por el secado, se debhe a la pérdida
de capacidad de rehidratacion de 1a cubierta seminal
{(Mumford vy Grout 1979; OGrout et al. 1983; Roberts et al.
1984 ) . Esta caracteristica limita el usm de semillas
enteras para la conservacion in wvitro, aungque estas
constituyen 1 material mas apto., va gQue otros tejidoes
tienden a sufrir aslteraciones durante el proceso (Nitzsche
1983).

FPor ello, Lna alternativa para la conservacion de

semillas recalcitrantes, la wconstituye el cultivo de

embriones cigaticos; en los casos en que la técnica se
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encuentra desarrollada; o somdticos, para las especies gue
responden  facilmente a este tipo de multiplicacion
(Engelmann y Baubault 198B4&).

S  han realizado wvavrias investigaciones sobre la
tonlerancia a la temperatura del nitrdgeno liguido, tanto de
embriones cigdticos (Groutbt et al. 19793 Bajaj 1984; Zavals vy
Sussex 1985; Engelmann v Baubault 19843 Fritchard v
Prendergast 1986) como somaticos (Withers 197%9; Engelmann et
al. 1985, 19873 Engelmann y Duval 19843 Engelmann vy
Dereuddre 1988Ba:; Dupta et al. 1987; Bertrand-Desbrunails et
al., 1988). 8in embargo, la crionconservacidn de embriones de
semillas recalcitrantes presenta problemas de manipulacion

(Pritchard v Prendergast 19846) vy de baja capacidad de

regeneracidn (Normah et al. 1986, citados por Withers 1587;

Pritehard y  Prendergast 1986). Los embriones también
podrian almacenarse e forma de semillas sintéticas,
encapsulados en resinas hidrosolubles, luego de una

deshidr atacion parcial, {Kitto Y, Janick 1985a.b,cy
Redenbaugh et al. 1984), o0 con wuna capa superficial de
aceite (Caplin 195%), como se ha hecho con callos (Augereau
et al. 19B&). También existe la posibilidad de utilizar las
técnicss de liofilizacidn in vitro, como en 2l caso de polen
de Pinus (Ahlgren vy Ahlgren 1978).

i meétodo mas bareto vy simple, le contituye el
almacenamientn rmon limitarcion del crecimiento, al cual se

espera que los eabriones respondan facilmente, pues poseen

una fase de latencia mnatural dentro de la semilla {(Jones
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19743 Withers 1985). Sin embargo, dicha técnica s=dlo se
utilizd con embriones somdticos de Daucus en los cuales la
ausencia de sacarosa del medio, provocd una inhibicidn de la
germinacion hasta por dos adAps, con posterior regeneracidn
de los mismos, la cual aumentd en relacidon inversa a la edad
del embridn (Jones 1274). Los ecultivos paralelos, en
condiciones no inhibitorias, perdieron el potencial
embriogénico (Jones 1974), lo cual demuestra la capacidad
estabilizadora de este tipo de conservacidn (Withers 1985).
Roberts yv colaboradores recomiendan gue los estudios
futuros sobre el almacenamiento de embriones se basen en la
investigacidn del efecto de reguladores osmdticos (v. gr.
polietilenglicol) o del crecimiento, sobhre la inhibicidn de

la germinacidn (King y Roberts 197%; Roberts et al. 19B4).

2.2.3 Métodos de cultivo in vitro aplicados a la

conservacion e intercambio de recursos

gengticos de cafe

El cultiveo in  viitro ha permitido la
aplicacidn e diferentes metodologias: mirtroestacas,
nepformacidn de yemas, embriogénesis somdtica y cultive de
Apices meristematicos, para la micropropagacion de genotipos
de cafe, especialmente de aguellos que no pueden perpetuarse
por semilla, comn las variedades no fijadas (hibridos F,) de

C. arabica {Laboratorio de Cultivo de Tejidos CATIE
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PROMECAFE) vy las descendencias de cruces interespecificos de
C. arablca v C. gansephora (Dublin 19843 Zok 1986).

Adends, eBstas técnicas ofrecen a los fitomejoradores,
la posibilidad de disminuwir las restricciones de tiempos gue
el habiteo perenne del café impone, para el andlisis v
seleccidn de nuevos cultivares (Sandhal y Sharp 1977). Asi,
por ejemnplo, Sondbhal Bt al (1984), informan del cultivo
exitoso de embriones inmarduros, producto de cruces
interespecificos de Coffea. Tambien las técnicas in vitro
constituirian un método para la generacién de.variabilidad
genética y la seleccion de indivicduos deseables (Monaco et
al 1977; Baumann 1984), la cual seria de suma importancia

principalmente en los cultivares de C. arabica,

que posesn
una estrecha base genetica (Sondhal et al. 1984). OJtros
campos de aplicacldn serian la disminucédn de la relacidn
nncleo—citoplasqa, por medio de hibridizacidn somdtica, v la
fijacidn, por haploidia, de estructuras heterogeéneas
(Charrier 12846). Aungue en café la produccidn de haploides,
por merdio del cultive de anteras o de polen aislado, no ha
sido muy exltosa; la recuperacidn de haploides espontidneos
se ha logradn, por medio del injerto in vive. de embriones
de . canephnra, provenientes de semillas poliembridnicas
(Couturon 1982).

Los wmejovradores proponen la utilizacidn de estos
métadas para la difusidn Yy Conservaclion de recursos

gengéticos, para obviar las limitaciones gque conlleva el uso
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de semillas vy el mantenimiento de colecciones vivas de cafeé
(Kartha et a3l 19813 Charvier 19B4}.

El cultivo de plantas in vitro, en condiciones de
limitaciodn del crecimiento, llenaria, segun Charrier (198&6)
anbas espectativas. Por ejemplo, Kartha et al (1981),
mantuvieron plantulas de dos cultivares de C. arabica,
provenientes de brotes apicales, durante dos afos, a 26°L en
un medio sin sacarosa, sSin necesidad de transferencia a
medio frescn. Baumann (19846) propane, como método simple de
conservacion, el cultivo de semillas en recipientes sellados
con agar v sin nutrientes.

Algunos estudios sugieren la posibilidad de utilizar la
técnica de cricconservacidn en café. Becwar et al (1983),
trataron de conservar semillas a ~-196°C; las semillas no
sobrevivieron al congelamiento rapido, a pesar de 1la
deshidratacidn hasta un limite wminimo de B%. Sin embargo,
cuando se congelaron hasta -80° con una menor velocidad de
enfriamientn, se obtuve un &0% de sobrevivenciai; lo cual
podria indicar la posible utilizacidn del congelamiento
lento para este tipo de estructura. Baumann (1985), informa
que se han podido conservar suspensiones celulares vivas
luego del congelamiento; sin embargo, la viabilidad de los
rujtivos se perdid a las pocas horas posteriores al
congelamniento. Embriones cigdtinos jovenes de C. arabica,
mantuvieron la capacidad de embriogenesis adventicias luego

de la congelacion en nitrdgens liquido, con congelamiento

lento hasta -40°C vy con un precultivo en un medio rico en
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sacarosa (0,73 M)} y un tratamiento crioprotector (Bertrand-—
Desbrunais et al 1988). Baumann (1984) considera que la
crioconservacion de meristemas podria dificultarse por  su
baja tolerancia al cowngelamiento debido, en parte, a la
presencia de alcaloides purinicos. Charrier (1984) propone
la creacion de bancos de polen, mediante la aplicacién de
técnicas de liofilizacidn y ceriogenia, con el fin de
facilitar el intercambio de progenitores masculines.
Avugereau et al., (1986) lograron preservar calles de (.
arabica bajo capa de aceite a2 19°C en la oscuridad, durante
4 meses sin reallizar ningun subcultivo, Los autores
pProponen este método comn alternativa para 1a
crioconservacion.

Ei cultive de embriones cigdticos y somaticos se
vislumbra como un métode atrayente para la censervacion e
intercambio de germoplasma de café (Charrier 1986). Tanto
el culftivo de embriones cigdticos (Cplomna et al 1971
Colanna 1972; Rabéchault y Cas 1973; Séndhal et al 1984
Laboratorio de Cultivo de Tejidos CATIE/PROMECAFE)Y, como
somaticos (Sondhal vy Bharp 1977; Sondhal et al 19843 Dublin
1984, Laboratorio de Cultivo de Tejidos CATIE/PROMECAFE). se

han realizado con éxito en rafé,
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En las condiciones normales del cultive in vitre, las
celulas estdn expuestas a potenciales hidricos {y osmoticras)
similares a los que presenta 2] suelo para el crecimiento de
las plantas, los cuales varian en un ambito de O a8 -15S bares

(bajo irrigacidn vy sequia, respectivamente) (Thorpe 1985).

i.os efectos del estrész osméticeo pueden evaluarse con  la

adicion al medio de cultivo, de sustancias 1o
electroliticas. El compuesto utilizado debe reunir ciertas
caracteristicas. ta penetracridn s través del plasmalema

debe ser suficientemente lenta, para impedir el rapide
equilibrio de la concentracidn de soluto, de modo que en el
transcurso de wun experimento largo, la cantidad de producto
gue fluye sea minima. Ademas el producto no debe gser
metabolizable nil tdxico (Cram 1984).

El use del manitol como osmovregulador es controversial
respecto a estos tres aspectos. Su constitucidn guimica,
tna molecula pegueda con 6 grupos hidroxilo (poliol), hace
suponer gue su penetracidén a la célula es pasiva y lenta,
como sucede en muchos organismos (Cram 1984). Sin embargo
en varios tejidos vegetales se ha demostrado su penetracidn

(Riov y Yang 19823 Cram 1984; Creelman y Zeevart, |985;

Cress vy Johnson 1987)., Incluso en algunas especies
congtituye el principal szucar traslocado, en cuyo caso 1o
es deseable come sustancia osmédtica (Cram 1984) . Bu

metabolismo varia segun las especies y sistemas usadas, Y

16



también es un punto de discrepancia (Riov y Yang 198235 Cram
1984 . En varios estudios se ha demostrado la evolucidn de
1400w proveniente del manitol marcado, o cual indica que
este azucar es utilizado por algunos tejidos como fuente de
energia (Thompson y Thorpe 1981; Riov y Yang 1%B2; Cress vy
Jobhnson  1987). Este soluto puede ser metabolizado a
sacaronsa (Riov vy Yang 1982) v a prolina {Cress vy Johnson
1987 .

El manitol provoca un  aumento en  la concentracison de
acido ahscisiro (ABA) enddgeno y en el medio (Wong y Sussex
1980; Creelman y Zeevart 1983) atribuide al efecto negative
del producteo sobre la perdida de turgencia de las ceélulas v
noa  la disminucion en el potencial osmdtico per se
{Creelman v Zepvart 1983). El manitol, en bajas

concentraciones (0,01 y 0,1 M), causa un incremento en la

sintesis de etileno, por la accidn directa sobre la sintesis

de déste {Riov vy Yang 1982). Sin embarqo, lasg
concentraciones plasmolizantes (0,5 M) de manitol, inducen
la sintesis de este regulador, por efectos del ectrés

nsmotico (Imaseki vy Watanabe 1978). En callos de Fraxinus
{liolter y GSkoog 19646), &1 manitol cumple una  TfTuncidn
yutricional, no asi en callos de tabaco (Hildebrandt y Riker
19649) ni  de Soplanum  (Van der Plas v Wagner 1984). En 1
cnltiveo de embriones no parece actuay como fuente de carbonmno
(Rietsema et 3l. 19353; Rabéchault gt al. 1974) vy en algunos
de ellos cansa un efecto tdxico (Ball 193593 Pretova 1974).

E] manitol, en concentraciones no plasmolizantes (0O,4M),
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sustituye la auxina en la prolongacidn de la viabhilidad de
las ceélulas (Codron et al. 1978, 1979; Pech y Romani 1979).

Fl manitol reduce el potencial osmdtico del medio y de
los tejidos (Kirkham et al. 19723 Pritchard et al. 1986b,
Cress y Johnson 19873 Chandler y Thorpe 1987), asi caomo la
presion de turgencia de las célulsas (Kirkbam et al. 1972).
En sistemas in vitro, la disminucion del potencial osmdtico
con osmoreguladores, provoca una reduccidn progresiva en la
expansion y  un aumento en la mitosis eelulares {(Adamson
19462) . En células en suspension, el esirés osmotico reduce
2l volumen vy el didmetro de las células {(Maretzlki 2t al
1972); el numero de células, volumen celular y arosor de la
pared (Pritchard et al. 1984). El peso seco de los tejidos
se reduce (Wong y Sussex 19803 Pritchard et al. 1786a)
aunque en menor grado que el peso fresco; debido a la
disminucidn en la absorcidn de agua. A nivel biogquimico se
reduce la conceniracidn  de azucares reductores vy la
actividad de la invertasa, mientras gue la concentracidn de
sacarocsa aumentas tambien se produce una acrumulacion de
aminosdcidos, especialmente arginina e histidina (Maretzki et
al. 1972). Ademas, en algunns sistemas, aumenta los niveles
endigenos de prolina (Cress y Johnson 1987; mientras gque en
otros los reduce (Pritchard et al. 1984b).

En referencia a las teorias sobre la elongacidn
celular, existe controvergia respecto a S1 el estres
osmatico inhibe o no la elongacion inducida por la auxina.

arre et al. (1973), encontraron que en segmentos de
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entrenudos de Pisum, el aumento en la osmolaridad del medio
no afects el descenso de pH estimulado por la auxina, pero

inhibe la elongacidn celular. Rubinstein (1977) y Masuda et

al. (1978}, en coledptiios de avena, concuerdan que el
estrés osmotico estimula ls acidificacion. Sin embargo,
Rubinstein (1977} demostro gque también se inhibe 1la

elongacion inducida por la auxina; mientras que Masuda et

al. {1978y, no  pudieron demostrar aste efecto. La
acidificacion de la pared, inducida por la BUXinNa, es, sSegun
la teoria del crecimiento 4acido (Cleland 1977), uno de los
mecanismos por  los cusles la auxina induce la elongacidén de
las celulas. Ademas el impacto psmdtico moderado
incrementa el Eransporte basipeto de la auxina, aungue el
estreés excesive lo inhibe (Sheldrake 1979). Segun Cande y
Ray (1976) el estrés osmético (inducido con 0,5-0,7 M de

manitol) provoca el rompimiento de los plasmodesmos en

coledptilos de gramineas (Cande y Ray 1976).

2.4 Efectos de 1a sacarosa y del potencial osmdtico del

2.4.1 bener alidades

Los tejidos cultivados iy vikrp, aun aquellos
gue presentan actividad fotosintética, no son autotrdficos
respecto al  carbone, por lo gue reguieren un aporte exdgeno
de este elemento (Thorpe 1985). La sacarosa, principal

azucar bramnsportado en el floema de las plantas, y las
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hexosas que la forman (glucosa y fructosa), constituyen las
me jores fuentes de energia para los tejidos cultivados in
vitro {(Thorpe 1983).

l.a sacaerosa puede sufrir hidrélisis parcial previo a la
siembra del explante (Thorpe vy Meier 1973; Singha et al.
1987) o degradacion (Rabeéchault et al. 1974 . En algunos
casosy citades por Thorpe (19835), se observd inversion
extracelular de la sacarosa por accion de enzimas
localizadas en  las paredes celulares de los tejidos. La
omision de aAcido indolacética (AIA) pusde provocar  un
aumento en los azucares reductores, tanto en el medio como
en el tejido, por hidrdlisis progresiva de la sacarosa
{(Helgeson et al. 1972). Sin embargo, en la mayoria de los
tejidos, la sacarosa penetra a la célula como molécula

intacta, donde es desdoblada por la atcidn de dos sistemas

enzimdticos: invertasa =soluble vy, en wmenor grado, por la
sacarosa fosfato sintetasa. l.a glucosa entra al metabolismo
como  glurosa b-—fosfate, reaccidn catalizada por la

hexoquinasa, 1la cual regula el flujo de glucposa hacia la
glicdlisis y & la via de las pentosas fosfato (Thorpe 198%).
Varios autorvres han atribuido la superioridad de la sacarosa
omn fuente nutricional., comparativamente con otros
carbohidratos, a 1los resultados de Doudoroff et al. (1943),
guienen demostraron una mayor facilidad de fasforilacion de
este azucar, respecto a2 la glucosa, frurtosa o una mezcla de
ellas. Los compuestos fosforilados constituyen una parte

importante en  la absorcidn & nivel de plasmalema donde.
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aparentemente, interviene wun mecanismo active, mientras gue
a nivel de apoplasto su absorcidn es pasiva (Thorpe 1985).

El papel de la sacarosa no solo es nutricional, en el
sentido de proveer energia y ¢carbono para las vias
metabdlicas; sino también algunos autores sugieren un papel
sobre la regulacridn del nivel hormonal (Butcher y Street
1960; Granatek vy Cockerline 1978; Takayama y Misawa 1981).
Ademads, por constituilr la maypria de las sustancias
osmdticamente activas del medin de cultivo, algunos de sus
efecrtos sobre e1 crecimiento, se atribuyeron, desde los
inicios del cultivo de tejidos, a los cambios gue provoca en
el potencial osmdtico del medio (Gautheret 1955). La
hidrolisis de la sacarosa, provocada por la esterilizacidn
en autoclave, causa una aumento en los valores osméticos
tedrices del medio de cultive (Rietsema et al. 1993; Dunwell
vy Thurling 1983). lLa auxina, gue cumple una importante
funcion en el crecimiento vy morfogénesis de los tejidos
cultivados in viiro, también causa una alteracidn en el
potencial osmdtico (Ketelapper 1933). Estd ampliamente
documentado Que la reduccidn del contenido de sacarosa en el
mepdio reduce el crecimiento de los tejidos.

En estudios con coledptilos, se ha demostrado gue la
sacaroga estimula la elongsacidn celular producida por la
auxina, debido al efecto osmdtico sobre el aumento de la
excrecion de protones {acidificacidon de la pared) (Stevenson

y Cleland 1981). Ademas, provoca un aumento en los niveless
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de UbP-glucasa, intermediario en la sintesis de
polisacaridos de la pared celular (Inohue et al. 1987).

t.a reducridn de la concentracion de sacarosa estimula
el enverdecimiento de los tejidos (Barg y Umiel 1977), y las
altas concentraciones 1lo inhiben (Edelman v Hansan 1972).
ta reducrcidn de la osmolaridad del medio también afectas
negativamente el enverdecimiento de 1los tejidos (Barg v
Umiel 1977). La ausencia (Webster vy Hemry 1987) o la

presencia (Baysdorfer y Vanderwoude 1988) de sacarosa pueden

regular la sintesis de algunasz proteinas.

2y, Marfogénesis

Ademds del efecto cualitativo v cuantitativo
de la sacarosa sobre el crecimiento, éstea cumple una funcidn
importante en los diferentes procesos morfogénicos. La
concentracion de sacarosa puede, en un mismo sSistema,
orientar la morfogénesis hacia diferentes vias (Sharp et al.
19713 Menen y Lal 1972).

A continuacion se describird el papel de la sacarosa vy
del potencial osmbtica del medlo  sobre ambas rutas

morfogénicas.
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2.4.2.1 Organogénesis

Las concentraciones optimas para la
crganogénesis varian sequn  la gspeclie y el tipo de
diferenciacidn, el cultivar, la presencia de reguladores del
crecimiento, las condiciones de luz y la composicion mineral
del medio.

Muchps de 1los efectos organogénicos de los ezucares se
atribuyen a su accidn sobre el potencial osmético. Tran
Thanh Van (1977) sugiere gqgue bajo la misma relaciodn
auxina/citocinina, la organogénesis varia de acuerdo a la
cantidad y calidad de carbohidratos, cuya accidn es tanto
metabdlica como osmédtica. Esta ultima se ha demostrado en
diferentes sistemas experimentales (Whittier y Steeves 19460 ;
Shepard y Totten 19773 Brown et al. 1979).

En la diferenciacidn de brotes in vitro de varios
tejidos, s ha observado gue 1 numero de brotes aumenta
junto con el nivel de sacarosa del medio, hasta una
concentracion optima  (Brown et al. 1979; Douglas 1985),
generalmente 1-3%. A partir de ella, disminuye la
eficiencia de ls organogénesis (Brown et al. 1979; Bhatt et
al. 19833 Douglas 1985). {a importancia del metabolismo de
los rcarbohidratos, en el proceso  organogenédtico, es
evidente; debido a la acumulacidn de almiddn gue ocurre en
las etapas iniciales de la incepcidn de laos centros
meristematicos. El almidon desaparece posteriormente., a

medida que se forman los brotes (Patel y Berlyn 19833 Thorpe



19BS) . la ausencia de organogénesis a concentraciones altas
de sacarosa se ha asociado con una acumulacicdn de almidon
(Hammersley—Straw y Thorpe 1988). El acumulamiento inicial
de almidon depende de 1la concentracien de sacarosa en el
medio (Brossard-Chrigul e Iskander 1980; Thorpe et al.
1986). Thorpe et al. (19846), demostraron que la sintesis de
almiddn se realiza directamente a partir de la sacaro=a del
medio. Ern callos de tabaco, la diferenciacion de brotes
conlleva una alta tftasa de respiracién y constituye un
procesn altamente endergdnico. Se considera que el almidén
attua romo  fuente energética vy, ademdas, como Ffuente de
agentes osmdticos, en forma de azuvcares solubles (Thorpe
1985) . Evy el dicho sistema, la sacarosa, a la concentracion
tptima, actua en una relacidn 2/3 a 1/3 como Fuente de
enevgia y regulador osmédtico, respectivamente (Brown et al.
19795 . Ardemas, los tejidos organogénicos presentan una
mayor presion osmdtica gue aquellos en condiciones de
proliferacidm (Brown y Thorpe 1%80; Hammersley-Straw vy
Thorpe 1988). Sin embargo, la scumulacion de almiddn no
siempre se carrelaciona  con el proceso organogénico
(Granatek y Cockerline 19785 Von Arneold 1987; Vasseur et al.
1987) . En algunos sistemas, el 4&cido giberélice (AGw)
inhibe la organogénesis por su efecto paralelo sobre la
arumnjacion de almiddén (Thorpe et al. 19B&). 8in embargo,

en callos obtenidos a partis de embriones sexuales de
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Hordeum, el ALy sumenta la osmolaridad de las caélulas y

estimula la formacidn de brotes (Gramatek vy Cockerline

1978).

2.4.2.2 Embriogénesis

2.4.2.2.1 Embriogénesis a partir de

anteras y micrésporas aisladas

En la obtencidén de emt iones
haploides, en general, szse utiliza la sacarosa al 2-3%. Sin
embargo, en muchas especies, tanto por cultivo de anteras
como por multivo directao de polen aislado, las
concentraciones superiores a lasg mencionadas resul tan
beneficiosas (Heberle-Borzs 1984; Dunwell 1985, Lakshmana Rao
y De 1987). Dunwell (1985) relaciona este hecho can la
necesidad de una alta presién osmdtica que muestran las
especies Cuyo poien maduro 2s tricelular {(Graminesae,
Cruciferae); mientras que aquellas con polen bicelular,
reguieren menores presiones osméticas. Sin embargo, en un
mismo geénera (Bplapum), las altas concentraciones resultan
beneficiosas v irhibitorias, respecto a 1la induccidn de
embrioides, segin la especie {(Powell y Uhrig 1987).

l.os niveles altos de SACAIOS Son efectivos
principalmente en las primeras etapas de la embriogénesis, v

deben reducirse posteriormente para permitir  wun buen



desarrollo de los embricides (Lichter 19823 Heberle-Bors
126835 Bunmwuell y Thurling 198%). Las altas dosis de
sacarosa estimulan la proliferacidn de callo en general {(Ono
y Lar ter 1974); especialmente de callo proveniente de

tejidos haplnides (Wei gt al. 19863 Lakshmana Raoc y De

19871, en preferencia al callo de tejidos diploides
{L akshmana Ran vy De 1987). Ademds, los niveles altos de
sacarosa aumentan la longevidad del polen (Dunwell vy

Thurling 1985; Wei et al. 1984; Lakshmana Rao y De 1987), vy
provocan una mayor induccidn de embrioides (Lichter 1982;
Dunwell y Thurling 1985; Powell v Uhrig 1987).

Wel 2t al. (19B&), encontraron que la adicion de 0,3 M
de manitol resultd mas efecrtivs que la sacarosa al 9% para
aumentar la longevidad del polen. Sopory (197%) no pudo
demostrar un efecto osmdtico sohre la induccidn de
embrioldes. En cultive de anteras de tabaco. un
pretratamiento de dos dias con estrés osmdtico en el medio
de cultive (manitol a 0,5 M), estimula la embriogénesis
polinica vy la regeneracion de plantulas (Imamura y Harada

1280 .
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2.4.8.2.2 Embriogénesis somatica

Aparte del efecto cualitativo
de los carbohidratos sobre la embriogénesis somatica (Verma
y Dougall 1977), estos ejercen una influencia cuantitativa
spbre las diferentes etapas de la misma. Generalmente se
wtiliza 2-3% de sacarosa.

Las concentraciones superiores a las senaladas
favorecen la formacion de callo embriogénico en diferentes

especies: 44 en Santalum album (Bapat vy Rao 1984); &% en

bambua (Yeh vy Chang 1987); 6-12% en maiz (Lu et al. 1983;
Vasil et al. 1983). La concentracion dptima para 1la
induccidn de callo embriogénico varia sequn el medio mineral
utilizade (von Arnold v Hakman 1987). lLos callos
embriongenicos de gramineas son ricos en almiddn (Yeh y Chang
1987 .

En algunos casos, los niveles relativamente altos de
sacarosa incrementan el numero de embriones somdticos (Lu y
Thorpe 1987; £ngelmann y Dereuddre 1988). Sin embargo, en
otros sistemas el aumento de la contentracidn de sacarosa
sobre  lns niveles normalimente wtilizados, disminuye 1la
eficiencia de la embriogénesis somética (Lazzeri et al.
19873 Meijer vy Brown 1987). Lu y Thorpe (1987) demosiraron
un efecto nsmétbtico de las altas concentraciones de azucar,
no asi Engelmann v Bereuddre {19885 . Un
preacondicionamiento con estrés csmatico con altas

concentraciones de sacarosa (1.0 M) (Wetherell 1984y, o con
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0,3 M de manitol (Litz 1987), muestra un efects beneficiosn
sobre 1la eficiencia de la embriogénesis somatica.
Fosiblemente porque e] estrés osmdtico rompe las conexiones
relulares y permite la expresion de la totipotencia de las
celulas (Wetherell 1984), o por la inducecidn de un aumento
g las poliaminas endogenas, las cuales permiten una mayor
sincronizacion vy rendimiento de la embriogénesis gzomatica
(Litz 1987).

Ammir ato vy Stewart (1971) demostraron gue las altas
concentraciones de sacarosa (124} afectan negativamente el
crecimiento de los embriones, debido a la elevacion de la
presion osmdtica del medio (Ammirato y Stewart 19713 Stewart
et al. 1975). Gin embargo, en varias especies, la sacarosa
a 6% estimula el mejor desarrolleo de los embriones (Green
19825 Lu et al. 1983) y evitan la germinacidn precpz (Vasil
et al. 1983).

La germinacidon de los embriones somaticos reguiere
sacarosa (Jones 1274), aunque a altas conecentraciones (66—
12%) puede inhibirse (Green 19825 Lu et al. 1983, . L.a
inhibicidn de la formacidn de raices a altas concentraciones
de sacarpssa puede atribulise & un efecto osmdétice {(Lazzeri

et al. 1287).
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2.4.3 Cultive de embriones cigdticos

lL.os embriones cigdticos, cultivados in vitra,
pueden asimilar una mayor variedad de rcarbohidratos gque
otros tipos de explantes (Raghavan 1980) y su efecto
cualitativo varia aun con las especies de un mismo gEnero
(Doerpinghaus 1947)., A partir de estudies comparatives
sobre la utilizacidn de varias fuentes de carbano, se ha
concluido gue la sacarnsa es superior para el crecimiento de
embriones in vitro (Burghardtovd y Tupy 19803 y +trabajos
citados por Raghavan 12801 . Esta superioridad,
especialmente en embriones inmaduros, puede atribuirse a la
aparicidn mas temprana de las hidrolasas (UDP- y  ADP~
sintetasas) respecto a las sintetasas de la sacarosa (Duffus
y Rosie 1973).

L as concentraciones dptimas muestran también
variaciones segun las especies, aun dentro de un mismo
genenro {Sanders 1950, citaedo por Raghavarn 1980). Estas
disminuyen, confarme avanza el estado de desarrollo
ontaogenaético de los embriones al memento de la diseccion
(Pretova 19745 Monnier 197453 Stafford et al. 1979). Los
efectos de las altas concentraciones sobre el crecimiento de
embriones, e adscribe a la disminucion del potencial
osmotico (Rietsema et al. 1953; Rabéchault et al. 1974;

Stafford et al. 1979). Los resultados de los niveles

elevados de sacarosa se reproducen  al aumentar ia

concentracion de sales minerales (Raghavan y Torrey 194633
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Monnier 1980); con el wuso de sales organicas de amonio
{Norstog 19475 WMauney et al. 19467); de NaCll (Mauney 1%61) o
de reguladores osméticos (Rabdchault et al. 1274; Stafford
et al. 19793 Monnier 1980). i-8 concentracion dptima de
sacarosa es aquella gue permite alcanzar un potencial
osmético del embridn in vitro similar al que lo rodea in
situ (Wang et al. 1987). La absorcion de agua aumenta
conforme el potencial osmdtico del embridn es mis negativo.
Los embriones cultivados en concentraciones inferiores vy
superiores a l1a dptima, acumulan mads y menos agua,
respectivamente. Los cambios en la concentracion de
sacarosa del medio de cultivo, permiten alterar 21 contenido
endégena de agua de embriones de Pisums, =1 cual esta
regulado genéticamente (Wang et al. 1987).

En proembriones v embriones jdvenes las concentraciones
altas de sacerosa también inhiben la germinacidn precoz vy
deben reducirse progresivamente para permitir la
continuacion del crecimiento embrionario (Monnier 1980) vy
evitar la germinacidn precoz (Cameron-Millis v Duffus 1977).
La inhibicidn de la germinacidn precoz se asocia al efecto
provocado por la reduccidn del potencial osmético (Z2iebur et
al. 19303 Crouch y Sussex 198135 Finkelstein yv Crouch 1986).
La concentracion efectiva del osmoregulador, para 1la
prevencion de la germinacidn precoz; aumenta con la edad del
embridn y los embriones maduros no  responden aun a altas

concentraciones de producto (Finkelstein vy Crouch 19%986).

Algunos autores (Mauney 19613 Mornier 1980; Finkelstein y



Crouch 1986) relacionan estos resultados con las
ohservaciones que muestran una reduccion del potencial
osmdtico, en el fluido ovular que rodea al embridn in situ,
a medida gue aumenta su desarinlle (Kerr y Anderson 19423
Mauney 19461; Ryczkowski 1960a, 19493 Smith 19733 Yeung v
Brown 1982). Estos gradientes fisico-fisionldgicos se
presentan también, en una misma de desarrolle del eabrion
dada, y avanzan en la direccidn del desarrocllo del embridn,
y comprenden  la disminucidn de la tasa de respiracion,
disminucidn de los azucares solubles (Ryczkowskl 196&60b,
1978, 1980). Ademas a medida gue el embridn madura, ocurre
una disminuclidn del contenido de agua del mismo (desecacidn)
{Crouch y Sussex 1980).

El ABA produce resultados similares @ la disminucién
del potencial osmdtico sobre la germinacidn precoz (Crouch vy
Sussex 19813 Morris et al. 19839; Finkelstein vy Crouch 19864).
Sin embargo, el efecto del potencial osmético, en el caso de

embriones de Brassica napus (Finkelstein yv Crouch 1984) vy

Horc

gm (Morris gt al. 1988) no se expresa a través de un
aumento del nivel enddgenoc del ABA. En ambos casos se
concluye que el desarrolle del embridn no es influidoe

directamente por el ABA, sino por la accidn de éste sobre la

absorcion de agua.
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2.l b Uso de la sacarosa en medios de conservacion

La sacarosa vy los reguladores osmdticos,
ademas de uwtilizarse en los medios de crecimiento minimo
{(Ver seccidon 2.2.1): cumplen un papel importante en otros
tipos de rconservacion.

Se ha demostrado gue las altas concentraciones de
sacarosa mejoran la sobrevivencia de les tejidos cuando
éstos se almacenan a temperaturas inferiores a las normales
(Westcott 1?81a), e inferiocres a cero (Nitzache 1978).
Ademas ejercen un efecteo rcrioprotector cuando se utilizan
temperaturas ultrabajas (Hellergren y L1 1972, Leddet 1973,
19743 Monnier vy Leddet 1978, 1980, Engelmann gt al. 1985;
Dereuddre gt al. 1988). Otros compuestos osmoreguladores,
como el manitol {(Duncan vy Widholm 1987):; o el sorbitol vy
aminonacidos,y, como la prolina (Hellergren y L1 1972), ejercen
Ila misma accidn que la sacarosa. Segin Hellergren y Li
(1972) el efecto crioprotector se debe a 1la plasmdlisis
celular, causada por el efecto ovsemdtico. S5in embargo,
t_eddet (1974) y Monnier y Leddet (1980), consideran que esta
explicacidn ne B2a suficiente, Y que las altas
concentraciones de sacarosa deben causar cambios
estructurales en las células. Las concentraciones excesivas
{p. &j. 300 g.17*) no ejercen ningun efecto protector a las
temperaturas inferiores a cero (Monnier vy Leddet 1980;
Dereuddre et al. 1788). Duncan y Widholm (1987) encontraron

gue el efecto del manitol sobre la proteccion al
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congelamientn se correlaciona con el aumento en el nivel
enddgeno de prolina, y consideran gque cualguier producto gue
provoque el mismo resul tado, puede tener accion
crioprotectora. S8in embargo, no en todos los tejidos, un
tratamiento con estreés osmdtico cenlleva un  aumento en la
prolina (Pritchard et al. 198&4b).

Las considersaciones anteriores, explican paorqué se han
utilizado les reguladores osmdticos, en combinacidn con
bajes temperaturas, para el almacenamiente de tejidos in
vitro (Nitzsche 19783 Roca et al. 1980; Schilde-Rentschler

et al 19823 Staritsky

't al. 19863 Wanas 19846). También
praoveen la explicacidan de ia wutilizacion de altas
concentraclones de sacarnsa o de reguladores osmdticos como
pretratamientos o crioprotectores para el almacenamiento en
nitrdgence liguido (Engelmann et al. 19853 Bertrand-
Desbrunais 19883 Dereuddre et al. 1988).

2.9 Microinjerto

El injerto de 4&pices meristematicos, descrito por
primera vez por Murashige et al. (1972), se ha utilizado
principalmente para la reconstitucidén de plantas libres de
virus, en los casos en que el cultivo de apices presenta
dificultades (Navarro et al. 1973; Alskieff 1977; Alskieff y
Villemur 1978). En especies forestales esta técnica se hea
usada para la rejuvenecer clones a partir de Arboles

adultos, no aptos para la reproduccidn por esguejes



(Franciet 1979; Monteuuis 1984) v para el mejoramiento
genético (Ojeda Enciso 198&). En rcacso, existen trabajos
para la utilizacidn del microinjertao en mejoramiento
geneético (Villalobos vy Aguilar, no publicado). En algunas
rosaceas s ha uwtilizado con el fim de incorporar la
capacidad de fijacridon de nitrdgeno a especies que no
presentan esta caracteristica. Bruck y Walker (1984),
realizaron injertos de embriones cigdticos en varios estados
de desarrollo Dntogenético con el fin de estudiar la
determinacidn celular.

En resumen, la utilizacidn de la semille como métondo de
intercambio vy conservacidn de germoplasma de Coffea,
aspectos esenciales para los programas de mejoramiento,
presenta dificultades. En optras especies tropicales que
muestran un compoartamiento similar al café, se recamienda el
usn del cultivo de embriones cigdticos o somaticos con el
fin de reemplazar la semilla para 1los fines anteriormente
ritados.

l & variacion de las concentraciones {normales) (2-3%)
de sacarnsa bha demostrado afectar el comportamiento de los
diferentes tejidos cultivados in vitro. Asimismo, el

manitol, utilizado como sustancia osmoreguladora, produce

diferentes respuestas segun los sistemas utilizados. =
microinjerto, hasta ahora, no ha sido aplicaedo a 1a
conservacion de germoplasma in vitro. En rafé, ademis de

ofrecer una posibilidad para 1la solucion de problemas de

plagas (especificamente nematodos), seria de importancia
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para el mantenimiento, tanto de embriones cigdticos

somaticos,

en eatado de arresto del crecimiento.

como
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3. MATERIAIES Y METODOS

3.1 {ocalizacidn del ensayo

La presente investigacidén se realizé en la Unidad de

Biotecnologia, del Programa de Mejoramiento de Cultivos

Tropicales, CATIE, Turrialba, durante el periodo de abril

1988 a ensro 1989.

3.8 Material vegetal

Se utilizaron semillag maduras de Coffea canephora

Pierre ex Froehner‘Robusta’ y de £. arabica ‘Caturra’. Las
semillas se obtuvieron del Beneficio del CATIE, donde se les
sometid al proceso de rutina previo al almacenamiento, a
sabeyr : despulpado, lavado v secado, hasta un contenido de
humedad de aproximadamente 20%; lueqo se almacenaron a S0%
H.R vy 19°C, En la Unidad de Biotecnologia se procedid a
despergaminarlas. Posteriormente, se les sumergid en agua
durante 2 a 3 diasy con el propdsito de suavizar el

endosperma y facilitar la extraccidn del embrion.
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3.3 Desinfeccidn de las memillas

Para tal fin las semillas se sumergieraon durante 1
minuto en alcoheol de 70° y, posteriormente, en una solucidn
de hipocrlorito de calcio (6-7 g.1—* de cloro disponible)
durante 30 wminutos. En la camparna de flujo laminar se
lavaron tres veces con agua destilada estéril, y 5 procedid

a4 la diseccidn del embridn.

3.4 Medios de cultivo

Se utilizéd el medio basal de Murashige y Skoog (194&2),
modificado segun los experimentos. En  todos los casos en
que se cultivaron embriones cigdticos se agregd cisteina-HCI
a una concentracidn de 235 mg.l-:, como antioxidante. El
medio de cultivo se solidificd con 8 g.17t de agar, agregado
al medio antes de ajustar el pH. El pH se ajustd con NaOH
Os1 N, antes de esterilizar los medios en autoclave durante
20 minutos, a una temperatura de 121°C y una presidn de 1,1
Kg.cm™@. Paras todos los experimentos se utilizaron tubos de
vidrio de 8 x 3 cm, con capacidad para 30 ml. En cada uno
de ellos se vertieronm 15 ml de medio. La sacarosa se
esterilizd con el resto de los componentes del medio.

Fri el  experimento de microinjertos, para la obtencidn
de plantulas 3 utilizar como portainjertos, los embriones ce
cultivaron inicialmente en un medio de MS mas 100 mg.1"? de

inositol, 10 mg.l-! de tiamina, 25 mg.l1 ' de cisteina—-HC1,
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azucar camercial refinada a 30 g.1"*, v 1 mg.l1"* de BA. Sin
embargo, cnn el fin de ohtener plantulas adecuadas para la
realizacidn de los injertos, posteriormente se debid
realizar una prueba de medins de cultive ron diferentes
roncentraciones de  ANA (0 y 0,5 wmg.l-t) v BA (O y 0:5 mg.l-
Y vy sus combinaciones, con un  total de 4 tratamientos.
Para este efecto, el media basal de Murashige y Skoog
(macro, microelementos vy vitaminas) se diluyd a la mitad, vy
=2 adicionaron 18 g.l1 % de sacaross.

l.as plantulas injertadas se cultivaron en un medio
basal de M8 mds 30 g.1"?' de sacarosa sin reguladores del
crecimiento.

FPara el ensayo inicial sobre el efecto de la sacarosa
con diferentes concentraciones de manitols sobhre el
crecimiento y la inhibicidén de la germinaciédn de embriones
de C. canephora, se utilizd un medio basal MS. En este
medio se variaron las concentraciones de sacarosa y de
manitol, manteniendo siempre una concentracidn final de 0,1
M de azucares osmdticamente activos (Cuadro 1).

En el sequndo experimento sobre el efecto de 1la
sacarosa y el manitol se utilizd un émbito mds amplio en la
concentracidn de sacarosa y manitol, con un total de 3k
tratamientos. El medin hasal utilizaede fue el de Murashige
y Skoog completo sin reguladoeres del crecimiento. Este
medio se modificd con las cowncentraciones de sacarocsa ¥

manitol gque se presentan en el Cuadro 2.
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fluadro 1. Concentraciones de sacarosa Y manitol
utilizades en el ensayo inicial sobre el
crecimiento vy  germinacidn de embriones de C.
canephoras.

Sacarosa Manitol
{moles.1l—1) (moles.1 -1
0,100 0,000
0,075 C,025
0,050 0,080
0,025 0,073
0,000 0,100
Cuadro 2. Concentraciones de sacaresa ¥

manitol utilizadas en el segundo ensayo de
crecimients e inhibicién de la germinacidn

Miveles de macarosa Miveles de manitol
(%) (%)
Q 0,0
2 0,2
4 Os6
1= 1,2
12 2,0




Los potenciales osmoticos tedricos de los medios de

cultivo utilizados se& calcularon segun la fdrmula de
Vant’Hoff (citada por Salisbury y Ross 1949);: *?)ﬂzmiRT;
donde: m= molaridad; i=factor de lonizacidn (para sacarosa

y manitol es igual a 1}; R= constante de los gases (00,0821

litro atm.mol "1 .%%K-%) y T= temperatura absocluta (298°K 4

259C)H . Los valpores se calcularan en atmésferas Yy se
tranasformaron & bares con el factor de conversion
1 atm = 1,01325 bares. Para convertir los bhares a

negapascales (MPa), en el Sistema Internacional de Unidades,
se utilizd la conversidn: 1 bar = 0,1 MPa, £l valor total
del potencial csmitico de los medios de cultiveo se
calcularon con base en  los wvalores obtenidos para las
soluciones de gacaroca y manitol (Cuadros 3 Y 4}, a lao cual
se sumd  un potencial osmético tedrico del medio basal de
Murashige y Skoog sin sacarosa de -2,11 bares. Este valor
se obtuve del promedio de los valores suministrados por
Ammirato v Stewart (1971) de ~1,92 bares y de ~2,33 bares,

medido por VYoshida et al. (1973).
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3.5 Aislamiento y cultivo de los embriones

Los embriones se  separaron de 1a semilla vy se
sumergieron durante 15 minutos en una solucidn de cisteina-
HC1 a 100 mg.l1-? para evitar la oxidacitén. Posteriormente
se colocaron en el medio de cultivo, a razdén de un embridn

por tubo de ensayo.

d.6 Microinjerto

3.6.1 Obtencidn y preparacidén de las yemas

Cuando se injertaron embriones cigdticos, se

utilizaron embriones maduros de . canephora ‘Robusta’ y de

. arabica ‘Caturra’ como vyemas. Para los injertos con
enbriones somaticos, &stos se obtuvieron del Laboratorio de
Cultivo de Tejidos, a partir de explantes foliares de c.
canephora ‘Robusta’. A los embriones utilizados como yema

se les realizd un corte a bisel en uno o ambos lados, de

manera que pudiese empatar con el portainjerto

3.b6.2 Preparacion del portainjerto

Cuando la plantula a utilizar como
portainjerto mostré sus cotiledones abiertos y su raiz
principal alcanzd una longitud aproximada de 1 cm, se

extrajo del tubo de ensayo y e procedid a realizar el



injerto. El portainjerto se decapitd a nivel de hipocotile
y en el tallo se realizd una incisidn longitudinal con un
bisturi estéril, a fin de facilitar la insercidn del embridn
cigdtico o somdtico a utilizar como yema. A la plantula se

le realizd una poda de raices.

3.6.3 Realizacidn del microinjerto

Se utilizs una variaclion del injerto
hipocotiledonar, utilizado comanmente para injertos de café
in vive, vy modificado por Danguechin-Derval (1983) paras
microinjerto de embriones somaticos.

l.a vema se insertd en la incisidn vertical del
portainjerto, por medic de uwna pinza estéril, y se aplicé
presion con una aguja de diseccidn para mantener en contacte

los tejidos de ambos componentes.

3.7 Condiciones de crecimiento de los tejidos cultivados

Fosteriormente a la siembra, los embriones v los demas
tejidos cultivados, se rolocaron en cadmaras de crecimiento,
con un fotoperiodo de 16 horas, y una intensidad luminica de
2000 lux, proporcionada con lamparas fluorescentes. La
temperatura fue de 271299 durante el dia y 234¢2°C durante la

noche.
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d.8 Analisis de los dataos

El segundo exwperimento sobre el efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa ¥y manitol sobre el crecimiento
de embriones de L. canephora,. se disefd como un factorial,
con dos factores (sacarosa y manitol) con 6 niveles cada uno
(Cuadro 3)y para un fotal de 36 tratamientos. Se sembraron
13 embriones por tratamiento, y se analizaron ocho al azar.
S5e realizaron dps repeticiones con un mes de diferencia.
Los datos de crecimiento se tomaron a los 185 dias de

sembrados los embriornes v se analizaron como un disedo

completamente al azar.

3.9 Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa sobre

la formacian de raices in vitro de embriones cigédticos

Se evalud el efecto de diferentes rconcentraciones de
sacarosa (0,2,4,8,12 v 18%) sobre la faormacion de raices.
Los datos se tomaron a los 30 dias de cultivo. Se midio el
numero de embriones con raices bien formadas (con raices
secundarias) en cada tratamiento. Se sembraran 20 embriones

por tratamiento.
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3.10 Efecto de las bajas y altas concentraciones de sacarocsa

sobre la germinacién de embriones cigdticos de C.

Se evaluo el efecto de la ausencia de sacarosa, y de
las concentraciones de ésta (12 y 18 %) sobre la germinacian
de embriones cigdticos a los 15, &0 y 90 dias de cultivo.
Luego 1los embriones gue permanecieron an estado de
inhibicidn se transplantaron a un medio con 2% de sacarosa,
con el fin de evaluar 51 el efecto de inhibicidn era

temporal.



4. RESHLTADDG

4.1 Cul%ive in vitro de semillas de C. canephora

*Robusta”™ y C. airabica “Catwira®

ba ensigencia de la edicula en semillisz cultivadas iy

=@ presgentd después de 10-18 dias de cultive. Sin

embiargo s hastha los 35-40 dias s=e obsevyvd la sa2lids de los
cotiledones vy postericormente la elongacidn del hipocotileo.
By toebal se rvequivieron entire 45 v 5% dias pas a obbenay una

pléantula bien desarvollada.,

E1 povcentaje Fartal de cinl bives cde semillas
contaminados Tuse de  354%. El porcentaje de cxidagidm.

comsider ado come @l rpdmer e de cultives  gue  pr esentaban
coloracidn oscuras Tue mayer en L. canephora (60%) que en (.
arabica (dOk. En  alguncs casos, =& obhservaron plantulas

con cotiledones eficlszdos e hipocotile de colov vojo. Esto

orourrid con mavor  frecuencia cuande las semillas s=se
cultivaron & la escuridad. Ev estas coowliciorws  tawmbilén

CEury At una mayer elengacidn del hipocotilo antes de  la

eHpansidn dee los coti ledones.



4.2 Cultivo de embriones cigdticeos aislados

Aunnus todos los  esbvicones provenian de semillas
maduras, se presentd gran variabilidad de tamafos: de 2 a o
10 Esta variacidn fus mids pronuniciads en L. canephora.
Por ende.  para &l cultive in vitre, debievon sscogerse los
enthviones de 43 mm de longitod. Covt baja frecupncias V&N

mayey  y ado en "Catuwrra’,  se observd  la presencia  de deos

et

embr iores poy semilla (poliembryicmia). Algunas veces se
prasEntaron mas  de dos  coblledones pov embridon. Fara el

cultive in vitre se desecharon los embricnes provenlientes de

semillas poliembridnicas vy aguellos con deformaciones.

El porcentaje de cultives de embrioves contaminados fue
dee 3k:  esba s presenbd. gensvalmente, despuis de  largoes

vericdns de cultive.

bos ewbirionss culbtivedos en los miswes medics que las
semiilas, mostraron deformasiones an les cotiledones.
Gesien almente,. une de sllos e expandlct mas que el obro. Fuoe
evidente gque cuando wic de los cotiledones se desarrelld on
contac bo con el medic de culbtiveo, pey manec id mibs PETIERD
e un color verde méds claro que el otro. En teodos los casos
esbucl) acics, las plénsbulas Frovenlentes tig by lenss
atslardos,. mosih a o wn crecinianto nenos vigovoso  que las

Prevenientes de sewntlla.,



For el alte porcentaje de contaminaridn. cdidacidn v
et asc enr lx obtencidn de plantulas a pay b1 de semillas,
se decidid wbilizar los embyicnes aislados para la obhtencidm
der patrones a utilizay el microinierto, & pesar de gue
las pléntulas myovenientes de sesmilla tuvieron un hipocotile

MEs 0y Lwesh.

4.3 HMedios de cultive para emb iones

Evi 2l medico utilizade inicialmente para ®] cultive de
emby fones se inbiibid la diferenciecidn de lsx radicinla Ve
alguncs masos  d£sta mostird un Cresimiento despropoercionade
comy yelacide  al dessivrolle del hipocotilo v la pan e adies.
For tal motive., v con el Fin  de obtener plantulas mdas
vigorosas para  wbilizen las como  patiorws. se remlizd el
enssyo con medics de cultive con diferentes concentracionss

2

die hovnwnas (Seot ide 3.4 .

Fre o el mi-itlao 810 eguladoves del oy e el snko, % g
desary ol tevito la parte radicula comp la parte advea.  En
@l owedla  con LB mpLd T dle By v =0 Ala. st deeser ol i

principalmenie Ja parte adiea.  mientras gue  se inhibid el
desz s ollo del sistemnes s adioular ., Ere @l wodio con 0.5 mgol
Pode By maas BAY 88 o emeobd e Feomacider e cmlle

abundante en  Je parte basal del embridn en la interfase del

-

7



medlio. asi  nome de numerosas raiues anormalaente engrosadas

Yo eliuonas  veres. clomofilicas. Estas salieven on Forma de
"palmilla" vy  la parte vadicular ne  fue  consnicua. De

comsigderd oot v mal el sistens radicular Compuesio por s
raiz pivotante v rvaices secundarias desarrclladas a partir
deo esha, Ev el nedio con 005 mg.nl—t de BY v ARNA, se forma
gy an cantidad de callc y un sistema radical  anormals  en
shos culitivear es. Ev  los ewmbiviones de  ‘Robusbe® . la
frecuencia de calleos en la interfase del medic de cultive
aloaurd FOXN e los  ewby lones cultivados. En este cultivar

también =& formaron numevosos  enbrlones somdticos a partir

de dicho callo. Las pléntulas de . CarEphion &
desarroliadas en este medio. FTuEron alavrgadas, con

entrenudes g andes vy o ntneT 0208 par es de hojazs,  Fy "Caturyi e’
la elongacidn de la pléntula vwo Fue ftan  evidente como en

“Hobusial.

Frfan o 21 cultivoe de  los  embhy iorezs = ubki bl zwmy Come
povialrjertos se  decidid uwsar el medic M8 sin diluwir vy sin

vegulador es del oy saimienbo, aumsntacle la concent acidn de

jas sales & 11X

a4



4.4 Embricgénesis somatica

A opao tiv de los  embr
cultivades 2n =21 medio MBS
AMNAY s observd  formacidnm
adventicios (Fig. 11, ks

muchos casos., a mas embri

lones cigttices de C. canephoy o,
0254 o 11Xy mds 0.5 mg.17% de BA v

de gran numero  de  ambriones
tos a2 su ver chievor o7 o 5

ones somaticos  provenientes del

hipocotile de los antericres. A los 3 meses de cultivos sin

transferencia de medio. =]

& obhservd qgua gran namero  de

gmb-iones sométicos desarvollarcn plantulas  aparentemente

normales. Con frecuencias,
presentaron un mayor des
relacidn al  sistema radicu

dee “Catwrvya’ no se observe

los embriones somdtices obtenideos
arvolle de la parte advea i
lavr. En los embriones cigdticos

Foymacidn de by lones somdticos,



1§

Figura 1. Embricgeénesis scomdtica a partiv
cigdtices de Q. ¢

de smhriones
C anephors .

Diter

sadm de ras
ey B cle P

§ emnlr tones soematicos a
nlanbes foliares de plidnbalazs de .

A,




4.5 Organcgenesis de raices v embriocgénesis somatica

gmhbyricones somatlicoes de .

Covy 21 Fin de obhiensr
caiephors para witilizacles como yvemss en Jos microinjertos.
v pay e los ensayvos  con inhibildorves osmdbilcos. se  bomaron
varlas paries de las plantulas deszarvol ladas en el medic con

Gs5 mo.l—?t de AR v o A {cotilledones. hojas: vdoss

i

entrenudos -microgstacas-) v se bransfirieron a2 un medic de
o misms  composicidn. Las heojas se ssccionaron en bres

paibtes lguales. & sabey basaly, media vy distal vy =e

ctloczo o sabye el envézs o 2l hazr sobre el medic de culbivo,

Ern  fodos los segmentos de hoijas v coblledonss
ciltivadosy se dessyvollsaron dos  fipos dee callo. L des
ellos fue bDlance v de aspecto sigodonesc. el otro de color
cyema. A paorbir de  ambos Tipes de callo se origindg ws Qv anm
mmeT o de yajoes  iFiog. 2). FRAlgunas de ellas fuayron

clevolfilivas v con geeby oplsme negeativo. By el ssgundoe bipo

i

e callio se foermd  gran ntmereo de embricones somaticos. los
cva L per manee e o blsocos By anslocides v v moshtyer on
miogony desary ol o posterioy . Anbos tipos de oallo s

Fooo may D1 BOre i mil Bed eaplanbe.

=



4.6 HMicroinjierto

G.Ha.d Embriones cigédticos como vemss

Cuande los  embricnes cigdticos utilirades
comt yemas (“Latwia® o “Rebusta™) se culbivar on por algunos
dias en el medic basico sin hormonas. com el fin de cbtener
tha peauela pléntula,  se  presentaiocn algunos problemnas
debido al poco grosor del patvrén para soportar el suplante.
Este pyoblemsa  ww ocuyy it cuando  se ey tavon  embr iones

vecien alslades o con yemas apicales de microestacas. La

i34

Fig. 8 wmuestva el aspecte de los microivgertos luego de

H.b.2 Embriones somaticos como vemas

bos embyr lones somédticos ufilizades como VEMNAS
pooovendzor de culblivesn en los cuales  los enby iones habidon
peimarecido albkinos, pov cnante  se  habian cultivade ek
recipilentes oo tspas de aluminio. Estoes embr lones, sl omes
che injen tados mostraron 1 color veyrde AU

postesicormente ne mostyrar oo ningun crecimiento {(Fig. 4.

ol

)

(=4




Figura 3. Microinjerto de embyiones de C. canephora cen
by lomes clgdticos de cansohoya {a) v ode ©.
arabica "Caturva’™ vy embriones somdticos de .
caephora (b a los 2 mese

de culiiveo.

w

Sy ook

o somatio

ches 1oy sEmbe
By 3

Faomn oz a0 Hicrelrger §
canephi




Durante la cperacidn del injerto,s cuando se utilizarocn
ewbimiones clgdticos  como DAk cves s presentar on algurnos
proeblemnas. comoe  la formacidn de una herida demasiado Q- ande
Yy volcamients de una pai te de la horida. v ccasiones, solo
wia parte de la yema permanscid en contacio con el patrdn.
Sin embai go, any &7 BEtos Cashse 1o YRS DOETmanecic ver de o
mostrd algon  crecimisnto. Mo se presentaron problemss de

oxicdarido.

4.7 Efecto de la variacidn del potencial csmétice scobre el
crecimiento y germinacidn de embriones cigéticos de C.

canephora

La presldn osmtbica del  wedico  de culbive. con una
concentracion original de O,1 M de sacarcsa se VAT R Dy
incremenhando los Vi ves Les e maor bl Dty & wh eresyr
concentracionegs enquivalentes a 0.1 M de sacarcso. Ern este
Casts o 8@ obbuvoe oinotn rebreso & la geiainasidn, lo cusl
pra una  de las  finalidades del  ensayo. Biv embargo. s
Ce-micine estuciler la inFlosnris dée e va) 1o icoy de la prensig
cemodtice sobve &1 desarcollo de la parte  adr ea v onarte
Padtiou e . Los debos  de oy ecimleaboe,  supressdos free s
BRO0 Y PES0 Fresco, presenta on o un coefilcienty de var i acion
mity ol ko {(BnT por 1o e Ei T o Grtied rTados
ratadisty canente . Bin awnba go.  se  pule chservar ue

Conton me aumer b Tee  Enoeemildin oBmahtica el medic. Lz

=
o



on
il

coviledones mostraron  wn mayoer  desarvollo v oun color verde
HEZ- S SR AT F-T I Tamlbién se ohservd e mayvor mwmero de raices.

conftorme sg avmentd la contentracidm de manitol.

Debides a que en Ningun caso se obser ve inhibicidn de 1o
garminsciin,. se disedd uwn experimento con un Ambite  mas

amprlic de concentyaciones de sacarosa vy manitotl.

4.8 Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa Y

manitol sobre 2l rrecimientoc de los embriones

G.8.1 Fotenciales osmdticns tedriecos de los medios

de cultivo utilizados en el presente ensayo

Los potenciales csudticos tedvicoes de los mediosn

de vultive uvbkillizados en el piesente ensave = pusden

apreciar &7 les Cnadros 3.4 vy 5.



Cuacdro 3, Foienciales ocsmibicos calculados de leos medics con
sacaresa ubilizados en ensavos con embr iones de C.

Comncentracity Concentracidn Potencial? Potencial
de sacarosa molar osmébico de osmético
(%) (moles,litre—1) la solucidr deel maedic
(bares) {bareg)=

2 0y, g -3 .45 ~3d.bb
&y .11 . B89 =5. 00

& 0.237 ~T .79 ~7.90
ig UL 351 —~8.4% —10.80

13 0.0826 —-13.04 —15.18

oM gm wFRT= i w0 B0 LY Baroes
Molar idad

somistante de los geses (0,083 litreloar o meel -t e
=T abscluta (298K a 25={)

i I =
il

Z En el Bistema [nternaciconal de Unidades, 1 bar= 0.1 MHFPa

S Valoy o oomedio de ~)1.99 bares (Samivate v Steward (1971) vy
-2.3 baves (Yoshida et al. 1973).



Cuauro 4, Fotenciales DSMOTICos caloulados tle ifos
medios con manitol  utilizados e EYEAVOS Do
emby lones de D. canephors.

Concentracidn Covcentracidn Foterncial Potevicial

de manitol mel ar pemdtico de ecemttico
(o tmoles. Litro™y  la soluridn . del medio
Lhares) (bhares)

] - - -PE R

b, 2 0,00 -0 727 -2
Dby 0,033 -, 828 ~i3 .73
i.pt O Odés -1 .63 ~d .73
8.3 D.110 2L TR -4, 33

AL W IS L =] o, B
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Cuadyo 5. Fotencisales osméhicos Caloulados (en bares) de los medios de
ralflve ubilizedos con enby lones e L. canvphora

—

Sacarosa

Mavrd Bl %) ~ &G
(%)

i
sl
©

! 2.1 —HJ. kb ~ T LD = LLF0 =30 80 15,15

0.2 —-2.37 -6 .03 -7 .37 S Ry -13.17 ~-17.42

.4 2,93 -& 59 L3 -10.83 -13.73 -18, 08

o2 -3, 74 -7 .39 I S A =~ B3 -18.1H

i) iy, 833 R W83 ~312.73 -15.63 20 ab

i) —&., 1% -5 LHE -=11.1%9 e L) ~1&.9% ~=21.240




4.8.72 Ffectn de diferentes concentracicnes de
sacarosa ¥y manitol sobre el crecimiente  de

los embriones cigéticns de C. canephora

Los datos  de esste ensayo se anallizaron como
thr disedn completamente @l AZAr, va que la diferencis entre
las dos repeticiones no fue significativa.

En la pyimeva repeticidn del tratamiento con 0% de
sacarcsa vy 0,464 de manitoly se ocoservé  un sngrosaniento
ancymal de ls parte basael del emby 167 e combacte con el
medic de cultive y un desarinlio atipicoe de los cotiledones.
Ban ewbay gy este resultade ne ee presentd e la seaunda

repeticidn.

Erv el medic sin Sacao oo Y ooosln manitol s observd win
&lto povosntaie de muerte de explantes,. desde los B primercs
diss e cultive (Fig.%a. Fov esti v ardrn se seabywr oo 10
Raby lovigs @0 cada une  de los  medics con 0% de sacarosa v
Wik Lasm Cone et ac doves  ode matl bol. con 21 Fiom oo evm litay

efecto de dste sohrve ia sohvevivencia de los embhy loness ., Loes

resnd teddlos nbhiterados se Dy @seycban e gl Ctvch o &

B2
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Cuadiro 6. Embricnes muertos despuds de 15 dias de cultivo en
meclions con 04 de sacavoss vy var las concentraciones
e manitol.

Concentvacidn  de Total Embricornes
mar i ol . Embyivies mier Hos
% analizades Total Y
) 13 7 70
LR ixs & Xy
0.6 10 £y 403
1.2 i 2 20
2.0 10 i 10

3.0 1 t 1




En las Figs. & v 7 s muestra el efectco de difersntes
concenbyacliones de  Samavosa ¥y o manitol sobre el orecimiente
de los enbirioneEs,  expresado  come pesc fresco v seco
respectivanentes a los 18 dias de cultive. El mayver aumento
de pesco Tfresco se obiuve con B% sacarosa y 1.2% manitol.
seguide poir el tratemiento con B4 sacarosa vy O% de manitol.

El mayoyr aunente de pesc seco  se oabbtuve con 4% sacarcsa v

VLP% maniitel, seouido poy el bratamiento cen 0% sacaross

e

34 manitol.
Evi la Figina B se obess ve el efecrto del aumento de la

presidn osedilica del medic con diferentes concentracionss de

hiij

manl ol & un meddio con 0% de macar La concenbyacidn

aptima de saTsarosa para &l orecimiento de embriones fus 2%

cuancln 56 utiilad Gp 0,63 1.8 v 2% de maenibol.  Siy @il aT Oo .

cen 3% rde manitel. la concenty acidn dptima de sacarosa Par &

ol crecimiernte fus de O%.

aye]
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Fig. 6. Efecto de diferentes concentraciones de manitol y

sacarosa sobre el peso fresco de embriones de C.
canephora a los 15 dias de cultivo.
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Fig. 7. Efecto de diferentes concentraciones de manitol y
sacarosa sobre el peso seco de embriones de C.
canephora a los 15 dias de cultivo.



Peso en grs

0.034

0.032

D.03 -
D.028
0.028
0.024 ~4
0.022

0.02
0.018 —
0.016 -
0.014 —
0.M2 —

0.01 -q
0.008 —
D.006 —
0.004 ~
0.002

O Media peso fresco
4+ Media peso seco

4 R2 = 0.6450 P >0.0017
+ +

T T 1 T T T T ¥ i T T T T i
04 0.8 1.2 1.6 2 24 28

Nivel de Manitol (%)

Fig. B. Efecto del manitol con 0% de sacarosa
sobre el crecimiento de embriones
aislados de C. canephora.
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4.8.3 Formacidn y desarrellc de rajces
v el Cnradro 7 s obhserva ol fecto  de
diferentes concentracicones de manitco) scobre la Tormacicnm de
veices e embriones ciodtivres  de Q. cavephora. S observa

in

U

que s an  aunzentla de SaCarcEss N 5@ FTormaron raices,

embiarqo, & 2 vy 4% de saczoss =g obbuve o1 MAVDY POrcents je

de  emby lones  mon raices. Este dismivuyd de nueve a
conmcenty eclonss altas  de sacarozs. & 010 vy 1848 de sacavrosz.

el enralzamientc se inhibid completamente.



Chaadren 7.

Efecte de diferentes concentraciovnss de sacarcsa
sobre  la Fory macldon

cigoeticos de .

cangpiiora & los

cem des emby 3 o
Gias de onltiva

Hivel

o SaT ay ama

1
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Total

enliy Lones
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Figuwra 9. Embridn emralzade de C.
com BY de sacsrosa v OR
0 diazs de cultive

canephora en un madio
ge manitol despudés de



& 8.4 Efecta de diferentes rconcentraciones de
satarosa vy omanitol sehie 1la ge minacidn  de

embriones de U, cauepiiora.

En 2l Cuadre 8 se obssrva gque en ausencia de
Fadlay OIS&E I e presentd eney gerrle de a vadicula. Sin
embargoy, en ftodes los medios cen OY 0 de SACATOEAs &)
hiporotilo moastrd elongacidn, los cotiledones se  aby der on
normalmenteys vy tomaron un color verde palido.

Er imzs  ardics ooon 1% de  sacarosa. la  gerwiviacidn
lemeygencia de  la radicula) se inhibid, los cotiledornes mo
st expandier o, pEvo presentacvon un color verds palido. En
los medics  con 1BY de sacarosay los embricnss parmanecieran
Blavros, de  aspec o similsy gl que  presenta oy cussde  se

extiajeron de la semilla. & los 3 messes de culiiviy alguros

En 2]l Cuhadio 9 se ocbss va o1 porcentsie de germinacidn

sl lueon  de B es  meses de rulbivo oo travmplantzo o &

Hn o medio oon 2% de sacar osa.



I
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Chnadro B. Efecto de diferentes concentracionss de sacar osa v
manitol sabrve la germinacidn e emiy 1ores
cigdticos de C. canephora *

Bacarocsa (%) Q 128 18

Uimss 15 &0 QD 15 &0 G 15 &HO 20

Manitel
(4D
0,0 — — . ) = 3 i3 i} )
O, 0 (1 &) ) G t = O O O
O.é £ 9] o 0 i) O 9] ) 0
1.2 O O O 0 1 1 O O &
2,0 Y s} 0O O O O G O O
3.0 )] O O 0 O O ¥ <) O

1/ Con base en 20 embriones analirados poy tratamientn



Figura 14, Embridn de £. rcanephova luege de 4 meses de culiivo
gn oun medic con 124 de sacarosa vy I%

L de manitel.

G4 me

v 0y de

Gangphica b

L .,
2 IR 43




Cuadro 2. Enbricnes

germinados ern un medic

al &%

de cultivarse haje condiciones especificas

de sacarosat luego

Bacarosa{i) i iz i8
Dias 15 28 30 15 =2 30 15 a2 30
Mamitaol

(%)
0.0 — 8 ? 9 10 io 10 o 2
0.2 7 = 10 10 10 9 8 g 1o
G.b 140 7 9 4 9 10 10 10 5
1.2 ? =] 1G 10 10 10 10 2] 8
2.0 10 10 10 10 10 10 10 g ?
3.0 10 10 7 & ? 10 10 1O s
PoTatos provenientes  de 10 esbricres cultivados en los  medics ¥

gurante los dias imdicades.

caitive.

bos datos se tomaron a leos 30 dias de



5. DISCUSION

5.1 ECultivo in vitro de semillas y embriones aislados

lL.a germinacidn mas  lenta de las semillas, en
comparacién con la de los embriones aislados, concuerda con
las observaciones que adscriben a algunas partes de la
semilla, un retraso en la germinacidn (Bendafa 19623 Huxley
19645 Velasco y Butiérrez 19743 Valio 1976). Franco (1944) ,
observd que en un medio aséptico, las semillas cultivadas
con el endocarpo (pergamino), germinaban menos que aquellas
sin @&l.  Algunos autores atribuyen este hecho a 1la
presencia, en el endocarpo, de un inhibidor, seme jante al
acido abscisico (Velasco y Butiérrez 1974), pero no idéntico
@ este (Valio 1976). Sin embargo, Huxley (19464a) considera
que el efecto negativo del pergamino, se debe a 1la
obstruccidn que opone a la difusidn de oxXigeno. Varios
trabajos demuestran gque los 4cidos ahscisico Yy glbherélico
inhiben la germinacidén de la semilla de cafeé (Maestri ¥
Vieira 1961; Gopal y Ramaiah 1971; Valio 1976), mientras que
la cinetina revierte esta inhibicidn. Valio (1978) sugiere
que un  alto porcentaje de germinacidn se relaciona con un
bajo contenido de 4cido abscisico y giberélico y con altos

niveles de citocininas. En el presente ensayo, cuando se
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utilizé BA (0,5 y 1 mg.1-1) en el medio de cultive de
embriones aislados, se inhibe la emergencia de la radicula ¥

se favorece el resarrollo de la parte aérea.

El mayor vigor de las plantulas originadas de semilla,
en relacidn a las provenientes de embriones aislados,
demuestra que las sustancias presentes en el endosperma:
agua, aminpacidos, proteinas, galactomananas, celulosa,
acido clorogénico vy minerales {(Dedecca 19583 Wolfron et al.
19403 Wolfron y Patin 1944); son necesarias para el
crecimiento de la plantula luego de 1a germinacion va que
los minerales y suplementos orgdnicos, presentes en 21 medio
gde cultivo, no fueron suficientes para el desarrollo de una

plantula igualmente vigorosa a la proveniente de semilla.

El alto porcentaje de oxidacidén obtenido con las
semillas, se debe a 1la actividad de las polifenoloxidasas,
presentes en la semilla de café (Oliveira et al. 1976). EI1

mayor porcentaje de oxidacidn obienido con semillas de c.

canepbora, contuerda con la observacidn generalizada de un
mayor contenido de fenoles en esta especie.

En los embriones aislados, el porcentaje de oxidacion
se redujo considerablemente, con el uso de cisteina-HCl a 25
mg.l-1 en el medio y sumergiende los embriones en  una
solucion de 100 mg.l-1 del mismo compuesto, antes de

colocarlos en el medio.
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5.2 Microinjerto

Aurique no  se realizaron los estudios histoldgicos del
caso, se supone que  en los microinjertos realizados se
establecieron las conexiones vasculares entre patrdén y yema.
Cuando se injertaron embriones cigdticns, recién aislados,
de color blanco translucido o embriones somaticos albinos,
al tiempo se tornaron verdes. Esto sugiere la translocacidn
de sustancias provenientes del medio de cultivo a traveés de

conexiones vasculares formadas entre el patrén y la yema.
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los eventos secuenciales para la formacién de un injerto .

exitoso y compatihle, segun Moeore (1984), comprenden: a) la
cohesidn del patrdn e injerto, b) la proliferaciédn de callo,
y €} la rediferenciacidn vascular, a partir de las celulas
de sste callo. En todos los casos de injertos realizados,
ia unidn mecanicay, o cnhesidn, fue adecuada, lo cual se
camprobd al  tratar de separar los dos componentes del
sistema. Esta cohesidn se realizd aun en los casos en gue
s0Dlo una parte de la yema permanerid en contacto con el
patrén o portainjerto. De acuerdo con Moore (1984), el
tontacto directo entre células de ambos componentes no es
una condicion sgine gua non para la obtencién de un injerto
exitoson,. Sin embargo, los investigadores de la escuela
britadnica (Yeoman y colahoradores), si consideran gue
intervienen procesos de reconacimiento entre las células de
ambos componentes (Jeffree y Yeoman 1983). En los injertos

realizados en el presente ensayn, la formacidnm de callo fue



apenas perceptible a simple vista.’ tos microinjertos
permanecieron estabhles en cuanto a crecimiento y las yemas,
va fuesen emhriones cigdticos o somAticas, o braotes apilcales
provenientes de microestacas, permanecieron vivas y verdes
por mas de 7 meses. Este lento crecimiento podria deberse a
que las conexiones vasculares no fueron completas, o al poco
desarrollio de la pldntula utilizada como patrén. Para gue
se establezca la continuidad vascular entre los dos
componentes de un injerto, es necesaria la TfTormacien de
plasmodesmos entre las células del patréon vy del injerto.
Para elloy los tejidos del patrdn deben situarse en posicidn
de perfecta correspondencia con los de la yema, por ejemplo
corteza—corteza (Kellmann et al. 1985). Lo anterior puede
no haber ocurrido en este caso, debido a las diferencias en
groser, vy a las dificultades que se presentaron para
mantener la vyema sobre el patrén; sobre todo que en algunos
casos donde sdlo una parte de la yvema permanecid en contacto
ron el patran. Este método, por tanto, podria utilizarse
para la rconservacidn de germoplasma de café, en condiciones
de inhibicién de crecimiento. Su aplicacidn seria valiosa
en luos casos de embriones somdticos o cigédticos inmaduros
proevenientes de cruces interespecificos, asi como de

autopolinizaciones de plantas seleccionadas.

Couturen (1982), sugiere la wutilizacion del método de
injerto  in vive de embriones para la recuperacidn de
haploides espontaneos, pyovenientes de semillasg

poliembrinnicas de €. canephora. En . arabica, debido a la



frecuencia relativamente alta de semillas poliembridnicas;
el microinjerto seria de suma importancia, dado el interés
creciente por los hibridos interespecificos de (. canephora

X €. arabica, en la lucha cantra la roya (Monarco y ECarvalho
1971)3; para el mejoramiento de la calidad de la bebida de
las especies cultivadas en bajas altitudes (Capat 1972), Y

para la busgueda de mutantes inducidos,; mas adaptados a

condiciones ambientales especificas (Chinnappa 1968).

5.3 Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa Y

manitol sobre el crecimpiento de embriones de (.

5.3.1 Efecto de los azurares sobre el potencial

osmnbtico

Los potenciales osméticos tedricos de los
medios con sacarosa (Cuadro 5) podrian ser mads negativos,
debido a la inversicdn de este azucar que ocurre durante la
esterilizacion en e}l autoclave (lelgeson et al. 19728; Thorpe
y Meier 19735 Dunwell y Thurling 1985; Singha et al. 1987),
la cual contribuye a 1la disminucion del potencial ovsmédtico
de]l medio de cultive (Rietsema et al. 19933 Dunwell vy
Thurling 19B85). l.a sacarosa se hidroliza en fructosa vy
glucrnsa; ésta wultima produre un potencial osmédtico mas
negativo gue una solucidn equimnlar de sacarosa (l.azzeri et

al. 19B7). 5in embargo, Rabéchault et al. (1974) detectaron

mas una degradacidn gque una inversitn de sacarosas como
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producto de la esterilizacién en autoclave. Cress y Johnson
(1987) encontraron que el potencial osmdtico calrulado para
soluciones de sacarosa sin esterilizar era mencs negativo
aue @l valor real, por lo cual se podria esperar qgue la
disminucidn producida por la hidrdlisis sea compensada por
la diferencia que existe entre el valor tedrico y el valor

real.

Respecto a los potenciales osmdticos de los medios con
manitol (Cuarrns 4 y 5), podria esperarse que los valores
s@an menos negativos que los valores tedricos, debido a gue
Cress y Johnson (1987) encontraron que los potenciales
osmdticos de soluciones de manitol, predichos por 1la
ecuacldn de Vant’Hoff, eran de wé,S y -1 MPa, los valores
reales fueron de -0,45 y -0,69 MPa, respectivamente.

En la presente investigacisn se untilizaron
concentraciones entre 0 y 3% (0,011 a 0,145 M) de manitol.
Se ha demostrado gque a partir de 0,4-0,5 M, el manitol
provoca la plasmdlisis incipiente de las ceélulas (Adamson
19628; Cande vy Ray 19763 Codron et al. 1978} por tanta,

cuando se utilizan concentraciones superiores a éstas, los

tejidos se exponen  a un  estres osmbtico. Estas
concentraciones corresponden a potenciales nsmdticos
tedricos de -9,96 a -12,44 bares (~0,994 y -1,2 MPa). De
ahi, gue en el presente sstudino, en los medins en que se

utilizo sdélo manitol, pasiblemente el efecto de éste fue
inicamente la reduccidn del potencial osmdtico del medio de

cultivo, pues las concentraciones utilizadas no se
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consideran plasmolizantes. Sin embargos;en los medios con 12%
de sacarosa mas 2 y 3% de manitol y en todos los medios con
18% de sacarosa, los potenciales osméticos tedricos son
inferiores a ~15 bares (Cuadro S5), similares a ins que
alcanza un suelo en condiciones de sequia (Thorpe 1985), y
por tanto los embriones cultivados en ellos estarian
expuestos a condiciones de estrés psmdtico. El uso de 1la
sacarosa, comd agente osmotico, presenta la desventaja gue
no todos los efectns observados pueden atribuirse a la
disminucion causada en el potencial osmdtico, pues parte de
ella es metabolizable por los tejidos. Por ejemplo, Kimball
et al. (1975), en callos de soya, observaron que al
disminuir el potencial osmdtico de un medio estandard con el
aumento de la concentracidn de sacarosa, el peso seco de los
callos fue mayor que cuando se adicienaron cantidades
equimolares de sorbitol, manitnl o glucosa. Aungue en
algunps tejidos 1 manitol constituye también una fuente de
energia, lo es en grado muy hajo, pues su penetracidn a la
celula, en la mayoria de los tejidos de angiospermas
estudiados, es minima (Creelman y Zeevart 19855 Pritchard et
al. 198&6b). En presencia de sacarosa y manlitol, #ste ultimo
seria menos utilizado metabdlicamente por los embriones Y
adicionaria un componente osmdético a Ja concentracién de

SaCarosa.
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5.3.2 Efecto de la sacarosa y el manitol sobre la

mi@r te, longevidad y viabilidad de embriones

El alto porcentaje de mortalidad de 1los
embriones observado en el medio sin sacarosa ni manitol
(Fig. Ba; Cuadroe 6), no puede atribuirse a la oxidacidn.
Cuando #sta ocurre, el medio también se oscuyrecese, lo cual no
ocurvio en los cultivos realizados en el presente estudio.
Ern la literatura, no se citan ejemplos concretos acerca de
la influencia de la falta de carbohidratos en 1a muerte de

tejidos cultivados in vitro. Se menciona, sin embargo, que

en callos ovulares de Citrus, la eficiencia de 1la
embriogénesis somatica aumentd con  la edad del rallo vy la
omision de sacarosa del medio, durante un subcultiveo, actud
en forma similar al envejecimiento del callo (Kochba v

Button 1974).

La respuesta de los embriones cigdticos observada en
los medios sin sacarosa, pueden explicarse por los cambips
fque pcurren en células cultivadas en medios desprovistos de
SACArosa. i,a falta de sacarosa del medio de cultive en

ceiulas de Acer pseudoplatanus, provocd un yvapida hidrdlisis

inicial de la sacarosa enddgena vy, posteriormente, ésta fue
sustituwids por 1la hidrélisis de almidon. En este punto,
disminuyeron la reserva de ATP y la tasa de respiracidn y se
incrementd el nivel de fosfato inorganico (Reébéille et al.

1985) . Cuando casi la totalidad de la reservas de
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carbohidratos intracelulares ha desaparecido, s2 wutilizan
ntras fuentes de carbono para 1la respirarion, como el
citoplasma (JTournet et al. 1986), vy los fosfolipidos
compongntes de la membrana celular (Roby et al. 1987). Este
dltimo fendmeno es un buen indicador de estrés {Roby et a}.
1987). También en varios estudios se ha demostrado que la
degradacidn de lipidos de la membrana (lo cual implica una
reduccion del area total de superficie de membranas y la
disolucidn de organelos), canstituye una parte integral del
procesc de senescencia (Paliyvath et al. 1987). Roby gt al.
(1987) consideran que la sohrevivencia de las células
turante largos periodos sin un suplemento exdgeno de carbono
organico, depende de los niveles enddyenos de carbohidratos
y de la capacicdad para controlar el proceso  autofagico.
Estas observaciones podrian explicar la diferencia de los
resultados del presente ensayo, con embriones cigoticos de
C. canephora, vy los obtenidos con embriones somaticos de

Daucus, por Jones (1974). Estos ultimos permanecieron en

estado guiescente, pero viables, hasta por dos adps en un

medio sin sacarosa. Sin embargo, en nuestro caso, los
embriones sexuales de (. canephora cultivados en un medio
Sl sacarnsa, mieren rapidamente y solo un  pegueso
porcentaje de ellos logra sobrevivir., Como se explice

anterjormente (Seccidn 5S.1), los embriones, aun maduros,
mostrarian cierta rlependencia  de los rcomponentes del
endosperma, entre ellos carbohidratos, para crecer; vy e

podria asumir que su reserva enddgena de carbohidratos es
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baja, por Jo cual no logran sobrevivir a 1la ausencia de
sacarasa del medio. Paodria considerarse que dicha
diferencia se debe a una mennr capacidad de los embriones
rigoticos de Coffea para sobrevivir a las condiciones que
favorecen la senescencia, en este Ccaso, la ausencia de

sacarosa en el medio.

Existen claros ejemplos gue muestran el efecto de las
altas concentraciones de sacarnsa en el retraso de la
senescencia, muerte de céalulas (Austruy, citado por Codron
et al. 1978), de polen (Dunwuell vy Thurling 1985) vy de
embriones haploides (Keller vy Armstrong 1978), cultivados in
vitro. El manitol, a concentraciones no plasmolizantes
(0,3-0,4 M) (Codron gt al. 1978, Wei et al. 1986), asi comn
el aumentec de la concentracidn de sales (Codron et al.
1978), también aumentan la viabilidad de 1los tejidos in
vitro. l.os osmoreguladores, como el sorbitol ¥y manitol,
ayudan a mantener la formaciédn de callo y la regeneracidn de
plantas en cultivos de suspensidn (Kumar 2t al. 1988) v en
callos (Kishor y Reddy 19Béash) a largo plazo. En
suspensiones celulares de frutes de Pyrus, la TFalta de
sacarosa, en un medio con 0,37 M de manitols no es un factor
determinante en la senescencia y muerte de las célulass (Pech
y Romani 1979}, En base a las observaciones anteriores,
puede concluirse que la accidn de la sacarosa en el retraso
de la senescencia es, al menos en parte, un efecto osmdtico,

aunque no  debe excluirse totalmente un efecto tréfico en

este aspecto. Por ejempln, Webb y Armstrong (1983)
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encontraron que la adicidn de sacarosa a las raices de arroz
cultivadas en condiciones de anoxia, provocaron un aumento
de la wviabilidad vy de la tolerancia a la deficiencia de
OxXigeno. Sin embargo, con manitol o sorbitol la respuesta
fue idéntica al medio sin carbohidratos. También, se puede
considerar que parte de la funcidn de la sacarosa del medio,
para el cultivo de embriones cigéticos de cafeé, es ayudar a

mantener la viabilidad de los embriones.

En la presente investigacién, la muerte de embriones se
redujo considerablemente al aumentar la concentracidon de
manitol (Cuadro &). Por tantp, la muerte de embriones
ocurrida en el wmedio sin sacarosa ni  manitol, podria
atribuirse a la falta de un potencial osmético adecuads para
prevenir la senescencia celular. Este proceso fisioldgico
pecurre cuando  los tejidos se cultivan sin auxina {(Codron et
al. 1978). Begdn Codron et al. (1978, 1979), la disminucién

del potencial osmdtico evitaria 1la salida de solutes ¥

ayudaria a mantener la integridad de ia célula. Pech v
Romani (1979) demostraron gque 1a disminucion del potencial
camdtico previens la 1lisis celular gue acompana la

senescencia.

Los embriones de €. canephora, cultivados en medios con
altos niveles de sacarosa mas diferentes concentraciones de
manitol, permanecieron en estado qguiescente, pero  vivos

(Figs. 10 y 11). Ademads los embriones pudieron reanudar su

crecimiento, cuando ==} cultivaron en medios con

83



concentraciones consideradas como normales (RPY% de sacarosa).
Lna posible explicacidn al hecho de que los embriones a
altas concentraciones de sacarosa se mantuvieron viables,
podria ser la reduccidn de la sintesis de etileno gue pcurre
a bajos potenciales osméticos. El etilenn, asi como el ABA
estimulan la senescencia de muchos érganos, mientras gue las
auxinas y, en menor grado, las citocininas, la retrasan
{(Sacher 1273}, A este respecto, Imaseki y Watanabe (1978)
encontraron gue en segmentos de hipocotilo de Phaseolus

aureus la sintesis de etileno se inhibe a una concentracisn
plasmolizante de manitol (0,5 M}, inhibe . Resul tados
similares se obtuvieron con sacarosa y sorbitol, por lo cual
la inhibicidn se adscribid al efecto del estrés osmdtico y
no al manitol per se. Posiblemente, esta inhibicidn se debe
a la accidn del estrés onsmétice sobre la membrana celular
(Rubinstein 1977}, vya que la sintesis de etileno c=e
relaciona, de algun modo, con esta estructura (Imaseki Y
Watanabe 1978). Sin embargo, la sintesis de etilens no
siempre se inhibe con 1la presencia de manitol. En discos
foliares de (Citrus, colocados en soluciones de manitol de
0,01 a 0,1 M {concentraciones no plasmolizantes), se observo
un incremento en la produccidén de etileno en las primeras
horas de incubacidn. Este resultado se atribuyd a la accién
directa del manitol, guien aparentemente afecta una etapa de
la bhiogintesis de etileno, y el resultade no  pudo

reprpducirse con otros osmoreguladores (Riov y Yang 1982).
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De esta investigacién, podria concluirse aue parte de
la sacarosa del medio de cultivo, jusga un papel importante
en el retraso de la senescencia de los embriones cultivados
in vitro, por su efecto en la disminucidn del potencial
esmotico, aungque no debe excluirse totalmente un efecto
tréfico de la sacarosa en este aspecto.

lna practica comiun en los estudios de ecrioconservacidn
de tejidos consiste en realizar precultivos en medios con
altas concentraciones de sacarosa (en general: 0,5 a 0,75 M)
o de polioles (manitol o sorbitol) con el fin de majorar el
porcentaje de sobrevivencia de los tejidos luego de la
exposicion al nitrdgeno ligquideo. Existe desacuerdo respecto
a si el papel de la sacarosa es meramente osmédtico
{coligativo) o si actua, al menos parcialmente, a nivel
metabdlico (Fabre 198&). Pe acuerds con los presentes
resultados, se podria considerar Qgue la sacarosa participa
directamente, al menas en parte, en el retrase de la
senescencia de los tejidos. Para una futura aplicacién de
la crioconservacidn & los embriornes cigdticos de café, debe
utilizarse siempre sacarosas ya que si solamente se provees
un substrato no metabolizable {en este caso manitol), Se

produciria un  desgaste de las reserwvas energeticas de las

relulas, con la consecuente muerte de los embriones.
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S5.3.3 Crecimiento de los embriones

El aumento observado, tanto en el peso fresco
como en el peso seco de emhriones cultivados en un medio sin
sacarosa, conforme aumento la concentracién de manitol (Fig.
8), podria atribuirse al efecto estimulante que ejerce la
disminucrion del potencial osmdtico sobre el crecimiento Yy no
a un efecto nutricicnal. En la mayoria de los tejidos
vegetales de angiospermas, estudiados hasta la fecha, el
manitol no constituye uwuna fuente nutricional importante
(Thompson y Thorpe 19813 Cram 1984). A partir de varios
estudios se concluye que la reduccidn del potencial osmético
gjerce un mayor estimulo sobre }la elongacién gue sobre la
divisidén celular. Adamson (1962), en segmentos de

Helianthus tuberosus, cultivados en un medio con auxina Y

citocinina, demostré gue un  aumento en la concentracicn de
manitol de 0 a 0,4 M, produce una disminucion y aumento
progresivos ern 1a expansion v mitosis celulares,
respectivamente. En brotes de diferentes especies el
aumento del nivel de sacarosa disminuye la concentracion de
AlA que estimula la elongacidn (Michel 1968). Kirkham et
al. (1978), al disminuir el potencial osmdtico del medio con
manitol, observarormn una disminucitn en la tasa de divisidn
celular. En segmentos de coleoptilo de Pisum, Marre et al.
(1973), encontraron que el aumento de la concentracidn de

manitol de O a 0,2 M, ivhibe progresivamente la divisidn

celular. Ademas, un potencial osmético mads negativo,
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estimula el movimiento basipeto de la auxina (Sheldrake
1979). Segun la teoria del "crecimiento Acido", propuesta
por Cleland vy colaboradores (Cleland 1977), la auxina
estimulae la acidificacion de la pared, Io cual a Bsu  vez
produce una disminucidn en la rigidez de la misma, y como
ronsecuencia la elongacidn. Asi, el estimulo del
crecimiento ohservado en la presente investigacidn, conforme
aumenta la concentracidn de manitol, en los medios sin
sacarosa, podria atribuirse a un incremento de la elonpgacidn
celular, més gque de la mitosis, como respuesta a la
disminucion del potencial osmético. Una prueba de ello fue
que los embriones cultivados en medios con manitol, pero sin
sacarosa, mostraron elongacion del hipocotilo, pero no

diferenciacidn de 1la rajz. Ruesink et al. (1278} en

celulas de EConvalvulus, observaron un leve aumento en la

sintesis proteica cuando el manitol del medic se aumentd de

0 a 0,1 M.

Cuando la sacarosa se aumentd a 2 v 4%, el crecimiento
de los smbriones fue altamente superior al obtenido con sdlo
maniteol (Figs. & y 7). El menor crecimiento observado en

los medios sin sacarosa, respecto a los medios con 2 y 4% de

SACArOSa, respaldan la importancia rtricional de ia
sacarosa comn  fuente de energia. En celulas de Acer,
cultivadas en un  medin sin sacarosas la hidrolisis de

sacarosa enddgena fue mas rapida que el desdoblamiento de
almiddn, 1o cual induce uwna deficiencia de carbohidratos

para mantener un meitabolismo activo (Rébeéilleé et al. 198%).
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l.os resultados del presente estudio justificam el empleo
generalizado de concentraciones de sacarosa en el ambito de
2-4% para el cultivo de tejidos, y en especial para
embriones maduros de varias especies. El doble papel,
nutricional y osmético, de la sacarnsa se ha demastrado en
muchos estudios sobre crecimiento de tejidos vegetales.
También la sacarosa estimula la elongacion celular producida
por la auxina, ya que, por su efecto psmético, incrementa la

excrecion de protones (acidificacidn de la pared celular).

Varios autores, citados por Inohue et al. (1987)3 han
demostrado desde 1934, gque la auxinas, al inducir 1la
elongacidn celular, tambieén estimala la sintesis de

polisacaridos no celuldsicos de la pared. La produccidn de
polisacaridos fosforilados constituye, segun Baker vy Ray
(19465, citados por Inohue et al. 1987), wuno de los
mecanismos por los cuales la auxina estimula la pérdida de
rigidez de la pared y, por ende, la elongacidn celular. La
sacarosa del medio, en coledptilos de Avena, provecd un
incremento #n los niveles de UDP-glucosa, intermediario en

la sintesis de polisacéridos constituyentes de la pared

celular (Inohue et al. 1987).

A concentraciones altas de sacarosa, el crecimiento de
los embriones disminuyd (Figs. &6 v 7). 84dn a los 3 meses de
cultivo su crecimiento se mantuvo estable. Varios trabajms
en otros tejidos cultivados in vitro, dejan suponer gue el
efecto del aumento de la concentracidn de sacarosa se debe a

la disminucidn del potencial osmdtico y de éste sobre la
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reduccidn del crecimiento celular. Este aspecto se ha
demostrado en pruebas con coledptilos de Avena (Rubinstein
1977) y en varios tejidos cultivados in vitro. Van der Plas
y Wagner (1984) observaron que la transferencia de callos de
papa, a un madio con 0,3 o 0,5 M de manitol, resultd en una
disminucidn del peso fresco, debido a la salida de agua de
los tejidos. En el medio con 0,5 M de manitol, causd una
peérdida de cerca del 40% del agua intracelular, la cual
incrementd en 65% la osmolaridad del fluido intracelular. En
tejidos expuestos a estrés osmdticos, la disminucion en la
extensidn celular parece ser mas pronunciada que la de la
divisidn celular. Gonzalez-Bernadldez et al. (1968), en
raices de Allium encontraron que la elongacidn celular a -2
bares se redujo en 20% y a -12 bares, en 40%, respecto a los
valores obtenidos a O bares; mientras que la divisién
celular sélo se redujo en 20% a —-12 bares. En callos de
soya, Kimball et al. (1975) observaron gue al disminuir el
potencial osmdtico del medioc de -2,9 bares a —10,9 bares,
con el aumento de la concentracidn de sacarosa, o la adiciédn
de glurosa, manitol o sorbitol, se redujo el tamafo de las
células. En suspensiones celulares de Phytolacca, 1la
disminucidn del potencial osmético del medic de -2 bares
(con una concentracion estandard de 0,088 M de sacarosa) a
-8 bares (con diferentes concentraciones de manitol) provocs
una reduccidn del velumen celular, mientras que el numero de

celulas permanecid practicamente constante (Sakuta et al.

1987) . Sin embargo.s en suspensiones celulares de fcer v
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Glycine, sujetas a estrés osmdtico con &% de manitel o
sorbitol se determind una reduccidn en &1 numero de celulas
cercana al 30%, y aungue la extensidn también se redujo,
esta disminucidn fue mas lenta. El mavyor efecto
cuantitativo de la disminucidn del potencial ocsmdtico sobre
la elongacidn se atribuye a la alteracidn de los fendmenos
fisicos relacionados con la absorcidn de agua, mientras gue
2] retraso en el ciclo celular se adscribe a la accidn de la
hidratacidn {(energia libre disponible) sobre la actividad
enzimdtica congctada £on los procesos biosintéticos
{(Gonzdlez-Bernaldez et al. 1968). Segun Pierce v Rasche

({19803 citado por Morris et al. 1969d), el aumento de los

o

niveles enddgenos de ABA que ocurre en condiciones de estres
camdtico disminuye la extensibilidad de la célula yv previene
la expansidén celular y,a su vez, el estimulo de la sintesis
de ABA se debe a la pérdida de turgencia de las células

producida por el estrés (Creelman y Zeevart 1985).

Existen muchas investigaciones sobre los fendmenos
biocguimicos qgue ocurren a nivel celular, durante 1la
exposirion a un estrés osmdtico, gque podrian explicar 1la
reduccidén en &l crecimiento observada en embriones de
Caoffea. Sin embarga, las respuestas de los diferentes
tejidos varian debido e la plasticidad que estos, y aun las
poblaciones de celulas dentro de un mismo tejido, muestran
respecto al cambio de las condiciones de estrés (ajuste

csmédtica) (Pritchard et al. 1984a,bh). Este ajuste osmdtico

se ha demostrado en wvarios sistemas in vitro expuestos a
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estrés osmidtico, por ejemplo en ce#lulas de tabaco, y de
tomate v en callos de remolacha (trabajos ecitados por
Pritchard gt al. 1986 vy Hammersley-Straw vy Thorpe 1988).
Sin embargo, algunas respuestas generalizadas de los tejidos
al estrés osmético podrian explicar esta reduccion de
crecimiento. Por ejemplo, en callos de tubérculos de papa
(Van der Plas y UWagner 1984) vy suspensiones celulares de
Acer y Glycine (Pritchard et al. 1984b), se ha observado un
aumento en la tasa de respiracidn celular cuando se exponen
a estrés  osmotico. Este aumento podria indicar una mayor
actividad de la via alterna (menos eficiente
energéticamente), como respuesta a una reduccién de la
disponibilidad de ATP proveniente de la wvia de los
citocromos (Van der Plas vy Wagner 1984) y una necesidad de
incrementar la energia disponible para mantener los procesos
metabdlicos o para la sintesis de ciertos solutos celulares
(Pritchard gt al. 1984b). Este incremento de la tasa
respiratoria, podris indicar una disminucitdn de los procesos
biosintéticos necesarios para el crecimiento de 1la celula.
En pruebas con coleoptilos de Avena, la disminucién del
crecimiento obtenida en condiciones de estrés osmdtico
{Rubinstein gt al. 1977), se acompada de una disminucién en
la absorcion de aminodcidos, un aumento en la permeabilidad
a los iones y de los potenciales eléctricos de la membrana
(Rubinstein et al. 1977); 1o cual indica gue posiblemente

los eventos regulados por la membrana (principalmente

transporte) sufren alteracidn.
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lLa acumulacion de reservas amiliceas, que ocurre en
tejidos expuestos a altas concentraciones de sacarosa (12—

15%) (Hammersley-8traw y Thorpe 1988), posiblemente por

falta de hidrdlisis provocaria unsa disminucién en la
disponibilidad de sustancias osmdticamente activas que
permitan reducir suficientemente el potencial osmético (y

por tanto el potencial hidrico) de las células de los
embriones, que manera que no se llegue a alcanzar el
equilibrio con el medio de cultivo, que permita la absorcidon
de agua. Este hecho evitaria la creacidn de un potencial de

turgencia adecuado en las células gque permitan su extensidn.

Otra posible explicacidn de la disminucion del
crecimiento es la acumulacidn de prolina gue ocurre en
condiclones de estrés osmético (Cress y Johnson 1987), va
Que se ha demostrado que la aplicacidn de prolina exdgena
disminuye el crecimiento de los tejidos (Tal y Katz 1980).
Sin embargo, esta acumulacidén de prolina como respuesta al
estres osmotico, no constituye una respuesta generalizada en
todos los tejides (Pritchard et al. i?B&b). Asimismo, en
varios tejidos se ha demostrado un  aumento en 1os niveles
enddgenns de ABA como respuesta al estrés osmotico (Wong vy
Sussex 1980; Creelman y Zeevart 1983; Finkelstein y Crouch
1984, Este regulador del crecimipnto actdia como inhibidor

del crecimiento.

En varios estudios, s2 ha utilizado el efecto gue

ejerce la disminucidn del potencial osmédtico cobre la
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reduccion  del crecimiento de diferentes tejidos para
seleccionar lineas de ceélulas resistentes al estrés hidrico
(Chen &t al. 19803 Wong y SBussex 1980). Esta caracteristica
también se ha utilizado en el almacenamiento de tejidos a
largo plazoa {Westcott 19B1bg Schilde—~Rentschler 1979,
Srhilde-~Rentschler et al. 1982). For tanto, en embriones
cigdticos de café se propone como alternativa para la

conservarcian de germoplasma.

En estudios con crioconservacidn de tejidos, uno de los
propésitos de usar pretratamientos con estrés osmotico es
reducir el volumen de las ceélulas, lo cual conllevaria una
mayor resistencia al congelamiento, posiblemente por 1a
reduccison del aqua intracelular (Withers 1279}, Se ha
demostrads gue los pretratamientos con estres osmotico
provocan una disminucidn en el volumen celular (Pritchard el
al. 198B&a), sin embargo no en todos los tejidos esta
reduceidn se asoria con  mayor resistencia al congelamiento

{(Pritchard et al. 1986c).

A concentraciones superiores a BY% de sacarosa, sSe
ghserved un estade de guiescencia, lueqo de 3 meses de
culitivo. Estos resul tados pueden atribuirse a3 la reduccidn
del crecimiento nbservado, profgucto de la disminucion de
sbsarcidn de agua producidse por las altas concentraciones de
cacarosa. Dunwell (1981) cuando cultivd embriones de cebada
ey un amplio Ambito de concentraciones de sacavoss {3 a

12%), observd nue el contenido de agua de los embriones fue
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inversamente proporcional a la concentracion de sacarosa en
el medio. Ezsta limitacion en la absorcidn de agua, podria
haber provocado un estado de "dormancia" o “"latencia” en los
embriones de C. canephora. Estos resultados se asemejan a
los obtenidos en otros tejidos. Takayama y Misawa (19803,
en bulbillos de Lilium cultivados in vitro encontraron gque a
una concentracison de 9% de sacarosa, los tejidos entran en
una especie de "darmancia", la cual es revertida al
transplantar los tejidos a un medio con 3% de sacarosa.
Barthe y Bulard (198B2), encontraron que la presencia de
sacarpsa en el medios de cultivo aumentd el periocdo de
latencia de embriones de Pyrus, y una concentracidon del 2%
resultd mas efectivae gue al LA,

A partir de los diferentes efectos de la sacarosa sobre
los mecanismos celulares gue inducen el ecrecimiento, gueda
claro la necesidad de la presencia de este carbohidrato como
fuente energeética vy agente osmotico. En el presente
experimento se demostrd que la presernwila de sSacarosa
estimula tanto el peso fresvo como el peso seco de los

embriongs. 2 concentraciones consideradas normales por la

literatura.



5.3.4 Formacidn de raices

l.os embriones cultivados en un medio sin
sacarosa, con varias concentraciones de manitol, muestran
elongacidn del hipocotilo pero no diferenciacion del sistema

radical, aun después de 3 meses de gultiva.

Segun Street (19623 citado por Gonzalez-Berndldez t

al. 1968), el crecimiento primario de la raiz se caracteriza
por la integracion de dos procesos parcialmente
indeperdientes, como son: la formacidn de nuevas celulas,
producto de las divisiongs que ocurren en el meristema, vy la
elongacidn celular en el transcurso de la diferenciacidn.
La etapa wmeristemdtica siempre precede & la elongacidn.
Segun lo discutido en el aparte 5.3.3, se puede concluir que
el bajo potencial osmdtico de los medios con O de sacarosa vy
varias concentraciones de manitol, no fue suficientemente
negativo para estimular la elongacidn v divisidn de las
células iniciales de la raiz. 8in embargo, en algunos pocos

casos se visualizo le aparicidn de la radicula, aungue ésta

no continud su desarrollo.

la inhibicidn de la rizogénesis, en embyriones
cultivados en ausencia de sacarosa, podria deberse a la
falta de carbohidratos disponibles para dicho proceso.
Muchos autnres han enfatizado ila importancia de los
carbohidratos exogenos vy del nivel interno de los mismos en

los tejidos, para el proceso de formacion de raices
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adventicias a partir de esquejes de diferentes espercies
{(trabajos citados por Greenwood vy Berlyn 1973 y Hyndman et
al. 1982); en diferentes tejidos cultivados in vitro
(Spanjersberg y Gautheret 1963); aei como ew embricnes
somaticos (Kochba et al. 19743 Lazzeri et al. 1987). Tanto
en sistemas in vivo como in vitro, la funcion de la sacarosa
en dicho proceso, parece ser mas nutricional que osmético,
vya que su efecto no se ha logrado reproducir con la
utilizacidn de manitol (Moore gt al. 1972; Greenwood vy
Berlyn 12733 Hyndman gt al. 1982). Ademas, aunque la
formanidn de raices muestra respuesta a un aumento en la
concentracion de sacarosa, tombién aumenta cuando se diluye
el medio basal. §i en el estimulo de la rizogénesis mediara
un efecto osmdético, se esperaria una respuesta paralela al
aumento de la concentracidn de sales. Esta respuesta a la
dilucidn del medio se relaciona méds con la necesidad de un
bajo nivel de nitrdgens {(Welander 1974; Hyndman et al. 1982)
que con el potencial osmdtico. 8in embargo, en embriones
somaticos de Medicago, Lazzeri et al. (1987), encontraron
que las altas concentraciones de glucosa muestran mayor
inhibicidn gque las mismas concentraciones de sacarosa. Los
auvtores, bhasados en el hecho gue una concentraciodn dada de
glucosa produce un potencial osmdtico mas negativo que la
misma concentragion de sacarosa, atribuyen la inhibicidn a

un efecto osmdtico.

La importancia de los carbohidratos para la formacién

de raices puede sxplicarse por los eventos que ocurren a
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nivel celular durante dicho proceso ya que, segun Thorpe
(19803, los cambios estructurales observados durante la
organogénesis in vitro, son una manifestacion de 1os
procesos bioguimicos, biofisicos v fisioldégicos. Asi, por
ejemplo, Brossard (1977) encontréd que la iniciacidn de la

formacidn de raices en discos foliasres de Crepis capillaris,

S8 acompana por un aumento en la concentracidn de almidén de
los explantes, principalmente en las células parenquimaticas
que rodean los sitios de iniciacidn de la raiz. En

explantes de Picea, también se detectd la acumulacion de

almiddn en las células prdximas a los meristemoides de raiz.

Lo mismo ocurre en el enraizamiento in vivo de esquejes de

varias especies (Rodriguez et al. 1988). La acumulacidn de
almiddn, previa a los procesos marfogenéticos se ha
obhservado en varios sistemas: en la diferenciacidn de

brotes (Brossard-Chrigqui e Iskander 19803 Patel vy Berlyn
19835 Patel vy Thorpe 19843 Douglas 19853 vy trabajos en
sistemas de callos de tabaco del grupo de Thorpe, citados en
Thorpe 1985); asi como en la diferenciacidén de callos
embriogénicos (Yeh y Chang 19B7). El almiddn, en callos
organogénicos de tabaco, funciona como reserva energética
para un proceso altamente endergdédnico, como loe es ia
formacion de brotes (Thorpe 1983). Este fendmeno podria
aspciarse tamblien con la iniciacidn de los primordios de
raiz (Brossard 1977; Patel et al. 1984), y su funcidn pedria
ser llenar las necesidades nutricionales de los primordios

en crecimiento {Rodriguez et al. i?88) vy la energia
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provendria de las reservas amilAceas. La importancia de la
sacarosa para los procesos morfogendticos quedsd clara,
cuando Thorpe et al. (1986), demostraron, por primera vez,
que el almidén es sintetizado directamente a partir de 1la

sacarosa del medio.

Sin embargo, el almidén también cumple una Ffuncidn
osmatica, al constituir una fuente de sustancias
osmoticamente activas. lLos tejidos organogénicos presentan
potenciales osmoticos mas negativos en relacidém a los
tejidos en proliferacidén (Brown y Thorpe 1980; Hammersley-—
Straw y Thorpe 1988). En rcondiciones organogénicas 1la
absorcion de agua es mas importante que la acumulacidn de
materia seca (Vasseur y Roger 1983), posiblemente por la

disminucidn del potencial osmdtico de los tejidos.

Tambien cabe la posibilidad que el potencial osmético
del medio influya en el proveso de rizogénesis, por su
efecto sobre la diferenciacidn del xilema. En wvarios
sistemas, se ha demostrado gue la formacidn de raices
adventicias se realiza en la vecindad del tejido vascular, a
partir del cual se origins la raiz (Esau 19773 Hartmarnn vy
Kester 1%83; Brossard 1977). FEn brotes de Picea, las raices
energen a partir de las tragueidas gue se  encuentran  en
contacto con el sistema vascular del brote (Patal et al.
1986) . Algunos estudios realizados sobre el arigen de las

raices adventicias vy de la vizogéresis normal en plantulas,

permiten hacer las siguientes comparaciones. Bender et al.



(1987), caompararon el origen de las rajices an plantulas
provenientes de brotes y semillas de Thuja. En las
primeras, el sistema radical seo origina a partir de rajces
adventicias y, @n las segundas, a partir de 1la vadicula.
Sin embargo, en ambaz, el tejido vascular del brote esta
conectado directamente con el de las raices. En callos de

Fraxinus, la disminucidn del potencial hidrico del medio con

polietilenglicol, considerado inerte nutricionalmente,
lograron aumentar el efecto de la auxina sobre 1a
diferenciacidn del xilema (Doley vy Leyton 1970). Abou-

Mandour y Hartung (198&) encontraron que la reduccidn del
potencial osmético del medic con manitol, incrementan el
nimero de raices formadas a partir de callos de maiz.
Algunos auteores, en trabajos pioneras (citados por Aloni
1980 v  Thorpe 1985), atribuyeron a la sacarosa una funcidn
morfogenica directa sobre la diferenciacion del xilema. Sin
embargo, Aloni (1%80) no pudo demostrar esta hipdtesis. Por
ende, la inhibicidn de 1la formacion de raices, en el medio
sin sacarosa, podria deberse a la falta de un potencial
psmotico adecuado que favorezca la xilogénesis; dado que las
concentraciones de manitol son  demasiado bajas v no causan
estrés osmdtico. Esta deficiente diferenciacidn del sistema
vascular no permitiria la iniciacidn de las raices.
Asimismo., la deficiente xilogénesis, obstaculizaria e}
movimiento basipeto de auxina, 2l cual =32 realiza
principalmente via xilema. La acumulacidn de auxina en 1la

base de los embriones de Pinus cultivados in vitro, precede
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a la regeneracion de raices (Greenwood v Boldsmith 1970).
En wvarios pstudios se sugiere la existencia de una
interaccion entre la sacarosa y los reguladores del
crecimiento que estimulan la rizogénesis. Butcher yv Street
(1960), en raices aisladas de tomate, encantraren que a
bajas concentraciones de sacarosa, tanto el ANA como el AG3E,
estimulan el ndmero de raices laterales. Sin embargo, a
altas concentraciones, tanto el ANA como el AG3 ejercen un
efecto inhibidor. La concentracidn dptima de ANA para la
induccidn de raices disminuye conforme aumenta la
concentracion de sacarosa. De mndo similar, en esquejes de

Pinus lambertiana, el AIA aumenta el rimero de raices en un

dmbito amplio de concentraciones de sacarosa (0 a 14%); pero
este regulador solo incrementa el nimero de raices a niveles
de sacarosa inferiores al optimo (B%). Altman vy Wareing
(1973), en esquejes de plantas de Phaseolus, demostraran que
el AIA aplicardo exdgenamente aumenta la cantidad de azucares
actumulados en lps sitios de iniciacidn de raices. En
embriones somaticos de Citrus, la adicidn de AG3 mas sulfato
de adenina, mejord el enraizamiento en un ambito amplioc de
concentraciones de sacarosa, Yy aun a concentraciones en que
la sacarosa sola lo inhibid (Koeshba 2t al. 1974). En brotes
de Begoniss, el mayor numero de raices por brote se produjo
con una concentracion 0,3 molar de ANA v 0,3% de sacarosa o
con 1C mg.l -1 de ANA y 1% de sacarosa (Takayama v Misawa
1981). Estos resultados podrian asoriarse con los obtenidos

ern la presente investigacidn, en la cual no se utilizaraon
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reguladores del crecimiento en el medio de cultivo, lp cual
provocaria un mayor reguerimiento de sacarosa para la
formacidn de raices.

La inhibicidn de la rizogénesis a altas concentraciones
de sacaronsa, con diferentes concentraciones e manitol,
podria relacionarse con un aumento en la concentracisdn de
almiddn vy la ausencia de hidrdlisis subsiguiente.
Hammer sley-Straw y Thorpe (1988) demostraron que a altas
concentraciones de sacarosa ocurre un acumulamiento continuo
de almiddn, lo cual indicaria la ausencia de hidrdlisis,; que
constituye un requisito fundamental, en la etapa final de
los otros procesps organogénicos en varios sistemas. La
falta de hidrélisis de almidén reduciria la disponibilidad
de sustancias osmoticamente activas, que permitan la
disminucidn del potencial osmético de les tejidos, Yy por
consiguiente la absorcion de ague en embriones de cafe, %
consecuentemente la diferenciaciédn de drganos, como las
raices. Este fendmeno también podria ser una posible
explicacien para el efecto sobre la disminucidn del
crecimiento de los embriones a potenciales oaosmdticos muy

negativos.

5.9 Irhibicidn de la germinacidn de embr iones

En el presente estudio se considerd como germinado el

embrion en el cual se observd la emergencia de la radicula.

Tomando este criterio, se puede considerar que ni los
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embriones cultivados en medios sin sacarpsa ni aquellos
cultivados en concentraciones altas (8, 12 y 18%) pudieron
germinar., Sin embarqgo, los embriones cultivados en los
medios sin  sacarosa presentaron elongacidn del epicotilo,
mientras Que esto no ocurrid en aquellos cultivados en los
nmedios con 12 o 18% de sacarosa. En la semilla intacta, la
absorcidn de agua es un hecho gue induce 1la germinacidn
(salidas de la radicula). 5i se comparan nuestros resultados
con los de Dunwell (1981), guien observd gque un aumento en
la concentracion de sacarosa del medio provaca una reduccién
del contenidn de agua de los embriones de cebada, se podria
asumir que las altas conceniraciones de sacarosa inhiben la
germinacien de embriones al disminuir la absorcidn de agua.
Este efecto de la sacarosa puede ser un efecto osmético.
Varios autores han seRalado la importancia de un bajo
potencial osmotico para retrasar la germinacidn precoz en
embriones inmaduros (Rijven i1952; Maunsy 19613 Raghavan vy
Torrey 19463:; Finkelstein vy Crouch 1985), El fendmeno
denominado germinacidén precoz ocurre cuando los embriones
jovenes se aislan y cultivan in vitro, y designa un estado
en el cunal se detiene el crecimiento embrionario vy disminuye
la sintesis de proteinas caracteristicas de los embriones
maduros, para dar lugar a la aparicidn de plantulas débiles
y malformadas (Norsktog 19793 Raghavan 1980). Por elloc se ha
asumido que algunos factores del ambiente seminal son
NEcesarios para  la continuacidn del crecimiento embrionario

y la prevencidn de la germinacidn precoz. (a necesidad de
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un bajo potencial asmdtice se relaciona con el hecho que los
embriones in ovulo, estadn rodeados por un fluido de altas
osmolsaridad (potencial osmotico muy nmegative) (Kerr v
Anderson 19443 Mauney 19613 Ryckowski 19260a, 19493 Smith
19735 Yeung vy Brown 1982). La disminucidn artificial del
potencial osmdtico, mediante la utilizacidn de altas
concentraciones de sacarosa o con la adicisn de manitol,
permite la continuacidn del crecimiento embrionario al mismo
Fiempo que retrasa la germinacidn precoz, Estos altos
valpores asméticos han sido obtenidos con concentraciones de
10% de sacarosa: 10% (Mauney 19461), 18% {Raghavan y Torrey
1263) o concentraciones osmaticamente eguivalentes de NaCl o
manitol. Finkelstein y Crouch (1984), en embriones jovenes
Y Proximos a la madurez de Brassica, lograron  inhibir 1la
germinacion con  adiciones de sorbitol a 8,7 y 12,3%, a un
medio con 1% de sarcarosa. S5in embargo, la germinaridén de
embriones madurons no se inhibid con rninguna concentracidn de
sorbitol. Estos autores sedalan que posiblemente =1
potencial hidrico de los embriones maduros es sumamente
negativo, ya que el de la semilla alcanza cerca de ~-40Q0
bares, por 1lo cual el gradiente de potencial creado, entre
el medio de cultivo y el explante, no logra equilibrarse, y
siempre favorece la imbibicién de agua, por 1o cual se
presenta la germinacidn. Sin emhargo. los resultados de la
presente investigacion muestran gque los embriones cigaticos
de café pueden conservarse hasta por 3 meses sin germinar,

aun cuando las semillas se sometieron a un periodo previo de
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imbibicidn, lo cual podria haber desencadenado los procesos
metabdlicos que inician Jla germinacidn.,

Seria interesante, para fines de conservacitn e inhibicidn
de la germinacion de embriones maduros de café, medir el
potencial osmético de los embriones o del endosperma Y
utilizar concentraciones isoosméticas de manitol u otros
reguladores osmbticos, con el fin de impedir la absorcién de
agua y mantenerlos en estado quiescente por mas tienpo.

El efecto del hajo potencial osmdtico en la inhibicidn
de la germinacidn de embriones de Coffea podria deherse a un
aumento en la concentracidn enddgena de ABA. Se ha
demostrade que la sintesis de este regulador se promueve en
diferentes tejidos sujetos a estrés osmdtico (Wong y Sussex
198035 Creelman vy Zeevart 1987). Este compuesto, ruando se
adiciona al medio de cultivo, también inhibe la germinacion
precoz de embriones jdvenes cultivados in vitro (Norstog
19793 Crouch vy Sussex 1981). En particular, en embriones
inmaduros de trige y cebada (Morris et al. 1985) y de
Brassica (Finkelstein vy Crouch 1985), los efectos del bajo
potencial osmotico fueron idénticos a los producidos por 1sa
adicion de ABA, respecto a la morfologia, peso fresceo vy
contenido de proteinas. Sin embargo,; Finkelstein y Crouch
{1986) demostraron que las cantidades de ABA enddgeno de
embriones de Brassics cultivados en condiciones de estrés
osmotico, imhibitorias de la germinacidn precoz, es menor
que el contenido de ABA de los embriones in situ. Morris et

al. (1988B) ohservaron gue en embriones de cebada las niveles
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enddégencs de ABA  aumentan considerablemente, con una
disminucidén del potencial osmdtica, ello no sucede en
embriones de trigo, aungue en amhos =g inhibe la germinacidn
precoz. lLos dos grupos de investigadores concluyen que el
efecto del potencial osmético y del ABA en la inhibicidn de
la germinacién es la reduccidn de 1a absorcion de agua.
Wang et al. (1987), demostraron gue en embriones de Pisum,
21l potencial osmético del medio puede alterar la absorcidén
de agua, la cual estd determinada genédticamente. Morris et
al. (198B) considera que cuando los embriones inmaduros se
cultivan en condiciones de estrés osméotico, ocurre un
"ajuste" interno del nivel de ABA, de manera gue la
influencia combinada del regulador del crecimiento endogeno
y del osmoregulador endégeno inhiban la germinacien: cuando
lns niveles de ABA dentro de los embriones junto con el
osmoreguladoy aplicado no es suficiente para prevenir 1la
germinacidn, se produce un  aumentoc de ABAH. Por tanto, en
este estudin, no se descarta que la inhibicion de 1a
germinacidn producida en medios con altas concentraciones de
sacarosa v varias concentraciones de manitol, se
correlacione con un aumento del ABA de los embriones. Ya en
semillas de café, Valio (19746) demostrd que el ABA ejerce un

efecto inhibitorio sobre la germinacidn.



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con bDase en los rasultados obtenidos bajo las

tondiciones experimentales en gue se llevd a8 cabo el

presente estudio, se llegd a las siguientes conclusiones.

LLos embriones cigdticos de C. canephora, aislados v
cultivados ern un medin con BA vy ANA, mostrd ser un
sistema rapido vy eficiente de obtencidn de embriones
somaticos. For lo tanto, se podrian utilizar con el
objetivo de obterner gran numero de embriones somaticos
en prco  tiempe para estudios de conservacidon y de otro
tipo. Por ejemplo, para la obtencidn de embriones
somaticeos provenientes de semillas poliembridnicas, vy
con el fin de detectar la presencia de individuos

haploides, por medio de estudios del nivel de ploidia.

la técnica de microinjerto, utilizando embriones
cigoticos como portainjerto, puede utilizarse para el
mantenimiento en estado quisscente de embriones
cigdticos vy somaticos, por o cual ofrece una
alternativa para el intercamblio vy mantenimients a
mediano plazo de germoplasma de cafe. Asimismo, ofrece

la posibilidad de utilizarlo posteriormente con
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microestacas de Coffea, va gue mostrd ser factible con
estas dltimas. Be podria utilizar posteriormente con

embriones cigdticos de semillas poliembridnicas de

Coffea, para la obtencidn de plantulas haploides. Qtro

aspecto a considerar seria la histologia del
micreinjerto in vitro, y factores que puedan mejorar el

exito de los injertos.

Los embriones cigdticros de Coffea pudiersn mantenerse
sin germinar hasta por 4 meses en medios de cultivo de
alto potencial osmético, restaurdndose posteriormente
su capacidad de germinacidn. Este hecho se podria
utilizar posteriormente en estudios con embriones
somaticos, para permitir ] mantenimiento de los mismos
por largos periodoes. Se recomienda, por tanto estudiar
el efecto de concentraciones de sacarosa entre 80 Y
120% , as:i compo de concentraciones mas altas de manitol
{p.ej. 0,3 M)y asi como de ptros osmoreguladores como
polietilenglicol y sorbitol. También seria importante
el estudio de conservacifn de embriones cigdticos
inmaduros con Tfines de posterior crinconservacidén. Se
demostrn gue en ausencia de sacarosa, se presenta un
alto porcentaje de muerte de embriones, por lo cual,
aungue lns embriones qgue iogran sobvevivir, 5
mantuvieron en estado quiescente vy con buesn aspecto
durante 4 meses, no se recomienda  comoe método de

congervacion.
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