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RESUMEN

El café es uno de los productos agricolas mas importantes del mercado internacional. Su
produccién genera ingresos que para algunos paises principalmente de América Latina,
es su principal fuente de divisas. Sin embargo, el control fitosanitario y los costos de
fertilizacién constituyen una parte significativa de los costos de produccion, por lo que
se han desarroliade programas de seleccion y mejoramiento genético de variedades que
permitan mantener o aumentar la productividad. C arabica, es la especie mas cultivada
a nivel mundial por la alta calidad de su bebida y baja vulnerabilidad a enfermedades.
C. arabica represeata el 70% de la produccion del mercado mundial y C canephora el
30% restante.

En Centroamérica en el marco de la red de PROMECAFE, diversas instituciones
desarrollan un programa de mejoramiento genético cruzando variedades tradicionales de
café con variedades silvestres, con el objetivo de propagar luego a escala comercial los
hibridos F1 seleccionados por criterios de resistencia a enfermedades, vigor y
productividad.

Debido a la condicion heterocigota de los hibridos, la propagacion masiva por
embriogénesis somética haciendo uso de biorreactores simplificados, ha constituido Ia
alternativa més viable para propagar los hibridos de café a gran escala. Hasta ahora se
conoce el proceso de propagacion, pero es necesario optimizar ciertas etapas del
proceso para lograr una alta productividad y a bajo costo. Algunas etapas del proceso ya
han sido estudiadas y conocidas ampliamente.

El objetivo de este trabajo fue optimizar la etapa correspondiente a la regeneracion de
embriones somatices, estudiando el efecto de los factores quimicos (sales minerales,
vitaminas y reguladores de crecimiento de diferentes medios de cultivo) y factores
fisicos (frecuencia y duracidn de las inmersiones en el biorreactor y ritmo de cambio de
medio), sobre la produccién y calidad de los embriones sométicos. Igualmente se
estudio el efecto que tienen estos factores fisicos sobre la nutricion mineral.

De los resultados obtenidos encontramos que las sales minerales del medic de cultivo
Yasuda usando concentraciones de BAP entre 4 y 6 mg/l, son las mejores en términos
de mayor produccifin y calidad de los embriones somaticos en estado de torpedo (mas
de 80%), asi como una alta tasa de conversién en planta (56%). En cuanto a la calidad
de las inmersiones se demostrd que frecuencias altas y de corta duracidn diaria, son las
mas favorables en el proceso de regeneracién (6 veces por 1 minuto diario), mientras
que altas o bajas frecuencias pero con excesiva duracién de las inmersiones (15
minutos) por dia, provocan problemas de vitrificacion de los embriones disminuyendo
su calidad (20%). Un ritmo de cambio del medio de cultivo con mucha frecuencia
(semanalmente) provoca un estrés en el tejido vegetal y cambios poco frecuentes {cada
8 semanas), un défieit nutricional que afectan la biomasa total y cantidad de embriones,
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pero no su calidad. Una frecuencia de cambio de medio de 6 semanas, es el
recomendado para permitir un buen crecimiento de los agregados embrio,génicos
durante la expresion embriogénica y posterior desarrollo éptimo de los embriones (3000
embnorfe/bzorreactor).“De los elementos minerales estudiados, el P y N son los mas
consgn}zd(;s por elfteﬁdo vegetal durante las primeras semanas de la regeneracion,
convirtiéndose en factor limitante para la produccic i
] 6n de embrion :

semanas de cultivo. es después de 6
El presente 'estudzo co’njcribuyé a mejorar la produccion y a obtener una calidad optima
de los embriones somaticos en estado de torpedo, lo cual evidencia la eficiencia del uso
de biorreactores con inmersion temporal en Ia propagacion masiva de café
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SUMMARY

Coffee is one of the main agriculture products in the international market. Its
production generates incomes that for some countries, especially from Latin America
are their main foreign exchange source. However, phytosanitary and fertilizing costs
constitute a significative part of this crop’s overall production costs. Because of this,
selection and genetic improvement programs of varieties which allow to maintain or
increase the productivity of C. arabica, which is the most widely cultivated species at
worldwide level due to its high quality and diseases vulnerability have been developed.
C. arabica represents 70% of worldwide production market followed by a 30% of C.
canephora.

In Central America within the umbrella of PROMECAFE, several institutions have
developed a genetic improvement program by crossing coffee traditional varieties with
wild varieties to thus propagate at commercial scale the F1 hybrids selected through
disease resistance, vigor and productivity criteria.

Due to these hybrids heterozygotic condition, massive somatic embryogenesis
propagation using simplified bioreactors has become the most viable alternative to
propagate these hybrids at big scale. Up to now, the propagation process is known but it
is necessary to optimize certain stages to attain a high productivity at low cost. Some
stages of this process have been already studied and are widely known.

The main objective of this work was to optimize the stage corresponding to somatic
embryos regeneration, studying the effect of chemical (mineral salts, vitamins and
growth regulators of different culture media) and physical (frequency and duration of
immersions in the bioreactor and rhythm of medium changes) factors on production and
quality of somatic embryos. Likewise, the effect of these physical factors on mineral
nutrition was studied.

From the results obtained, it was found that mineral salts from the Yasuda culture
medium using BAP concentrations from 4 to 6 mg/l, were the best, in terms of higher
somatic embryos production and quality at the torpedo stage (more than 80%), showing
also a high conversion rate into plants (56%). Regarding immersion quality, it was
demonstrated that daily high and small duration frequencies are the most favorable for
the regeneration process (6 times by 1 minute daily), while low and long duration daily
immersions (15 minutes) provoke vitrification problems to the embryos, reducing their
quality (20%). Very frequent (weekly) culture medium changes produce stress to plant
tissues and little frequency changes (every 8 weeks) nutritional shortages, which affect
the total biomass and embryos quantity, but not their quality. A medium changing
frequency of 6 weeks is recommended to allow a good growth of the embryogenic
aggregates during the embryogenic expression and subsequent embryos optimum
development (3000 embryos/bioreactor). From the mineral elements under study, P and
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"N were the most consumed by the plant tissue during the first regeneration stages,
" pecoming after 6 weeks of culture a limiting factor for embryos production.

" This research contributed to improve production and to obtain an optimum somatic
" embryos quality at the torpedo stage evidencing the efficiency of its utilization.
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1. INTRODUCCION

1.1 Justificaciéon
El café es el producto agricola més importante en el mercado internacional. Su

produccion genera ingresos que para algunos paises principalmente de América Latina, es
su principal fuente de divisas. Seg(n el Instituto del Café de Costa Rica (1998) la
produccion promedio mundial durante el periodo 1997-1998 fue igual a 92 millones de

sacos en mas de 30 paises productores en las regiones tropicales de Latinoamérica, Africa

y Asia.

Costa Rica ha sido un pais lider en productividad, alcanzando 1500 kg, Ha', que
representa el doble de productividad de Brasil (Séndahl y Lauritis, 1992). Sin embargo, el
control fitosanitario y los costés de fertilizacion constituyen una parte significativa de los
costos de produccion, por lo que se han desarroliado programas de seleccion y
mejoramiento de variedades que permitan mantenerla o aumentarla. Algunos criterios
importantes son el contenido de cafeina en el grano, resistencia a enfermedades, entre las
que destacan: Hemileia vastatrix (roya) y Colletotrichum coffeanum (antracnosis) en
Africa; la resistencia a estrés hidrico y el facil acceso mecanico para la cosecha (Van der
Vossen, 1985). Las especies de mayor importancia econdmica y de cultivo mundial son
Coffea arabica y Coffea canephora, encontrandose varios cultivares dentro de cada una
de estas especies (Willson, 1985). C. arabica cuenta con casi el 70% de la produccién
mundial, debido a su alta calidad, mientras C. canephora, suministra el restante 30%; a
las variedades cultivadas de esta ultima se les llama generalmente Robusta. C. arabica, es
preferida sobre las otras especies ademds, por no ser tan vulnerable a enfermedades,
particularmente a la roya, cuando se cultiva a bajas altitudes en zonas tropicales (Van der
Vossen,1985). El café Arabica es el mas cultivado en Latinoamérica, mientras que el café
Robusta representa el 95% de la produccion de Indonesia y el 100% de la produccion de

Costa de Marfil.




La nueva demanda de resistencia a enfermedades, aumento de produccion y calidad, ha
conducido a la creacién de programas de mejoramiento que involucran recombinacion de
caracteres por cruces y retrocruces, asi como eficientes métodos de propagacion. La
propagacion ‘por semillas ha sido usada en las especies autégamas como C. arabica con
buenos resultados, pero en el caso de especies aldgamas como C. canephora e hibridos

es indispensable la propagacion vegetativa.

La forma de propagacion vegetativa horticola de plantas ha sido una practica comin en
todo el mundo, y ha tenido como principal objetivo la reproduccién en corto tiempo de
especies de gran interés agricold o forestal. Sin embargo, Ia cantidad de plantas que se
pueden obtener por las vias tradicionales de propagacion horticola: esquejes, injertos,
estacas, acodos, etc. no son altas y demanda una mano de obra considerable, aumentando

los costos de produccion de plantas.

Los cultivos in vitro ofrecen una alternativa para propagar plantas en grandes cantidades,
en Corto tiempo y a menor costo, asi como, obtener variedades de mayor rendimiento
mejoradas genéticamente. Una de las técnicas mas empleadas para la regeneracion de
plantas por esta via, es la embriogénesis somatica, que consiste en la obtencién de plantas
a partir del cultivo de células somaticas (no sexuales), que sin fusién de gametos repite
los pasos de la embriogénesis cigotica hasta formar un embrion con las mismas

caracteristicas del embrion cigético.

Es importante destacar que el procese de propagaciéon por embriogénesis somatica en
medio liquido y mas especificamente mediante el uso de bioreactores se ha efectuado en
varias especies como begonia (Takayama y Akita, 1994), Hevea brasiliensis (Etienne ef
al, 1997), café (Zamarripa, 1994), como una forma de obtener embriones en gran
cantidad y potencialmente convertibles en plantas. Sin embargo, una aplicacién a escala

comercial no ha sido lograda hasta el momento.

En América Central se desarrolla actualmente un programa de mejoramiento genético en

café, donde participan varias instituciones como PROMECAFE, las Instituciones de café
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en Centro América, instituciones nacionales de investigacion sobre el café, la
Cooperacién Francesa (CIRAD, ORSTOM, MAE) y el CATIE (Costa Rica), el cual tiene
como finalidad, cruzar variedades tradicionales de América Latina con individuos
silvestres de Etiopia y Sudan para recuperar una fuente de variabilidad y posteriormente
propagar a escala comercial los hibridos F1 de Coffea arabica obtenidos. La importancia
de propagar dichos hibridos, se basa en las caracteristicas de resistencia a la roya,
tolerancia a nematodos, gran vigor, y alta productividad. La propagacidn masiva de
embriones somaticos de café haciendo uso de bioreactores, offece ventajas como: poder
obtener plantas en corto tiempo y evitar la separacién y transferencia manual de
embriones en Iaé diferentes etapas del proceso, resultando en un bajo costo. Ademas, el
sistema hace uso de recipientes de inmersién temporal automatizado (RITA®), que
corrige ciertos problemas del uso de un medio liquido con inmersién continua, tales
como: hiperhidricidad de los explantes, riesgos de asfixia y anormalidades del desarrollo,
asociados con una agitacion continua que provocan una disminucién del potencial de

regeneracion de los embriones.

Se sabe que en el caso del café, el futuro de los hibridos F1 dependera de 3 parametros: i)
su plus-value en comparacion a variedades cultivadas, ii) su aceptacién por los
productores y iii) su costo de produccion, directamente condicionado por la eficacia del

proceso de propagacidn por embriogénesis somatica.

Actualmente se tiene bien estandarizado el proceso, desde la induccion del cailo
embriogénico de alta frecuencia, hasta la obtencion de plantas completas, optimizandose
las diferentes etapas involucradas en el sistema de regeneracion. Estas etapas
comprenden:

a. Induccion del tejido a la embriogénesis, mediante la formacién de un callo a partir del
cultivo de explantes foliares (6 a 7 meses).

b. Multiplicacion a largo plazo (1 a 2 afios), del callo embriogénico en suspension celular.
¢. Regeneracion y desarrollo de embriones somaticos en medio solido o liquido
(bioreactor RITA®) (4 a 5 meses).

d. Germinacion de embriones somaticos en bioreactor (3 meses).




¢. Semillero de los embriones germinados en sustrato horticola en vivero y conversién en

planta (3 meses).
f Crecimiento en vivero hasta obtencion de plantas en condiciones de ser probadas en el

campo (6 meses).

En el proceso que han desarrollado conjuntamente los laboratorios del CIRAD vy el
CATIE, la obtencién de un callo embriogénico es posible cualquiera sea el genotipo; v la
proliferacion de callos en suspensiones celulares es también rutinana (Etienne ef al., 1997
a, b). Ademas hasta el momento se conoce con gran detalle el sistema de propagacion en
las etapas tardias de la embriogénesis somatica (maduracién y conversiéon a planta),
lograndose optimizar el proceso para obtener el maximo rendimiento (la totalidad de los
embriones logran germinar). Asi, Girén (1998), trabajo en la etapa de desarrollo y
maduracion de los embriones para obtener una mejor sincronizacion del crecimiento y
tasa de conversién en plantas. Etienne-Barry ef al., (1999), optimizando las condiciones
de germinacidon en bioreactor RITA®, lograron sembrar los embriones somaticos
directamente en el suelo para obtener su conversion en planta en vivero. En esta etapa, fa
eficacia es ahora muy elevada, 80% de los embriones regeneran plantas directamente

bajo estas condiciones.
1.2 Caracterizacién del problema.

Actualmente la etapa del proceso de embriogénesis somatica que parece la menos
eficiente, en términos de reproducibilidad, rendimiento y duracion, es la etapa de
regeneracidn o producciéon de embriones somaticos desarrollados. Los problemas
encontrados pueden tener su origen, ya sea en la etapa previa de proliferacion de la
suspension embriogénica, o directamente a nivel de la etapa de regeneracién en
bioreactor. En estas dos etapas es poco lo que se conoce acerca de la influencia que

tienen los factores quimicos y fisicos sobre la produccion de embriones somaticos.

Partiendo de una suspension celular homogénea, es indispensable conocer aspectos

relacionados con factores quimicos (medio de cultivo, balance de los reguladores de




_cfé;imiento), fisicos (frecuencia de inmersion, densidad de muestra, ritmo de cambio del
'médio) y gené€ticos que nos permita obtener mayor variabilidad en la expresion
;ﬁ;ﬁl—iogénica y poder seleccionar entre ellos condiciones de cultivo que nos permita
é;;ﬁrtar mas los tiempos de regeneracién, aumento de la cantidad y calidad de los
é}ﬁbﬁones, y se espera en consecuencia un mayor rendimiento del proceso en general,

aéémpaﬁado logicamente de una reduccion en los costos de produccién.
13 Objetivos.

1.3.1. Objetivo general
| - Optimizar la regeneracién de embriones somaticos en el biorreactor simplificado

':";f'--."(RITA®) y lograr una propagacién masiva a escala comercial de los hibridos F1 de C.

- grabica seleccionados.

1.3.2. Objetivos especificos

* Seleccionar un medio de cultivo liquido para Ia etapa de regeneracién en

biorreactor.

* Estudiar la influencia de los reguladores de crecimiento exogenos (auxina y

citocinina) sobre la produccion de embriones en bioreactor.

* Determinar los efectos de la frecuencia y la duracion de las inmersiones

temporales utilizadas en bioreactor sobre la produccién de embriones somaticos

Determinar la influencia del ritmo de cambio de medio sobre Ia produccién de

embriones somaticos.

Conocer la influencia de los factores fisicos estudiados sobre Ia nutricién

mineral




Determinar los cambios morfologicos, histologicos y ultraestructurales, que

ocurren en las etapas de regeneracion del proceso embriogénico.

. REVISION DE LITERATURA.

~72.1. Origen e historia del C. arabica

El género Coffea fue propuesto en 1735 por Linné, quien més tarde en 1753 describié la
. especie C. arabica. Coffea pertenece a la familia Rubiaceae, que incluye mas de 500
. péneros y cerca de 8000 especies (Cherrier y Barthaud, 1985). Los arboles de café
silvestres son componentes naturales de los bosques tropicales de Africa. Todos los

botanicos que han explorado los bosques de las tierras altas del sur oeste de Etiopia, Sur

o - de Dsudén y Norte de Kenia, estan de acuerdo con la observacién de que éste es el centro

de diversidad de C. arabica, y se considera a Yemen como centro secundario de origen.

La historia del café Arabica puede trazarse desde sus origenes en Etiopia a Yemen en la

Peninsula Arabica. Durante el siglo XIII invasores Arabes y Persas probablemente

introdujeron el café en otras regiones. Yemen fue el primer pais en establecer
plantaciones comerciales de café, las cuales eran altamente beneficiosas (Sondahl v
Lauritis, 1992). En el siglo XVII, fue introducido a Europa posiblemente mediante un
traslado desde Java hasta el jardin Botanico de Amsterdam y fue a partir de una sola
planta. Este individuo jugd un papel excepcional en la historia de la creacion varietal
puesto que fue el origen de la mayoria de las variedades cultivadas en el mundo (Anthony

et al., 1999).

El café Arabica en el continente Americano.

Las primeras introducciones hacia el continente Americano datan de comienzos del siglo
XVIIL. Semillas de estos arboles Arabicos fueron enviadas desde Amsterdam a las
colonias Suramericanas de Surinam (Guyana Holandesa) y de Cayena (Guyana Francesa)
y luego a Brasil en 1727. Los ingleses introdujeron cafetos en Jamaica en 1730 y a finales
del siglo XVIII, el cultivo se extendié al Caribe (Cuba, Puerto Rico, Santo Domingo),

Meéxico y Colombia (Anthony ef al.,1999). Lo mas notable es que la mayoria de las




troducciones de café evolucionaron de muy pocas semillas o plantas, restringiendo asi
ase genética de las plantaciones establecidas en paises fuera del centro de origen
ﬁdahl y Lauritis 1992). En definitiva, los cafés de Yemen dieron origen a dos tipos de
bica: C. arabica var. arabica conocido como Arabigo, Typica o Tipica, que
':cﬁ_nstimyé la base genética de las primeras variedades cultivadas en América y Asia, y C.

rabica var. bourbon, que se difundi6 a partir de la isla Borbén ahora Reunion (Krug et

a _deos los coléctores han notado una adaptacion realmente especifica de los arboles de
.céfé a las elevaciones, altitud, ltuvia y tipos de suelo especificos. Asi se pueden conseguir
éépecies que crecen en lugares himedos y de aita montafia como el Este de Africa, en
':_;-i'éontraste a otras que crecen en condiciones de altitud menos pronunciadas y de mayor

-+ sequia, como ocurre al Oeste de Africa.

En vista de los problemas que enfrenta la caficultura, como busqueda de variedades
._."-I:r'esistentes a plagas y enfermedades, asi como aumento de la produccién y calidad de la
"'f-:bebida, se propone una soluciéon que se basa en la explotacion de la diversidad genética
i __'disponible en la naturaleza para transferir nuevas potencialidades a las variedades
cultivadas. En tal sentido, la FAQ y organizaciones francesas (ORSTOM, CIRAD) han
: intensificado sus esfuerzos para colectar germoplasma nuevo de café en los dltimos 20
B anos, asi un namero de colecciones obtenidas entre 1964-65 en el Sur Oeste de Etiopia,
han probado ser una nueva fuente de germoplasma de gran valor para el mejoramiento
del café (Lashermes et al., 1996).

El material recolectado en Etiopia ha sido ampliamente propagado por todo el mundo.
Existen diez colecciones vivas importantes para la especie C. arabica: cinco en Affica,
una en Madagascar, y tres en el continente americano (Costa Rica, Colombia y Brasil).
América Central dispone de la coleccion del CATIE, con mas de 1.700 introducciones,

encontrandose casi la totalidad de la diversidad genética de la especie C. arabica. Sin




embargo, la coleccién en el campo no permite garantizar la preservacion de estos
recursos a largo plazo, debido a la erosion genética causada por Ia presion de seleccion
que ejerce el medic ambiente. Otros métodos de conservacién basados en métodos
biotecnol6gicos son necesarios como complemento a la preservacion en colecciones de

campo (Anthony ef al., 1999).
2.3. Mejoramiento genético y seleccion.

El genoma basico del género es 11cromosomas y tipico para la mayoria de los géneros de
la familia Rubiaceae. En la seccion Coffea todas las especies son diploides con 2n= 22
cromosomas y de polinizacion cruzada excepto para C. arabica que es la Unica especie
tetraploide (2n = 4x = 44) y autopolinizada del género (Charrier y Berthaud 1985). Este
aislamiento genético ha inhibido la utilizacion de toda la variacion morfologica y

metabolica existente en el género para el mejoramiento de C. arabica.

Los programas de mejoramiento exitosos han utilizado la hibridacién interespecifica con
tetraploides artificiales o naturales de C. canephora. Alrededor de 1927, se selecciond un
hibrido interespecifico natural (C. arabica x C. canephora) en la isla de Timor, luego se
inici6 la seleccion de las variedades conocidas como Catimor, a partir de la progenie del

hibrido de Timor sembrados en Oeiras, Portugal.

El uso de cultivares triploides provenientes del cruce de C. arabica con especies
diploides, ha sido otra estrategia alternativa para capturar la variabilidad existente entre
individuos diploides para el mejoramiento de café. Uno de los beneficios de los triploides -
es incrementar la probabilidad de recombinacién durante la meiosis, sin embargo, estos
hibridos en general son estériles. Una solucién para recuperar la fertilidad en los
triploides, se basa em inducir una duplicacidén cromosomica obteniéndose asi hibridos
hexaploides (Anthony et al., 1999). Cualquiera que sea la via escogida, los hibridos
interespecificos F1 (tetraploides, triploides o hexaploides) son luego retrocruzados por la
variedad cultivada cen el fin de mejorar el comportamiento agronémico y la fertilidad.

Ademas de la hibridacion interespecifica, otros métodos de cultivas se han utilizado para




,ﬁgjoramiento del café: introduccion de plantas y seleccidn, cruces artificiales con
pggéhtales seleccionados y el método de retrocruces. Sin embargo, los cultivos
:ééﬁ:\}encionales tienen limitaciones para el mejoramiento del café debido a las barreras
néticas del nimero de cromosomas (diploides vs. triploides), autoincompatibilidad

(ééi)écies diploides) y ciclos largos de cultivo (Sondahl y Lauritis, 1992).

L:a_'préctica mas comun de propagacion de los cuitivares comerciales de café Arabica ha

'sidé la multiplicacién por semillas, en vista de la uniformidad genética derivada de su
"Eéfécter de autopolinizacion. En contraste, la gran variacion encontrada en poblaciones
"-.':dé plantas estrictamente alogamas como C. canephora, C. liberica y C. excelsa ha hecho
ﬁﬁ'e los agricultores practiquen métodos de multiplicacion clonal para establecer
: ﬁiéntaciones uniformes. Los hibridos deben ser propagados vegetativamente por la
'.f).érdida de fertilidad (Willson, 1985). El injerto fue una de las técnicas preferidas en
Indonesia, mientras que el enraizamiento de estacas fue el preferido en Africa. Mis
: fe.'cientemente, una propagacion clonal a gran escala fiue considerada para C. arabica,
.'-E_Iéspeciﬁcamente para un hibrido natural con resistencia a enfermedades obtenido en
;_B"rasil y Affica del Este mediante un programa de mejoramiento (Van der Vossen, 1985).
Esta propagacion no fue exitosa en estos casos debido a los limites de la propagacién
'ﬁ'(')rticola (Berthouly y Etienne, 1999),

: Los métodos convencionales de propagacion vegetativa iz vivo permite poco incremento
ﬁ' ‘en el numero de plantas clonales debido a la poca cantidad de brotes ortotropicos
s __-.disponibles para injertos o estacas, en tal sentido las técnicas in vifro de propagacion
“clonal ofrecen mejores prospectos. Pueden ayudar a solucionar los problemas que afectan
__._la produccién de café, mediante la propagacion masiva de plantas en corto tiempo.
- Permite propagar variedades previamente seleccionadas por ofrecer resistencia natural a
-'.'.alguna enfermedad o puede ser un caricter de seleccién en la etapa del proceso de
aplicacion de las téenicas de cultivos in vifro. De esta forma se podria obtener plantas en

.- gran cantidad, genéticamente mejoradas, con alto rendimiento y a bajo costo.
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‘5 4, Cultivo de tejidos en café.

.'-"Aunque el café es un producto agricola importante, no ha sido tan beneficiado por el
'.f_.'desarroﬂo tecnologico a nivel celular y molecular como ha ocurrido con otros cultivos.
‘Sus programas de mejoramiento podrian incluir métodos como micropropagacion, rescate
" : de embriones, cultivo de anteras, suspensiones celulares, variacion somaclonal, fusién de
:"'protoplastos y transformacion genética (Séndahl y Lauritis, 1992). La micropropagacion
(e se ha logrado exitosamente, aunque solamente a nivel de laboratorio, a través de
" meristemos preexistentes, ya sea apicales o axilares. Con més frecuencia se han usado los
- brotes adventicios (organogénesis) y los embriones somaticos de alta frecuencia

(embriogénesis somatica) como medio de propagacion (Séndahl ez al.,, 1993).

El cuitivo de tejido en café fue primero reportado por Staritski (1970), quien describid la
presencia de embriones somaticos a partir de vastagos ortotropicos de C. canephora.
Herman y Hass (1975) reportaron el desarrollo de organoides a partir del cultivo de
callos. La embriogénesis somatica de alta y baja frecuencia a partir de explantes de hojas
de café fueron reportadas por primera vez por Séndahl y Sharp (1977) en C. arabica var.
Bourbon donde dos medios sucesivos fueron necesarios: el medio condicionante y el
inductor. Se ha encontrado que la induccidn exitosa de callos embriogénicos de alta
frecuencia es dependiente del 4cido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) y de la kinetina.
Rangaswamy (1986) considera que la formacién de embriones somaticos parece ser el
resultado de una interaccion muy estrecha entre diversos factores, de los cuales se puede
citar el genotipo, la composicion del medio y las condiciones de cultivo.

Hasta Ia fecha no existe un ejemplo de utilizacion del cultivo de tejidos a nivel industrial

en café.
2.5. Embriogénesis somdtica a partir de cultivos en suspension.
La obtencion de embriones somaticos de café a partir de suspensiones celulares, es un

fenémeno novedoso a nivel mundial dentro del campo de la biotecnologia, solo logrado

en paises desarrollados (Montes et al., 1995). Esta técnica de cultivo in vitro tiene como
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objetivo fundamental, multiplicar a gran escala plantas élites provenientes generalmente
de programas de hibridacion, asi como las logradas por otras vias biotecnoldgicas como
la fusion de protoplastos y las transformaciones genéticas. Ademas la suspension celular
ofrece la ventaja de explotar el potencial de la embriogénesis somética y disminuir los
costos de produccién. Como ejemplo se puede citar el caso de la zanahoria, donde es
posible obtener 800,000 embriones somaticos por litro de medio cultivado en

bioreactores de 10 litros de capacidad (Nouaille y Petiard, 1988).

El empleo de un medio liquido en cultivo i vitro ofrece ventajas econdémicas como:
reduccion del trabajo manual, cambio de medio mis facil, ahorro de gelatinizante
(Teisson et al., 1995). Esta forma de cultivo condujo a la aplicacién de los bioreactores
normalmente usados para la produccién industrial de bacterias y metabolitos animales o
vegetales para la propagacién de plantas a través de vastagos y cultivos de embriones. El
uso de medio liquido en un bioreactor tiene algunas ventajas como: un gran namero de
plantas son facilmente producidas y a gran escala, el cultivo esta siempre en contacto con
el medio estimulando la absorcidn de nutrientes y la tasa de crecimiento (Shinsaku ef al.,
1994). Sin embargo, una forma mas eficaz de utilizar el medio liquido consiste en evitar
la asfixia e hiperhidricidad de los tejidos, asi como los problemas de polarizacion
asociadas a la agitacion continua. Por tal motivo, el laboratorio de cultivos in vitro de
CIRAD (Francia), desarrollé un sistema de inmersién temporal de ficil manipulacién y
bajo costo denominado Recipiente para la Inmersion Temporal Automatica (RITA®),
que permite sumergir los explantes en el medio de manera transitoria y no continua

(Teisson et al., 1995).

El método ha permitido ia propagacion eficiente en Hevea brasiliensis, donde la
produccién de embriones somdticos fue 3 o 4 veces superior a los obtenidos en medio
gelificado (Etienne ez al., 19974). En café la posibilidad de obtener una embriogénesis
somatica de alta frecuencia con gran cantidad de agregados embriogénicos dentro de un
callo friable, permitié el establecimiento de la técnica como un método de propagacion
masal de diferentes genotipos. Con los ritmos y tiempos de inmersién adecuados, se

permite una obtencién de embriones de alta calidad, a partic de las suspensiones
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celulares, prosiguiendo su desarrollo hasta la germinacidon in vifro; el tamafio de los
cotiledones permite una buena actividad fotosintética y traslado directo de las plantas al
invernadero (Etienne-Barry ef al., 1999). Desde 1995, se estd desarrollando un proyecto
de mejoramiento de C. arabica en Centroamérica dentro del marco de la red de
investigacion sobre el café, PROMECAFE con la seleccion de hibridos F1 que presenten
una mejor produccion, resistencia a enfermedades y calidad de bebida (Bertrand ef al.,

1997). Etienne et al., en 1997, dividen el proceso embriogénico en las siguientes etapas:

a) Callogénesis: a partir del cultivo de segmentos de hojas jovenes como explante, se
obtienen los callos embriogénicos.

b) -Suspensién celular embriogénica: cultivando los callos embriogénicos en medic de
proliferacion liquido y mantenidos en agitacién a 100 rpm.

¢) Regeneracion en inmersion temporal: colocando los agregados embriogénicos
procedentes de la suspensién embriogénica en RITA® con medio de expresion

embriogénica para permitir el desarrollo de los embriones somaticos.

Para lograr un sistema de propagacion eficiente v a gran escala de los genotipos
seleccionados es necesario optimizar las diferentes etapas del proceso de embriogénesis
somatica en medio liquido. Zamarripa (1994), trabajando en la optimizacién de las
condiciones de cultivo en café Arabusta, encontré que el proceso embriogénico depende
de la densidad de inoculacion utilizada y que densidades de 0.5 y 1.0 g. de materia
fresca/litro (MF/l) favorece la produccion de embriones. Ademés encontré que la
renovacion del medio aument6 el nimero de embriones (518,000 embriones por litro en

cinco semanas).
2.6. Etapas del proceso embriogénico.

Emons (1994) define las siguientes etapas de desarrollo generalmente requeridas en el

proceso:

a) Desdiferenciacion de las células en el explante, alcanzado normalmente por la

aplicacion de auxinas, aunque no en todos los casos sea inductor para obtener células
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embriogénicas, como en el caso de Ciirus, donde un cambio en Ia fuente de carbono
en el medio es suficiente (Gavish et af., 1991). En esta etapa el estado de desarrollo
del explante es importante para la transicion de las células somaticas en células

embriogénicas.

b) Iniciacion del desarrollo embrionario comenzando por el estado globular, alcanzado

generalmente por una reduccion dréstica en la concentracion de auxinas.

¢) Maduracion del embrién. En especies con érganos de reserva bien desarrollados,
puede lograrse la maduracién, con la aplicacién de un medio con altas

concentraciones de sacarosa.

d) Prevencion de la germinacion antes de la maduracién del embrién, la cual puede
lograrse usando un medio con alta osmolalidad y hormonas como el 4cido abscisico
(ABA). Attree et al, (1991), demostraron en Picea glauca, que el ABA promueve la
acumulacién de sustancias de reserva en los embriones y los prepara para la

desecacion y posterior germinacion sin que sufran dafio por la deshidratacion.
2.7. Histologia de la embriogénesis somatica.

Berthouly y Michaux-Ferriere (1996), a partir del cultivo de explantes foliares de
C. canephora en medio condicionante, observaron callos embriogénicos con células
parenquimaticas y agregados celulares con una alta relacién niicleo citoplasma, un
nucleolo de gran tamafio y un citoplasma denso con depésitos de almidén. Al final del
periodo de induccion las células embriogénicas perdieron estas caracteristicas y se
presentaban vacuoladas con almidén y reservas de proteinas. En el segundo medio
(inductor de callos embriogénicos de alta frecuencia), las células se separaron unas de
otras por modificacién de su lamina media, alargamiento y division para formar lineas
intrincadas de células vacuoladas. Las paredes de estas células son gruesas y fuertemente
coloreadas y las reservas de almidén se observaron como granos grandes dentro del

citoplasma, mientras que las reservas de proteinas, se apreciaron reticulares esféricas en
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forma mas difusa. Después de 4 semanas en el segundo medio, comenzd un proceso de
desdiferenciaciéon que comenzd en algunas células con una serie de divisiones nucleares,
observandose también una mayor densidad del almidén contenido en el citoplasma y
desaparicion de las proteinas de reserva dando origen a las células embriogénicas o
embriones globulares. Un estudio histologico de la diferenciacién de embriones

somaticos en discos foliares de Robusta fue presentado también por Pierson et af (1983).
2.8. Efecto de los reguladores de crecimiento sobre la embriogénesis somdtica.

El factor mds ampliamente asociado con la proliferacién continua de células
embriogénicas es la auxina. En general, la exposicién a la auxina es esencial para la
induccion del estado embriogénico, pero la exposicion continua de ésta puede ser
inhibitoria del proceso, o dependiendo de la especie puede también generar ciclos
repetidos de embriones (Merkle ez al., 1995). La presencia de concentraciones muy altas
de auxina o una exposicion demasiado larga provoca anomalias en el desarrollo de los

embriones somaticos de soya (Parrott e al., 1988).

Efecto de los reguladores de crecimiento en café.

Tradicionalmente los métodos estudiados para obtener embriogénesis somatica en café,
involucraron las combinaciones de auxinas y citoquininas como reguladores de
crecimiento y el requerimiento de largos periodos de tiempo para la regeneracion
(Hatanaka ef al,,1991). Asi se ha descrito 1a produccion de callos embriogénicos en un
medio definido con Benzil adenina (BA) en cultivos de hoja de Coffea arabica (Yasuda
et al., 1985). Hatanaka, et al 1991, determiné en C. camephora, bajo condiciones
experimentales usando auxinas y citoquininas, gue las Gltimas son necesarias para que
ocurra la embriogénesis somatica, mientras que auxinas como el acido naftalenacético
(ANA) y é4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) eran inhibitorias del proceso. La

obtencion de callos embriogénicos de alta frecuencia a partir de explantes foliares de C.

arabica cv. Bourbon fue posible mediante el uso de dos medios: el condicionante vy el

inductivo. El éxito de la induccidén dependid de las concentraciones del 4cido 2,4 dicloro-
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fenoxiacético y de la kinetina en el medio condicionante (Berthouly y Michaux-Ferriere,

1996).
2.9. Estudio de la nutricion mineral

La composicion precisa de minerales en las plantas es de gran interés, pues la ausencia o
exceso de ciertos elementos puede afectar su crecimiento y productividad, mas si se trata
de una especie de interés alimenticio. Existe un nimero de elementos esenciales, algunos
son necesarios en mayor cantidad que otros (macronutrientes y micronutrientes), con

funciones muy especificas en las plantas.

Bajo condiciones de cultivos in vitro, la disponibilidad de estos elementos minerales vy a
las concentraciones adecuadas es muy importante para lograr la propagacion de una
especie dada. El uso del sistema de biorreactor es muy atil para conocer la dinamica
nutricional, seleccionar condiciones optimas de un medio de cultivo liquido y los efectos
de los componentes del medio en la diferenciacion celular y el crecimiento (Takayama y

Akita, 1994).

Para el caso de la embriogénesis somatica, muchos autores hacen énfasis en la influencia
de la absorcién de elementos minerales, principalmente fuentes de nitrogeno sobre el
proceso embriogénico (Whetherell y Dougall, 1976). Asi, Find e al. (1997) midieron
parametros de crecimiento, absorcion de nutrientes minerales y capacidad de maduracion
de los embriones a partir de suspensiones embriogénicas de Picea abies. Etienne et al.
(1997) en H. brasiliensis, estudiaron el efecto positivo sobre la embriogénesis somatica
aumentando las concentraciones de calcio en el medio de cultivo. Grimes ef al. (1990) en
arroz. encontrd que la relacion NH4/NO;™ afectaba la regeneracién de las plantas.
Concentracién muy altas o una aplicacién prolongada de fuentes nitrogenadas puede
conducir a una serie de desordenes fisiologicos y morfologicos que afectan la
regeneracion (Hecht y Mohr, 1990). En tal sentido, el estudio de la composicién y
concentracion adecuadas de los elementos minerales en el medio de cultivo ayudan a

optimizar el proceso de regeneracion a través de la embriogénesis somatica.




16

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Matenales

3.1.1. Ubicacién del ensayo
La investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro Agronomico

Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), Turrialba, Costa Rica.

3.1.2. Material experimental

3.1.2.1. Material vegetal

a) El material de estudio consistio de suspensiones celulares de un hibrido F1 de C.
arabica, Caturra x ET531. La Caturra corresponde a una variedad comercial ampliamente
cultivada en América Latina, y el genotipo ET531 a una especie silvestre originaria de
Etiopia presente en la coleccion del CATIE. Este hibrido se caracteriza por ser resistente

a enfermedades, su produccidn y su vigor.
3.1.2.2. Sistema de cultivo

a. Proliferacion celular
Consisti6 en permitir la muitiplicacién de los agregados embriogénicos en frascos
Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio de cuitivo liquido T3 (Apéndice 1),

inoculando a una densidad de 5 g/l, con agitacién constante a 100 rpm

b. Regeneracion en Recipientes de Inmersion T emporal Automatizada (RITA®)

El RITA® Consiste en un bioreactor simplificado desarrollado por el CIRAD
(Montpellier, Francia), especialmente disefiado para el cultivo in vitro. Este aparato es
ajustado a las necesidades del material vegetal, permitiéndole a las células en condiciones
de cultivo, una inmersion temporal de algunos minutos por dia en el medio nutritivo. El

uso de este tipo de biorreactor evita los problemas asociados a una inmersién permanente
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y a la agitacion que se observan en los biorreactores tradicionales y frascos Erlenmeyer.
El RITA tiene dos compartimientos, separados por un tamiz que consiste en una espuma
de poliuretano. El medio se coloca en el compartimiento inferior y una sobrepresion
creada en €ste por una bomba de aire, propulsa el medio al compartimiento superior, que
sumerge el material vegetal El funcionamiento de este bioreactor simplificado se

presenta en el Apéndice 2.

3.1.3. Medios de cultivo

La mayoria de los medios probados, tienen como componente mineral basico el medio de
cultivo de Murashige y Skoog (1962). Este medio fue modificado y usado en forma
liquida durante las etapas de proliferacion y regeneracién. En la etapa de proliferaciéon
solo se utilizé el medio liquido conocido como "T3" (Van-Boxtel y Berthouly, 1996)
(Apendice 1). En la etapa de regeneracion se us6 el medio "T4" (Van-Boxtel y Berthouly,
1996), M3, My (Cote et al., 1996) y Yasuda (Yasuda ef al.,, 1985) (cuadro 1).

Los medios de cultivo se ajustaron a pH 5.6 y se autoclavaron a una presion de 1.2 bares,
durante 20 minutos. Los reguladores de crecimiento que se adicionaron a los medios de
cultivo son: las auxinas, Acido Indol Acético (AIA) y Acido Naftalen-Acético (ANA),
las citoquininas, Benzil Amino Purina (BAP), Kinetina (Kin), Zeatina (Z), 2 isopentenil

adenina (2ip) en diferentes combinaciones y concentraciones.

3.1.4. Condiciones de crecimiento

El material vegetal se cultivd en un cuarto de crecimiento, con una temperatura de 27+1
°C, una humedad relativa de 85-90+3%, y un fotoperiodo de 12 horas diarias de luz (50
HE. m™. ). Ademss para ¢l cultivo en biorreactor se utilizd rampas acondicionadas con
las diferentes frecuencias de inmersién empleadas. Las suspensiones celulares se

mantuvieron en oscuridad y agitacion constante a 100 rpm.
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‘La Figura 1 muestra el esquema del proceso de propagacion por embriogénesis somética
de C. arabica, resaltando en un recuadro de color rojo la fase de regeneracién
embrionaria, la cual es el objeto de este estudio. Esta fase se divide en una etapa de

expresion embriogénica (0 - 6 semanas) v otra de desarrollo embrionario (6 - 14

semanas).
3.2. Método

3.2.1. Proliferacion de agregados embriogénicos en suspension

3.2.1.1. Condiciones de cultivo estindar para la proliferacion y la

regeneracion

Las suspensiones celulares se mantuvieron en el medio de multiplicaciéon "T3", con
cambios de medio de cultivo cada 15 dias. Las suspensiones se filtraron con una pipeta de
500 um de diametro, la cual permitié tomar la fraccion celular necesaria para establecer
una densidad de 5 g/l en cada Erlenmeyer iniciado. En cada biorreactor se cultivaron 250
mg de agregados celulares en los diferentes medios ensayados. La capacidad de
regeneracion de las suspensiones embriogénicas se evalud después de 14 semanas.

La renovacién del medio se realizé transfiriendo el compartimiento interno del recipiente,
el cual contiene la muestra vegetal a otro previamente autoclavado, a éste se le agregd el

medio nuevo (Apéndice 3).

La conversion en planta se realizé en presencia del medio T5 (Apéndice 1) gelificado en

tubos de ensayo.
3.2.2. Regeneracién de embriones somaticos en medio liquido

Las condiciones quimicas y fisicas del cultivo en bioreactores, se optimizaron para

obtener la regeneracion masiva de embriones soméaticos.
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3.2.2.1. Efecto de los factores quimicos sobre la regeneraciéon de embriones

somaticos.

El tratamiento testigo consistio en el medio de cultivo T4 (Berthouly, 1995), una
densidad de inoculacion en el bioreactor de 250 mg de agregados celulares, una
frecuencia de inmersion de 2 veces al dia por 1 minuto (2v x 1°) y una frecuencia de
renovacion de medio cada 6 semanas. En la Figura 2 se presenta un esquema del estudio

de los factores quimicos sobre [a regeneracion.

a. Comparacion de diferentes medios de regeneracion y de su composicién en
sales minerales y vitaminas
Los medios de cultivo para regeneracion, T4 (café, Berthouly, 1995), M3 y M4 (banano,
Cote ef al., 1996) y Yasuda (café, Yasuda ef al, 1996) fueron comparados tanto en su
composicion basica (reportada por los autores), como modificado sin auxinas. En el
ultimo caso se mantuvieron iguales las concentraciones de sacarosa, valores de pH y BAP
(5- mg/l), para todos los medios comparados, asi las diferencias encontradas entre estos
medios provendrian solo de su composicidn en sales minerales y vitaminas. En cada
biorreactor se colocaron 200 ml del medio de cultivo correspondiente y se mantuvo
constante el resto de las condiciones especificadas anteriormente en 3.2.2.1. (densidad de

in6culo, frecuencia de inmersion y renovacion del medio de cultivo).

b. Influencia de los reguladores de crecimiento exdgenos sobre la
regeneracion de los embriones somdticos
Se estudid el efecto que tiene el aporte exdgeno de reguladores de crecimiento a
diferentes concentraciones, sobre la capacidad regenerativa de la suspension
emBriogénica y la calidad de los embriones obtenidos. Se usaron los medios M4 y
Yasuda libres de auxinas y se les agregé BAP a las concentraciones de 0.0, 0.5, 1.1, 2.0,
4.0, 6.0 y 8.0 mg/l. El medio M3 se usé de la siguiente forma: a} basico (ANA 0.2 mg/l,
2 0.05 mg/l, Kin 0.1 mg/l y 2ip 0.2 mg/l), b) los mismos reguladores de crecimiento
anteriores, pero sin ANA, ¢) Z 1.6 mg/l, 2ip 1.5 mg/l, Kin 1.6 mg/l; v d) BAP 5 mg/L
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Fl mejor medio de cultivo fue seleccionado y luego se utilizé en la segunda etapa,
relacionada con el estudio de los factores fisicos. Los experimentos se mantuvieron en
condiciones de cultivo por un periodo de 14 semanas, y luego se midieron fas variables

especificadas en 3.2.4.1.

3.2.2.2. Efecto de los factores fisicos sobre la regeneracién de embriones

somdticos y nutricion mineral

En esta segunda parte se estudié el efecto de ia frecuencia y duracién de las
inmersiones, el ritmo de cambio de medio nutritivo sobre la produccién y calidad de los
embriones producidos, y la influencia de ia nutricién mineral durante todo €l proceso de
regeneracion en biorreactor (Fig. 2). Para tal fin, se usd el mejor medio de cultivo
seleccionado en la seccién anterior. Durante la fase de expresion embriogénica (semana 0
a 6) se usd el medio Yasuda con BAP 5 mg/l y para la fase de desarrollo embrionario se
usd el medio T4 con BAP 0.3 mg/l (semana 6 a 14). Los tratamientos se evaluaron al

final de [a semana 14.

a. Efecto de la frecuencia y duracion de la inmersion en el bioreactor sobre la
regeneracion de embriones somdticos
Se usaron diferentes combinaciones de frecuencias y tiempos de inmersién para
determinar su eficiencia en el proceso de regeneracion: duracion de la inmersion (1, 5y
15 minutos) y frecuencia de inmersion diaria (I, 2 y 6 veces). La frecuencia y duracidn de

las inmersiones se controlaron con un reloj programable.

b. Efecto del ritmo de cambio del medio de cultivo
La frecuencia de renovacion del medio de cultivo en el biorreactor fue modificada
durante la etapa de regeneracion, con el fin de determinar su efecto sobre la produccién
de embriones somaticos. Se hicieron cambios de medio cada 1, 2, 4, 6 y 8 semanas
después de iniciada la regeneracion y durante las 14 semanas que durd el proceso. La
evaluacién de la produccién y calidad de los embriones se hizo a las 14 semanas de

iniciada la regeneracién.
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Fig. 2. Esquema de la metodologia seguida para estudiar el efecto de los factores
quimicos y fisicos sobre la regeneracion de embriones somaticos de café.
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¢. Andlisis de la concentracion mineral en el fejido vegetal y medio de cultivo
El analisis mineral se llevd a cabo en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Tejidos
vegetales y Aguas del CATIE.

Para el analisis del contenido mineral de los tejidos vegetales (realizado sobre los
agregados embriogénicos a las 6 semanas y embriones somaticos a las 14 semanas) se
hicieron mediciones en los contenidos de Calcio (Ca™), Magnesio (Mg "), Potasio (K,
Fosforo (P), Cloro (CI'), y Nitrégeno (N) total). La determinacion de N total se hizo
siguiendo el método semi-micro Kjeldahl. Los andlisis de Ca, Mg, K, se hicieron
mediante lectura por absorcién atémica v el P por método colorimétrico desarrollando

color azul de Molibdeno.

Para el analisis del medio liquido se determinaron las concentraciones de Ca’, Mg™™ y
K" por absorcién atémica a partir de una dilucion del extracto. El P fue determinado por
el método del Cloruro Estafioso, desarrollando color Axzul de Molibdeno leido a 660 nm,
los Cloruros (CI'), por método volumétrico titulando con Nitrato de Plata, y los analisis
de NH;' y NOj por destilacion, utilizando Oxido de Magnesio como base y Aleacion

Devarda como agente reductor para el NO;”.
3.2.3. Analisis histolégicos y de microscopia electrénica

Los estudios histologicos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia del CATIE y
los de microscopia electrénica en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la

Universidad de Costa Rica en San José.

Para los estudios histologicos, se eligieron tres muestras representativas de cada
tratamiento. Estas muestras fueron colocadas en agar al 1% y posteriormente colocadas
en FAA, se deshidrataron luego en una serie ascendente de alcohol (50-70-80-90-95-100-
100%), una hora en cada unec de ellos. Luego se infiitraron en resina Kulzer y se hicieron
cortes longitudinales a 3 um de grosor. Los cortes fueron tefiidos con PAS (Periodic acid-

Schiff) - NBB (Naphthol blue black). PAS tifie especificamente los polisacaridos en
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color rojo (paredes celulares y almidon) y NBB revela en azul las proteinas solubles e

insolubles (Fisher, 1968).

El estudio de su morfologia externa se hizo con ayuda de un Scanning Electronic
Microscopy {SEM). Para ello, las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5%, llevados
en buffer fosfato, postfijadas en tetradoxido de osmio al 1% y de nuevo lavados en buffer
fosfato. Seguidamente se deshidrataron de la misma forma hecha en el estudio
histoldgico y se secaron por punto critico con la metodologia del test butanol. Una vez
secados, se colocaron en bases de aluminio cubiertas con oro paladio para su
examinacion al SEM (S 2360 Hitachi). Finalmente se tomaron fotograﬁas con una

pelicula VP-120.
3.2.4. Andlisis estadistico

Se us6 un Disefio Irrestricto al Azar (DIA). El modelo estadistico que describe la
informacién obtenida para cada variable fue:
Yi=p +Ti+Ej
donde:
Y; = variable de respuesta que representa la observacion j-esima bajo el
tratamiento i-esimo
1 = media general
T; = efecto del tratamiento i

E;; = error experimental asociado a la unidad j y el tratamiento i

Se realizé un analisis de varianza con un criterio de clasificacion, seguido de una prueba
SNK para comparacion de medias (P= 0.05). Se utilizo el procedimiento GLM de SAS
(Statistical Analysis System) para analizar los datos y el procedimiento Corr para
determinar correlaciones entre las variables.

Los tratamientos evaluados fueron:

Factores quimicos:

Medios de cultivo: T4, M4, M3 y Yasuda
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Factores fisicos:

a. Frecuencia y duracién de las inmersiones

b. Ritmo de cambioc de medio

3.2.4.1. Variables de respuesta evaluadas

a. Determinacidn de la cantidad de biomasa
Biomasa total en el biorreactor: determinada en el contenido total de callo y

embriones contenidos en el biorreactor.

Biomasa de callo: se calculd el peso fresco total del callo presente en cada biorreactor

a partir del contenido de callo presente en muestras de 800 a 900 mg.

Biomasa de embriones: se calculd el peso total de embriones de la siguiente manera:

Biomasa de embriones = Biomasa total — Biomasa de callo

b. Determinacion de la cantidad y calidad de los embriones obtenidos
Numero total de embriones fotales y torpedos: de cada muestra de 800 a 900 mg se
conté el mimero de embriones con morfologia torpedo y total (incluye todas las

morfologias) para estimar luego la cantidad de embriones por biorreactor.

Frecuencia de embriones torpedo: Se calculé la proporcion de embriones

somaticos con morfologia de torpedo con respecto al nimero total de embriones

producidos. El cilculo se realizo de la siguiente forma: % de embriones torpedo = (N°

embriones torpedo/ N° embriones total) x 100

Peso fresco (PF)} y Contenido de agua (CA). Estas variables se midieron sobre 4
repeticiones de 10 embriones cada una. Las muestras se secaron por 48 horas a 70°C
y se registré el PS, luego se calculd el CA: % CA = ((PF - PS) /PS) x 100
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¢. Estudio del crecimiento de la biomasa total durante Ia etapa de la expresién

embriogénica, en los ensayos de la influencia de los factores fisicos

Peso fresco (PF) y Peso seco (PS) de los agregados embriogénicos: se realizaron
4 repeticiones de cada tratamiento provenientes de 4 biorreactores diferentes, en los
experimentos de influencia de los factores fisicos: a) frecuencias y duracion de las

inmersiones, b) ritmo de cambio de medio.

o pH y Conductividad eléctrica (CE): Se midieron en 3 repeticiones para cada

tratamiento sobre 3 biorreactores diferentes a partir del medio de cultivo liquido.
d. Estudio de 1a nutricién mineral

Concentracion de elementos minerales en el medio de cultivo y material vegetal:
cada tratamiento consistié de 3 repeticiones. En el ensayo sobre el efecto del ritmo de
cambio de medio, se realiz6 una cinética de las tasas y velocidad de absorcion
mineral:

Tasa de absorcion (%) = (Cti — Cto)/Cto, donde Cti = concentracion del elemento en
el medio al tiempo i, Cto = concentracion inicial del elemento en el medio
autoclavado, Cti y Cto son expresados en mg/l.

Velocidad de absorcion: V. = (Mti,y — Mt)APSt;;  — Pst;), donde Mty
concentracion del elemento al tiempo ;1 semana, Mt; = concentracion del elemento
al tiempo i, Pst; = peso seco al tiempo 1, PSti+; = peso seco a tiempo i + 1 semana, Mti

y Mt;.; son expresados en mM y Psti y PSti.; son expresados en g.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4,1. RESULTADOS

4.1.1. Efecto de los factores quimicos sobre el proceso de regeneracion de embriones

somaticos en biorreactor

4.1.1.1. Comparacion de la eficiencia de varios medios de cultivo para regeneracion
T4 (Berthouly, 1995, café), Yasuda (Yasuda, 1985, café), M3 y M4 (Céte et al., 1996,

banano) en su compeosicion bdsica

La composicion quimica de los diferentes medios probados (cuadro 1) afectd tanto la
cantidad de biomasa producida asi como la proporcién de embriones en esta biomasa
(cuadro 2a). El medio Yasuda fue el mas eficiente, permitiendo una produccién de
biomasa mas orientada hacia la producciéon de embriones (mejor frecuencia de biomasa
en forma de embriones) y una produccién de callo limitada. Hay que destacar que ningun
medio nutritivo permitid evitar la produccién de callo durante la regeneracién de
embriones en biorreactor. Se obtuvo siempre una mezcla de callo y embriones después de
3 meses de regeneracion. El medio T4 fue el que mas estimuld la formacion de callo y
una regeneracion muy baja del mimero de embriones torpedo y totales. Con el medio M4
se obtuvo gran cantidad de callo, comparado con los medios Yasuda y M3. Contrario a
Yasuda, el uso de Jos otros medios de cultivo condujo a fa obtencién de una biomasa mas
orientada hacia la produccion de callo embriogénico que de embriones (proporcién de

embriones en la biomasa inferior ¢ igual a 20%).

La utilizacién de 4 medios diferentes condujo a 2 situaciones distintas a nivel de la
produccién de embriones (cuadro 2a). Cuando se usaron los medios Yasuda y M4 se
produjo una mayor cantidad de embriones totales. Con los medios M3 y T4 la cantidad de
embriones totales regenerados fue muy baja. Los medios Yasuda y M4 fueron los

mejores para obtener embriones en estado torpedo (cuadro 2a).
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Cuadro 1. Composicion quimica de los diferentes medios de cultivo ensayados (T4
Berthouly, 1995, café), Yasuda (Yasuda, 1985, café), M3 y M4 (Cdte et al., 1996, banano). Estos medios
fueron ensayados tanto en su composicién bésica como modificado en su contenido de reguiadores de
crecimiento,
Compuestos T4 M3 M4 Yasuda

(mg/l) (mg/) {mg/n) (mgfl)
Macronutrientes
NH4NQO; 825 1650 412
KNO3 850 2500 1900 475
KH2PO4 85 170 85
CaCi2. 2Hz20 220 200 440 110
MgSQO4, 7H20 185 400 370 g2
NH4H2PO4 300
Micronufrientes
H3BO3 3.1 5 6.2 3.1
MnSO4. H20 8.45 10 16.9 6.8
ZnS04. 7TH20 53 1 10.6 4.3
Kl 0.415 1 0.83
CuSO4. 5H20 0.0125 0.2 0.025 0.05
NaMoO4, 2H20 0.125 0.1 0.25 0.125
CoCl2. 6H20 0.0125 0.1 0.025
Fe-EDTA
FeS04. 7H20 13.9 15 27.8 27.8
Na2 EDTA 18.65 20 373 37.3
Vitaminas
Mio-inositol 200 100 100 100
Acido nicotinico 1 0.5 0.5
Piridoxina. HCI 1 0.1 0.1 1
Tiamina. HCI 10 0.5 0.5 10
Glicina 2 2 2
Fuentes de N organico
Extracto de malta 400 400
Hidrolizado de caseina 400
Adenina 40
Bioting 1
Glutamina 100
Proiina 230.2
Reguladores de crecimiento
AlA 2
BAP 4 - 0.5 1.1
ANA 0.2
Zeatina 0.05
2ip 0.2
Kinetina 0.1
Fuentes de Carbono
Sacarosa 40,000 45,000 30,000 30,000
Lactosa 10,000
PH 586 5.3 586 5.6

PR
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Los medios T4 y M3, no fueron buenos inductores del proceso de regeneracién de
embriones, presentandoc valores menores al resto de los tratamientos. No se notd
diferencias en el efecto del medio nutritivo utilizado sobre la calidad de los embriones
formados, ya que las frecuencias de embriones torpedo obtenidas no fueron
significativamente diferentes. En un corte histologico hecho a los cailos embriogénicos
crecidos en el medio T4, se pudo observar agregados deformes y muchas de las células
con el citoplasma plasmolisado (Fig. 3¢ y d), contrario a lo que ocurrié con M3, donde a
pesar de que hubo poca produccion de embriones, se podian observar agregados celulares
en buen estado y formacién de embriones normales (Fig 3a). Igualmente, en el medio
Yasuda se observaron agregados embriogénicos y embriones en formacién

completamente normales (Fig. 3b).

Cuadro 2a. Incidencia de diferentes medios de cultivo en su composicion basica sobre la
regeneracion de embriones somaticos en biorreactor. Datos seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes a P < 0,05 (test de Newman y Keuls).

Tipo de Produccion de biomasa Produccién de embriones
medio Pesototaf Pesocallo Pesoemb. Prop. biom. emb N®emb. tot. N°emb. torp. Frec. emb. torp.
@ (@ @ (%) (%)

T4(café) 43.8+1.1° 42.8+1.5% 0.9+0.5° 2+1° 203+148° 154+169°  46+50°
Y(ggga 13.0+1.9 52+1.4° 7.8+1.78  60+8° 141441482 85041872 64+7°

o 23.5:5.4" 19.6:2.8° 3.9:3.0° 1510 1166+183% 45542132  63:22°
M3 58+1.0° 44404° 14107°  23:8° 299+104°  206164° 7015°

{banano)

4.1.1.2. Comparzcion de Ia eficiencia de las sales minerales y vitaminas de los

diferentes medios de regeneracién, T4 (café), Yasuda (café), M3 y M4 (banano).

Al analizar solamente el efecto de las sales minerales y vitaminas, se observaron las
mismas tendencias sobre la produccién de biomasa y de embriones que fueron

observadas con los medios en su composicion basica (Cuadro 2b). Las sales minerales y
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vitaminas del medio Yasuda fueron las mas eficientes en estimular la formacién de
embriones somaticos, expresado en una mayor biomasa de embriones que de callo. Con
1as sales de M3 y T4 se observo lo contrario, siendo mas significativos los resultados con
el medio T4, donde se obtuvo casi 10 veces mayor cantidad de callo que con las demas
combinaciones de sales y vitaminas. La utilizacion de sales y vitaminas de M4 resulto en

|2 obtencion de cantidades equilibradas de callo y embriones.

En la produccién de embriones, las sales minerales y vitaminas de Yasuda estimularon la
produccién de embriones totales y torpedo, con una alta frecuencia de embriones torpedo.
Las sales y vitaminas de M4, M3 y T4 fueron menos eficientes en la produccion de
embriones totales y torpedo. En cuanto a la calidad embrionaria el medio M4 presentd
una frecuencia de embriones torpedo menor que la obtenida en Yasuda y M3. Este efecto
negativo no se observé con el medio nutritivo M4 completo, asi que la eliminacion de la
auxina (acido indolacético) de su formula original, no mejord la respuesta, pot lo que ésta
se atribuye a la composicién quimica en sales minerales y vitaminas. Contrario al medio
Yasuda, las sales minerales y vitaminas de los medios M3, T4 y M4, fueron poco

eficientes para promover la regeneracion de embriones somaticos.

Cuadro 2b. Efecto de las sales minerales y vitaminas sobre la regeneracién de embriones
somaticos en biorreactor. Letras iguales indican que no son significativamente diferentes a P < 0.05 (test
de Newman y Keuls).

Medio Produccion de biomasa Produccion de embriones
decultive Pesototal Pesocallo Pesoemb. Prop.biom. emb. N° emb. tot. N° emb.torp. Frec. emb. torp.
@ (@ @ (%) (%)
T4 (café) 43.8+1.1° 42.8+1.5° 0.9+40.5° 2+1° 5031148°  154+169°  46+50™
Y(acsat;g)a 14.746.6° 40+1.0° 10.7+4.9°  72+4° 2094+1090° 16704811  79:4°
M4 11.5+2.4° 55:23° 6.0:09°  53+12° 1052+150°  124176° 12+8°
(banano)
M3 46+1.2° 3.1:0.9° 1.4:04° 32+7° 356+115° 328+111° 92+3°

{banano}




Fig. 3. Aspecto histolégico de los agregados embriogénicos y embriones en desarrollo de 8
semanas, cultivados en diferentes medios de cultivo bésicos. (a) M3, notese abundantes
agregados embriogénicos y formacién de embriones (4x), (b) Yasuda (4X) abundantes
agregados embriogénicos y formacion de embriones, (¢, &) T4 con agregados en mal estado
(4X), (d) notese el dafio en el citoplasma de las células del callo (10X) :
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4.1.1.3. Efecto de la concentracién de BAP sobre la regeneracion de embriones

somaticos
o En el medio de cultivo Yasuda

Las cantidades de biomasa de callo y embriones fueron poco influenciadas por la
concentracion de BAP excepto cuando se us6 una alta concentracion de BAP (8 mg/l),
donde pudo observarse una tendencia a la disminucién de la biomasa de callo y de
embriones. El mayor nimero de embriones totales y torpedo fue obtenido a una
concentracién de 6 mg/l de BAP (Cuadro 3). Se pudo observar que la regeneracion de
embriones somaticos de C. arabica fue posible sin BAP, sin embargo, ésta regeneracion

fue estimulada en presencia de una concentracion optima.

En los cortes histologicos pudo observarse que en todos los tratamientos con y sin BAP
los agregados celulares presentaron activa divisién celular y la formacioén de embriones al
primer mes de iniciada la regeneracion. En presencia de 4 y 6 mg/l de BAP, se observo
ademds, una mejor organizacion y formacion de la epidermis (Figs. 4a y b), comparado
con otras concentraciones de BAP. Las células de los agregados celulares presentaron un
citoplasma denso, un nucleo y nucleolo grandes y bien diferenciados, reservas en forma
de granos de almidén y en algunos casos lipidos y proteinas (Fig. 4d). En ausencia de
BAP y en los tratamientos con 2 y 8 mg/l de BAP, se observo la presencia de dafio en el

nicleo a los 2 meses de cultivo (Fig. 4c).

La proporcion de embriones en estado torpedo no se vio significativamente influenciada
por la concentracion exdgena de BAP, y permanecio entre 60 y 72 % (Cuadro 3). A pesar
de que no se observaron efectos de la BAP sobre la produccion y calidad de los
embriones, el porcentaje de conversién en plantas tendié a aumentar en forma lineal a
medida que aumento la concentracion en BAP (r= 0.92, P=0.0034). Las plantas obtenidas

fueron vigorosas sobre todo a altas concentraciones de BAP (Fig. 5a).
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Fig. 4. Aspecto histolégico de los agregados embriogénicos y formacién de embriones a las 4 semanas de
regeneracién en medio Yasuda con diferentes concentraciones de BAP. (a) alta proliferacién sin BAP
(4X), (b} formacién de embriones con BAP 6 mg/l (4X), {c) dafio a nivel del nicleo a las 8 semanas con
BAP 0 y 8 mg/1 (4X), (d) activa divisién celular, citoplasma denso con BAP 0, 2 y 6 mg/l a las 4 semanas
(20X)
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o Fn el medio de cultivo M4 sin AI4

La biomasa producida en presencia del medio de regeneracién M4 no dependi¢ de la
concentracion de BAP (Cuadro 4). Sin embargo, la biomasa de embriones tendié a ser
mayor cuando se us¢ concentraciones inferiores o iguales a 1-mg/l de BAP, y por el
contrario, una frecuencia mediana o baja de biomasa de embriones para concentraciones
de BAP mas altas (2, 4, 6, 8 y 10 mg/1). No hubo diferencias significativas en el mimero

de embriones totales y torpedo en ninguna de las concentraciones de BAP ensayadas.

La frecuencia de embriones torpedo fue baja (< 36%) a cualquier concentracién de BAP
utilizada (Cuadro 4). Sin embargo, se observé una tendencia al aumento en la frecuencia
de embriones torpedo cuando se usaron concentraciones de BAP entre 0 y 2 mg/l,

encontrandose un valor maximo con 0.5 mg/l de BAP.

En un corte histologico efectuado a los agregados celulares crecidos en ausencia de BAP
a las 4 semanas de regeneracion, se observaron las células de los agregados en activa
division celular, restos de células de callo y embriones en diferentes estado de desarroilo
(Fig. 6a). Las células embrionarias posefan un nicleo muy visible, alto grado de
diferenciacion, asi como reservas de almiddn y proteina en las capas de células mas
externas (Fig. 6¢). Cuando se usé una concentracion de 6 mg/l de BAP, pudo notarse
igualmente la activa divisién celular de los agregados embriogénicos (Fig 6b), pero a
diferencia del tratamiento anterior no se observé la formacién de embriones a la cuarta

semana.

El efecto de la BAP sobre Ia frecuencia de embriones torpedo parece haber influido
también en la frecuencia de conversién en planta, pues la maxima tasa de conversién se
obtuvo con una concentracién de 0.5 mg/l de BAP (27%) (Cuadro 4). Las plantas
obtenidas a esta concentracion de BAP fueron muy vigorosas (Fig. 5b). Los datos
obtenidos en este experimento confirman la baja calidad de los embriones obtenidos

sobre el medio M4 comparandolos con los obtenidos en el medio Yasuda (Cuadro 3).
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M3 20 L5 e M3 ANA 0.2 mg!
r‘P S mg/ L Zeatina 0,03 my/|
Kin 1.6 mg/l BT 2ip 0.2 my/1
Zeating 1.6 mg/t S Kin 0.1 my/l

Fig. 5. Aspecto morfologico de plantas regeneradas en diferentes medios de cultivo v en
presencia de diferentes aportes hormonales. (a) medio Yasuda con 6 mg/l de BAP, nétese el
aspecto vigoroso de las plantas provenientes de regeneracién con alta concentracion de BAP,
(b) M4 sin AIA con BAP 0.5 mg/l, (¢) M3 bésico con plantas de mayor vigor que las
regeneradas con M3 con 2ip, Kin, y Z.




Fig. 6. Aspecto histolégico de los agregados embriogénicos y embriones en el medio M4 sin
AIA con diferentes concentraciones de BAP a 4 semanas de regeneracién. (a) medio sin BAP,
ndtese los agregados en division celular, citoplasma denso (4X), (b) aita proliferacion de
agregados - celulares con BAP 6 mg/l (20X) y (¢) depositos de almidén y proteinas en un
embridon en formacidn (40X).
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Es notable que la BAP no tiene una influencia determinante sobre la regeneracién
embriogénica como es el caso de las sales minerales. Sin embargo, existe una interaccién
entre ¢l medio nutritivo y la concentracion de BAP pues los efectos son diferentes en
funcién del medio de cultivo utilizado (Yasuda o M4). Es importante destacar que para
ambos medios fue posible la produccion de embriones en ausencia total de reguladores de

crecimiento.

c. En el medio de cultivo M3 con diferentes combinaciones y concentraciones

hormonales

Las modificaciones en el aporte de reguladores de crecimiento no tuvieron un impacto
sobre la produccion de biomasa, la cual fue muy baja. En todos los tratamientos se
obtuvo una mayor cantidad de callo y poca frecuencia en la biomasa de embriones (30%),
este comportamiento se observé independientemente del tipo y concentracion de

hormonas utilizadas en cada tratamiento (Cuadro 5).

Este experimento confirma los datos registrados en el cuadro 2a, ya que la cantidad de
embriones obtenidos con el medio M3 fue bastante baja (alrededor de 400
embriones/biorreactor) y no estuvo significativamente influenciada por los reguladores de

crecimiento exdgenos.

El medio de regeneracién M3 permitié la obtencién de frecuencias muy altas de
embriones presentando la morfologia de torpedo (80% en promedio). La frecuencia de
estos embriones fue significativamente menor en el tratamiento A que en los tratamientos
B, C y D. El tratamiento A a diferencia del B, contenia 0.2 mg/l de ANA, quizas esta
diferencia en la composicién hormonal podria estar influyendo en los resultados
obtenidos. Entre los tratamientos B, C y D no se observaron diferencias significativas en
cuanto a la frecuencia de embriones somaticos, por lo tanto, la regeneracién no se vio

afectada ni por la naturaleza ni por la concentracién de las citoquininas usadas.
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En el tratamiento A hubo diferenciacion de embriones globulares a partir de los
agregados embriogénicos al segundo mes de la regeneracion. En estos embriones pudo
apreciarse una epidermis bien diferenciada y depésitos de almidén (Fig. 3a). La
frecuencia de conversion en plantas en todos los tratamientos fue baja si la comparamos
con las obtenidas con el medio Yasuda, a pesar de que la calidad de los embriones fue

muy buena, obteniéndose el mayor porcentaje de plantas vigorosas en el tratamiento A
(35%) (Fig. 5c¢).

4.1.2. Efecto de diferentes parimetros fisicos en biorreactor sobre el proceso de

regeneracion de embriones somaticos

4.1.2.1. Efecto de la frecuencia y duracién de las inmersiones en biorreactor sobre

la producciéon de embriones
a. Produccion de biomasa y embriones somdticos

La frecuencia y duracion de las inmersiones fue un factor muy importante que influyé
significativamente sobre la produccion de biomasa total, cantidad de callo producida y

calidad de los embriones formados (Cuadro 6).

Incrementando la frecuencia de inmersién se estimulé significativamente el aumento de
la produccton de biomasa, asi como la produccién y calidad de los embriones, ver
combinaciones (1vx 17, 2vx 1" y 6v x 1°). Por el contrario, un aumento en la duracion de
la inmersién de uno a cinco minutos afecté significativamente los mismos parametros,
reduciendo considerablemente la biomasa desde un valor de 14.7 a 4.2 g y el niimero de

embriones totales de 2094 a 428.

La gama de frecuencias y duraciones de inmersion utilizadas, incluyd tratamientos con
condiciones extremas lo cual permitid obtener respuestas muy contrastadas. Asi, un
tratamiento incluyendo frecuencias y duracion de las inmersiones muy altas como la de

6v x 157, no afectd significativamente el niimero total de embriones, pero si afectd
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fuertemente su calidad, al observarse una alta frecuencia de embriones hiperhidricos
causada principalmente por la excesiva duracién de la inmersion y no por la alta
frecuencia como se demostré en los resultados obtenidos con la mejor frecuencia de 6v x
1. En el otro extremo de la gama, ¢l tratamiento donde se combiné una frecuencia y
duracion de inmersion muy baja (1v x 1°), se observé la mas baja produccion de biomasa
(3.3 g) y la menor produccion de embriones totales, aunque la eficiencia en la obtencién
de embriones torpedo fue mediana (60%). Esta combinacion limitd claramente la

produccion de embriones.

El mejor tratamiento fue el de 6v x 1°, en el cual se observé la mayor producciéon de
biomasa orientada a una alta produccién de embriones totales (3081) de muy buena
calidad y morfologia (Fig. 7 a y b), esto se reflejo ademas en la frecuencia obtenida de
embriones torpedo 85% (Cuadro 6). Al comparar este tratamiento con el de 6v x 157, se
observé una reduccion del 50% de la biomasa y del 65% del niimero total de embriones,
asi como una disminucion en la frecuencia de embriones torpedo, de 85 a 20%. Asi
mismo, la frecuencia de embriones vitrificados aument6 de 2 a 90%, lo cual se traduce en
la pérdida de embriones bien formados (Cuadro 11) v morfologia caracteristica de

estructuras vitrificadas (Fig. 7c).

Los cortes histologicos efectuados sobre los diferentes tratamientos apoyan los resultados
obtenidos en cuanto a produccién de biomasa y calidad de los embriones. Con el
tratamiento de 1 v x 1” se observo a la cuarta semana de regeneracion, algunos agregados
celulares en buen estado, callo abundante; sin embargo, también se observaron agregados
celulares colapsados con el citoplasma plasmolisado (Fig. 8a y b), lo cual influyé

probablemente sobre la cantidad de biomasa y la produccién de embriones.

En os tratamientos de 2vx 1’ y 6 v x 1” se observd gran cantidad de agregados celulares
activos, algunos constituidos de células con citoplasma denso y un niicleo grande. A 6v
x 17 tambi€n se observaron agregados en activa division celular y con segmentaciones
internas (Fig. 8c), asi como el comienzo de la formacién de embriones globulares

caracterizado por una epidermis bien formada y una pared celular gruesa.
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Fig.7. Aspecto morfolégico de embriones somaticos regenerados en el biorreactor simplificado
RITA cultivados a diferentes frecuencias y duracién de las inmersiones. (a) Regeneracion
optima a 6v x 1° diaria. (b) 6v x 15°, nétese los embriones vitrificados y con formacion de
raices. (¢) 6v X 1°, embriones en estado de torpedo con poca formacion de callo. (d)
germinacion en RITA
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Fig. 8. Aspecto histologico de agregados embriogénicos y embriones en regeneracion con
diferentes frecuencias y duracién de las inmersiones. (a, b) 1v x 1° caracteristicas del estrés. (a)
presencia de muchas células muertas o en degeneracion y agregados normales poco frecuentes
(4X), (b) células del agregado presentando plasmolisis del citoplasma (10X). (e, d) Frecuencias
de 2v x 1’ y 6v x 1’, agregados y embriones normales. {c) agregados formando nicleos de
activa division celular rodeados de una matriz mucilaginosa (10X), (d) formacion de
cotiledones y meristema caulinar en embriones, notese los depositos de almidén (20X)
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b. Peso seco (PS) y contenido de agua (CA) del callo embriogénico, pH y
conductividad eléctrica (CE} del medio de cultivo

A las 6 semanas de regeneracion, la biomasa aumentd muy poco {Cuadro 7) si la
comparamos con la biomasa a las 14 semanas (Cuadro 6), sin embargo, se observd un
efecto significativamente positivo cuando se utilizaron inmersiones de un minuto durante

sets veces al dia (6vx 1°).

Cuadro 7. Efecto de la frecuencia y duracion de las inmersiones en biorreactor sobre el peso seco
(PS) y el contenido de agua (CA) del callo embriogénico, pH y conductividad eléctrica (CE) del
medio de cultivo, a las seis semanas de iniciada la regeneracion. Datos seguidos por la misma letra
no son significativamente diferentes a P < 0.05 (test de Newman y Kenls).

Frecuencia y duracién Tiempo inmersion  Callo embriogénico (6 sem) Medio de cultive (6 sem)
De las inmersiones  diaria acumuiada - PS8 CA pH CE
diarias (min) (g) (%) {mV)
Tvx 1 1 0.3740.05° 88+0° 4.830.1¢ 127447
2vxt 2 0.22+0.04° 90+2° 5.4+0.1° 94+11°
Bvx1' 8 0.69+0.072 87+1° 5.8+0.1° 68+0°
2vx5 10 0.20+0.04° 90+12 55:0.1° = 85+4°
2vx15' 30 0.38:0.03" 87422 5.540.1° 86=5°
Bvx15' 90 0.44+0.02° 87+2* 5.240.1° 107+5"

En el rango de tratamientos de inmersiones utilizados, el de 6v x 15°, provocd mayores
problemas de vitrificacion en los embriones a la semana 14, aunque el CA a nivel de los
agregados embriogénicos no fue diferente a los demas tratamientos (Cuadro 7). Al
aumentar la frecuencia de inmersion y mantener el tiempo de inmersion constante (Iv x
1’, 2vx 1’ y 6v x 1) se produjo un aumento del pH del medio y se notd una disminucién
significativa de la CE. Estas variables no mostraron cambios significativos cuando se
utilizaron diferentes tiempos de inmersion con frecuencia constante (2vx 17, 2vx 5” y 2v
x 157), sin embargo, al usar una frecuencia de 6 veces diarias con diferentes tiempos de
inmersion (6v x 17 y 6v x 15°) se observo una disminucién del pH y un aumento de la

CE.
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c. Calidad de las inmersiones y nutricion mineral del callo embriogénico al final

de la expresion embriogénica

El analisis de absorcion de nutrientes después de 6 semanas de regeneracién (Cuadro 9),
indicaron claramente la presencia de fuertes absorciones de P, NH; y NO;j a cualquier

frecuencia y tiempo de las inmersiones.

La frecuencia y duracion de las inmersiones afecta fuertemente la absorcidn neta de todos
los elementos minerales a excepcién del Ca™ (Cuadros 8 y 9). Una frecuencia alta (6
veces diarias) y una duracion larga de 15 minutos, estimularon significativamente la
absorcion de la mayoria de los elementos, encontrandose el siguiente orden decreciente
de absorcién: P (99%), NHs* (97%), NOy” (86-97%), Mg™ (86-91%), K" (65-73 %). La
absorcion neta del CI, disminuye en funcién de tiempos prolongados de inmersion diaria.
La estimulacion de la absorcién en estos tratamientos fue acompafiada sistematicamente

por un fuerte crecimiento de la biomasa (Cuadro 7).

Se considera que los elementos P, NH,* ¥ NOs’, desaparecieron del medio de cultivo a la
sexta semana, evidenciando su carencia en el medio Yasuda cuando se utilizan
frecuencias y duraciones altas. Efectivamente las tasas de transferencia de estos
elementos fueron cercanas al 100% (Cuadro 9), lo que produjo concentraciones
extremadamente bajas (0.01 mM P, 0.011 mM NH," y 0.08 mM NO;3") en el medio de

cultivo (Cuadro 8).

Un minuto de inmersién diaria, dio resultados inesperados a nivel de la nutricion mineral,
pues los resultados obtenidos a nivel de la absorcién (Cuadros 8 y 9) v del contenido
mineral del callo embriogénico (Cuadro 10), fueron similares a las del tratamiento de
frecuencias altas de inmersion. Esta efectividad en la absorcidn, se tradujo igualmente en
un buen crecimiento (Cuadro 7). Es decir, que a pesar de imponerle al callo un tiempo de
contacto muy reducido, la absorcién de todos los elementos fue fuerte y el contenido

mineral comparable al resto de los tratamientos.
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Los tratamientos de 2v x 1’ y 2v x 5’ dieron resultados similares. Se obtuvo la menor
absorcion de iones P, K", Mg™", NH,* y NOs’, sin observarse diferencias significativas
entre ellos, excepto para el P, NH;" y NOs” donde hubo mayor absorcién a 2v x 1°. Como
resultado de la disminucién de la absorcion, el crecimiento (PS) del callo embriogénico

para los 2 tratamientos fue significativamente més bajo (Cuadro 7).

A pesar de haber obtenido diferencias altamente significativas en la absorcion, no se
observo la misma tendencia para el contenido mineral del callo embriogénico a la sexta
semana de cultivo (Cuadro 10). Solamente se pudo notar en el mejor tratamiento (6v x
17), una tendencia hacia la disminucion de los niveles de P y N, indicando que la
desaparicion temprana de estos elementos del medio de cultivo se refleja en los

contenidos del callo embriogénico.

d. Efecto dela frecuencia y duracion de las inmersiones en el biorreactor sobre

la calidad de embriones somdticos

La calidad de los embriones fue afectada por la frecuencia y duracion diaria de las
inmersiones, observandose una correlacion alta entre estas 2 variables (r = -0.90, P=
0.0134). Una duracién de inmersion larga (tratamientos 2 y 6veces x 15°) afectaron
negativamente la calidad de los embriones (Cuadro 11). Para estas duraciones de
inmersion se observaron embriones vitrificados con una superficie irregular, formas
redondas y gruesas, ademas de la formacion de raices, y como consecuencia una fuerte
disminucion en la frecuencia de embriones torpedos. En estos tratamientos la vitrificacién
se caracterizd por un aumento significativo en el contenido de agua (CA) y el peso fresco
(PF) (Cuadro 11). A las 14 semanas el CA de los embriones fue correlacionado con la

duracion de la inmersién (r= 0.89 P= 0.0'162).

En el tratamiento de 6v x 1°, los embriones en estado de torpedo poseen un éarea
meristematica en el dpice caulinar con células en crecimiento activo con un niicleo bien
visible, alto contenido citoplasmaético y depdsitos de almidén (Fig. 8d), lo cual evidencio

la buena calidad de los embriones producidos.
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En observaciones hechas al microscopio electronico de barrido de este tratamiento, se
observé el crecimiento normal de los cotiledones y de sus 2 zonas apicales, asi como una
superficie regular (Fig. 9a y b). Contrariamente en el tratamiento 6v x 15, los embriones
mostraron una superficie muy irregular y un crecimiento anormal de los cotiledones y del
eje embrionario (Fig. 9¢ y d). En cortes histolégicos, se observé muy pocos agregados
celulares en buen estado, y deformaciones en las células de callo y estructuras
diferenciadas. Con mds detalle de estos agregados se pudo determinar que las
deformaciones correspondian a una diferenciacion temprana (4 semanas) de los
agregados celulares donde se notaba la ausencia de una epidermis y sustancias de reserva
(Fig. 10a), por tal motivo no se logrd un alto rendimiento de embriones somaticos

normales (200 embriones/torpedo).

En el tratamiento de 2v x 5° se observé el desarrollo de embriones a partir de los
agregados embriogénicos (Fig. 10b). Estos embriones poseian caracteristicas similares a
las observadas en 2v x 1’ y 6v x 17, ademas de abundantes depositos de almidon y lipidos
hacia la zona de los cotiledones (Fig. 10c). Sin embargo, las observaciones realizadas al
microscopio electrénico diferenciaron la morfologia de estos embriones con los de 6v x
I’y 2v x I’, notindose un alargamiento del eje embrionario hacia la zona apical del
vastago en forma de “botella”, y poco crecimiento de los cotiledones. Esto evidencia el
efecto negativo que tiene una duracién de la inmersion de 5 minutos sobre el crecimiento

de los embriones (Fig. 10d).

En cuanto al contenido mineral, la evolucién de los proembriones a embriones se tradujo
generalmente por una nueva disminucién del contenido mineral entre la semana 6 yla 14,
excepto para el K y el Mg™. La fase de desarrollo (6 a 14 semanas) se realizd sobre un
medio T4 dos veces mas rico en composicién mineral, asi que la carencia en nitrégeno
desaparecid y en este caso no se observaron diferencias provocadas por el tipo de
inmersion y los contenidos del N del embrién. Se notd que los embriones producidos a 2v
x I’y 6v x 1°, con frecuencia de embriones torpedo de 80% en promedio, poseian los
contenidos de P més bajos. Se encontrd una correlacién entre el contenido de P y el Mg™

(r =0.87, P=0.0242). E1 Ca™ y el Mg™" no se vieron afectados pues su contenido no varié
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a ninguna frecuencia de inmersion en los embriones en funcidn del tipo de inmersién
utilizada. El contenido en K™ aument6 significativamente con el aumento del tiempo de
inmersion diaria acumulada y se encontrd una correlacién entre ambos parimetros (=
0.89, Prld=0.0174). EIK" podria estar involucrado en el proceso de vitrificacion de los

embriones.

Comparando los contenidos minerales del tejido vegetal durante la fase completa de
regeneracion de embriones somaticos a una frecuencia de 2v x 1° se encontré que el P y
N disminuyeron progresivamente a medida que el tejido vegetal evolucioné desde un
estado indiferenciado embriogénico hacia un estado diferenciado embrionario (Fig. 11).
Los contenidos de Ca™ y Mg™ no variaron durante la expresién embriogénica (0- 6
semanas), mientras que durante el desarrollo embrionario si se observé un consumo de

estos. El K" fue cosumido muy poco durante la expresién embriogénica.
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Hementos mineraies

0 agregados de suspensién celular (sem0)
& agregados embriogénicos al final de la etapa de expresion (sem6)
O enrbriones sorrdticos al final de la fase de desarrolio (sem14)

Fig. 11. Evolucién de los contenidos minerales en el tejido vegetal a lo largo de la fase de

regeneracion de embriones sométicos.



Fig. 9. Ultraestructura en microscopia electrénica de los embriones sométicos desarrollados a
las 14 semanas cultivados en 2 tipos de frecuencias y duracién de las inmersiones. (a) 6v x 1°,
crecimiento de los cotiledones (60X) y (b) 6v x 17, noténdose una superficie regular (500X), (¢)
6v x 15°, deformacion del eje embrionario y cotiledones, diferenciacion precoz de raices (60X),
(d) 6v x 15°, nétese la superficie muy irregular del embrion y dafios (500X).
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Fig. 10. Aspecto histologico y de microscopia electronica de proembriones y embriones
cultivados en frecuencias y duracion de las inmersiones de 6v x 15° y 2Zv x 5°. (a) 6v x 15°,
formacion precoz de un meristemo radical, notese la ausencia de reservas en el proembrién,
(10X), (b) 2v x 5°, formaciéon normal de embriones globulares a partir de agregados
embriogénicos a las 8 semanas (10X), (¢) 2v x 5’, presencia de abundantes reservas de almidén
hacia la periferia de los cotiledones (rojo) y lipidos (azul) en embriones de 14 semanas (10X),
(d) 2v x 5°, alargamiento excesivo del eje embrionario y poco crecimiento de los cotiledones
(60X).
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4.1.2.2. Efecto del ritmo de cambio de medio en biorreactor sobre la produccion de

embriones

a. Cinética de crecimiento durante la fase de la expresion embriogénica (semana

0as)

La curva de crecimiento del callo embriogénico presentd 2 etapas durante las 8 semanas
de regeneracién (Fig. 12A). Una primera etapa de 3 semanas durante la cual se notd un
bajo crecimiento correspondiendo a una fase de estrés v de seleccion de los agregados
embriogénicos. Una segunda etapa de crecimiento rapido a partir del final de la tercera
semana, correspondiendo a la proliferacion de los agregados embriogénicos. No se
observaron variaciones en el CA durante toda la fase de expresion embriogénica (Fig.

12A).

Durante las primeras cuatro semanas no se presenté ningin cambio significativo de pHy
CE, el pH se mantuvo entre 4.76 y 4.62 y la CE entre 127.7y 137 mV, pero a partir de la
quinta semana empezd un aumento significativo de pH y de la CE (Fig.12B). Esto
significa que durante las primeras cuatro semanas existié una amplia disponibilidad de
iones en el medio de cultivo evidenciado por la alta CE, pero después de la cuarta semana
la concentracién de iones comenz¢ a disminuir drasticamente como consecuencia de una
mayor absorcion por parte de los agregados embriogénicos en crecimiento (Fig. 14A),

haciendo disminuir la CE del medio.

b. Cinética de la absorcion mineral durante la expresion embriogénica (semana 0

ad)

A excepcion del cloro, la absorcion del conjunto de elementos minerales Siguid una
evolucion comparable (Fig. 13 A y B). Esqueméticamente se puede dividir el cultivo en 2
fases. Una primera fase de latencia (1 a 2 semanas) en la cual la absorcién fue baja
(inferior a 20%). Luego una segunda fase de absorcion lineal (4 a 8 semanas) para todos

los elementos, sin que se estableciera un equilibrio entre el callo y el medio de cultivo, ni
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tampoco una liberacion de elementos al medio (disminucién de la cantidad transferida).
Hubo una transferencia fuerte del cloro en sentido contrario durante Ia primera semana,
es decir, del callo hacia el medio de cuItivé, siendo absorbido luego de forma lineal hasta
la quinta semana (55%) (Fig. 13B). Posteriormente se establecio un equilibrio entre el
callo y el medio. Se notd, igualmente una liberacién de NH; y Ca™, en la primera
semana. El P fue de los menos afectados durante la primera fase de latencia, pues fue

absorbido desde el inicio.

La intensidad de la transferencia depende de los macroelementos. Efectivamente, para el
P, casi toda la cantidad presente en el medio fue absorbida a la octava semana. Un 70%
del NHy4", 60% del CT, 50% del NO5", 45% del Mg™, 30% de K y 20 % de Ca'" fueron

absorbidos después de 8 semanas de regeneracion (Figs. 13 A y B).

Los tejidos de café absorben preferencialmente el NH,™ sobre el NO; durante la
regeneracién, pues la relacion inicial NH,™: NOy” fue de 2:1 y al final casi 1:1 (Fig. 14B).
Ademas se observo que la absorcion del mtrogeno presenté 2 fases relacionadas con el
nivel de pH en el medio de cultivo. Durante la primera fase de 4 semanas con un pH
estable (Fig. 12B), existi6 un equilibrio de absorcion entre NHs™ y NO;™. Posteriormente

el pH aumento linealmente favoreciendo la absorcién de NH,™ (Fig. 12B).

La velocidad de absorcion (diferencia de concentracion del ion/ incremento de peso/
semana) evaluada semanalmente, permitié determinar fluctuaciones en su intensidad para
cada elemento mineral (Fig. 15). Se observaron cuatro maximos de velocidad de
absorcion, que correspondieron a la primera semana (liberacién o absorcidn rapida de
todos los elemetos excepto el NOjs), tercera (absorcion de NOj, NH,", CI"), sexta
(absorcién muy répida de NO3', NH,', Mg'' y P) v octava semana (absorcion de todos los
clementos). El resto del tiempo (semanas 4 y 5) se notd una estabilidad en las tasas de

absorcion para todos los elementos.

Las velocidades de absorcion o liberacion mas importantes registradas en la primera

semana, son probablemente la consecuencia de la transferencia del tejido a un medio de
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estandar



64

regeneracion. La intensa velocidad de absorcién de NQs™ y sobre todo de NH,', en la
segunda y tercera semana, evidencio la necesidad del suministro de nitrégeno en el inicio
de la fase de crecimiento de los agregados embriogénicos, el cual es necesario para las
diferentes actividades metabolicas. En la sexta semana, la fuerte absorcion de NOs3™ y
NH," (Fig. 15B), asi como de P y Mg (Fig. 15 C y F), corresponde al inicio de la
formacion de los embriones somaticos. Se noto que la velocidad de absorcién del NH4"
fue mas alta que la del NO5™ y que las curvas de velocidades de absorcion de estos 2 iones
y la del P son muy similares, confirmando una fuerte actividad metabolica durante las

semanas 3, 6 v 8 de la regeneracion.

c. Efecto del ritmo de cambio de medio en biorreactor sobre la produccion de

biomasa y de embriones

El ritmo de cambio del medio de cultivo afecté de manera significativa la produccion de
biomasa y de embriones (Cuadro 12). Se observd que una frecuencia de cambio del
medio cada 6 semanas permitid obtener la mayor biomasa total y produccion de
embriones. Con una frecuencia elevada {cada 1 y 2 semanas) de cambio del medio se
redujo significativamente la biomasa total v la de embriones con respecto al mejor

tratamiento (6 semanas).

El namero de embriones totales y torpedo aumentd con la frecuencia de cambio de
medio, siendo la frecuencia de 1 semana la que produjo la cantidad mas baja de
embriones {434 totales y 376 torpedo) y 6 semanas la optima (2733 totales y 2147
torpedo). Un aumento en el ritmo de cambio de medio de cada 8 semanas disminuyd
nuevamente la produccion embrionaria. La frecuencia de embriones torpedo fue poco
influenciada por el ritmo de cambio de medio y los valores registrados fueron

relativamente altos.

A nivel histolégico se observd a las 8 semanas de cultivo, que cuando el medio se cambio

con una frecuencia semanal, se obtuvieron pocos agregados embriogénicos normales,
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abundando mas los deformes y con células vacias (Fig. 16a), lo cual afect6 la cantidad de
biomasa vy embriones producidos. Esto se debié quizds a un estrés quimico o fisico
provocado sobre el tejido vegetal, bien sea por exceso de nutrientes o por el cambio de
medio en si, conduciendo al necrosamiento del tejido a lo largo del proceso de
regeneracion. Solo aquellos agregados embriogénicos capaces de sobrevivir a esta
frecuencia de cambio de medio desarrollaron embriones de buena morfologia (Fig. 16c).
Los embriones formados en este tratamiento, poseian una epidermis bien diferenciada,
células con alto contenido citoplasmatico, presencia de sustancias de reserva en forma de
proteinas y a diferencia del resto de los tratamientos, grandes cantidades de almidon

mayormente concentrado en las células del parénquima del eje embrionario (Fig. 16b).

A una frecuencia de cambio de medio de 2 semanas, se confirmoé histologicamente la
presencia de gran cantidad de callo, muchas de estas células rodeaban los agregados
embriogénicos mas activos, bien estructurados y segmentados. Se observd ademas una
matriz mucilaginosa rodeando dichos agregados, células con un citoplasma denso, activa
division celular, nicleo grande y reservas de almidon (Fig. 172). Entre los embriones
torpedos regenerados, algunos presentaron un crecimiento normal, y otros con células de
poco contenido citoplasmatico, escasa polarizacion del eje embrionario y deformacion de

los cotiledones.

Un cambio de medio cada 4 y 6 semanas permiti6 la formacion de mayor cantidad de
agregados embriogénicos con las mismas caracteristicas del tratamiento anterior (Figs. 17
by ¢), lo que ulteriormente dio origen a un mayor numero de embriones sométicos. Los
embriones comenzaron a formarse a los 2 meses, normalmente como estructuras
globulares a partir de los agregados hasta alcanzar la morfologia de un embrién en estado
de torpedo, con un area meristematica del véstago en formacion, asi como sus dos
cotiledones (Fig. 17 d). Se observo la presencia de sustancias de reserva en forma de
almidén concentrado principalmente hacia los cotiledones. La presencia de mayor
cantidad de agregados embriogénicos y la morfologia de los embriones desarrollados
explica el aumento en el nimero de embriones torpedos obtenidos en este tratamiento

comparado con los dos anteriores (Cuadro 12).
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d. Efecto del ritmo de cambio de medio sobre el contenido mineral de los

agregados celulares al final de la expresion embriogénica

En los callos embriogénicos sin cambio de medio durante seis semanas no hubo cambios

significativos en el contenido de Ca™", Mg, y K, pero si niveles mas bajos de Py N

(Cuadro 13). Esta disminucion proviene probablemente de la mas baja disponibilidad de

NOy, NH;" y P en el medio de cultivo a partir de la cuarta semana, va que, estos

elementos son los mas absorbidos (Fig. 13 A). También estos bajos contenidos en P y N,

pueden provenir del mayor crecimiento en biomasa obtenido cuando no se cambia el

medio durante 6 semanas (Cuadro 13).

Cuadro 13. Efecto del ritmo de cambio de medio en biorreactor sobre el contenido mineral de los
agregados embriogénicos a las 6 semanas de iniciada la regeneracién.Datos seguidos por la misma
letra no son significativamente diferentes a P < 0.05 (test de Newman y Keuls),

Ritmo de cambio
de medio
{sem)

Contenido mineral de los agregados celulares a las 6 semanas de regeneracién
ca™ Mg™* K P N
(%) (%) (%) (%) (%)

1

2

0.23:0.02° 0.17+0.02° 1.74+0.02° 0.84+0.01°  4.79:+0.09°
0.2440.03* 0.1610.03° 1.5440. 142 0.63+0.04®°  4.84+014°
0.2940.02° 0.13x0.01° 1.48+0.12° 0.58+0.02°  4.74+0.17°

0.33:0.07°  0.1710.04° 1.7540.06° 0.35+0.04°  3.60+0.17°

Suspension celular

Contenido mineral de los agregados celulares a la semana 0

{sem 0)

0.46:0.08 0.1440.04 2.1740.34 0.48+0.05 6.19+0.46
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Fig, 16. Aspectos histologicos y morfologia externa del material vegetal cultivado con ritmo de
cambio de medio de 1 semana. (a) histologia de agregados embriogénicos, notese las células
-~ vacfas y deformes (4X), (b) histologia de embriones normales con abundante reserva de
almidén (rojo) y lipidos (verde) (20X), (¢) morfologia externa de los embriones a las 14
semanas de regeneracion, nétese el necrosamiento del tejido y pocos embriones (blanco).



Fig. 17. Agregados embriogénicos y embriones desarrollados en diferentes ritmos de cambio
de medio. (a) ritmo de cambio de medio de 2 semanas, notese los nicleos regenerativos dentro
de los agregados en activa division (8 semanas) (10X). (b) ritmo de 4 semanas, nitese la
morfologfa caracteristica de las células embriogénicas y células en division (20X) y (c) ritmo de
6 semanas, con gran cantidad de agregados bien estructurados, separados y presencia de
algunas algunas células vacias (4X). (d) ritmo de cambio 6 u 8 semanas, embrion somatico a las
14 semanas de cultivo con buen crecimiento de los cotiledones, drea meristemdtica caulinar
presente, diferenciacion de tejido vascular y abundantes reservas de almidon (4X).
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4.2. DISCUSION

El recipiente con inmersion temporal automatizado (RITA) puede considerarse €Omo un
biorreactor simplificado en el cual se eliminan muchas limitaciones encontradas con los
biorreactores tradicionales. Un tiempo de inmersion muy reducido (algunos minutos por
dia), entre el medio nutritivo y el material vegetal, es la clave del éxito de este nuevo
sistema. La mayoria del tiempo el material vegetal permanece sobre un soporte inerte
(espuma de poliuretano o tela de nilon) sin contacto con el medio el cual queda en ¢l
compartimiento inferior del aparato. Este tipo particular de funcionamiento afecta
probablemente el modo de absorcidn de nutrientes del medio. Hasta la fecha no se han
realizado estudios del impacto de dicha técnica en la fisiologia del tejido al realizar
contactos temporales con el medio de cultivo, en lugar de un contacto continuo como

ocurre en el caso tradicional (medios gelificados o liquidos).

Diferentes preguntas pueden surgir en tal sentido. Son los medios de regeneracion
determinados anteriormente y creados en la base de cultivos gelificados o biorreactores,
inapropiados al cultivo con inmersién temporal?. Cuando ocurre preferencialmente la
absorcion de nutrientes, entre las inmersiones o durante las inmersiones?. Si la absorcién
se realiza durante las inmersiones deberiamos favorecer inmersiones largas, o si es entre
las inmersiones (a partir de la pelicula o capa de medio nutritivo depositado al final de Ia

inmersion) se deberia utilizar un gran numero de inmersiones cortas diariamente.
4.1.1. Importancia de la composicion quimica del medio de cultivo

4.1.1.1. La composicién en elementos minerales ¥y vitaminas determinaron la

eficiencia de la regeneracion

La composicion en minerales y vitaminas tuvo un mayor efecto sobre la regeneracion de
embriones somaticos comparado al aporte de la combinacién y el balance hormonal,
Las diferentes respuestas en la produccion de biomasa (callo y embriones) pueden

explicarse sobre la base de las diferencias en la composicién de sales minerales y
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vitaminas de los diferentes medios utilizados. Efectivamente eliminando las diferencias
relacionadas con las hormonas, fuentes de carbono y pH en todos los medios utilizados,
pudo determinarse que la diferencia en la composicion de los macro, micronutrientes del
medio Yasuda con respecto a los demds medios y vitaminas influyeron directamente

sobre la produccién y morfologia de los embriones somaticos de C. arabica.

El medio de cultivo Yasuda posee una composicion equivalente a la cuarta parte de los
macro y micronutrientes que posee el medio M4 y la mitad de los que posee el medio T4.
El medio M4 a diferencia del Yasuda y similar al M3 y T4 posee glicina, considerada
como una vitamina en el medio de cultivo. El medio T4, el menos eficiente de todos en la
produccion de embriones y con la mayor produccion de callo, es el mas rico de todos los
medios en fuente de nitrdogeno organico. Probablemente una alta fuente de nitrégeno
{organico e inorganico) pudo afectar la regeneracion de embriones y favorecer el
mantenimiento de callo. El medio M3 caracterizado por la poca biomasa total producida
estd compuesto a diferencia del M4 por una menor cantidad de nitrogeno organico y la
presencia de lactosa como fuente adicional de carbono, sin embargo, la produccion de

embriones en este caso aunque muy baja, fue de buena calidad.

La produccion de embriones en biorreactor en esta parte del estudio siempre estuvo
acompafiada por la produccion de callo. Variaciones en la composiciéon mineral,
vitaminas y hormonas no lograron eliminar ese problema. La presencia de callo tiene
como desventajas: a) oponerse al desarrollo de los embriones somaticos, b) excesivo
aumento de las densidades de biomasa, ¢) alta humedad con problemas de vitrificacion,
d) aumentos en el tiempo de regeneracidn, obligando en muchos casos a transferir
manualmente los embriones de un biorreactor a otro, aumentando los costos de

produccion.

El nitrogeno es el mineral cuantitativamente mas absorbido durante el crecimiento de los
tejidos vegetales y el suministro de nitrogeno en su forma reducida es una de las formas
mas eficientes para el crecimiento, sin embargo las células necesitan también del

consumo de nitrogeno inorganico ya que un desbalance de iones NHs y NOs™ puede
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afectar la absorcion de nutrientes, acumular iones en el medio de cultivo y ademas puede
afectar los valores de pH en el citosol y en consecuencia afectar la embriogénesis

(Marschner, 1986).

En C. Arabica, Neuenschwander y Baumann (1992), Gonzélez et al. (1993), van Boxtel y
Berthouly (1996), lograron optimizar la embriogénesis somatica de alta frecuencia
utilizando un medio de Murashige vy Skoog reducido a la mitad de la concentracién
original en macro y micronutrientes durante la etapa de regeneracion. Esto apoya los
resultados obtenidos con el medio Yasuda, en cuanto al uso de un medio de cultivo con
concentraciones bajas de sales minerales. Sin embargo, Staritski y Van Hasselt, (1980),
han comentado la obtencién de embriones somaticos en medio sélido con medio MS a la

mitad de su concentracion en sales, pero aumentando el KNO; a 1000 mg/l.

En otras especies, como en callos provenientes de embriones inmaduros de arroz la
relacion NO3;"NH;" puede afectar la respuesta de estos callos a diferentes
concentraciones de 2,4-D, mediante una regulacion de la absorcién o del metabolismo
hormonal (Grimes ef al, 1990). En hule, el porcentaje de callo embriogénico incrementa
durante la etapa de expresién en forma lineal con la absorcién de NOs", mientras que la
absorcién de NH," disminuye durante ¢l mismo periodo en las siguientes etapas como si
esta relacion NH, -NOs™ tendiera a balancearse (Montoro ef al., 1995). La relacion NHy '
NO;s’ presente en los medios M3 y T4 donde existen las mayores fuentes de nitrégeno
organico e inorganico pudo haber afectado la potencialidad del callo embriogénico para
diferenciar embriones somaticos, contrario a lo ocurrido con el medio Yasuda. En trigo,
la concentracion de los macroelementos afecta la morfologia v la capacidad embriogénica
del callo obtenido de embriones cigticos inmaduros, asf el NH,NO; fue esencial para la
proliferacion del callo embriogénico, el CaCly, MgSO4 y KH,PO4 no fue esencial para la
iniciacion de callo, pero afecté el desarrollo del callo v su diferenciacion potencial. Por lo
tanto, la composicién del medio puede diferir dependiendo de la etapa del proceso de
regeneracion, de esta forma el medio Yasuda bajo las condiciones utilizadas fue eficiente

para el proceso de expresion y desarrollo de los embriones sométicos en café.
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En Picea abies, se ha demostrado que los micronutrientes pueden tener un efecto
estimulador o inhibidor de la embriogénesis somatica. Asi niveles altos de algunos
micronutrientes comparados con la composicion normal del medio Murashige y Skoog
como el boro (B), zinc (Zn), cabalto (Co) y Iodo (I) estimularon la diferenciacion de callo
embriogénico en algunos genotipos de callos y el crecimiento de callo solamente en otras
de P. abies (Simola y Santanen, 1990). A diferencia de estos resultados el medio Yasuda

no posee I ni Co, lo cual podria estar influyendo en los resultados positivos obtenidos,

4.1.1.2. La regeneracién de embriones es posible sin reguladores de crecimiento, las

cuales juegan un papel secundario

La produccién de embriones fue posible con los medios Yasuda y M4 sin agregar
reguladores de crecimiento. Se observo una incidencia hormonal sobre el proceso de
regeneracion sobre todo cuando se usé 6 mg/l de BAP en el medio Yasuda, sin embargo
las diferentes concentraciones de BAP usadas no influyeron sobre la calidad de los
embriones torpedo obtenidos, confirmandose el papel secundario de las hormonas sobre

este proceso.

a. La auxina inhibe la regeneracion de embriones de café
La auxina en el medio de regeneracion sola o en combinacion con otros reguladores de
crecimiento tuvo un efecto negativo sobre la regeneracion de embriones somaticos. En
M4, 1a presencia de 4cido indolacético (ATA) no favorecio la produccién de embriones ni
la biomasa pues su eliminacién no condujo a resultados diferentes. Igualmente el acido
naftalenacético (ANA) en el medio M3 no condujo a una mayor produccién de biomasa y
redujo el numero de embriones obtenidos y la frecuencia de embriones torpedo
(normales). Sin embargo, es importante destacar que en otra fase del proceso de
propagacion masal, como la de conversion en planta, el ANA presente en el medio M3
tuvo un efecto inductor cuando se colocaron los embriones en el medio de germinacion
T5. En Paspalum scrobiculatum, embriones sométicos obtenidos a partir de suspensiones
celulares fueron estimulados a germinar eficientemente en MS con ANA y BAP

presentes en el medio de cultivo ( Nayak y Sen, 1989).
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Para la embnogene31s somatica se conoce que en general las auxinas son necesarias para
la induccion del proceso, pero son inhibitorias para el desarrollo del embrién. Durante
muchos afios la embriogénesis somatica estuvo asociada al “choque auxinico” y se
demostrd ademés que la presencia de la auxina en el medio de regeneracion puede
provocar anomalias morfologicas. En batata, el callo embriogénico prolifera cuando se
subcultiva en medio con reguladores de crecimiento, tales como: acido 2 4-dicloro-
fenoxiacético (2,4-D) y BAP, y los embriones se forman cuando se subcultiva el callo en

un medio sin reguladores de crecimiento.

En café C. arabica, sin embargo, haciendo uso del cultivo de embriones cigdticos sobre
medio gelificado, se ha obtenido la maxima formacién directa de embriones somaticos
cuando se combind ANA 0,5 mg/! con kinetina 0.1 mg/! (Santana ef al,, 1989). Hatanaka
et al. (1991) sefialaron que las auxinas (ANA, Acido Indol Butirico (AIB), AIA v 2,4-D)
en cultivo de hojas de C. canephora, inhibian la formacién de embriones somaticos.
Estos resultados concuerdan con el efecto negativo que produjo el uso de auxinas en el

sistema de regeneracion con biorreactor utilizado por nosotros.

b. Las citoquininas exdgenas estimulan la regeneracion
El aporte de BAP en el medio de cultivo tuvo un efecto positivo sobre la produccion de
embriones somaticos en los tres tipos de medio de cultivo estudiados (Yasuda, M4 y M3).
El medio de Yasuda a una concentracion entre 4 y 6 mg/l de BAP produjo la mayor

produccion de embriones torpedo con Ia menor formacién de callo.

En C. arabica, Gonzilez et al (1993) y Zamarripa (1994) obtuvieron Ia mayor
produccion de embriones somaticos en suspension utilizando 5 mg/l de BAP y
observaron la aparicion de embriones sométicos a la sexta semana, lo cual concuerda con
nuestros resultados en cuanto a la composicién y concentracién hormonal, asi-como con
el tiempo necesario para la expresion de la embriogénesis. Sin embargo, los mismos
autores obtuvieron bajas frecuencias de embriones torpedo (16% y 8.5%
respectivamente), entre 4.5 y 8 veces mas bajo al obtenido por nosotros. Al parecer el uso

de un sistema de biorreactor basado en la inmersién temporal permiti6 la produccién de
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embriones de mejor calidad. Staritski y Van Hasselt (1980) similarmente obtuvieron los
mejores resultados para la expresion y desarrollo de embriones somaticos de café cuando

usaron altas concentraciones de BAP (5 mg/l).

Contrario a nuestros resultados, Van Boxtel y Berthouly (1996) en C. canephora y C.
arabica, obtuvieron embriogénesis somatica de alta frecuencia cultivando los callos
embriogénicos en medio MS con 1 mg/l de BAP en suspension, lo cual permitié la
expresion embriogénica en un periodo de 8 y 10 semanas. Hatanaka ef al. (1991) y
Yasuda et al. (1985), en cultivos de hojas de C. canephora y C. arabica respectivamente,

regeneraron embriones somaticos con una concentracion de 1.1 mg/l de BAP.

La formacién de embriones torpedo también fue posible en el medio de cultivo sin el
suministro exégeno de BAP, lo cual indica que en los agregados embriogénicos en
suspension existe un nivel hormonal endogeno que favorece la formacion de embriones.
El mismo resultado fue obtenido por Yasuda et al. (1985), sin embargo, no reportaron
cifras del nimero o frecuencia de embriones torpedo obtenido. En nuestro caso la calidad
de los embriones fue alta, aunque significativamente inferior al mejor tratamiento con
BAP (6 mg/I). Posiblemente las diferentes respuestas encontradas por estos autores estan
relacionadas al genotipo trabajado, pues se conoce que existe una fuerte interaccion entre
el genotipo propagado y el medio de cultivo, que se traduce en diferentes grados de
respuesta durante la induccion de callos embriogénicos (Zamarripa, 1993; Bieysse ef

al,1993).

4.1.2. Importancia de algunos factores fisicos en el biorreactor: la inmersién y el

ritmo de cambio de medio

Los biorreactores utilizados representan sistemas ideales que pueden usarse
eficientemente en la produccién a gran escala de embriones sométicos. Esto yé fue
reportadd en especies como zanahoria (Ammirato y Styer, 1985), alfalfa (Stuart, et al,
1987; McDonald ez al, 1989), algunas coniferas (Taulorus, er al, 1992), Capsicum
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(Mavituna y Buyukalaca, 1996) v en café (Petiard et al, 1993; Etienne-Barry et al.,
1999). Zamarripa et al. (1991), compararon la produccién de embriones somaticos de
caf¢ en medio liquido, reportando cifras de 153,000 embriones de café/litro en

erlenmeyer y de 200,000 embriones/litro en biorreactor.

La medicion y control de varios factores dentro del recipiente de inmersién que no
pueden realizarse en cultivos en medio sélido, permite el analisis preciso de la interaccion
de parametros responsables del crecimiento celular y desarrollo de los embriones con el
fin de optimizar su rendimiento. Se puede realizar ademas un monitoreo y control de los
procesos biologicos (Ammirato y Styer, 1985);, medir v controlar concentraciones de
oxigeno y de didxido de carbono (Ducos, ef al., 1993), realizar y optimizar cinéticas de

crecimiento y dindmica de nutrientes, entre otros.
4.1.2.1. Inmersiones cortas y frecuentes estimulan la regeneracion de embriones

El sistema de biorreactor con inmersion temporal es reciente, asi que no existe literatura
que describa el papel de la frecuencia o duracion de las inmersiones sobre la propagacion
in vitro. En este estudio se demostro Que la frecuencia y duracion de las inmersiones
diarias de los agregados celulares en el medio de cultivo, tuvieron un efecto determinante
sobre 1a produccion de biomasa y de embriones soméaticos de café. El mejor tratamiento,
en terminos de mayor cantidad de biomasa total, poca cantidad de callo y mayor cantidad
de embriones fue de 6v x 1°; mientras que frecuencias y duracion de las inmersiones muy
altas (6v x 15°), o muy bajas (1v x 1°) provocaron una reduccion drastica en el nimero de
embriones. De manera similar algunos autores reportaron frecuencias y tiempos cortos de
inmersiones en hule (Etienne e al, 1997) y en café (Etienne-Barry ef al, 1999),
sefialando frecuencias y tiempos de inmersién de 2 veces diarias por 1 minuto para la

obtencion de embriones sométicos.

En banano, Alvard er al, (1993), sefialaron que el uso de una combinacion de
inmersiénes de 20 minutos cada 2 horas estimulé la propagacion por cultivo de

meristemos. Estos autores sefialaron que la escasa inmersion del explante en el medio de
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cultivo provocd un suministro limitado de agua, carbohidratos y nutrientes minerales que
marcaron un débil desarrollo de los explantes. Algo similar debi¢ ocurrir en nuestra
experiencia ya que el nimero total de embriones somaticos, fue muy bajo. En este caso la
limitacion nutritiva ocurrié seguramente durante la fase de desarrollo, donde la biomasa
tendié a aumentar mucho (hasta 23 g), pues no hemos evidenciado problemas de

absorcion mineral durante la fase de expresion, donde la biomasa atin se mantiene baja.

4.1.2.2. Un tiempo de inmersién largo (15 minutos) provoca dafios morfolégicos y

vitrificacién en los embriones regenerados

Una frecuencia alta (6 veces) y duracién larga (15 minutos) de la inmersién, permitio la
produccion de un mimero elevado de embriones, aunque inferior a los mejores
tratamientos (6v x1°), pero afectd muy significativamente la calidad de los mismos,
registrandose la menor frecuencia de embriones torpedo. Este tratamiento se beneficio del
efecto positivo ya comentado en el parrafo anterior sobre las frecuentes inmersiones, pero

su eficacia fue reducida por el largo tiempo de inmersion.

La vitrificacion estuvo asociada a la excesiva duracion de la inmersidn, (tratamientos 2v
x 15%y sobre todo 6v x 15°), es decir a un largo tiempo de contacto entre los embriones y
el medio liquido. Este resultado contrasta con el tratamiento 1v x I’, que representd la
mas reducida frecuencia y duracién de las inmersiones con formacion de pocos

embriones (480), pero de mejor calidad (60%).

A 6v x 15” fueron evidentes los sintomas de vitrificacién, provocados por un aumento en
el CA (6%). Ademas del color, se observaron otros cambios en la morfologia de los
embriones caracterizados principalmente por una superficie irregular, pérdida de la forma
torpedo en un 30% y 60% para 2v x 15” y 6v x 15°, respectivamente y un aumento
significativo en el tamafio (100% del PF) del embrién. Estos cambios se apreciaron tanto
visualmente como por microscopia electronica e histologia v pueden considerarse como
marcadores morfologicos de la vitrificaciéon. A nivel enddgeno los embriones vitrificados

presentaron los contenidos mas altos de K*, mientras que los que se encontraban en
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tiempos bajos de inmersidn presentaron los niveles mas bajos. Se demostr la existencia
de una correlacion alta entre el contenido de K de los embriones y el tiempo de inmersién
diaria acumulada, 1a cual no es sorprendente, pues el K es el elemento més involucrado

en el mantenimiento del potencial osmético de la célula (Chée ef al., 1992).

El cambio de color y un aumento en el contenido de agua representan caracteristicas
morfologicas y bioquimicas de la vitrificacion conocidas en microestacas (Debergh et al.,
1992). Aunque no se han reportado oficialmente problemas de vitrificacién sobre
embriones somaticos, es probable que las bajas tasas de embriones torpedo (bien
formados) obtenidas en biorreactores o erlenmeyers (Garcia ef al, 1997),
particularmente en café (Ducos ef al, 1993 y Zamarripa, 1994) y las bajas tasas de
conversion en plantas (Loh et al, 1997 y Zamarripa, 1994), son debidas parcialmente a
problemas de vitrificacion. Varios autores han reportado tasas de embriones torpedo mas
altas en medio sélido que en inedio liquido, lo cual podria confirmar esta hipotesis

(Garcia et al., 1997).

En nuestro caso donde se puede controlar la aplicacién del medio liquido, los problemas
de vitrificacion se pueden resolver disminuyendo los tiempos de inmersién, como lo
vimos anteriormente. En los sistemas tradicionales basados en contacto permanente con
medio gelificado o liquido, la vitrificacién en algunos casos puede reducirse con
disminucion en el contenido de citoquininas del medio de cultivo (Debergh ez al,, 1992).
Los mismos autores demuestran que incrementando el contenido de Ca™" y disminuyendo
el de NH4" o CI, se puede reducir la hiperhidricidad. Esto es poco probable en nuestro
caso, pues no se encontraron niveles endogenos variables de estos elementos. La
vitrificacion responde a una serie de cambios bioquimicos que influyen en la reduccién
de actividades peroxidasas y catalasas involucradas en la eliminacion de peroxido de
hidrégeno (Hz0:), asi como a otros desdrdenes metabolicos y cambios a nivel de la
integridad de la membrana celular que permiten finalmente expresar la estructura

vitrificada (Le Dily, e al,, 1993).

e
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En la propagacion de meristemas de Banano en biorreactor con inmersién temporal, se
observo que cuando los explantes fleron colocados en contacto continuo con el medio de
cultivo ocurri6 hiperhidricidad en los tejidos, con disminucion en el crecimiento (Alvard
et al., 1993). Segun estos autores, la falta de oxigeno fue una de las causas principales del
fenémeno presentado, provocando asfixia del explante, efecto que fue mayor aun por la
falta de agitacion del medio de cultivo. Una inmersién permanente aplicando un sencillo
burbujeo, o inmersiones frecuentes y largas (20 minutos cada 2 horas), permitieron no
solo eliminar el problema de wvitrificacion, sino estimular las mejores tasas de
crecimiento. En el caso del café, podemos afirmar que esta especie es muy sensible al
problema de vitrificacién, pues 6v x 15° no representan frecuencias y tiempos de
inmersion tan largos. El callo embriogénico de café es muy sensible a la falta de oxigeno,
pues hemos observado en varias ocasiones necrosamiento y muerte de suspensiones
celulares, después de aproximadamente 10 horas de ausencia de agitacion por cortes
accidentales de electricidad. También se observaron problemas de vitrificacién sobre
microestacas de C. arabica cultivadas en biorreactores utilizando inmersiones temporales
mas prolongadas que 4v x 15° (Berthouly ef al, 1995). En el caso del café, la
vitrificacidén puede ser una consecuencia de la falta de oxigenacién, pero también por el

contacto directo prolongado con el liquido, pues un burbujeo acompafia a la inmersién,

4.1.2.3. Una renovacion frecuente del cambio de medio de cultive inhibe la

formacion de embriones

Cambios de medio cada 1 o 2 semanas, redujeron fuertemente la produccion de
embriones somaticos de C. arabica en biorreactor, favoreciendo la produccién de callo.
Un cambio de medio poco frecuente (cada 6 semanas), estimuld la méas eficiente
regeneracion de embriones (2700 embriones/biorreactor). Estos resultados son diferentes
de los obtenidos por Zamarripa (1994) en C. canephora. Este autor puso en evidencia la
existencia de una interaccidén entre la densidad de inoculacidén en biorreactor vy la
renovacién del medio de cultivo. La renovacion del medio cada 2 semanas, estimuld la
produccién de embriones, y se vio favorecida cuando la densidad de inoculacién aument6

de 0.5, 1 y 3 g PF/l. Zamarripa (1994), obtuvo un aumento del nimero de embriones
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regenerados (89%) para una densidad de inoculacion similar a la nuestra (1 g PF/I). Por el
contrario, nuestros resultados son similares a los obtenidos por Etienne ez al.(1997) sobre
hule, donde observaron que un cambio de medio al inicio de la regneraciéon embriogénica

reduce la produccion de embriones 10 veces.

A nivel del efecto de la renovacion del medio sobre la calidad de los embriones, los
resuitados de Zamarripa (1994), son idénticos a los nuestros, pues observo que el
porcentaje de embriones en estado de torpedo fue superior cuando se renovd el medio.
Igualmente Osuga ef al. (1997), demostraron en zanahoria, que cambios parciales del
medio favorecen la eficiencia del desarrollo de los embriones del estado globular al
estado torpedo en un 20%. Esta tendencia.fue confirmada por Etienne ef al. (1997) en

hule, midiendo el impacto sobre la tasa de conversion en planta.

Cuatro hipotesis pueden plantearse sobre el efecto de la renovacion del medio sobre la
produccion de embriones: 1) El cambio de medio elimina sustancias inhibidoras
excretadas por los agregados embriogénicos (Inhibitory Conditioning Factor(s), ICF(s))
que pueden acumularse en el medio e inhibir la produccion de embriones; este
| antagonismo fue reportado en arroz (Ozawa y Komamine 1989), y en zanahoria (Sung y
Okimoto, 1983, Nouaille y Petiard, 1988; Kobayashi, ef al., 1994). 2) El cambio de
medio elimina sustancias inductoras de la formaciéon de embriones, tales como
glicoproteinas, evidenciado por De Vries ef al. (1988). 3) El cambio de medio permite
evitar la carencia de elementos del medio (azucar, fosforo, nitrogeno...}. 4) Un cambio
muy seguido puede representar un estrés mecanico y quimico para el material vegetal y
una variacion continua de la presion osmética.

En el caso estudiado, podemos hacer 2 hipotesis que pueden explicar la inhibicién por
cambios de medio muy frecuentes v la estimulacion que ocurrié dejando el mismo medio
de cultivo durante 6 semanas. En primer lugar, pudo ocurrir la eliminacioén de una o
varias sustancias promotoras, tales como los PCFs (Promotive Conditioning Factor(s)),
descritos por Osuga et al,, (1997). Efectivamente hemos realizado en el estudio cambios
totales del medio. Si esta hipdtesis es cierta, un cambio parcial del medio de cultivo,

deberia eliminar esta inhibicion, dejando suficiente cantidad del medio con la sustancia
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promotora. Tal proceso fue reportado en zanahoria por Osuga ef al (1997) haciendo
cambios parciales 2 o 3 veces por semana. Segundo, no podemos descartar un efecto de
estrés provocado por el proceso de cambio de medio. En nuestro caso se trata mas
probablemente de un estrés quimico, por las siguientes razones: hemos evidenciado por
estudios histologicos una gran riqueza de las células embriogénicas en almidén, proteinas
y lipidos influenciando mds la produccion de callo que de embriones. Ademas los
cambios de medio realizados con el biorreactor no representan un verdadero estrés para el
material vegetal, ya que el cambio de medio no implica una manipulacion directa del

tejido, pues solo una parte del biorreactor se transfiere al medio nuevo.

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos de frecuencias y duracién de las
inmersiones y del ritmo de renovacion del medio, se logré evidenciar que existen 2 etapas
en la produccién de embriones bien diferenciadas. Una etapa de expresion embriogénica
(0 a 6 semanas), es decir la iniciacién del proceso de regeneracién y que culmina con la
formacién de embriones globulares, la cual es afectada muy negativamente por la
renovacion del medio. Otra etapa de desarrollo del embridn del estado globular hacia el
estado torpedo (6 a 14 semanas), que es estimulada por un cambio de medio frecuente. La

etapa de desarrollo embrionario, es la mas afectada por la calidad de las inmersiones.

4.1.2.4. Evolucion del contenido mineral del material vegetal durante el proceso de

regeneracién de embriones

Existe una bibliografia muy escasa acerca de los contenidos minerales durante el proceso
de regeneracién de embriones por embriogénesis somdtica. En el caso del café,
encontramos que globalmente, la evolucion del material vegetal durante la regeneracion
se traduce por una disminucién en el contenido de los minerales P v N. Estos cambios
traducen una evolucidn progresiva de los tejidos desde un esiado indiferenciado
embriogénico hacia un estado diferenciado embrionario acompafiado por una reduccién
en las actividades metabolicas relacionadas con la energia celular (P), o la biosintesis de
macromoléculas (N). Durante la iniciacion del proceso de regeneracidon (expresion

embriogénica), los contenidos de Ca™, Mg™" no cambian. La disminucién del contenido



82

de Ca™ y Mg"™ durante el desarrollo, puede responder a los cambios parietales durante la
evolucion de células peguefias y esféricas de tipo meristeméticas, embriogénicas o
embrionarias presentes en los agregados o proembriones globulares a células grandes de
tipo parenquimético presentes en los embriones desarrollados. Contrario a nuestros
resultados, la induccion de la regeneracidn en Camelia japonica, tiene como efecto un
aumento en los contenidos de Na’, K, P en hierro (Fe) y azufre (S) (Pedroso et Pais,
1992). En otras especies los elementos K, Ca™ y Mg"" tienen un efecto estimulador o
inhibidor de la embriogénesis somatica. En H. brasiliensis, incrementos en el contenido
de calcio de callos friables en el medio de mantenimiento, estimularon el potencial de
regeneracion a través de la embriogénesis somatica (Etienne e al, 1997). En alfalfa
dependiendo de [a concemtracion presente de K en el medio, se observa una inhibicién o
estimulacion de la embriegénesis somadtica, asi una concentracion en el medio de 100

mM de K, estimuld el mayor nimero de embriones somaticos (Shetty y Mckersie, 1993).

Cual fue el efecto de la variacion de los factores fisicos del cultivo sobre los contenidos
minerales? Estos cambios afectaron Gnicamente los contenidos en P y N, confirmando la
importancia de estos elementos durante el proceso de regeneracién de embriones. La
optimizacién de la frecuencia de inmersion favorecié la asimilacién precoz de P y N,
pero condujo a un déficit en el medio afectando los contenidos endoégenos de estos
elementos en los agregados embriogénicos e igualmente en los embriones somaticos (P).
Ademés para un cambio de medio poco frecuente (6 semanas), se produjo una
disminucion de estos elementos en los agregados embriogénicos, mostrando también la
existencia de un déficit es el medio. En ambas experimentaciones este déficit de Py N
endogenos, se observd en los mejores tratamientos (material con mayor biomasa y

capacidad de produccion de embriones).

Los analisis de contenidos mineraies en el tejido vegetal siempre indicaron deficiencias y
no excesos o acumulacior de algunos elementos, sin embargo, esto ultimo es lo que se
deberia esperar haciendo renovaciones de medio muy frecuentes. Con cambios de medio
cada semana se confirmo histologicamente la acumulacion de almidén, lo cual demuestra

que existe un sistema de regulacion del nivel mineral (controlando la utilizacion de los
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elementos para la produccion de biomasa) en caso de cultivos en medios muy ricos. Por
supuesto, esta capacidad de regulacion no puede actuar en casos donde se use un medio
de cultivo con balances de nutrientes minerales bajos. A diferencia de los agregados
embriogénicos durante la expresion, los embriones somaticos en la fase de desarrollo,
tienen un contenido mineral y de agua afectado por la frecuencia y duracién de la
inmersion. Por lo tanto, el sistema de control de los equilibrios minerales durante el

desarrollo embrionario no parece ser tan eficiente como en la expresion.

En café el proceso de regeneracion embriogénico tiene requerimientos cuantitativa y
cualitativamente especificos en elementos minerales. Esta situacion fue demostrada

también para Cifrus deliciosa (Cabasson, 1993),

4.1.2.5. E1 Py N (NH," y NO;) son altamente consumidos durante la expresion

embriogénica

A diferencia de los contenidos minerales en el tejido vegetal, los procesos de absorcién
de los elementos minerales por las plantas estan mejor documentado, principalmente para
NH;"y NO;". En café hemos evidenciado al inicio de la regeneracién una fase de latencia
en la absorcion durante las 2 o 3 primeras semanas, a diferencia de los resultados de
Blanc (1999) en hule, donde ocurrié una absorcién inmediata de P y NH, . Similarmente
durante la regeneracion de embriones somaticos de P. abies, el NHy" v NO; son
absorbidos en los primeros dias de iniciada la regeneracion (Find ef al, 1998).
Probablemente esta diferencia proviene del uso de sistemas de cultivo diferentes:
absorcion temporal por inmersién para café, absorcién permanente del tejido en medio

gelificado para hule y en suspension celular para P. abies.

La mejor frecuencia y duracion de la inmersion (6v x 1) estuvo acompafiada por una
fuerte absorcion de Nitrogeno (NHy y NO3) v P del medio de cultivo durante las
primeras seis semanas. La cinética de absorcién mineral también reveld que a partir de la
cuarta semana, ¢l P y N empezaron a ser muy absorbidos del medio de cultivo y a la sexta

semana ya se encontraba deficiente tanto en el medio como en los agregados
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embriogénicos. Ciertamente existe una absorcion casi total de las 2 fuentes de nitrégeno
después de 6 semanas de regeneracion, sin embargo, ambas experimentaciones mostraron
una absorcion preferencial de NH,'. A partir de una relacion inicial NHy :NQO5™ de 2: 1, a
la sexta semana la relacion fue 1:1. La cinética de consumo durante la expresion
embriogénica indica que es a partir de la tercera semana que la absorcion de NH,' se ve
favorecida. El analisis mineral realizado sobre el medio de cultivo y material vegetal, asi
como la comparacién con otros medios de cultivo, revelan que el medio de cultivo
Yasuda posee una composicion muy baja en N y P. Un medio mas rico en estos

elementos deberia probablemente estimular aun mas el proceso de regeneracién.

Para la proliferacién de suspensiones embriogénicas de C. canephora, Van Boxtel y
Berthouly (1996) han demostrado que entre un 50-70% de las fuentes de N y un 70% del
Mg ™ fireron absorbidos después de 3 semanas. Estos autores no analizaron el fésforo. De
~acuerdo a nuestros resultados de regeneracién de embriones en biorreactor, obtuvimos
que el N fue muy absorbido, pero contrario a Jos resultados de Van Boxtel y Berthouly
(1996), el Mg"" no fue tan importante en la fase de expresion embriogénica (menos del
10% del Mg™ fue absorbido después de 5 semanas de regeneracion). Aunque la etapa del
proceso de propagacion (proliferacion de suspensiones celulares) y el sistema estudiado
por ellos es diferente al nuestro, podemos decir que estos elementos son absorbidos en
grandes cantidades por los agregados embriogénicos de café en diferentes etapas de la

propagacion dada su importancia para el metabolismo y crecimiento.

La absorcion de mayor cantidad de NHs' que de NOj, estd relacionado con una
disminucién de la potencialidad o capacidad embriogénica del callo en H brasiliensis,
(Montoro, ef al., 1995). En nuestros resultados no ocurrié lo mismo, va que en todos los
tratamientos el NH," fue altamente absorbido y casi siempre en mayor cantidad que el
NOs’, sin observarse diferencias significativas entre los tratamientos. Para la proliferacién
de suspensiones Van Boxtel y Berthouly (1996), no evidenciaron una preferencia de
absorcion entre las 2 fuentes de nitrégeno. En Cocos nucifera la iniciacidén de la
embriogénesis somatica requiere también una alta demanda en NH," y Mg (Dussert ef al.,

1995). Begln este autor las exigencias en NH," se podrian atribuir al aumento de la
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sintesis proteica en los callos durante este proceso y las del Mg, por su funcién como
cofactores de importantes sistemas enzimaticos. El consumo en P en los callos de Citrus
deliciosa es mas elevado cuando el medio de cultivo contiene galactosa en lugar de
sacarosa (Cabasson, 1993). En esta especie vegetal la naturaleza del glicido determina la
orientacidon morfogenética: la galactosa favorece la regeneracion por embriogénesis

somatica y la sacarosa el crecimiento del callo.

Para algunas especies el papel de las fuentes de nitrogeno sobre la embriogénesis
somAatica no es tan evidente, pues en Picea abies, utilizando un ampiio rango de
relaciones NHy: NOj™ en el medio de cultivo, Simola y Santanen (1990) no lograron

demostrar una influencia de estas fuentes de N sobre la produccion de embriones.

En Gimnospermas como P. abies, se ha encontrado que en la etapa inicial del proceso de
formacion de embriones somaticos, cambios semanales del medio de cultivo, aumenta el
potencial de las células embriogénicas, con aumentos en la biomasa, altos consumos de
fuentes nitrogenadas y de sacarosa, mientras que en la siguiente fase del desarroilo y
maduraciéon de los embriones, las tasas de crecimiento y consumo de nutrientes
disminuyen (Taber er al, 1998). Los autores encontraron ademds que el NH,' fue
consumido preferencialmente al NO3™ durante este proceso. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en café, donde se evidenciaron contenidos minerales muy distintos
entre las etapas de expresion y desarrollo del embridn, asi como un favorecimiento por el

consumo de NH,' que de NOs™ por parte del material vegetal.

4.1.2.6. Relacion entre pH y NH, :NO5"

En medios de cultivo que contienen tanto NH,;" como NO5, los cambios en el PH durante
el periodo de cultivo son tradicionalmente explicados sobre la base de diferencias de
absorcion entre NH,'y NOs (George, 1993). En café no se evidenciaron variaciones
rapidas y pronunciadas ni del pH ni de la absorcion del NH,  y NOs”. Tal vez esto
proviene de la especificidad del sistema de cultivo donde no hay un contacto permanente

entre el material vegetal y el medio, lo cual conduce a amortiguar las variaciones fuertes
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de muchos factores. Sin embargo, hemos observado que una absorcion preferencial de
NH.," después de la cuarta semana, condujo a un aumento del pH, lo cual no concuerda
con los resultados anteriores (George, 1993). Find er al (1998), trabajando sobre 2
genotipos de P. abies, demostraron que la evolucion del pH obtenido para uno de los 2
genotipos no podia tampoco explicarse sobre la base del consumo en NH," y NO3™. Algo
similar ocurrié en hule, donde Montoro ef al (1996) mostraron una utilizaciéon
preferencial del NOs". En Cucumis sativus, el pH del medio de cultivo se estabiliza
dependiendo de la composicién de NOs” y NH, presente en el medio, lo cual influye
directamente sobre el crecimiento del tejido embriogénico. Una relacion 2:20 de NH,™:
NO; respectivamente, permite una separacion de los agregados celulares, inicidndose el

proceso embriogénico (Wroblewski, ef al., 1995).

El N es un macronutriente con funcidn estructural muy importante en las plantas para la
formacion de proteinas y acidos nucleicos v el P es esencial como componente principal
de la membrana celular, ADN, ATP, ADP y muchos otros fosfatos de azicar
involucrados en los procesos metabdlicos (Reid, ef al, 1999). Ademas este elemento
junto con el N forma parte estructural de muchos compuestos, principalmente acidos
nucleicos y fosfolipidos, por tal motivo, ambos elementos deben ser absorbidos en gran
cantidad por las células del callo embriogénico para poder obtener maximos rendimientos
en produccion de embriones somaticos, tal como ocurrié en el tratamiento de 6v x 1°. Por
otro lado, encontramos una alta correlacion entre el P y el Mg. El Mg desempefia muchas
funciones en numerosas reacciones quimicas que implican transferencia de fosfato desde
el ATP, v en general tiene un papel decisivo en las reacciones del metabolismo
energético, en tal sentido es de esperarse una correlacion positiva y bastante alta entre

este elemento yel P.



87

5. CONCLUSIONES

El estudio de los factores quimicos mediante la comparacion de los medios de cultivo
T4, M4, M3 y Yasuda, demostraron que las sales y vitaminas del medio Yasuda
fueron las mas efectivas en permitir la mayor produccion y calidad de embriones
somaticos limitando el problema de la produccion de callo. Sin embargo, el balance

de los elementos minerales debe ser mejor adaptado al cultivo de café.

Se demostré que los reguladores de crecimiento tienen un papel secundario en la
optimizaciéon del proceso de regeneracion cualquiera que sea el medio de cultivo
ens'ayado, obteniéndose solamente un aumento en la cantidad de embriones somaticos
producidos. La mayor produccidn de embriones se produjo en el medio Yasuda en un
rango de concentracion de BAP entre 4 v 6 mg/l. Ademds, la gran mayoria de los

embriones obtenidos fueron potencialmente convertibles en plantas.

Este trabajo permitio seleccionar un nuevo medio nutritivo adaptado a la produccion
masiva de embriones de café en biorreactor. Este medio permitié seguir mejorando
exitosamente el proceso de regeneracion mediante la optimizacion de los pardmetros

fisicos de cultivo en el biorreactor

La gama de frecuencia y duracion de las inmersiones ensayadas influyo
significativamente sobre las diferentes respuestas biolégicas obtenidas en cuanto a la
produccion de biomasa, asi como en la cantidad y calidad de los embriones
somaticos. Se demostrd que en café la regeneracién masiva de embriones en un
sistema de inmersion temporal es estimulada por la utilizacion de tiempos cortos y
frecuencia alta de inmersion. Los mejores resultados fieron obtenidos para la
combinacion de 6v x 1’ diaria. En funcion de los resultados obtenidos, es muy
probable que la absorsion de nutrientes se realice entre 2 inmersiones y no durante las

mismas (excepto para el Potasio).
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Se encontrd una correlacidn significativa entre la duracién de las inmersiones diarias
y la calidad de los embriones, caracterizada por las frecuencias de la morfologia
torpedo y de embriones vitrificados, por los contenidos de agua y de potasio. Este
conjunto de parametros, ademas de los estudios ultraestructurales e histologicos

permitieron caracterizar el estado vitrificado.

Se demostro un alto grado de sensibilidad de los embriones somaticos de C. arabica a
la inmersién. Estudios de microscopia electrénica indicaron dafios superficiales y
anomalias morfolégicas para tiempos de inmersién diaria de apenas 5 minutos, siendo

mas fuertes a 15 minutos.

El ritmo de cambio de medio fue otro factor fisico que influyé sobre la produccién y
calidad de los embriones sométicos. Cambios de medio muy frecuentes o poco
frecuentes no incidieron en la calidad de los embriones, pero si en la disminucidn de
la cantidad de embriones y en la cantidad de sustancias de reserva, encontrandose que
a un rango de frecuencias de cambio de medio entre 4 y 6 semanas se favorecié el

aumento de biomasa y de embriones somaticos con morfologia éptima (torpedo).

Los estudios histelogicos de los agregados embriogénicos y embriones somaticos,
permitieron comprender los diferentes cambios morfoldgicos que present6 el material
vegetal ante la variacion de los factores quimicos y fisicos. La presencia de gran
cantidad de agregados celulares organizados en nucleos de regeneracién, con células
de contenido citoplasmitico denso, activa divisién celular y presencia de sustancias
de reserva en forma de almidon, proteinas vy lipidos, estin siempre asociados con la

morfologia 6ptima para la regeneracion de embriones somaticos.

El estudio de la nutricion mineral a lo largo del proceso de regeneracion de embriones
somaticos indico que los elementos minerales P y N, son esenciales para la formacion
de los embriones somaticos, mientras que el Ca™", K’ y Mg™" estan menos implicados

en el proceso de regeneracién.
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En los mejores tratamientos de frecuencias y duracién de las inmersiones, asi como
en ritmo de cambio de medio, se observé que el P, NH;", v NOs  habian sido
absorbidos casi totalmente del medio de cultivo. Esto demuestra que el medio Yasuda
posee concentraciones bajas de estos elementos que puedan ser limitantes para la

produccion masiva de embriones somaticos.

Para cualquier especie vegetal, se sabe muy poco acerca de los factores que afectan la
capacidad embriogénica de cultivos celulares y como se controla la transicion de la
proliferacion de callo embriogénico hacia el desarrollo de embriones somaticos, sin
embargo, los datos biologicos y fisiologicos obtenidos en el presente trabajo con café
contribuyen a enriquecer el conocimiento en este sentido y hacen surgir diferentes
hipétesis para seguir optimizando el sistema de regeneracién masiva por

embriogénesis somatica.

Este trabajo contribuyd a mejorar la produccién y obtener una calidad optima de los
embriones somaticos (80%), no reportado hasta ahora. Esto evidencia la eficiencia del

uso de biorreactores de inmersion temporal en la propagacion masiva de café.
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6. RECOMENDACIONES

e Se debe enriquecer el medio Yasuda en fuentes de P y N, aumentando las
concentraciones de H2PO4, KNO; y NH4NO; para evitar la carencia precoz

observada en los mejores tratamientos.

o FEs necesario ensayar frecuencias de inmersion mas altas (superiores a 6 veces
diarias) combinadas con tiempos de inmersiones inferiores o iguales a 1 minuto. El
objetivo serfa cubrir con mas frecuencia el material vegetal con el medio de cultivo
para que ocurra una buena absorcion entre las inmersiones y evitar tiempos de

inmersion largos que favorezcan la aparicion de problemas de vitrificacion.

» No es necesario seguir estudiando el aporte hormonal durante la fase de regeneracion

de embriones,

e Es necesario estudiar la dinamica de los carbohidratos durante el proceso de
regeneraciéon de embriones somaticos para tener un conocimiento mas completo del
proceso y poder asi hacer las modificaciones pertinentes en el medio de cultivo que

contribuyan a mejorar u optimizar la produccién de embriones somaticos de caf€.

e Los embriones somaticos ofrecen un gran potencial para aprender acerca de la
fisiologia del embridn, que por varias razones técnicas (como presencia de tejidos de
reserva) ha sido muy dificil estudiar en los embriones cigéticos naturales, por fo tanto
este sistema de regeneracion haciendo uso de biorreactores seguird ofreciendo una
buena alternativa para conocer y explicar estos procesos biologicos desconocidos o

incompletos hasta ahora en caf€.
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Apéndice 1. Composicion quimica de los medios de cultivo T3 y T5 (Berthouly, 1995,

café)

Compuestos T3 T5

(mg/l) (mg/l)

Macronutrientes
NH4ANO; 825 825
KNO3 950 950
KH2PQO4 85 85
CaCl2, 2420 220 220
MgS04. 7H20 185 185
Micronutrientes
H3BO3 3.1 3.1
MnS0Q4. H2C 8.45 8.45
ZnS04, 7TH20 53 53
KI .0.415 0.415
CuSC4. 5H20 0.0125 0.0125
NaMoQ4. 2H20 0.125 0.125
CoCI2. 6H20 0.0125 0.0125
Fe-EDTA
FeS0O4, 7TH20 13.9 13.9
Na2 EDTA 18.65 18.65
Vitaminas
Mio-inositof 200 100
Acido nicotinico 1 1
Piridoxina. HCI 1 1
Tiamina, HCI 10 1
Glicina 2 2
Fuentes de N organico
Extracto de matta 400
Hidrolizado de caseina 400
Adenina 40
Biotina 0.01
Pantotenato de calcio 1
Glutamina
Prolina
Reguladores de crecimiento
AlA
BAP 0.3
ANA
Zeatina
24-D 1
Kinetina 1
Fuentes de Carbono
Sacarosa 15,000 44,000
Phytagel/Geirite 2,000
PH 56 53
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Apéndice 2. Pasos en el sistema con inmersion temporal con recipientes RITAS utilizados en la
propagacion in vitro de café..

1-Explantes y medio liquido en el recipiente RITA. 2-Entrada de aire al recipiente 3-Inmersién de los
explantes con el medio de cultivo liquido. 4-Retorno del medio liquido a la seccién inferior del recipiente.

FUENTE: C. TEISSON & D. ALVARD. A- A new concept of plant in vitro culture in liquid medium: temporary
immersion. VIIith International Congress of Plant Tissue and Cell Culture. &APTC, Firenze, June 12-17, 1994.
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Apéndice 3. Pasos a seguir para el cambio de medio en el sistema de inmersion temporal con recipiente
RITA® utilizado en la propagacion in vitro de café.

1- Utilizacion de un recipiente conteniendo el nuevo medio de cultivo. 2- Se sacan los explantes del
medio anterior, utilizando una pinza y bajo condiciones asépticas, sin que se produzca ninguna remocion y
- sin hacer contacto. 3- Se introducen cuidadosamente los explantes al nuevo medio. 4- El material queda

contenido en el recipiente con el medio deseado.

FUENTE : C. TEISSON & D. ALVARD. A. A new concept of plant in vitro culture in liquid medium temporary
immersion. VIII-th International Congress of Plant Tissue and Cell Culture. &APTC, Firenze, June 12-17, 1994,
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