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INTRODUCCION 

Uno de los procedimientos para la obtención de plantas 
in vitre es la embriogénesis somática. Este proceso incluye 
dos etapas. la inducción de las células con competencia em- 
briogénica y el desarrollo de las masas embriogénicas en em- 
briones. Sin embargo, no todas las células presentes en el 
cultivo de callos, experimentan el desarrollo embriogénico. 
Esto depende de las condiciones de cultivo, de las líneas ce- 
lulares empleadas y de otras variantes.“* También existen 
conslderables evidencias de que la respuesta in vibro de la 
planta esta InfluencIada fundamentalmente por factores gené- 
ticos 3,4 

La caractertzaclón de las poblaciones embriogénicas (E) 
y no embnogénicas (NE) es útil y necesaria para el estableci- 
miento de diferencias bioquímicas, moleculares e histológicas 
entre ellas. Este paso es imprescindible para obtener un culti- 
vo de células E homogéneo que permita futuras manipulacio- 
nes en las suspensiones celulares.5y6 

Una visión de la embriogénesis somática 

El primer reporte publicado sobre la embriogénesis so- 
mática in vitre fue en 1958 en zanahoria (Daucus carota L.). 
Sin embargo, ya en 1978 este fenomeno se conocía para 88 
especies en 33 familias de plantas. Actualmente, este número 
se ha incrementado a 130 especies, incluyendo angiosper- 
mas y gimnospermas. 

La embriogénesis somática es un proceso de desarrollo. 
Se han observado cuatro fases (O-3) en la evolución de la 
embriogénesis somática en cultivos como la ranahoria.7 En la 
fase 0 las células simples experimentan una lenta división en 
presencia de auxinas. En la formación de grupos celulares 
embriogénicos, se observa la síntesis de ARN y ADN, la loca- 
lizaclon de Ca y ARNm. La transferencia a un medio libre de 
auxina provoca la división celular a elevada velocidad, con 
una síntesis activa de ARN y proteínas (fase 1). La formación 
de embriones globulares en la fase 2 está caracterizada por 
la síntesis activa de ADN. Los embriones con forma de cora- 
zón aparecen durante la fase 3. La embriogénesis somática 
tiene ventajas sobre los métodos organogénicos de múltiples 
etapas de formación in vitre, al presentar mayor eficiencia del 

proceso con reducción de trabajo, tiempo y costo, teniendo 
las plántulas una morfología y citología uniforme 8-Q 

Papel de las auxinas en la iniciación de la em- 
briogénesis somática 

Dado que la embriogénesís somatica es un proceso emi- 

nentemente regulatorio, es de vttal Importancia la concentra- 
ción de auxinas para el crecimiento de callos y formactón de 
embriones. Algunas células en presencia de auxtnas adqule- 
ren totipotencia, forman grupos celulares proembriogénicos y 
pasan a la etapa globular. LoSchiavo y col.” comprobaron 
que en cultivo de zanahoria, las células vegetativas pueden 
modular las proteínas que se unen a auxínas en respuesta a 
la presencia del regulador, mientras que las embrionales no 
pueden hacerlo. 

Estudios realizados en alfalfa (Medicago sativa L,) de- 
muestran que las células E son más sensibles a los trata- 
mientos con 2,4-D que las células NE” Por otra parte, en za- 
nahoria se ha encontrado que la mayorla de los grupos de cé- 
lulas E forman embriones somáticos en ausencia de 2,4-D y 
no en su presencia.‘* 

El 2,4-D es el regulador más importante de la embrlogé- 
nesis somática, aunque se ha estudiado también la efwencla 
del ácido 2,4,5-triclorofenoxtacético sobre el 2,4-D para Indu- 
cir la embriogénesis en uvas (Vitis spp ) l3 Otros analogos del 
2,4-D son más eficientes para inducir el crectmlento de callos 
en maíz (Zea mays L.), los cuales al ser aplicados en el me- 
dio de cultivo, experimentaron una mayor actividad auxlnlca 
que el 2,4-D.14 

Aspectos estructurales de la embriogénesis so- 
mática 

La embriogénesis somática puede ocurnr de forma Indo- 
recta pasando por la etapa de calogénesis o de forma direc- 
ta,8 dependiendo su inducción de varios factores tales como 
los reguladores del crecimiento utilizados y el genotipo del ex- 
plante.15 El desarrrollo de embriones somaticos a partir de 
células, exhibe diferentes etapas morfogénlcas (globular, de 
corazón y tor 
ción bipolar.’ P 

edo),16 alcanzando finalmente una organlza- 
Sin embargo, no todas las celulas expenmen- 

tan embriogénesis; las NE se dividen sin formar estructuras 
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organizadas ni homogéneas. En la mayoría de los cultivos 
celulares, las pequeñas células E coexisten con las grandes 
NE, durante muchos subcultivos. 

Una de las etapas más difíciles y cruciales en el proceso 
embriogénico es la sincronización de poblaciones E ho- 
mogéneas, la cual resulta necesaria al comienzo del 
proceso.18”’ La necesidad de mejorar dicha selección ha re- 
querido iniciar el estudio del proceso embriogénico a diferen- 
tes niveles, además del morfológico, entre los que se incluyen 
el bioquímico y el molecular. 

Estudios bioquímicos generales sobre la em- 
briogénesis somática 

Uno de los principales enfoques experimentales abor- 
dados ha sido el establecer puntos de comparación entre las 
diferentes poblaciones celulares. Se han hallado algunas dif- 
erencias al comparar célulasEyN E enc ultivosc elulares de 
zanahoria.” El contenido de almidón ha sido mayor en las 
células E, lo que sugiere la posibilidad de que sea degradado 
más rápidamente en las NE. Otro ejemplo es la G-ADP fosfo- 
rilasa. Aunque su actividad resulta similar en ambos tipos de 
células, los resultados señalan que posiblemente se trata de 
isoenzimas diferentes, ya que su movilidad e hibridación 
fueron diferentes para los tejidos E y NE. En las etapas globu- 
lar y de corazón hay un aumento en la síntesis de lípidos, 
ocurriendo también cambios en el contenido de ácidos grasos 
en las etapas tempranas del desarrollo del embrión.7 

En caña de azúcar (Saccharum spp. híbrido) se ha estu- 
diado el metabolismo de los azúcares endógenos, obsentán- 
dose que la ribosa, manosa y glucosa son más abundantes 
en la fracción de células E, lo que indica el metabolismo ac- 
tivo de estas células. Por otra parte, las células NE contienen 
más fucosa, siendo equivalente el ácido urónico en los dos 
tipos de células.“’ 

Otro cambio bioquímico asociado al proceso de em- 
briogénesis es la proporción de síntesis de ARN y proteínas, 
siendo estas mayores en el cultivo E. La síntesis de dos pro- 
teínas específicas de embriones somáticos, la capacidad para 
inactivar la cicloheximida y a-amaitina y un aumento en la 
actividad de la arginina-descarboxilasa han revelado la ocur- 
rencia de cambios en la expresión de genes durante la em- 
biogénesis somática.‘6El metabolismo de las poliaminas está 
también involucrado en el desarollo del embrión. Al usar in- 
hibidores específicos de la biosíntesis de poliaminas se de- 
mostró que el metabolismo por la vía de la arginina descar- 
boxilasa es la ruta esencial en las fases tempranas de la em- 
briogénesis. Esta se ha visto involucrada en la proliferación 
de células E y regeneación en plantas de arroz (Oryza safiva 

LJ. Esta vía es importante en el mantenimiento del potencial 
embriogénico del cultivo in vifro, mientras que la vía ornitina- 
descarboxilasa está involucrada en la división celular en 
ausencia de reguladores de crecimiento.22 

Las proteínas como marcadores de la em- 
brogénesis somática 

Los embriones y células no diferenciadasson ciaran-ente 
distinguibles unas de otras por sus patrones proteicos? En 
varias especies de plantas se han detectado proteínas como 
posibles marcadoresde la embriogénesissomática.‘7Z23X24 Sin 
embargo,solamenteen unos pocoscasosse ha demostradosu 
verdaderarelacióncon este proceso.25,26 

l Análisis de isoenzimas en células E y NE 
Un aumento de la actividad peroxidasa (Px), al igual que 

otras diferencias en los patrones isoenzimáticos de callos E y 
NE fueron detectadas por Kochba y ~01.~~ en líneas de callos 
de naranja (Cifrus sinensis L.). 

Las isoenzimas glutamato-deshidrogenasa (GDH), per- 
oxidasa (Px) y fosfatasa en callos E y NE, han sido anali- 
zadas para su utilidad como marcadores bioquímicos del 
proceso embriogénico en maíz.28 Los resultados de este tra- 
bajo sugieren que las más adecuadas como marcadores de la 
embriogénesis son las GDH, ya que para ellas, se observaron 
las mayores diferencias entre los callos E y NE en los zimo- 
gramas estudiados. También se han encontrado Px catióni- 
cas secretadas al medio con un importante papel en la em- 
briogénesis somática. 

Estudios sobre la actividad Px en diferentes subcultivos 
de callos de caña de azúcar en condiciones de laboratorio, 
permitieron comprobar que resulta mayor en los callos poten- 
cialmente E (subcultivo 3) en comparación con los NE o poco 
embriogénicos (subcultivo 8).2g 

Mediante estudios de laboratorio realizados por los ante- 
riores autores, ha podido comprobarse el efecto del 2,4-D en 
los patrones de isoenzimas, observándose un aumento de la 
estequiometría relativa de las bandas en los sistemas 
esterasa y Px con el incremento de la concentración del 2,4-D 
en el medio de cultivo de los callos (inédito). 

l Análisiscl ep roteínase nc élulasEyN E 

Se han encontrado diferencias en el contenido proteico 
de callos E y NE para diferentes cultivos.2’,23,24,30 

En arroz, la electroforesis de proteínas totales ha 
mostrado diferencias cuantitativas entre los callos E y NE y el 
extracto de embriones. Dos polipéptidos de 24 y 54 kDa, se 
encontraron presentes en células E y embriones, lo cual 
sugirió la presencia de proteínas específicas de la em- 
briogénesis, mientras otro polipéptido de 22,7 kDa, se encon- 
tró en los callos NE.30 

Estudios en caña de azúcar confirmaron la presencia de 
proteínas de alto peso molecular (65 a 70kDa ) específicas de 
células E. Estas proteínas aparecen glicosiladas y son 
específicas de la fracción pesada donde hay núcleo, siendo 
superior también el contenido de arginina endógena y ácido 
glutámico.“’ Análisis recientes de proteínas totales de callos 
E y NE de caña de azúcar detectaron dos proteínas presen- 
tese nl os extractosEya usentese nl os NE. El peso molecu- 
lar de 79 y 50 kDa respectivamente, fue similar al encontrado 
en los reportes previos de Guiderdoni y ~01.~’ yC heny 
Luthe.30 Esto indica su posible relación con alguna función 
específica durante el proceso de embriogénesis. 

Estudios de electroforesis bidimensional de proteínas en 
Cichorium mostraron varios polipéptidos agrupados diferen- 
cialmente en tres grupos en las células E: uno asociado con 
el producto de los genes que están involucrados en las vías 
metabólicas básicas de la célula (genes housekeeping); otro 
que representa el producto de los genes correspondientes a 
la fisiología de la hoja y el tercero que aparece durante la in- 
ducción de la embriogénesis en líneas E y en los embriones. 
Vale destacar que estas proteínas no son detectables en 
líneas que no regeneran.24 

0 Papel de las proteínas extracelulares en la em- 
briogénesis somática 

Las proteínas relacionadas con la etapa preglobular del 
desarrollo de los embriones somáticos son las llamadas pro- 
teínas tempranas (EP),3’ tratándose fundamentalmente de 
proteínas extracelulares. Existen evidencias de que ellas 
promueven la embriogénesis y algunas parecen ser produci- 
das por células específicas.25 

El papel de una de estas proteínas (EP-2) es el trans- 
porte de ácidos grasos a las células epidérmicas. Su presen- 
cia marca la adquisición de potencial embriogénico en el cul- 
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tivo de suspensiones de zanahoria. La expresión de EP-2 
ocurre en los embriones somáticos y suspensiones E, pero no 
en cultivos NE.25Z31 Han sido descritas otras glicoproteínas 
producidas solamente por células NE que no favorecen el 
proceso de embriogénesis somática.25 Al estudiar esas pro- 
teínas extracelulares en cultivos de uva se ha encontrado 
equivalencia con las de zanahoria basado en su peso mo- 
lecular.26 También en ambos cultivos se acumula peroxidasa 
catiónica de peso molecular 36 kDa. 

A nivel de laboratorio, mediante técnicas inmunoquími- 
cas se ha detectado la presencia de la proteína EP-2 en sus- 
pensiones de células E de caña de azúcar (artículo en 
preparación). Esto parece evidenciar la conservación de 
estos genes a partir de especies tan diversas. 

En cultivo de zanahoria ha sido detectado un polipéptido 
de peso molecular 65 kDa (GP65) en el medio de cultivo sin 
2,4-Dd ec élulasEyo trop olipéptido de 57 kDa( GP57) en el 
medio de cultivo con 2,4-D de células E y NE. Se comrpobó 
además, que la formación de embriones está relacionada con 
la abundancia de GP65 y GP57.” 

Manifestaciones moleculares durante el 
proceso embriogénico 

La mayoría de la información relacionada con los aspec- 
tos moleculares de la embriogénesis somática ha sido ob- 
tenida a partir de los trabajos en zanahoria y alfalfa como 
sistemas modelos,“‘32 aunque en trijo (Triticurn aestivum L.) 
se reportan también varios trabajos.3 -35 

0 Organización del genoma mitocondrial (mt) 
En el cultivo de tejidos de trigo, se ha encontrado que en 

los primeros momentos del proceso de calogénesis ocurren 

cambios en la organización del genoma mt. Estos cambios 
son diferentes para los callos E y NE y se estabilizan rápida- 
mente,33 dependiendo además del potencial embriogénico del 
cultivo parental utilizado. Mediante el empleo de la enzima de 
restricción Sal I se localizó una región altamente variable en 
el ADN mt, la cual se estudió en relación con el proceso de 
embriogénesis somática. Empleando variedades de trigo al- 
tamente E y poco E se determinó que los cambios detectados 
en esta región están relacionados con la capacidad de regen- 
eración de las células.34 

Recientemente, se comprobó que el efecto del cultivo de 
tejidos in vifro sobre la organización del genoma mt depende 
del tejido somático o de las células gaméticas empleadas, así 
como del tiempo que el tejido se mantiene en el cultivo.35 Al 
analizar las plantas regeneradas, se observó que muchos de 
los reordenamientos obsetvados en el ADN mt fueron carac- 
terísticos del cultivo de tejidos, siendo transitivos durante la 
primera generación de plantas (FI). 

0 Regulación de la expresión de genes. Importancia 
de la metilación 

Luego de iniciada la embriogénesis somática por fac- 
tores externos como la presencia de 2,4-D, ocurre la repro- 
gramación de la expresión génica, la cual es responsable de 
la ocurrencia normal de esta vía de desarrollo en las plantas. 
Dure36 clasificó los genes involucrados en la embriogénesis 
en cinco clases, las cuales marcan las diferentes etapas del 
proceso (Tabla 1). 

La caracterización de estos genes marcadores es nece- 
saria para la realización de un análisis molecular adecuado 
de la embriogénesis somática. 

TABLA I 
Regulación de la expresión de genes durante el proceso de embriogénesis 

Clase de genes Función 

I Se expresan durante todo el desarrollo (Constitutivos). 

ll Se expresan sólo en embriones (Embrio-específicos). 

III Se expresan durante la embriogénesis temprana. 

IV Codifican para proteínas de semilla antes de madurar. 

V Se expresan durante embrogénesis tardía antes de germinar la semilla. 
^  ̂

Estudios en alfalfa han permitido diferenciar los patrones 
de expresión de dos genes 2,4-D dependientes en callos E y 
NE del cultivo, demostrándose que de esta forma, se regula la 
potencialidad E de las células.” Por otra parte, junto con los 
genes auxina-dependientes se han realizado estudios que 
permitieron identificar genes específicos para los embriones 
de zanahoria que marcan el desarrollo de cada estadío de la 
embriogénesis mediante la síntesis de proteínas específicas 
de cada etapa.37”g 

La mayoría de estos marcadores, se ha encontrado du- 
rante el estudio de la embriogénesis somática de zanahoria 
como sistema modelo, sin embargo, su utilidad se extiende a 
otras especies dado que en la mayoría de los casos, las 
secuencias son conservadas.31,40 

Desde hace muchos años, se ha reconocidoel papel que 
juegala metilacióndel ADN en el controly la regulaciónde la ac- 
tividad de los genesPiA Hoy existe la certezade que ocupa un 
lugar clave en el control de los mecanismos que gobiernan la 
funciónde los genes y la diferenciaciónde los organismos. 

La metilación del ADN se ha visto relacionada con los 
procesos de desarrollo celular, la embriogénesis zigótica y 

somática. En zanahoria se ha observado que la presencia de 
2,4-D y otras hormonas en el medio de cultivo, produce alter- 
ación en los patrones de metilación.32’45’46 

En estudios sobre los niveles de metilación en callos de 
caña de azúcar, se ha encontrado que existe una estrecha re- 
lación entre la concentración de 2,4-D en el cultivo, la meti- 
lación del ADN y la capacidad para la regeneración de plan- 
tas (enviada a publicar). Se ha analizado la presencia de 5- 
metilcitosina en genes específicos que regulan el proceso 
embriogénico en cultivos con diferente grado de embriogenici- 
dad y capacidad regenerativa. 

Dada la importancia del papel que juega la metilación en 
la regulación de los procesos de embriogénesis y diferen- 
ciación, se han ampliado los estudios a otros procesos simi- 
lares como la embriogénesis sexual y la organogénesis. En 
sentido general, se puede decir que la regeneración puede 
ocurrir por dos vías: organogénesis y embriogénesis 
somática. Ambas son capaces de regenerar plantas, a pesar 
de poseer un programa de regulación diferente. Teniendo en 
cuenta esto, pueden establecerse cambios moleculares aso- 
ciados a ambos eventos (Tabla ll). 
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TABLA II 
Aspectos comparativos entre la organogénesis y la embriogénesis somática en las plantas 

Organogénesis Embriogénesis somática 

Iniciación de un primordio unipolar que se desarrolla 
en vástago. 

Producción de estructuras bipolares con los dos extremos: 
raíz/vástago. 

Incremento de ácidos nucleicos en regiones organogénicas. Síntesis de RNA, DNA y proteínas en las cuatro fases 
de desarrollo. 

Incremento de enzimas específicas como la ATPasa Existencia de altos niveles de arginina-descarboxilasa 
en tejidos formadores de brotes. en tejidos formadores de brotes. 

Producción de NADPH y ATP, siendo un evento altamente 
energético. 

Vinculación del metabolismo de las poliaminas al desarrollo 
de los embriones. 

Acumulación de carbohidratos de acuerdo 
con los requerimientos químicos. 

Aumento de la síntesis de lípidos en determinadas etapas. 
Acumulación de triacilgliceridos y almidón. 

Aplicaciones futuras de la embriogénesis 
somática 

El establecimiento de suspensiones de células E sin- 
cronizadas en un amplio intervalo de genotipos, es necesario 
para la propagación clonal y proporciona el material adecuado 
para dilucidar procesos bioquímicos y moleculares involucra- 
dos en la embriogénesis somática.” 

El desarrollo del cultivo de tejidos altamente em- 
briogénico en gramíneas ha conducido a una regeneración 
eficiente de plantas agronómicamente importantes, per- 
tenecientes a esta familia.g’47 Sin embargo, los problemas re- 
lacionados con el desarrollo, la fisiología, la genética y la bi- 
ología molecular de estas plantas, aún son difíciles de inter- 
pretar. El análisis de la embriogénesis somática a nivel mo- 
lecular constituye un paso importante en el sentido de la 
transformación genética y la regeneración de plantas, ya que 
al obtener suspensiones celulares E homogéneas se facilita 
la obtención de un número mayor de transformantes regen- 
erados en plantas. 

La idea primitiva de Murashige de encapsular los embrio- 
nes somáticos para dar lugar a semillas artificiales, es hoy 
una realidad cercana para diversos cultivos de gran interés.48 
Sin embargo, la embriogénesis somática, como capacidad de 
inducir la transformación de una célula asexual y poco difer- 
enciada en un grupo de células, constituye hoy día el factor 
limitante más importante cuando se desea ampliar el número 
de especies para obtener semilla artificial.4g 

Una última cuestión que puede desencadenarun debate 
de grandes magnitudesen el futuro, es el uso de la apomixis.5’ 
Se trata de un fenómemo por el cual ciertas plantas producen 
semilla asexual, y está alcanzando gran relieve en algunos 
círculos científicos, aunque en algunos casos, se trata con 
escepticismo en relación con sus potencialidades.50 LES la 
embriogénesis somática un caso parecido al fenómeno de 
apomixis expresado in vitro? ¿Existe relación entre la em- 
briogénesis somática y la apomixis? ¿ResuItaIógicopensaren 
la existenciade genes universalespara el procesoembriogénico 
por vía sexual, asexual y somática? Estas son cuestionescuya 
respuesta, sin duda, ayudará a dilucidar algunas de las princi- 
palesincógnitasque existenalrededorde estostemas. 
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