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INTRODUCCIÓN
La embriogénesis somática es un proceso caracte-

rístico de las plantas superiores sin contraparte en el rei-
no animal. La embriogénesis somática se puede desa-
rrollar de forma directa sobre la superficie de un tejido
organizado (hoja, tallo, microesporas) o por vía indirecta
a través de una etapa intermedia de formación de callos
o suspensión celular  (1).

En el medio de cultivo de células somáticas en sus-
pensión se encuentran moléculas principalmente deriva-
das de la pared celular como polisacáridos, glicoproteínas
y polipéptidos (2)(3).

La presencia de proteínas extracelulares específi-
cas del desarrollo embriogénico ha sido observada en
suspensiones de zanahoria (Daucus carota L.) (4), ceba-
da (Hordeum vulgare L.) (5), uva (Vitis vinifera) (6) y caña
de azúcar (Sacharum officinarum) (7). Se ha demostrado
que algunas de ellas promueven la formación del embrión
somático cuando se añaden a líneas celulares no
embriogénicas (8)(9)(10), lo que indica que la
embriogénesis somática es altamente dependiente de
dichas proteínas.

Se han caracterizado las proteínas presentes en la
matriz extracelular de las suspensiones celulares de za-
nahoria llamadas proteínas extracelulares EP, las cuales

se han clasificado en cinco grupos: EP1, EP2, EP3, EP4
y EP5 (11).

Las proteínas EP2 y EP3 son específicas de las
células embriogénicas. La proteína de transferencia de
lípidos (EP2) participa en la formación de la capa de cutí-
cula que mantiene el tamaño pequeño de las células
embriogénicas. Las proteínas extracelulares EP3 son un
conjunto de proteínas de 32 kD, algunas de las cuales
desempeñan un papel importante durante el desarrollo
embriogénico, ya que participan en la formación de la
protodermis del embrión en el estadio globular del desa-
rrollo. Las EP1 son proteínas extracelulares que forman
parte de la pared celular de las células vacuoladas no
embriogénicas y las EP4 son proteínas secretadas tam-
bién por las células no embriogénicas pero de una pobla-
ción celular diferente a las que secretan las proteínas
EP1 (12). Las proteínas EP5 son  un grupo de isoenzimas
hemoperoxidasas catiónicas capaces de restablecer la
embriogénesis en un cultivo inhibido (13).

En cultivos celulares de caña de azúcar se detecta-
ron también las proteínas EP1, EP2, EP3 y EP4  (14).
Además, se informó la presencia de la proteína PE32
que está serológicamente relacionada con la proteína EP3
y es utilizada como marcador bioquímico de la
embriogénesis somática de la caña de azúcar (7).

El proceso embriogénico en el género Coffea está
bien documentado desde el punto de vista morfológico;
sin embargo, hay pocos informes de estudios bioquímicos
y moleculares (15), por lo que la búsqueda de marcado-
res moleculares del potencial embriogénico es de gran im-
portancia para la predicción de este carácter en el cultivo.
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El objetivo del presente trabajo es el estudio
inmunoquímico de la embriogénesis somática del cafeto
mediante el análisis de las proteínas extracelulares EP3
y PE32 en las especies C. canephora var. Robusta y C.
arabica cv. Catimor, ya que son las especies de mayor
importancia económica del género Coffea (16).

MATERIALES Y MÉTODOS
Toma de la muestra de las suspensiones celulares. Se
tomaron muestras de las suspensiones de dos líneas ce-
lulares de C. canephora var. Robusta, establecidas en un
medio de inducción de embriones, el cual contenía: MS
(10 mL), tiamina (4 mg.L-1), inositol (100 mg.L-1), cisteína
(25 mg.L-1), sacarosa (20 g.L-1), ANA (ácido naftaleni
acético)(0.54 µM) y Kinetina (2.32 µM). El período de
muestreo fue  desde el momento inicial de la inducción
de la embriogénesis hasta la aparición de los diferentes
estadios embrionarios. En la línea celular 1 se tomaron
muestras a los 43, 58, 74, 81 y 102 días que correspon-
dían a los estadios de células embriogénicas, agrega-
dos, preglobulares, globulares y torpedos respectivamen-
te, mientras que en la línea celular 2 se tomaron mues-
tras a los 20, 35, 51, 66 y 79 días, que correspondían a
los mismos estadios que en la línea celular 1.

Las suspensiones de Coffea arabica cv. Catimor se cul-
tivaron en el mismo medio citado para la otra especie (Robus-
ta). Para la toma de las muestras se siguió el mismo procedi-
miento y estas correspondieron  a los 15, 45, 75 y 90 días.

Se obtuvo un medio libre de células por centrifugación
a 300 g por cinco minutos a temperatura ambiente, se-
guido de filtración por papel Whatman 1 MM y filtros
Millipore de 0.22 µm. La concentración de proteínas se
determinó por el método de Bradford (17).
Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE). Las proteínas se separaron en geles de
poliacrilamida al 12.5 % usando el sistema de geles dis-
continuo (18). Se realizó la electroforesis a 120 V y 20 mA.
Los marcadores de peso molecular  se visualizaron con
Coomassie 0.1 % después de ser transferidos a mem-
branas.
Transferencia de proteínas
Transferencia manual (Dot Blot). Se aplicaron 20 µL
(1 µg.µL-1) de las muestras sobre la membrana Hybond
PVDF previamente tratada durante cinco segundos con
etanol y 20 µg de una mezcla de proteínas extracelulares
de zanahoria y caña de azúcar como controles positivos
de la reacción inmunoquímica.
Electrotransferencia (Western Blotting). Las proteínas
separadas por electroforesis fueron transferidas a mem-
branas Hybond-PVDF usando el método semiseco (19).
La transferencia se realizó a 0.8 mA/cm2 durante una hora.
Detección inmunoquímica. La inmunodetección se realizó
según lo descrito por Burnette (19). La membrana se blo-
queó con buffer Tris 10 mM, pH 7.5, gelatina 0.5 %, du-
rante una hora a 370C y se incubó con el anticuerpo espe-
cífico de cada proteína (α-EP3 y α-PE32) diluido 1:5000,
dos horas a 370C. Se realizaron tres lavados por cinco
minutos con buffer Tris 100 mM, pH 7.5, gelatina 0.2 % y

se incubó con el anticuerpo conjugado con fosfatasa
alcalina diluido 1:5000, una hora a 370C. La membrana se
lavó como se describió anteriormente y se incubó con 33 µL
de nitroazul tetrasodio (NBT) y 16.5 µL de 5-cloro,4-
bromo,3-indolfosfato (BCIP) en 5 mL de buffer Tris 100 mM,
pH 9.5. La reacción de color que se produjo al finalizar la
detección inmunoquímica permitió la evaluación cualitati-
va de las proteínas en relación con el control positivo.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la Figura 1 se muestran los resultados del Dot Blot y

la inmunodetección de las proteínas extracelulares EP3 y
PE32 presentes en dos líneas celulares de C. canephora
var. Robusta. Las proteínas EP3 y PE32 se detectaron  a
partir del momento en que se expresaron los agregados ce-
lulares embriogénicos. Las manchas de hibridación eviden-
cian una concentración mucho mayor en las suspensiones
ricas en embriones globulares, tanto en la línea celular  1
como en la 2, siendo un poco menor en la línea celular 1. La
detección disminuyó cualitativamente en las etapas corres-
pondientes a la fase de torpedo del desarrollo embrionario.

La presencia de estas dos proteínas durante casi todo
el desarrollo del proceso embriogénico al parecer condiciona
el medio desde sus etapas iniciales, para el posterior progre-
so de la embriogénesis somática. Resultados similares han
sido informados (20) en cultivos celulares de caña de azú-
car. Estudios realizados (8) revelaron que es necesaria la
actividad de una o varias proteínas extracelulares para la
transición del estadio globular al  torpedo del embrión
somático. Posteriormente fue identificada esta proteína
como una glicoproteína de 32 kDa con actividad quitinasa,
llamada EP3 (21) y se demostró que esta proteína es
específica de la fase globular y es indispensable para el
desarrollo avanzado de la embriogénesis somática (9).

La Figura 2 muestra los resultados del Western Blotting
y la detección inmunoquímica de las proteínas extracelulares
EP3 y PE32 en dos líneas celulares de C. canephora var
Robusta. Se encontró que la reacción positiva que se obtu-
vo en el Dot Blot  se debe a la presencia de una  proteína
(peso molecular de 32 kDa) que está serológicamente rela-
cionada con los anticuerpos de EP3 y PE32. Los resulta-
dos obtenidos demuestran que tanto la línea celular 1 como
la 2 fueron altamente embriogénicas, ya que se observaron
las proteínas embriogénicas durante las fases del desarro-
llo del proceso morfogenético; pudo destacarse también que
no existen diferencias relacionadas con la coloración del
callo inicial, para que se exprese la capacidad embriogénica;
es de destacar también que en la línea celular proveniente
de callos cremosos la aparición de los estadios embrionarios
fue más temprana (23 días antes).

En las suspensiones de Coffea arabica  se observó
la inmunodetección de las proteínas EP3 y PE32 (Figu-
ras 3 y 4) a partir de los 45 días, donde la suspensión es
rica en agregados celulares embriogénicos. La mayor
reacción inmunoquímica desde el punto de vista cualitati-
vo (intensidad) se presentó en las suspensiones que con-
tenían los embriones en estadio globular (Figura 3). Esta
respuesta coincidió con lo obtenido para C. canephora
var. Robusta.
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Figura 1. Dot Blot y detección inmunoquímica de las proteínas extracelulares de suspensiones de Coffea
canephora var. Robusta, mediante la utilización de anticuerpos ααααα-EP3 (zanahoria) y ααααα-PE32 (caña
de azúcar), control +: proteínas extracelulares de zanahoria y caña de azúcar; Ocar: suspensión
inicial (inóculo callo carmelita); S1: suspensión embriogénica (43 días); S2: suspensión con agre-
gados celulares embriogénicos (58 días); S3: suspensión con embriones preglobulares (74 días);
S4: suspensión con embriones globulares (81 días); S5: suspensión con embriones torpedos (102 días);
Obla: suspensión inicial (inóculo callo cremoso); SA: suspensión embriogénica (20 días); SB: sus-
pensión con agregados celulares embriogénicos (35 días); SC: suspensión con embriones
preglobulares (51 días); SD: suspensión con embriones globulares (66 días); SE: suspensión con
embriones acorazonados y torpedos (79 días)

Figura 2. Western Blotting y detección inmunoquímica de las proteínas extracelulares de suspensiones de
Coffea canephora var. Robusta, mediante la utilización de anticuerpos ααααα-EP3 y ααααα-PE32. C: control
positivo de proteínas extracelulares de zanahoria y caña de azúcar; S1: suspensión embriogénica
(43 días); S2: suspensión con agregados celulares embriogénicos (58 días); S3: suspensión con
embriones preglobulares (74 días); S4: suspensión con embriones globulares (81 días); S5: suspen-
sión con embriones torpedos (102 días); SA: suspensión embriogénica (20 días); SB: suspensión
con agregados celulares embriogénicos (35 días); SC: suspensión con embriones preglobulares
(51 días); SD: suspensión con embriones globulares (66 días); SE: suspensión con embriones
acorazonados y torpedos (79 días)
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Las proteínas  EP3 y PE32 estuvieron presentes
durante toda la diferenciación celular. Estas proteínas,
al parecer, condicionan el medio para el progreso nor-
mal de la embriogénesis somática. De forma similar, se
informó una proteína de 32 kD que está presente duran-
te todo el proceso de embriogénesis somática de trigo
(Triticum aestivum) (22).  Además, se han presentado
quitinasas, cuyos genes son abundantes en tejidos
embriogénicos y son regulados durante el desarrollo de
la embriogénesis somática en coníferas (Picea glauca)
(23). También en cultivos de cebada (Hordeum vulgare
L.), se caracterizaron cinco isoenzimas quitinasas (EP3)
del medio condicionado, de las cuales dos de ellas pro-
movieron la transición del estadio globular al de corazón
durante el desarrollo embriogénico (5).

En el presente trabajo se detectaron proteínas
marcadoras de los estadios tempranos de la
embriogénesis somática del café, con la ayuda de
anticuerpos de  proteínas extracelulares de cultivos celu-
lares de zanahoria y caña de azúcar. Estas proteínas
constituyen marcadores bioquímicos del proceso
embriogénico en plantas, lo cual permite predecir la
embriogenicidad de un cultivo a los pocos  días de ser
inducida.

La morfogénesis en el proceso embriogénico de las
plantas es altamente conservada, lo cual sugiere que
existe una vía común durante el desarrollo embriogénico
temprano en plantas (1). Si se tiene en cuenta que las
proteínas extracelulares en estudio han sido detectadas
en cultivos de zanahoria (9), cebada (2), uva (6), caña de

Figura 3. Dot Blot y detección inmunoquímica de las proteínas extracelulares de las suspensiones de C.
arabica var 9723, mediante la utilización del anticuerpo ααααα-EP3 (zanahoria) y ααααα-EP32 (caña de
azúcar) control +: proteínas extracelulares de suspensiones de zanahoria; 1: suspensión celular
embriogénica (15 días); 2: suspensión con agregados celulares embriogénicos (45 días); 3: sus-
pensión con embriones globulares (75 días); 4: suspensión con embriones torpedos y cotiledonares
(90 días)

Figura 4. Western Blotting y detección inmunoquímica de las proteínas extracelulares de suspensiones de
Coffea arabica, mediante la utilización de anticuerpos ααααα-EP3 (zanahoria) y ααααα-PE32 (caña de azú-
car), C: control +: proteínas extracelulares de zanahoria y caña de azúcar; 1: suspensiones celu-
lares embriogénicas (15 días); 2: suspensión con agregados celulares embriogénicos (45 días);
3: suspensión con embriones globulares (75 días); 4: suspensión con embriones torpedos y
cotiledonares (90 días)
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azúcar (14)  y en nuestras suspensiones de Coffea spp.,
se puede sugerir su carácter universal o al menos hablar
del alto conservadurismo de los genes que las codifican.
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