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EMBRIOGENESIS SOMATICA
(ADVENTICIA O ASEXUAL)

Adventicios: desarrollo de
embriones desde puntos de origen
no usuales, incluyendo callos.

Embriones somaticos
Células o tejidos somdticos Embriones adventicios

Embrioides

Estructura bipolar (eje caulinar y
eje radicular) que no posee conexién |
vascular con el tejido materno

Fusién de dos gametos Embrion cigético

La embriogénesis somdtica 7/ vitro fue descrita por primera vez en 1958 en
cultivos de tejidos de Daucus carota (zanahoria) por Steward et al y por
Reinert.
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¢, Caulogénesis o embriogénesis
somaética?

¢,Caulogénesis o embriogénesis
somaética?

.., Shoot meristem

Vascular

Vascular connection with explant

Shoot meristem

Somatic embryo
Shoot and root meristem (bipelar)
Mo vascular cennection to explant

IN VIVO

IN VITRO
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EMBRIOGENESIS SOMATICA in vitro

DIRECTA: El material inicial estd ya completamente
rejuvenecido.

Coffea arabica. Gatica et al 2009

INDIRECTA: Se debe producir un rejuvenecimiento completo
en el que las células diferenciadas deben desdiferenciarse
(formacién del callo) para ser redeterminadas como células
embriogénicas.

Embriones somaticos = Estructuras bipolares que
desarrollan precoz y simultaneamente un eje radicular
y apical y no poseen conexién vascular con el tejido
materno. Estas estructuras bipolares son capaces de
crecer y formar plantas completas y normales.

Estadios de desarrollo en dicotileddneas:

Globular
Corazén
Torpedo
Cotiledonario
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Fases de la embriogénesis somatica indirecta

(diferentes segin autores)

1. Induccién de callos proembriogénicos

2. Proliferacion de callos o de masas proembriogénicas (PEM)
3. Desarrollo y maduracién de los embriones

4. Germinacién de los embriones y regeneracién de plantas

5. Aclimatacién ex vitro de las plantas

Generalmente, cada fase (1-4) requiere un medio y condiciones de
cultivo especificos

Fase 1. INDUCCION DE CALLOS PROEMBRIOGENICOS

A partir del explanto (células diferenciadas) se produce un crecimiento
celular dando lugar a un callo desorganhizado (células vacuolizadas) en el que
algunas células cambian el patrén de expresidén génica por otro patrén de
expresion del gen o genes implicados en la embriogénesis (células determinadas),
a partir de las cuales se forman agregados celulares embriogénicos. Este
proceso se realiza en presencia de auxina en el medio de cultivo.

Auxina (2,4-D
Callo desorganizado

‘ 7 Cadllo proembriogénico
(células vaciolizadas)

(c. citopl. denso)

Células diferenciadas

State 0 Statell Stato 2 opuiar Hoartshaped

@
@5&@@ 9‘13*’
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Phase 0 Fhase | Phase |l Phase i
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07/04/2014



Fase 1. INDUCCION DE CALLOS PROEMBRIOGENICOS

En algunos casos, se puede producir la diferenciacién de embriones ya en esta
fase. Ejemplo: patrén de vid "1103 de Paulsen”.

Fase 2. PROLIFERACION DE CALLOS EMBRIOGENICOS

Multiplicacién indefinida de los cultivos embriogénicos mediante subcultivos
sucesivos en medio fresco, sin que pierdan su capacidad embriogénica ni su
viabilidad.

El factor mds fuerte asociado con la proliferacion continua de las células
embriogénicas es la auxina, aunque el tipo y la concentracién necesaria varia de
acuerdo a la especie o incluso la variedad.

Sélido Liquido
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Fase 3. DESARROLLO Y MADURACION DE LOS EMBRIONES

Los agregados celulares formados a partir de una solo célula, adquieren la
capacidad de desarrollar embriones, generalmente, cuando la auxina se
elimina del medio de cultivo. Al principio estos agregados se desarrollan
relativamente lentos y aparentemente sin diferenciacién pero después se
produce una rdpida divisién celular en ciertas partes de los agregados, dando
lugar a la formacién del embrién globular, que sigue desarrolldndose pasando
por corazodn, torpedo y finalmente cotiledonario.

State 0 State 1 Stato2 Bopiiar Hoartshaped
* o & (I
°
& oo @ |o @
Phase 0 Fhase | Phase || Phase 1|
+ Auxin —Auxin
~Globular
»Corazén
»Torpedo

»Cotiledonario




Fase 3. DESARROLLO Y MADURACION DE LOS EMBRIONES

Embriogénesis somdtica secundaria: formacién de nhuevos embriones sobre
los embriones somdticos ya formados. En muchas especies, generalmente se
observa en la zona de ftransicién raiz/tallo y en la zona de la raiz,
confirmando un gradiente de competencia embriogénica a lo largo del tejido
del embridn, ademds parece que el genotipo también influye en la capacidad
de formacién de embriones secundarios.

Dependiendo de la finalidad de nuestro trabajo, en algunos casos puede ser
favorable (transformacidn genética a partir de embriones somdticos) y en
otros casos es un problema (semillas artificiales).
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Fase 4. Germinacion de los embriones y regeneracion de plantas

Los embriones somdticos se aislan del callo y se siembran en un medio de
cultivo adecuado para su correcta germinacién. Esta fase se realiza bajo
fotoperiodo.

Fase 4. Germinacion de los embriones y regeneracion de plantas

Los embriones somdticos germinados se transfieren generalmente a otro
medio de cultivo para el desarrollo completo de las plantas.
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Fase 5. Aclimatacion de las plantas

Las pldntulas se trasplantan a maceta, se mantienen en una cdmara de
aclimatacién en condiciones controladas y posteriormente se pasan a
invernadero.

BT

Fasely 2. Induccion yp

Fase 4. Germinacién y
desarrollo de las
plantas

Fase 5. Aclimatacién
de las plantas




*Factores que influyen en la embriogénesis somatica

*  Condiciones fisioldgicas de la planta
=  Genotipo

*  Tipo de explanto

*  Medio de cultivo

»  Otras condiciones seleccionadas para realizar el cultivo

|

*Desarrollar protocolos especificos de
regeneracién mediante embriogénesis
somdtica, para cada especie o incluso para
cada variedad

*Factores que influyen en la embriogénesis somatica

»  Condiciones fisioldgicas de la planta

* Buen estado nutricional y sanitario.

LT 9T Y |
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2.

Factores que influyen en la embriogénesis somatica

>

YV VY YVYVYY

Genotipo

Familia / Especie / Variedad / Clon

En cereales y otras gramineas, la embriogénesis somdtica
tiene gran importancia, debido a que la regeneracién via
organogénesis por manipulacion de la relacién
auxina/citoquinina ha sido infructuosa.

Cruciferas: Brasica napus, Cheiranthus cheiri
Gramineas: Bromus inermis, Sorghum bicolor
Umbeliferas: Daucus carota, Apium graveolens
Rutaceas: Citrus microcarpa, Citrus sinensis
Solanaceas: Atropa belladona, Solanum melongena
Vitdceas: Vitis vinifera, V. rupestris

etc

3.

Factores que influyen en la embriogénesis somatica

>

Explanto

Hojas, peciolos, tdllo, raices, Anteras, Ovarios, Embriones
cigéticos, zarcillos de vid, filamentos de anteras de vid,
etc.

Un mismo tipo de explante no actuia igual en distintas
especies y variedades.

Dentro de una planta no todos los tejidos tienen la misma
aptitud embriogénica.

Estado de desarrollo del explanto: generalmente se
emplean tejidos jévenes. Ej: anteras inmaduras de vid, en
estado de microsporas uninucleadas.

Preacondicionamiento del explante. Ejemplo: mantenimiento
en frio (4°C) durante un tiempo, de las inflorescencias de
vid antes del cultivo /n vitro de anteras y ovarios, puede
aumentar el porcentaje de callos embriogénicos obtenidos.

07/04/2014

11



Factores que influyen en la embriogénesis somatica

4. Medio de cultivo

Fases 1y 2. Induccion y proliferacion

Medio salino: MS, NN, etc.
Reguladores del crecimiento:
*Auxinas: 2,4-D, NOA.

=Citoquininas: BA u otras (en algunos casos no son
esenciales pero pueden favorecer).

Nitrdgeno reducido: sales de amonio, leche de coco,
hidrolizado de caseinha o aminodcidos (L-glutamina o L-
alanina).

Tipo y concentracién de agente solidificante: agar u
ofros polimeros.

*Factores que influyen en la embriogénesis somatica

= 4. Medio de cultivo

* Fase 3. Desarrollo y maduracion.

Medio salino: MS, NN, etc

Medio sin reguladores del crecimiento, reduccion de la
concentracién o combinaciones distintas a las
empleadas en el medio de induccidn, en este caso se
suele sustituir el 2,4-D por IAA (menos potente).

Carbohidratos, entre ellos la sacarosa, en
concentraciones de 3-6% son esenciales.

El ABA promueve el desarrollo y maduracién de los
embriones somdticos, impidiendo su germinacién
precoz y permitiendo la sincronizacion de la
maduracién y germinacion de los embriones.

07/04/2014
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*Factores que influyen en la embriogénesis somatica

* 4. Medio de cultivo
* Fase 3. Desarrollo y maduracidn.

» Otros componentes: Carbdn activo.

=Sin carbén activo  "Con carbdn activo

* Fase 4. Germinacién y regeneracién de plantas.

= Medio salino: MS, NN, etc.

*  Medio sin reguladores del crecimiento o
combinaciones distintas a las empleadas en los medios
anteriores: IAA y/o IBA, ABA, GA3, BA.

*Factores que influyen en la embriogénesis somatica

= 5. Otras condiciones

» Tluminacién: las primeras etapas de induccién y desarrollo
suelen realizarse en oscuridad aunque algunas especies
requieren iluminacién. Posteriormente, el embrién somdtico
se suele transferir a fotoperiodo para su germinacién.

» Temperatura: varia en funcién de la especie pero suele
estar comprendida entre los 22° y 28°C. Algunas plantas
necesitan un choque frio para iniciar la formacién y el
posterior desarrollo de los embriones.

07/04/2014
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*Problemas durante el proceso de embriogénesis somatica y
regeneracion de plantas

* 1. Obtencién de cultivos no sincrénicos en el proceso de
desarrollo de los embriones.

* En muchas especies, los callos embriogénicos son una mezcla de
embriones en los distintos estados de desarrollo: globular,
corazén, torpedo, cotiledonario. Esto puede ocasionar uha
disminucidon en la eficiencia de regeneracioh de plantas y un
elevado coste si se quiere emplear la E.S. para la produccién de
plantas a gran escala.

» Soluciones propuestas:

® Cultivos liquidos y empleo de filtros de distintos tamafios para
separar los embriones.

* Fraccionamiento por centrifugacién en gradiente de densidad
en una solucién de Ficoll y seleccién de las poblaciones
embriogénicas (mds densas en Fraxinus angustifolia).

*Problemas durante el proceso de embriogénesis somatica y
regeneracion de plantas

» 2.Problemas en la germinacién de los embriones somdticos y
en su conversion en plantas.

=  Anomalias morfolégicas y fisioldgicas de los embriones somdticos >

*"Germinacién precoz" debido probablemente a una insuficiente
acumulacién de los reguladores del crecimiento.

*Una actividad metabélica anormal y una inusual acumulacién de
productos de reserva, sin su posterior hidrélisis y utilizacién.

*Elevado contenido en poliaminas libres y/o una inadecuada
relacién putrescina/espermidina.

07/04/2014
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*Problemas durante el proceso de embriogénesis somatica y
regeneracion de plantas

* 2. Problemas en la germinacién de los embriones somdticos y en su
conversién en plantas.

* Dormicién. Estrategias para romper la dormicién en E.S. de vid:

*el tratamiento en frio a 2-4°C de los cultivos embriogénicos de vid
induce una rdpida reduccién del contenido endégeno de ABA en los
embriones somdticos y mejora la germinacion, mientras que la
adicién exdgena de ABA al medio de cultivo inhibe la germinacién.
Este fratamiento parece que también puede actuar sobre el
metabolismo de sustancias enddgenas similares a las giberelinas.

» Adicién de dcido giberélico y/o IAA en el medio de germinacién
de los embriones.

* Deshidratacidn de los E.S y posterior rehidratacién.

*Problemas durante el proceso de embriogénesis somatica y
regeneracion de plantas

» 2. Problemas en la germinacién de los embriones somdticos y en su
conversién en plantas.

= Condiciones de cultivo.

*Elevada humedad durante el cultivo /n vitro reduce el % de
conversién de los embriones en plantas.

"Presencia de productos de actividad metabdlica de los cultivos
excretados al medio - subcultivos diarios.

*Acumulacién de proteinas extracelulares > Disminuir la
concentracién celular y la densidad de poblacidn inicial.

"En vid se han correlacionado diferentes anomalias con los
reguladores del crecimiento presentes en el medio de cultivo durante
la maduracion de los embriones > ajustar los reguladores del
crecimiento adecuados para conseguir un correcto desarrollo
morfoldgico y fisioldgico del embridn.

07/04/2014
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*Problemas durante el proceso de embriogénesis somatica y
regeneracion de plantas

» 2. Problemas en la germinacién de los embriones somdticos y en su
conversién en plantas.

* Otros tratamientos propuestos para conseguir la germinacion de
los E.S. de vid.

* Tratamientos con BA sola o combinada con IBA.
= Eliminacién de los cotiledones.

» Tener en cuenta que el genotipo y el estado de desarrollo del
embridn somdtico influencian fuertemente la efectividad del

tratamiento.

APLICACIONES

Semillas sintéticas o artificiales
Transformacion genética
Variacion somaclonal
Eliminacion de virus
Produccion de metabolitos secundarios

07/04/2014
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1. Semillas artificiales

> Un simple embrién somdtico provisto de una cubierta protectora. Esta
"semilla artificial”, puesta en condiciones adecuadas, germina y se
convierte en una planta. Estos embriones deben ser estructuras
bipolares perfectas (con un polo que genere el vdstago y el otro la raiz)
capaces de convertirse (germinar) en plantas enteras.

- Cubierta protectora:
> Polimeros: gel de alginato, gelatina, agar, goma, etc.
> Proteccidn, nutricién, permeable al agua, biodegradable.

> Usos: Produccién en masa de plantas genéticamente iguales.

> Especies: Alfalfa, lechuga, apio, zanahoria, orquideas, algodon,
Azadirachta y especies forestales Picea abies, Pinus radiata, Santalum
album y Pseudotsuga

-> Procedimiento (ejemplo):

Los_embriones somdticos se colocan en una solucién de alginato de
sodio al 2% y posteriormente se pasan a una solucién complejante de
de Ca (NO3), 100 mM .

1. Semillas artificiales

Eal-

e ndosperma
(artificial)

6\‘ i | bierta seminal

(artificial)

Semilla
Sintética

@”

- E) {a @ 5
Lavado @ @ :
Nitrato de ngm(é‘r_o
calcio e sodio
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1. Semillas artificiales

B €——  endosperma

| artifical

Requisitos para que esta tecnologia sea comercialmente
competitiva:

- sistema de embriogénesis somdtica reproducible, con
altos niveles de produccién de embriones vigorosos y de
alta calidad fisioldgica.

- produccién sincronizada y a gran escala: biorreactores y
sistemas mecanizados de encapsulamiento.

- embriones simples en estado cotiledonario, que no se

fusionen entre si y que ho generen embriones secundarios.

- adecuada maduracién de los embriones: Tratamientos
con dcido abscisico, maltosa y pretratamientos con
temperaturas bajas (4°C) (alfalfa).

- Germinacidn rdpida y desarrollo de pldntulas en
frecuencias similares a la semilla natural.

1. Semillas artificiales

Las ventajas inherentes a la semilla artificial

* Produccién de gran cantidad de embriones somdticos y por tanto, de semillas.

+ Empleo de técnicas de manejo iguales a las convencionales de las semillas

naturales.

* Propagacidn de cultivos de alto valor comercial (genotipos élite) idénticos a la

planta madre.

* Reproduccidn de especies de coniferas con ciclos reproductivos muy largos

para producir semillas.

+ Mantenimiento de genotipos hibridos obtenidos a partir semillas hibridas
producidas de forma manual en ciertas especies importantes (hibridos de
cultivos autédgamos como soja y algodén o hibridos triploides de sandia para
producir sandias sin semilla) Estos hibridos son muy caros y su mantenimiento
permitiria el acceso de un gran niimero de agricultores a dicha semilla.

+ Almacenamiento de germoplasma.

07/04/2014
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2. Conservacion de germoplasma

2. Transformacion genética

Mejora molecular, gendmica funcional, silenciamiento génico,
sobreexpresion de genes.

07/04/2014
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: cultare

anaganesic

FIGURE 1- Schematic representation of the different strategies that have been used in the regeneration of genstically ransformed
plants using somatic embryogenesis. A. Transformation of the explant and regeneration via direct somatic embryogenesis: B.
Transformation of the explant and via indirct i i
culture and regeneration via indirect somatic embryogenesis: D. Transformation of somatic embryos and rageneration through
secondary somatic embrycgenesis; E. Transformation of somatic embryos, profiferation through secondary embryogenesis and
regeneration through erganogenesis. In the squares the phase in which transformation is performed. DSE, direct somatic
in white, non- tssues:

3 You : SSE, ary
in grey, tissuss subjected to transformation; in black, stably ransformed fissuss.

TABLE 1 been made using
sPECIES STRATEGY TRANSFORMATION REFERENCES
Agrostis palustrls ¢ Agrobacterium Zhong efal, 1933
Arachis hypogasa Livingtons and Blrch, 1385
Singsit ef 2L, 1387
Asparagus omemans Cabrera-Ponce ef al. 1997
calzaium bicalor Lrana Wu, 138

carya inoensis
Carlca papaya

MeGrananam et 3l 1993
Cabrera-Fonce ef3l, 1335 Yang efal, 1835
T35

cniysantemum efar. 1934

Cleer artetinum .. 1288
itrus s t3r. 1395
Cottea canephora Spiral £t 3L, 1923
Cucumis satius Ranarjo ef 3l.,

Datura maoxta
Festuca sp.

Glyeins max I st 3l 1586
Stewart &f al, 1396
Ipomoea vatatas Newell el al. 1995
ma-Mics el al. 1996
Jugtans sp. McGranahan atal, 1990
Laiwm Ye etal. 1357

Schopks sfal. 133
Rasmakers sral, 1838
Lletal, 1358

=p.
Maninet escuients

Meaicaga sativa
Medicago truncuiata
©Oenantne stolonitara

oryza s
Fanax ginseng s
Plcea sp. Drake efar. 193

Charest &ra/. 1995; sommineni ef 31, 1987
Prunnus sp. scorza et at, 1988

Rosa nybrias van der saim efar, 1957
o

Sacenarum Miroembardment  Snyman i al, 195
aificinarem
Soianum melongens Agrobacterum Farl etar, 1355

Sorgnum sp. Micfooombarament  Casas efar. 1893
MErooombIrament  KIKKert &l 1995

Agrobacierium Nakano ef 3i, 1334; Mauro ef 3l 1585
MRmoemparamen:  Zneng efal, 1298

R.Brag Fisiol Veg, 10(1):1.12 1998
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zea mays

cacien jaratiat; banatar e LA BT iy penank ) (are o sgiien sl

=T FEFERENCES
Critnase genes Fararo ot ., 1958
o encocing e cont proten, of e grseine scrmat chvome
Legul et o, 1650
L S T p— Mo of o, 10605
e erudng She ey Fingapot Vinus cont preten Cheng et ol 1956
s Furegprsid et il proben i1 e St of o 1057
FoL gores o S ¢ o
LA gorn o bty Jo ot . 19800
s Surrges. rectce oyste proten (chic) e Py o o VAT
Sobew  Syrtetc St et 150
" Luetar, 1998
et ootk Ty ratrkr s ek g Pk o ol 19685

3. Variacion somaclonal

Variantes somaclonales
de vid, variedad
Monastrell.
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4. Eliminacion de virus

N° callo Plantas analizadas Plantas positivas Plantas libres de
embriogénico para GLRaV virus
(serotipo)
1 1 1(3) 0
2 3 1(3) 2
3 6 1(1,3) 1
4(3)
4 7 3(3) 4
5 B} 1(3) 2
7 27 1(1) 10
16 (3)
Total 47 28 19

Resultados del test ELISA para detectar la presencia de los serotipos
1, 2 y 3 del virus del enrollado (6LRaV) en plantas de vid de la variedad
Don Mariano, regeneradas /n vitro mediante embriogénesis somdtica.

En 19 plantas no se detectd ninguno de los tres serotipos y en ninguna
de las 47 regeneradas se detecté el serotipo 2

5. Produccion de metabolitos
secundarios

Table 2

s 4 weeks of culte. after filmation uoagh
7). (F) Gemmmated sommatic enbiyin i 4

Content of secondary metabolites in selected plant matenials of £ sessilifforus

Planst materials

Elentherosides (mg's DW)

Chlorogenic acid

Total phenclics

Total Flavonoid

B E B Towl (mg'g DW) {mg'g DW) (mg'g DW)

Globular 001144 0.0209d n.o124f 004471 024060 4.52g i91d
Heant 0.0157h 001131 0.0270d 0.054d 0.1434¢ 12.8% 9 54cd
Torpedo 0.0 46c 00110f 00245 0.050le  0.0836c 13.86d 9.69cd
Cotyledonary Dol4de 0.0171e 0. (M6 0.0380g 00973 13.99de 10,01 ed
Germinated enbivo 00163 006260 0.06%6c 0.1484¢ 00345k 16,66 be
Field grown leaf D.0153b 0.1021a 1.3890a 1.5064a 1LE830a 25.00a
Field grown root 00029 00558 0.119%% 0.1 786k 0466l Q.00 ed

* Means with different betters within column are significantty different according 10 Duncan’s multiple range test an 5% level

A.M. Shohael et al. / Journal of Biotechnology 120 (2005) 228-236
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— | N
Thidiazuron-induced somatic embryogenesis in C. roseus cv. ‘little bright eye’.
Direct somatic embryo formation in mature embryo after 21 d of culture (a).
Somatic embryo formation from the callus initiated at the cut ends of the petiole
after 40 d of culture (b). Somatic embryo formation from the callus initiated from
the shoot tip after 40 d of culture (c). Somatic embryos formed from the callus
initiated from the stem node after 40 d of culture (d). Plantlet regenerated from
somatic embryo in 1=2 MS medium supplemented with 2.2 uM IBA showing roots
(e). Fully grown regenerated plant bearing flowers (f). (500x375).

In Vitro Cell.Dev.Biol.-Plant (2008) 44:18-25
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Vincristine yield in different developing stages of somatic
embryogenesis. Data were scored up to 30 weeks

Vineristine yield {ug-g dry weight)
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Chemical structure of vincristine

149 [0 Field grown plant
B SE derived plant

5 10 15 20 25 0

Weeks
Variation in vincristine yield (ug —g dry wt.) in field grown and
somatic embryo derived plantlets. Means with common letters are
not significantly different at p < 0.05, according to DMRT.

Scientia Horticulturae (2009) 119:325-329

Esta presentacion es una version modificada de la realizada por la Dra. Mercedes Dabauza
(IMIDA) para la asignatura Técnicas Avanzadas de cultivo in vitro del Master TAIDAA.
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