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Introduccién. Las plantas o lineas celulares en las que no es
posible obtener (regenerar a) embriones somaticos y/o brotes
adventicios se denominan recalcitrantes. En Coffea arabica
(L.), desde hace mas de 20 afios atras, se informan
metodologias para obtener embriones somaticos de la especie
(1) debido a que la formacion de éstos no es reproducible y
pronto los cultivos in vitro se convierten en recalcitrantes
(Loyola-Vargas, comunicacion personal). Durante la induccién
de embriones somaticos, por la via indirecta, en varias especies
vegetales (mono Yy dicotiledéneas, incluyendo a C. arabica), se
obtienen dos tipos de callos. regenerables-disgregables y
recalcitrantes-no disgregables. Hasta la fecha, no se ha
determinado qué eventos moleculares son los que promueven
tal efecto. Larespuesta obtenida en los cultivos in vitro de café,
da muestra de que existen etapas previas determinantes para
alcanzar é o los estados que promuevan la aparicion de células
gue sean capaces de regenerar.

El trabajo tiene la finalidad de analizar la expresion diferencial
de algunos genes en los dos tipos de callos (regenerables-
disgregables y recacitrantes-no disgregables) derivados de
hojas de Coffea arabica por medio de la técnica differential
display reverse transcription-polymerase chain reaccion
(DDRT-PCR, 2).

Metodologia. Los cultivos en suspension de callos de C.
arabica var. Garnica se obtuvieron con € método propuesto
por 3. EI RNA de los mismos se extrgjo siguiendo el
procedimiento modificado del TRIzol". Después de realizado el
andlisis del DDRT-PCR (2) con €l iniciador de anclaje de una
base T;;C y € arbitrario HOPA 20 (5-GTTGCGATCC-3),
algunas bandas expresadas diferencialmente se clonaron en un
vector TA (Origind TA Cloning” Kit, Invitrogen).
Posteriormente se secuenciaron con el estuche comercial
Sequenase” 2.0 USB (Amersham) y la verificacion de la
expresion diferencial de las bandas se realizd por la técnica
Dilucion Limitante RT-PCR.

Resultadosy discusion. En lafigura 1l se muestran los tipos de
callos obtenidos en los cultivos in vitro de C. arabica var.
Gérnica. Calos que se disgregaron con facilidad (derecha) y
calos cuyas células permanecieron unidas (izquierda) y asi
crecieron en los cultivos (Garrido-Gutiérrez, resultados no
publicados). Los primeros mostraron células cuya morfologia
fue redonda, oblonga, ovalada, muy pocas células cilindrico-
alargadas. Los callos no disgregables se caracterizaron porque
sus células fueron cilindricas, muy aargadas en su gran
mayoria, y en menor proporcion con respecto a las células de
los callos disgregables.

En lafig. 2 se muestra un acercamiento de una autorradiografia
de un DDRT-PCR de los genes de los calos regenerables
y reclacitrantes de café. Resultd evidente que existe una

‘E’

Fig. 1. Callos no disgregables (izquierda) y disgregables (derecha).
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Fig. 2. Autorradiografia de un andlisis DDRT-PCR de callos
regenerables (A) y recalcitrantes (B).

expresion genética diferente en los callos regenerables y no
regenerables. Estos Ultimos expresaron mayor nimero de genes
(fig. 2, B) con respecto a los callos regenerables (fig. 2, A).
Algunos de las bandas (genes) expresadas diferencialmente
(flechas en lafig. 2) se eluyeron de los geles del DDRT-PCR y,
después de su clonacion, se secuenciaron manua mente. El
andlisis de las secuencias obtenidas de las bandas arrojé que
existen genes del metabolismo secundario en los callos
recalcitrantes ala regeneracion.

Conclusion. El metabolismo celular en los callos esta
relacionado con la recalcitrancia observada en los cultivos de
café, particularmente la adquisicion del metabolismo
secundario. La alteracion metabdlica parece incidir en la
obtencion de callos no disgregables y recacitrantes en los
cultivosin vitro de café.
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