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Resumen. Un amplio número de especies vegetales excretan proteí-
nas al medio de cultivo, algunas de estas proteínas tienen función
durante la embriogénesis somática. La mayor parte de la información
disponible sobre este campo ha sido obtenida con cultivos celulares
de Daucus carota, es necesario extender estas áreas de estudio a otros
sistemas, como por ejemplo al género Coffea. Se obtuvieron cultivos
embriogénicos en medio líquido para Coffea arabica, se detectaron
proteínas extracelulares en el medio condicionado de las líneas
embriogénicas, su concentración varió a lo largo de la edad del culti-
vo. El perfil electroforético obtenido por electroenfoque y SDS-
PAGE mostró la presencia de dos proteínas específicas para la condi-
ción de embriogénesis ambas con una masa molecular de 27 kDa y
com pI 5.7y 9.4-9.7, respectivamente. 
Palabras clave: Proteínas extracelulares, Coffea arabica, patrón
electroforético.

Abstract. A wide number of plant species excrete proteins into the
culture medium; some of them may participate in the somatic em-
bryogenesis process. Most of the available information in this field of
research has been obtained using cell suspension cultures of Daucus
carota as model. However, it is necessary to extend this research area
to other systems, such as Coffea spp. During this investigation Coffea
arabica embryogenic suspension cultures were obtained and the
excreted proteins into the culture medium were studied. The extracel-
lular protein concentration of the conditioned culture medium varied
through the cycle culture of the cells. The electrophoretic profile
obtained by electrofocus and SDS-PAGE showed the presence of two
specific proteins, of 27 kDa and a pl of 5.7 and 9.4-9.7 respectively,
which are excreted into the culture medium during the induction of
the somatic embryogenesis.
Keywords: Extracellular proteins, Coffea arabica, electrophoretic
patron.

Introducción

La mayoría de las especies vegetales cultivadas in vitro excre-
tan proteínas al medio de cultivo. Entre las proteínas excreta-
das por los cultivos se han detectado actividades enzimáticas
de peroxidasa [1], fosfatasa [2], fumarasa [3], estearasa [4],
proteasa [5], α-manosidasa [6], quitinasa [7] y de β-1, 3 glu-
canasa [6]. También se han identificado proteínas tales como:
inhibidores de proteasas [8, 9], una proteína del tipo de la
extensina [10], proteínas relacionadas con la patogenicidad
[11], proteínas relacionadas con choque térmico [12], una pro-
teína transferidora de lípidos [13] así como arabinogalactopro-
teínas [14]. La mayoría de las proteínas excretadas al medio
de cultivo pertenecen al grupo de proteínas relacionadas con
los mecanismos de defensa de las plantas. De las proteínas
extracelulares las que más se han estudiado han sido las per-
oxidasas [15-17]. Se desconoce cuál es la función de las pro-
teínas en el medio de cultivo; sin embargo, se puede especular
que una posible función es la modificación de los polímeros
de la pared celular. Al igual que se ha observado que algunas
de estas proteínas juegan un importante papel en el desarrollo

del proceso de la embriogénesis somática, ya sea promovién-
dolo o inhibiéndolo (para revisión véase [18, 19]).

Entre las proteínas que tienen capacidad de promover la
embriogénesis somática se identificó una con actividad de pe-
roxidasa, la que es capaz de restablecer la capacidad embrio-
génica inhibida por la tunicamicina en suspensiones celulares
de Daucus carota, esta peroxidasa fue purificada del medio de
cultivo de las líneas silvestres o sin tratamiento con tunicami-
cina [20].

La línea celular mutante ts11 de D. carota puede desarro-
llar el proceso de la embriogénesis somática en forma normal
a 24 °C, en tanto que a 32 °C el proceso no va más allá del
estadio globular, a menos de que el sistema sea complementa-
do con medio condicionado de cultivos silvestres o del mismo
cultivo a 24 °C [21]. Los embriones ts11 respondieron a la
adición de una glucoproteína ácida, la endoquitinasa-EP3- [22,
23], aumentando el número de embriones globulares a 32 °C
[24] y restaurando el sistema endomembranal de los embrio-
nes ts11 [25]. Esta mutante no es capaz de llevar a cabo
apropiadamente la glucosilación de algunas proteínas a la tem-
peratura no permisible. 



Las proteínas de tipo estructural también se les ha impli-
cado en varios procesos de diferenciación celular, entre éstos
la embriogénesis somática [26]. Kreuger y van Holst [27, 28],
observaron que las líneas celulares en medio líquido excretan
un grupo característico de arabinogalactoproteínas (AGPs), la
composición de éstas cambia con la edad del cultivo [27] y la
composición del tipo celular [29]. La adición de AGPs a lí-
neas celulares no-embriogénicas promueve la inducción del
potencial embriogénico [27], mientras que otro grupo de
AGPs no afecta el proceso [30]. Egertsdotter et al. [31, 32],
usando como modelo de estudio al abeto (Picea abies), deter-
minaron que la adición de proteínas extracelulares de una
línea embriogénica normal, a una línea embriogénica anormal
tiene la capacidad de restaurar la morfología de los embriones
y que entre las proteínas activas se localizaron las AGPs.

Toonen et al. [30], han propuesto la existencia de células
nodrizas que podrían producir factores que promueven la
embriogénesis y serían las AGPs las que promoverían el
desarrollo de estas células nodrizas. Pennell et al. [26] y
McCabe et al. [33] localizaron un epítope, reconocido por el
anticuerpo monoclonal JIM8, en las paredes celulares de cier-
to tipo de células embriogénicas, que no se encuentra en las
células no embriogénicas y propusieron que puede ser em-
pleado como un marcado temprano de la embriogénesis somá-
tica. Además, demostraron que determinado tipo celular fue
competente para formar embriones somáticos y que cuando se
adicionó el medio condicionado, proveniente de cultivos com-
puestos por células positivas al JIM8, a los cultivos formados
por células negativas a JIM8, éstos formaron y desarrollaron
embriones somáticos. Lo interesante en dicho trabajo es que
únicamente un sólo tipo de células hizo la diferencia entre los
dos grupos. 

En el caso de las proteínas extracelulares que inhiben la
embriogénesis somática Gavish et al. [34, 35], utilizando co-
mo modelo de estudio cultivos de Citrus aurantium, determi-
naron que el desarrollo normal de los embriones somáticos
dependió de manera obligatoria de la ausencia de proteínas
glucosiladas de entre 53 y 57 kDa (kilodalton). Por otro lado,
Coutos-Thevenot et al. [36] trabajando con suspensiones celu-
lares de un híbrido de uva, evidenciaron el mismo efecto
inhibitorio en la embriogénesis, concluyendo que son las
moléculas extracelulares mayores de 10 kDa las involucradas
en este efecto, posteriormente se demostró que fue un meca-
nismo proteolítico el implicado en su inhibición [37].

El cafeto es una planta de importancia agrícola en diver-
sos países. Se han reportado varios sistemas para la inducción
de la embriogénesis somática in vitro en Coffea spp. Staritsky
[38] reportó por primera vez la obtención de embriones
somáticos en Coffea canephora y Herman y Haas [39] para
Coffea arabica. A partir de entonces se han desarrollado va-
rios protocolos para la obtención de la embriogénesis somáti-
ca en el género Coffea [40, 41, 42, 43]. Actualmente poco se
sabe acerca de los aspectos bioquímicos y moleculares de la
inducción de la embriogénesis somática [44, 45, 46, 47] y
crecimiento celular [48] en este género. El propósito de este
trabajo fue analizar los perfiles electroforéticos en geles de

poliacrilamida, bajo condiciones desnaturalizantes, en una y
dos dimensiones, así como por electroenfoque de las proteínas
extracelulares durante el crecimiento sin organización, y
después de la inducción de la embriogénesis somática en cul-
tivos in vitro de Coffea arabica cv. Caturra rojo en medio
líquido.

Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de cultivo. Los cultivos
embriogénicos de Coffea arabica cv. Caturra rojo fueron man-
tenidos en medio líquido y la embriogénesis fue iniciada como
se describió previamente Quiroz-Figueroa [49].

Concentración de proteína extracelular. El medio de culti-
vo libre de células fue liofilizado y resuspendido en un volu-
men igual al 10 % del volumen inicial, el resuspendido fue
fraccionado en un equipo de ultrafiltración (Ultrafiltration
Cell, model 8050, Amicon Corp.) utilizando membranas con
un tamaño de exclusión de 10 kDa, hasta un volumen cercano
al 1 % del volumen inicial, después fue liofilizado y resus-
pendido en un amortiguador de citrato-fosfatos (pH 5.0, 1 mM
PMSF, 0.157 mM leupeptina, y 5 mM DTT).

Cuantificación de proteína. El contenido de proteína fue
cuantificado por el método de Peterson [50]. Se utilizó albú-
mina sérica bovina para realizar la curva estándar.

Electroforesis en geles de poliacrilamida. El análisis de los
patrones electroforéticos en una dimensión se realizó en geles
de poliacrilamida al 10 % bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE: geles de poliacrilamida bajo condiciones desna-
turalizantes) con base en el sistema discontinuo propuesto por
Leammli [51], cargando 5 µg de proteína total por carril. El
análisis de los patrones electroforéticos en dos dimensiones se
llevó a cabo con base al protocolo propuesto por Robertson et
al. [52], adicionando 50 µg de proteína total. Las bandas pro-
teicas fueron visualizadas por tinción con plata amoniacal con
base en el protocolo de Wray et al. [53]. El electroenfoque fue
realizado en geles de poliacrilamida al 7.5 % con un gradiente
de pH de amplio rango (Bio-Lytei® 3/10 Ampholyte, BIO
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Tabla 1. Concentración de proteína extracelular por mL de medio de
cultivo bajo condiciones de propagación (S1) e inducción de la
embriogénesis somática (S3).

Edad del cultivo (día) Proteína Extracelular
(µg ml–1 medio)

S1 0 0.96
14 24.05

S3 0 0.49
12 0.54
16 7.09
24 9.98



RAD), las bandas fueron visualizadas siguiendo el protocolo
de Heukeshoven y Dernick [54].

Resultados y discusión

Cuantificación de proteína extracelular. Se cuantificó el con-
tenido de proteína total en los concentrados proteicos extrace-
lulares (> 10 kDa) obtenidos a partir del medio condicionado.
En ambas condiciones de propagación (S1) e inducción de la
embriogénesis somática (S3), se detectó proteína en el medio
de cultivo (Tabla 1). Bajo la condición de propagación, en el
día cero, hubo una concentración de 0.96 µg ml–1 medio y la
cuantidad aumentó con la edad del cultivo, alcanzando un
valor de 24 µg ml–1 medio para el día de resiembra (día 14), lo
anterior representa un incremento de 25 veces con respecto al
día cero. Durante la inducción de la embriogénesis, la concen-
tración de proteína extracelular aumentó conforme avanzó la
edad del cultivo. Durante los primeros 12 días de inducción el
aumento fue pequeño (0.49 µg ml–1 en el día cero y 0.54 µg
ml–1 en el día 12), pero éste alcanzó una concentración de
9.98 µg ml–1 en el día 24, representando un incremento de 20
veces con respecto al día cero.

En un amplio número de especies vegetales cultivadas in
vitro se ha reportado la presencia de proteínas extracelulares,
por ejemplo, en Hordeum vulgare [55] se ha reportado hasta
una concentración de 105 µg ml–1 medio en el día de resiem-
bra, mientras que la concentración en el día 25 de inducción
de la embriogénesis somática fue de 225 µg ml–1 medio. Para
suspensiones celulares de Solanum tuberosum [56] se ha
reportado la presencia de proteína extracelular y su aumento
con la edad del cultivo. Un comportamiento similar se ha
observado en Raphanus sativus [57]. En suspensiones celu-
lares de Coffea arabica se ha reportado que durante el cre-
cimiento de una línea celular, la acumulación de proteína
extracelular alcanzó una concentración de 63 µg ml–1 medio
en el día 24, iniciándose la secreción de una manera lenta,
pero ésta aumento rápidamente después del día 12 de cultivo
[48]. Un comportamiento similar se observó durante el perío-
do de inducción de la embriogénesis somática. Las diferencias
notadas en la concentración de proteína extracelular entre las
diferentes especies podría deberse a la especie per se, a la den-
sidad del inóculo inicial, a las características de los agregados
celulares y/o al estadio fisiológico de los cultivos.

Análisis de los patrones electroforéticos de las proteínas
extracelulares. El perfil proteico extracelular obtenido por
separación por SDS-PAGE reveló diferencias mínimas cuali-
tativas (Fig. 1). La poza de proteínas estuvo compuesta por
polipéptidos con pesos moleculares entre 15 y 61 kDa, confor-
mada principalmente por proteínas de bajo peso molecular.
Con base en el nivel de detección, las proteínas extracelulares
se pueden clasificar en constitutivas (21, 23, 29 y 40 kDa);
que aumentan con la edad del cultivo (26, 31, 44, 52, 53 y 61
kDa) y específica (27 kDa), esta última observada únicamente
en S3 (Fig. 1, flecha). En D. carota [20] se identificó a una
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Fig. 1. Perfil electroforético de las proteínas extracelulares bajo
condiciones de propagación (S1) e inducción (S3) de la embriogéne-
sis somática. La separación fue realizada en un gel de poliacrilamida
al 10 % y teñido con plata amoniacal. Los números en la parte superi-
or del gel corresponden a la edad del cultivo en días y los números en
la izquierda representan la masa molecular en kDa de proteínas están-
dar. La flecha indica la posición del bandeo específico para la condi-
ción de embriogénesis.

 

Fig. 2. Proteína extracelular proveniente de medio condicionado bajo
condiciones de propagación (S1) e inducción de la embriogénesis
(S3), separadas por electroenfoque en un gradiente de pH entre 3.4 y
10. La separación fue realizada en un gel de poliacrilamida al 7.5 %.
Las proteínas fueron visualizadas con plata amoniacal. Los números
en la parte superior del gel corresponden a la edad del cultivo en días.
Los números en el lado izquierdo representan el pH, medido con un
electrodo capilar. Los números en el lado derecho representan el pI
de algunas proteínas. La flecha señala una banda específica de la
condición S3.



proteína extracelular responsable en la restauración de la
embriogénesis en cultivos inhibidos por tunicamicina, dicha
proteína presentó actividad de peroxida con un pI de 7.6 y un
peso de 38 kDa, muy cercano al peso de la banda proteica
observada exclusivamente en nuestros cultivos en S3. Un total
de 10 bandas proteicas fueron detectadas por SDS-PAGE, el
patrón proteico extracelular presentado en este trabajo fue
menos complejo que los observados en suspensiones celulares
de Spinacia oleracea con 16 bandas proteicas [1], D. carota
con 15 diferentes proteínas [58], Picea abies con 20 polipépti-
dos [31] y C. arabica con 30 bandas proteicas [44]. En gene-
ral, las proteínas extracelulares secretadas hacia los medio de
cultivo en diversas especies presentan pesos moleculares entre
10 y 96 kDa.

El perfil electroforético de las proteínas extracelulares
separadas por electroenfoque (gradiente de pH de 3.5 a 10)
fue más complejo (Fig. 2) que con respecto al obtenido por
SDS-PAGE (Fig. 1). Se observaron aproximadamente 26 ban-
das proteicas, con pI’s (punto isoeléctrico) que van desde áci-
dos a muy básicos, en el rango básico se observaron 3 proteí-
nas con pI’s de entre 9.4-9.7, una proteína con un pI de 7.1 fue
observada en forma abundante. El mayor número de bandas
proteicas se encontró en el rango ácido-neutro. Cuando se
comparó el perfil proteico de las proteínas extracelulares en
S1, día 14 con respecto a S3, se observó un patrón muy simi-
lar, con excepción de una proteína ácida con un pI de 5.7 que
estuvo presente en S3 (Fig. 2, flecha) pero ausente en S1. El
pH del medio de cultivo de las líneas celulares embriogénicas
en C. arabica fluctúa entre 4 y 5, bajo estas condiciones se
esperaría la presencia de proteínas ácidas, pero, el perfil prote-

ico separado por electroenfoque es más complejo. Por ejem-
plo, el perfil proteico extracelular de Solanum tuberosum se-
parado por electroenfoque reveló que las bandas proteicas se
distribuyeron a lo largo del rango de pH de entre 3.5 a 9.5
[56]. Proteínas extracelulares básicas con un pI cercano a 9
fueron detectados en cultivos de D. carota, algunas de estas
proteínas presentaron actividad para peroxidasas. En Dactylis
glomerata el patrón isoenzimático revelado para estearasa
estuvo conformado principalmente de isoformas ácidas.

Para una caracterización más precisa de las proteínas
extracelulares se realizaron separaciones electroforéticas en
dos dimensiones. El patrón proteico visualizado en S1 día 14
(Fig. 3A) y S3 día 12 (Fig. 3B) fue muy similar en el número
de polipéptidos, contabilizándose un total de 22 manchas. Sin
embargo, cuando se realizaron las separaciones de las proteí-
nas en S3 día 16 y 24, se pudieron localizar algunas proteínas
adicionales (véase Fig. 3C y D, comparar con A, B). Una
mancha de aproximadamente 27 kDa y pI de 9.7-9.4 fue visi-
ble en las muestras S3 día 16 (Fig. 3C rectángulo) y 24 (Fig.
3D rectángulo) pero ausente S1 día 14 (Fig. 3A) y S3 día 12
(Fig. 3B). Esa mancha podría corresponder a la proteína
observada en la Fig. 1 (flecha) que fue específica para la
condición de embriogénesis, pero en el análisis del perfil de
las proteínas separadas por electroenfoque ninguna fue condi-
ción específica en la zona básica. Una posibilidad es que esta
proteína tiene un pI similar a las observadas en 9.7-9.4 y
coemigran con otra del mismo pI, enmascarándose en al
momento de revelado.

En suma, las suspensiones celulares de Coffea arabica
empleadas en este estudio excretan proteínas al medio de cul-
tivo de forma importante. Algunas de estas proteínas son
específicas de la condición estudiada; por ejemplo, de la
inducción de la embriogénesis somática. Este trabajo sienta la
base para un estudio más profundo sobre la naturaleza de las
proteínas que son excretadas al medio de cultivo por las sus-
pensiones celulares.
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