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Estabilidad en los patrones de proteinas de plantulas
de café regeneradas por embriogénesis somatica
(Con 6 Figuras)

Stability of protein patterns in coffee seedlings regenerated
by somatic embryogenesis
(With 6 Figures)

Menéndez-Yuffa' A, L Rios-Bolivar®

Resumen. El café (Coffea arabica L.) es una planta para la cual exis-
ten métodos eficientes de regeneracién y multiplicacién por embriogénesis
somética. Sin embargo, es muy importante analizar las progenies obtenidas
por dichos métodos, con el fin de determinar la estabilidad genética de las
mismas. La presente investigacion se realizé con el fin de (1) determinar los
patrones electroforéticos unidimensionales de proteinas de hojas de vitro-
plantas de café regeneradas por embriogénesis somética, y (2) comparar los
mismos con los de las plantas donantes de explantes. Se determinaron los
patrones de protefnas de algunos genotipos de café para establecer si se
detectaban diferecias por este método. Dichos patrones revelaron que cada
genotipo analizado presentaba un conjunto de bandas de proteinas caracte-
ristico. Las separaciones electroforéticas de proteinas de las vitroplantas no
mostraron diferencias significativas entre si, ni tampoco hubo diferencias
significativas al comparar el patrén con las plantas madres. Los resultados
obtenidos muestran que de acuerdo al patrén electroforético de proteinas, las
plantas de café Catimor regeneradas por embriogénesis somética presentan
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niveles de variacién muy bajos. Por lo tanto, la presente investigacién apor-
ta evidencia de la estabilidad genética en las plantas de café cv. Catimor
regeneradas por embriogénesis somética. Ademds, se mostré que el método
de electroforesis unidimensional de proteinas puede ser ttil en la caracteri-
zacién de genotipos de café.

Palabras clave: embriogénesis somdtica, variacién somaclonal, elec-
troforesis de protefnas, estabilidad genética, cultivo in vitro.

Abstract. Regeneration and multiplication of coffee (Coffea arabica 1..)
through somatic embryogenesis can be efficiently achieved through different
methods. However, it is very important to analyze the progenies obtained by
these methods in order to establish their genetic stability. The objectives of
this research were (1) to determine the protein electrophoretic patterns in
leaves of coffee vitroplants which were regenerated through somatic embryo-
genesis, and (2) to compare these patterns with those of the explant donor
plants. The protein patterns of some coffee genotypes were initially deter-
mined to detect possible differences among them. Each analyzed genotype
showed a characteristic set of protein bands. The protein electrophoretic sep-
aration in vitroplants did not show significant differences neither among vit-
roplants nor between them and the mother plants. According to the protein
electrophoretic patterns, the Catimor coffee plants regenerated through
somatic embryogenesis have very low levels of variation. These results sup-
port evidence of genetic stability in plants of coffee cv. Catimor regenerated
by somatic embryogenesis. Additionally, it was shown that the method of one-
dimensional electrophoresis of proteins can be useful in the characterization
of coffee genotypes.

Key words: somatic embryogenesis, somaclonal variation, protein
electrophoresis, genetic stability, in vitro culture.

INTRODUCCION

El café (Coffea sp.) es una planta para la cual estdn bien desarro-
llados los métodos de propagacién clonal masiva in vitro. El método de pro-
pagacion in vitro mas eficiente es la embriogénesis somética. Sin embargo,
debe estudiarse la estabilidad genética de las plantas regeneradas por
dicho método, ya que, cuando un tejido pasa por las condiciones de cultivo
in vitro, sobre todo cuando la regeneracion ocurre pasando por una etapa de
callo, pueden originarse variaciones genéticas; dicho fenémeno se denomi-
na variacién somaclonal (Rani et al., 1965; Larkin y Scowcroft, 1981;
Medina et al., 2004). Este tipo de variacién puede considerarse ventajosa
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si el fin que se pretende es obtener mayor variaciéon genética para selec-
cionar plantas con mejores caracteristicas; sin embargo, si el objetivo
requiere fidelidad genética, como en el caso de la propagacién masiva de
un individuo, variedad o especie de interés o la regeneracién de productos
de transformacién genética, tal variacién serfa desfavorable. Esto es debi-
do a que en el caso de las plantas propagadas, se obtendrian productos dife-
rentes a la planta original que se deseaba reproducir. En el caso de la inge-
nierfa genética, ésto constituirfa un factor de variacién no controlado y por
lo tanto indeseable. En tal sentido, Ray et al. (2006) sefialan que en la
industria comercial, donde se ha desarrollado la tecnologia de la micropro-
pagacion, la mayor preocupacién es el mantenimiento de la fidelidad gené-
tica en las plantas micropropagadas.

Cuando se establecen métodos para evaluar la variacién genética
en plantas de café regeneradas in vitro, es importante tener presente que
ésta es una planta de ciclo largo, que tarda varios afios en llegar a la etapa
reproductiva y productiva comercialmente. Es por ello que, aunque la eva-
luacién agronémica no puede ser sustituida, se han buscado métodos que
permitan detectar temprano los niveles de variacién generados por el méto-
do de cultivo in vitro. Hay una serie de nuevos enfoques, como la tecnolo-
gfa de marcadores moleculares, que ha sido adoptada para estimar la fide-
lidad genética. Entre ellos, los marcadores isoenzimdticos han sido utiliza-
dos recientemente para determinar la estabilidad genética de clones de cul-
tivo de tejidos. Por ejemplo, las investigaciones realizadas por Ray et al.
(2006) concluyeron que los marcadores isoenzimdticos pueden ser una
herramienta valiosa para un registro rdpido de la estabilidad genética de
vitroplantas. Ademds, Burg et al. (1989) determinaron la variacién fenoti-
pica y realizaron enfoque isoeléctrico de proteinas de tubérculos de papa
(Solanum tuberosum L. cv. Bintje) derivadas de protoplastos.

Los trabajos que informan la evaluacién de la estabilidad genética
en café propagado in vitro son escasos. Entre ellos, Sondhal y Lauritis (1992)
reportan la determinacién de variacién somaclonal por evaluacién morfolégi-
ca en diferentes variedades de café regeneradas por embriogénesis somética.

En café hay pocos informes de estudios de isoenzimas y proteinas.
Acuiia et al. (1999) [que citan a Macrae (1985), Centi-Grossi et al. (1969) y
Underwood y Deatherage (1952)], Menéndez-Yuff4 et al. (1994) y Menéndez-
Yuffd y Garcia (1996) no han utilizado la electroforesis de proteinas para eva-
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luar la estabilidad genética o la taxonomia vegetal. Solamente Bustamante
(1996) informé el uso de geles discontinuos de poliacrilamida (DISCPAGE)
para determinar diferencias entre cultivares de café.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de estabilidad gené-
tica en plantas de café regeneradas por embriogénesis somdtica. En la primera
estapa se llev6 a cabo un estudio a nivel citogenético, cuyos resultados fueron
infromados en el afio 2000 (Menéndez-Yuff4 et al.). La presente investigacién
constituye la segunda etapa, en la cual se evalué la aplicacién de patrones uni-
dimensionales de protefnas para detectar variaciones en plantas de café rege-
neradas in vitro. Inicialmente, se determinaron los patrones electroforéticos de
proteinas para plantas de café de distintos genotipos obtenidas por métodos
convencionales. Esta fase de la investigacion se hizo para determinar si el méto-
do aplicado era capaz de detectar diferencias entre genotipos similares. Van der
Bank et al. (2001) concluyeron que el uso de datos electroforéticos en taxono-
mia y sistemdtica estd limitado para distinguir o confirmar especies, y para
medir la divergencia entre poblaciones o entre especies y géneros relacionados.
Basdndonos en los resultados preliminares de los patrones de proteinas pre-
sentados para diferentes variedades y especies relacionadas de Coffea sp., pre-
sentamos los resultados del estudio de los patrones electroforéticos de protei-
nas solubles en una dimensién en plantulas de café, Coffea arabica cv. Catimor,
regeneradas por embriogénesis somética. Nuestros estudios permitieron eva-
luar si el andlisis de patrones electroforéticos unidimensionales de proteinas es
aplicable para detectar diferencias entre los genotipos de café estudiados.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de tejidos. La induccién de embriogénesis somadtica se realizé
utilizando plantas de café, Coffea arabica cv. Catimor, siguiendo el procedi-
miento informado por Menéndez-Yuffd y Garcia (1997). Secciones de hojas adul-
tas fueron cultivadas durante cuatro meses en un medio compuesto de sales de
Murashige y Skoog (1962) diluidas a la mitad, 30 g/l de sacarosa, 10 mg/1 de tia-
mina, 100 mg/l de mio-inositol, 1 mg/l de dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
y 8 mg/l de Benciladenina (BA). Los callos obtenidos fueron transferidos a un
medio con la misma composicién, excepto por el agregado de 0,8 mg/l de 4cido
naftalenoacético (ANA) como tnico regulador de crecimiento.
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Extracci6n de Protefnas. La extraccién de proteinas se realizé
segtin el procedimiento informado por Menéndez-Yuff4 et al. (1994). El
extracto se obtuvo pulverizando 0,3 g de hojas jévenes totalmente expan-
didas con nitrégeno liquido (excepto para las vitroplantas). Luego se efec-
tu6 una homogeneizacién con amortiguador de extraccién (2,3 ml por
gramo de tejido). Este estuvo constituido por 50 mM Tris (pH 8); 5%
(VIV) glicerol; 0,1 mM EGTA; 0,2 M KCI; 1,5% (P/V) polivinilpirrolido-
na, y 1% (V/V) B-mercaptoetanol. El extracto se centrifugé durante 20
minutos a 13.000 r.p.m. en microcentrifuga y se recogié el sobrenadante
que fue centrifugado 10 minutos a 13.000 r.p.m. Las proteinas fueron pre-
cipitadas durante 2 horas a -20 °C utilizando 7 voldmenes de acetona fria
con 1% (V/V) de B-mercaptoetanol. Las proteinas se recogieron por cen-
trifugacién durante 10 minutos a 5.000 r.p.m. a 4 °C, y fueron resuspendi-
das en amortiguador Laemmli (1970) 2X [250 mM Trizma Base (pH 6,8);
40% (VIV) glicerina; 4% (P/V) SDS; 0,005% (P/V) Azul de Bromofenol y
2% (V/V) B-mercaptoetanol].

La estimacién del contenido de proteinas en las muestras se hizo
siguiendo el microensayo de proteinas de Bradford (1976), utilizando 50 ul
del sobrenadante que se obtuvo antes de precipitar con acetona.

Electroforesis. La electroforesis se llevé cabo en minigeles (8,6 x
6,8 cm) de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 14% (P/V) bajo condiciones
reductoras de acuerdo a Laemmli (1970) y tincién con azul de Commassie
[Commassie Brilliant Blue R-250 al 0,2% (P/V); metanol al 46,6% (V/V)y
acido acético al 7% (V/V)] durante 45 minutos. El gel se lavé con agua des-
tilada y se colocé en una solucién para remover la tincién [dcido acético
glacial al 7% (V/V); metanol al 5% (V/V)] hasta que se visualizaron las
bandas. La digitalizacién y el anélisis de los perfiles electroforéticos se
llevé a cabo con el programa Quantity One — 4.01 de Bio-Rad.

Antes de colocarlas en el gel, las muestras fueron calentadas a 95 °C
durante 3 minutos. Se colocaron aproximadamente 50 ug de proteina en
cada pocillo del gel.

Andlisis electroforéticos. Se realizaron extracciones y separaciones
electroforéticas de proteinas de las siguientes plantas:

a) Plantas de inverndculo de los genotipos Coffea arabica cv. Catimor [C.
arabica cv. Caturra rojo x Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora)),
C. canephora var. Robusta; Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora);
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UCV 143 ( C. arabica “Blue Mountain”) y UCV 230 [Icatu (C. arabica x
C. canephora) x C. canephoral.

b) Plantas de inverndculo del cv. Catimor utilizadas como donantes (o plan-
tas madres) para la iniciacién de los cultivos in vitro. La extraccién y corri-
da se realizaron dos veces para las plantas madres con el fin de verificar la
reproducibilidad del método.

c¢) 5 vitroplantas de Catimor regeneradas por embriogénesis somdtica
indirecta. La extraccién y corrida se realizaron dos veces para cada vitro-
planta con el fin de verificar la reproducibilidad del método.

d) 50 vitroplantas de Catimor regeneradas por embriogénesis somética indirec-
ta. Con estos datos se elaboré una matriz de presencia y ausencia de bandas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 1 muestra que hay diferencias evidentes en los patrones gene-
rados por la corrida electroforética de proteinas para las diferentes especies,
cultivares e hibridos del género Coffea sp. El mayor nimero de bandas se
encontré entre los pesos de 20-80 kDa para todos los genotipos. El programa
Quantity One elabora un esquema de las bandas, y realiza un ajuste median-
te el cual les asigna el mismo niimero a las que tienen pesos moleculares
similares.

El primer patrén corresponde al cv. Catimor, presentando un total de
17 bandas claramente definidas entre los pesos moleculares de 12-109
kDa. El segundo patrén pertenece al hibrido UCV 230 que present6 un total
de 10 bandas entre los pesos de 12-102 kDa. El tercer patrén corresponde
a UCV 143, que presenta el mayor polimorfismo de bandas y una mayor
resolucién de las mismas a lo largo de todo el patrén dentro de los pesos
moleculares de 12-109 kDa. Coffea canephora (4° carril) presenté el patrén
con menor nimero de bandas resueltas (Menéndez-Yuffda y Garcia de
Garcia, 1996) y las mismas se encontraron entre los pesos de 19-78 kDa.
El 5° carril correspondié al Hibrido de Timor, el cual present6 17 bandas
claramente resueltas y comprendidas entre los pesos de 13-109 kDa.

La Fig. 2 muestra una matriz de presencia-ausencia de las bandas
més representativas para cada genotipo. Se puede apreciar que hay un
ndmero mayor de bandas en comiin presentes en la mayoria de los genoti-
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Fig. 1. Perfiles electroforéticos de proteinas solubles de distintas varieda-
des de café. MM, estandares de pesos moleculares: 66.00 kDa (Albomina
bovina), 45.00 kDa (Ovoalbimina), 36.000 kDa (Gliceraldehido deshi-
drogenasa), 29.000 kDa (Anhidrasa Carbénica), 29.000 (Tripsinégeno
tratado con PMSF), 20.000 kDa (inhibidor de la Tripsina), 14.200 KDa
(a-Lactoalbimina). En los ofros carriles se cargaron los siguientes genotipos
de Coffea: cv. Catimor [C. arabica cv. Caturra rojo x Hibrido de Timor
(C. arabica x C. canephora)], UCV 230 [lcatu (C. arabica x C. cane-
phora) x C. canephora], UCV 143 (C. arabica “Blue Mountain”), C. cane-
phora var. Robusta, H. Timor (Hibrido de Timor) (C. arabica x C. canephora).

Fig. 1. Soluble protein electrophoretic profiles in different coffee varieties. MM, molecu-
lar weight standards: 66.00 kDa (bovine serum albumin), 45.00 kDa (Ovalbumin),
36.000 kDa (gliceraldehyde dehydrogenase), 29.000 kDa (carbonic anhydrase),

29.000 (trypsinogen treated with PMSF), 20.000 kDa (trypsin inhibitor), 14.200 KDa
(a-lactoalbumin).
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pos (por ejemplo, las bandas N° 6, 13, 14, 15, 19, 20 y 22). Son pocas las
bandas que aparecen en un solo genotipo. Con esta matriz se calculé el por-
centaje de similitud de los genotipos, compardndolos con UCV-143 que es
C. arabica. Catimor tuvo el mayor porcentaje (57,7%) de similitud. Esto se
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Fig. 2. Matriz de presencia-ausencia de bandas de la Fig. 1.
Fig. 2. Matrix of presence-absence of bands in Fig. 1.
Banda Catimor UCV-230 UCV-143 | C. canephora dHlbrldo
e Timor
1 + +
2 + -
3 + + + +
4 +
5 + - -
6 + + + +
7 + - +
8 + - + +
9 + + + - +
10 +
11 + + +
12 + +
13 + + + +
14 + + + +
15 + + + +
16 - + - -
17 + + +
18 + + +
19 + + + +
20 + + + + +
21 - + +
22 + + + + +
23 + + + +
24 + +
25
26 + + + +

esperaba ya que Catimor proviene de retrocruces sucesivos con C. arabica,
seguido por el Hibrido de Timor (50%). Los menos parecidos fueron C. cane-
phora (19,23%) y UCV-230 (19,23%). Esto también se esperaba porque C.
canephora es una especie diferente, y UCV-230 proviene del retrocruce
entre (C. arabica x C. canephora) y C. canephora.

Con los patrones obtenidos en la corrida electroforética se llevs a
cabo un andlisis de cluster en los genotipos estudiados, segin el indice de
UPGMA (Fig. 3). Los genotipos més relacionados fueron el cv. Catimor y el
UCV-143 (C. arabica). Este grupo se uni6 al UCV-230 (retrocruce del
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Fig. 3. Andlisis de cluster segin el indice de UPGMA, utilizando los perfiles
electroforéticos de proteinas de los distintos genotipos de café. cv. Catimor
[C. arabica cv. Caturra rojo x Hibrido de Timor (C. arabica x C. canepho-
ra)], UCV 230 [Icatu (C. arabica x C. canephora) x C. canephora], UCV 143
(C. arabica “Blue Mountain”), C. canephora var. Robusta, H. Timor (C. ara-
bica x C. canephora).

Fig. 3. Cluster analysis using the UPGMA index. It was determined utilizing the protein
electrophoretic profiles of different coffee genotypes. cv. Catimor [C. arabica cv. Caturra
rojo x Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora)], UCV 230 [lcatu (C. arabica x C.
canephora) x C. canephora], UCV 143 (C. arabica “Blue Mountain”), C. canephora var.
Robusta, H. Timor (C. arabica x C. canephora).
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C. arabica x C. canephora con C. canephora), seguido por el Hibrido de
Timor (C. arabica x C. canephora). El menos parecido con el resto de los
genotipos fue C. canephora. También se realizé un andlisis de cluster
segtin Wards, el cual produjo un resultado similar al anterior, confir-
mando que la electroforesis de proteinas solubles puede ser una herra-
mienta ttil en la caracterizacién de genotipos del género Coffea. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Burg et al. (1989), quienes
mostraron que el enfoque isoeléctrico de protefnas de tubérculos de
papa les permitié distinguir claramente entre los cultivares estudiados.
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Bustamante (1996) evalué la composicién de protefnas totales en
geles discontinuos de poliacrilamida (DISCPAGE: 8-16%) en 20 cultivares
de Coffea arabica. Este autor no encontré diferencias en el nimero de ban-
das entre los cultivares pero sf en la intensidad de las mismas. Report6 un
total de 23 bandas para todos los tejidos foliares analizados (hojas con o sin
nervaduras, y hojas jévenes o viejas). Dicho autor informé que las diferen-
cias en intensidad de las bandas se podrian deber al cardcter tetraploide de
C. arabica. Debido a esto, podria aparecer una banda mds o menos con-
centrada. Sin embargo, el autor informé que las diferencias en intensidad
no fueron consistentes entre las muestras.

Posteriormente se realizaron dos separaciones electroforéticas de las
proteinas solubles de 5 plantas madres (que no habian pasado por cultivo
in vitro y fueron la fuente para iniciar la regeneracién) haciéndose dos
extracciones y corridas diferentes. La Fig. 4 muestra la corrida electroforé-
tica de proteinas de plantas madre de café cv. Catimor y su réplica, en

Fig. 4. Corrida electroforética de las plantas madres con su réplica (extrac-
cién y corrida diferente de cada planta).: M:M, marcadores de peso mole-
cular; PM1* es la réplica de PM1, PM2* es la réplica de PM2, y asi sucesi-

vamente.

Fig. 4. Electrophoresis of mother plants and their replicates (different extraction and run-
ning for each plant). MM, molecular markers; PM1* is the replica of PM1, PM2* is the
replica of PM2, and so on.
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Fig. 5. Corrida electroforética de 5 vitroplantas con su réplica (extraccién
y corrida diferente de cada planta): M.M, marcadores de peso molecular;
V1* es la réplica de V1, V2* es la réplica de V2, y asi sucesivamente.

Fig. 5. Electrophoresis of five vitroplants with their replicates (different extraction and
running for each plantl. MM, molecular markers; V1* is the replica of V1, V2* is the
replica of V2, and so on..

donde los carriles 2-6 corresponden a la primera corrida, y los carriles 7-11
a la segunda corrida. Se puede observar a simple vista la semejanza entre
las dos corridas. Mediante este ensayo se confirmé la reproducibilidad del
patrén electroforético de proteinas para plantas de café del mismo genoti-
po, y para una extraccién y corridas diferentes de la misma planta. Este
mismo ensayo se realizé con dos réplicas de cinco vitroplantas, realizadas
en extracciones y corridas diferentes (Fig. 5). Esto permitié confirmar la
reproducibilidad del patrén electroforético de proteinas para el mismo indi-
viduo cuando se trabaja con vitroplantas. En desacuerdo con lo hallado por
Bustamante (1996), encontramos que las diferencias en intensidad en las
bandas de las distintas muestras correspondientes a la misma especie y
variedad eran reproducibles.

La Fig. 6 muestra los patrones electroforéticos de cinco vitroplantas
y la planta madre (C. arabica cv. Catimor). Se puede observar que no hay
diferencias cualitativas entre la planta madre y las vitroplantas. Se encon-
tré6 que las bandas de bajo peso molecular (<20 KDa) se presentaban en
menor concentracién con respecto a las de alto y mediano peso molecular
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(>30 KDa). Debido a ésto, las bandas de bajo peso molecular no se obser-
varon con claridad en algunas muestras. Por lo tanto, dichas bandas no se
incluyeron para realizar los anilisis.

En funcién de los patrones de bandas establecidos se procedié a rea-
lizar una matriz de presencia-ausencia de bandas en las 50 vitroplantas
evaluadas, la cual se comparé con el patrén de la planta madre. Se calcul6
el porcentaje de aparicién de las bandas en el total de las muestras. Se
encontré que para la mayorfa de las bandas analizadas el porcentaje de apari-
ci6n estaba en un 100%. Sélo para la banda 11 se encontré un porcentaje de
aparicién menor (94%), coincidiendo con los resultados de Burg et al. (1989)
para tubérculos de papa derivados de protoplastos. Las diferencias encontra-
das en los patrones de proteinas fueron cualitativas y no cuantitativas.

Fig. 6. Patron electroforético de las vitroplantas (vplt.1 a 5) y la planta madre
C. arabica cv. Catimor (PM.). M.M. (marcadores de peso molecular igual a
las figuras anteriores). En total se determiné el patrén de 50 vitroplantas.

Fig. 6. Electrophoretic patterns of vitroplants (vplt. 1 to 5) and the mother plant C. ara-
bica cv. Catimor (PM.). M.M. [molecular markers are the same as in previous figures).
Shown patterns were determined for 50 vitroplants.
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El porcentaje de bandas monomérficas (la misma banda en todas las
muestras) fue de un 99,55%. En funcién de este valor se calculé un por-
centaje de variacién de un 0,45% (100% - 99,55% = 0,45%). Este valor
es bajo al compararlo con el 9,6% de variacién morfol6gica reportado por
Sondhal y Lauritis (1992) para plantas del cv. Catimor regeneradas por
embriogénesis somética. Los resultados de estos autores pueden comparar-
se con los reportados por Burg et al. (1989), quienes encontraron que los
tubérculos de papa regenerados de protoplastos presentaron un 3,6% de
variacién en las proteinas, y de un 27% a un 55% de variacién fenotipica
en tubérculos de plantas regeneradas después de la primera o segunda
transferencia in vitro, respectivamente. Comparando nuestros resultados
con los hallados por Burg et al. (1989) y Sondhal y Lauritis (1992) llama la
atencién que la variacién encontrada en los patrones de proteinas fue
menor a la hallada en los caracteres morfolégicos. En la presente investi-
gacion no se realizaron ensayos para determinar el origen de las variacio-
nes encontradas. Al respecto, sin embargo, es de interés citar la revisién
publicada por Kaeppler et al. (2000) respecto a factores epigenéticos de la
variacién somaclonal en plantas. Estos autores sefialan, que la variacién en
los patrones de proteinas de almacenamiento o de isoenzimas sugiere que
el cambio de secuencias de ADN ocurre mucho més frecuentemente que la
delecién genética; esto es debido a que los patrones de migracién son alte-
rados, pero los alelos nulos son raros. En la misma revisién se cita otros tra-
bajos en los que se ha establecido una relacién directa entre proteinas
variantes y cambios en la secuencia de ADN.

A partir de la matriz de datos se procedi6 a calcular el indice de simi-
litud de Jaccard para comparar los patrones de la planta madre con los de
las diferentes vitroplantas. Esto se realizé con el programa Multi Variate
Statistical Package (MVSP) versién 3,01. Cuarenta y siete de las 50 vitro-
plantas analizadas mostraron un coeficiente de similitud de 1. La excepcién
fueron las vitroplantas 15, 17 y 20 que presentaron un coeficiente de 0,92
debido a que no presentaron la banda N° 11.

La metodologfa empleada para extraer las protefnas solubles y su pos-
terior corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes, puede ser
de gran utilidad en el andlisis de estabilidad genética o para comparar
genotipos similares. Para ello es necesario que se tome la precaucién de
estandarizar las condiciones de trabajo. En primer lugar, se debe elegir un
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material que tenga la misma edad fisiol6gica y condiciones de cultivo simi-
lares. Estos aspectos fueron tomados en cuenta en la presente investigacion
ya que se utilizaron vitroplantas de la misma edad, obtenidas bajo condi-
ciones fisicas y quimicas de cultivo idénticas. También es importante man-
tener las mismas condiciones de extraccién de proteinas; es decir, trabajar
en frio, correr los geles hasta el mismo nivel, y sobre todo tratar de colocar
la misma cantidad de protefnas en cada carril, ya que esta metodologia es
muy susceptible a los cambios en la concentracién. Esto tltimo puede oca-
sionar que ciertas bandas no se detecten a concentraciones menores. También
puede ocurrir que a una concentracién excesiva, las bandas de proteinas que
tienen pesos moleculares similares no sean resueltas.

Los resultados obtenidos muestran que de acuerdo al patrén electro-
forético de proteinas solubles, las plantas de café Catimor regeneradas por
embriogénesis somdtica presentan niveles de variacién muy bajos. Por lo
tanto, el sistema embriogénesis somética utilizado para la regeneracién y
multiplicacién de café Catimor puede ser aplicado en la propagacién
comercial y en la regeneracién de productos transgénicos.

CONCLUSIONES

El presente estudio demostré la aplicabilidad del método de electro-
foresis de proteinas solubles extraidas de hojas de Coffea sp. para detectar
diferencias entre genotipos y somaclones, asi como también para la estima-
cion de la estabilidad genética de estos tltimos.

Los patrones electroforéticos unidimensionales de proteinas solubles
presentaron reproducibilidad y permitieron detectar diferencias entre los
genotipos de café estudiados: Coffea: cv. Catimor [C. arabica cv. Caturra rojo
x Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora])]; UCV 230 [Icatu (C. arabi-
ca x C. canephora) x C. canephoral; UCV 143 (C. arabica “Blue Mountain”);
C. canephora var. Robusta, e Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora).
Un hallazgo importante fue que el andlisis estadistico de las diferencias
encontradas entre los hibridos, cultivares y especies estudiados fue consis-
tente con la informacién previa de la constitucién genética de los mismos.

Los patrones de proteinas solubles de hojas de vitroplantas de café se
mantuvieron estables después de su paso por cultivo in vitro. Esto se evi-
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dencié al comparar las vitroplantas entre si, y con las hojas de las plantas
donantes, observandose muy poca variaicién. Por lo tanto, el presente estu-
dio permite afirmar que las vitroplantas de café Catimor regeneradas por
embriogénesis somdtica son estables a nivel de su patrén electroforético de
proteinas solubles.
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