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. V - S U M .. N

Se describe un nuevo procedimiento que permite la inducción de embriones 
somáticos y la regeneración de plantas de Citrus sinensis, C. para disi, C. reticulata 
y C. limón, mediante el cultivo in vitro de núcelas. Se ensayaron varios medios de 
cultivo. Para la inducción de embriones, uno de los mejores medios fue el de 
Murashige y Tucker, adicionado con 5 % de sacarosa. Para la germinación de los 
embriones se utilizó el medio de Murashige y Skoog con un 3 % de sacarosa. Las 
plantas obtenidas fueron exitosamente transplantadas al suelo.

Palabras claves: Citrus spp, embriogénesis somática, núcela, regeneración plantas.

Somotic embryogenesís and plant regeneration from  in vitro  culture o f 
nucella o f Citrus spp

s u M m  Y

A new protocol for somatic embryogenesis and plant regeneration from nucella 
cultures of Citrus sinensis, C. paradisi, C. reticulata and C. limón is described. 
Various media were tested. Murashige and Tucker médium (with 5 % sucrose) was 
found to be one of the best for induction of embryos. Murashige and Skoog médium 
(with 3 % sucrose) was used for germination.

Plants were regenerated and successfully transferred to the soil.

Key words: Citrus sppt nucella, plant regeneration, somatic embryogenesis.
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INTRODUCCION

A partir de las observaciones de Steward 
eí al (1958) y de Reinert (1958), sobre la 
diferenciación de embriones en cultivos de 
células y tejidos de zanahoria, este fenómeno 
fue descripto en otras especies vegetales: 
Tisserat efa/(1979), Ammirato (1983), Williams 
y Maheswaran (1986). Estos embriones son 
generalmente, llamados somáticos, porque 
se diferencian directamente a partir de célu­
las, sin producirse la fusión gamética (Ammirato, 
1987).

En el género Citrus, numerosos trabajos 
informan sobre la ocurrencia de embriones 
somáticos originados in vitro, mediante el 
cultivo de diversos tipos de explantos (Barlass 
y Skene, 1986). El cultivo de núcelas ha sido 
ampliamente utilizado para este fin. Sin em­
bargo, la eficiencia de la producción de em­
briones somáticos depende de varios facto­
res, tales como genotipo, composición del 
medio de cultivo, condiciones de incubación y 
estado del explanto (Rey et al, 1994).

En este trabajo se informa sobre un 
nuevo y eficiente procedimiento para el cultivo 
de núcelas de cuatro especies del género 
Citrus.

M A TE R IA LE S  Y M ETODOS  

M aterial vegetal
Se cu ltiva ron  núcelas de fru tos 

inmaduros, procedentes de la EEAINTA Bella 
Vista, Provincia de Corrientes. Se trabajó con 
el material que se detalla en la Tabla 1.

Procedim iento  para el cultivo  
de las núcelas

Como fuente de núcelas se utilizaron 
semillas de frutos inmaduros (14-15 semanas 
de post- polinización) con un diámetro de 2,5

Tabla 1. Material vegetal utilizado en este trabajo 

Plant material used ¡n this work

Nombre
vulgar

Especie Variedad

Naranja Citrus sinensis L.Osbeck Valencia lata 

<■ Criolla mejorada

« « Bahianina

« *• Hamlin

Pomelo Citrus paradisi Mac Ruby

« « March seedless

Mandarina Citrus reticuiata Blanco Murcott

■■ ■■ Ellendale

Limón Citrus limón L.Burm_______Frost eureka

- 3,0 cm en las de Citrus reticuiata, 3,5 - 4,0 cm 
de C. sinensisyóe  4,0 - 4,5 cm de C. paradisi 
y C. limón.

Los frutos fueron desinfectados mediante 
su inmersión en etanol 70° (5 min) seguido de 
1,6% de NaOCI (30 min) y, finalmente, enjua­
gados 3 veces con agua destilada estéril. Las 
semillas fueron extraídas y se realizó un corte 
longitudinal, dividiéndolas en dos mitades 
(Figura 1a). Se eliminaron el endosperma y 
los embriones existentes y se separó la núcela 
de los tegumentos, teniendo cuidado de no 
dañar el polo micropilar, donde se originarían 
luego los embriones somáticos (Figura 1 b y c). 
Mediante este procedimiento, de cada semilla 
se obtuvieron «dos medias núcelas-, a dife­
rencia de otros que recomiendan el cultivo de 
la núcela entera (Juárez etal, 1976; Tisserat, 
1985).

Los explantos contenidos en frascos, 
con 30 mi de medio de cultivo obturados con 
Resinite AF 50n, fueron incubados en un 
cuarto climatizado a 27 ± 2°C, con 14 h de 
fotoperiodo (10 W .m 2), provenientes de focos 
fluorescentes Philips TLD 36W/84.
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Medtos de cultivo para la inducción 
de embriones somáticos

Los explantos fueron cultivados en el 
medio básico de Murashige y Tucker (1969)- 
en adelante MT - suplementado (salvo indica­
ción en contrario) con sacarosa al 5%. En un 
experimento, el medio MT fue suplementado 
con ácido abscísico (ABA), a razón de 0,1; 0,5;
1 ó 1,5 mg.l \  En otro experimento se utilizaron
2 medios constituidos por MT + 500 mg.l*1 de 
extracto de malta (EM) y por MT + 1 mg.l'1 de 
ácido indolacético (Al A) + 0,1 mg.l'1 decinetina 
(CIN).

El pH de los medios fue ajustado antes 
del agregado del agar Sigma (A 1296) 0,8% a 
5,8.

Los medios contenidos en frascos de 
vidrio de 100 mi de capacidad (30 mi de medio 
porfrasco) fueron esterilizados en un autoclave 
a 0,101 MPa durante 20 min.

Análisis de los resultados
La eficiencia en la producción de em­

briones somáticos fue determinada a los 30 
días del cultivo de las núcelas, mediante el 
empieo del siguiente índice: IE = Ne/N c. En ,
do, d ■:
IE = índice embriogénico,
Ne = número de núcelas con embriones,
Ne= número de núcelas cultivadas,
En = número de embriones obtenidos por 
núcela.

En todos los casos se cultivaron 6 
expiamos por frasco y cada tratamiento con­
sistió, de por lo menos, 4 de ellos. Todos los 
experimentos fueron repetidos durante 3 años 
consecutivos.

Germinación de embriones somáticos 
y obtención de plantas

Con el objeto de regenerar plantas, los 
embriones somáticos obtenidos de las 
núcelas, luego de 30 días de cultivo fueron

subcultivados en frascos similares al descripto, 
conteniendo 30 mi del medio de Murashige y 
Skoog (1962) - en adelante MS- conteniendo
2 mg.l'1 de ácido giberélico (AG3). Este regu­
lador de crecimiento fue esterilizado hacién­
dolo pasar a través de filtros con poros de 0,45 
pm. La germinación de los embriones se llevó 
a cabo a 27 ± 2°C, con un fotoperíodo de 14 h 
(10 W.m*2) suministrado por focos fluorescen­
tes Philips TLD 36W/84.

Luego de 30 días de cultivo las plantas 
obtenidas, fueron transferidas individualmen­
te a tubos de ensayo de vidrio (25 cm x 2,5 cm) 
que contenían 25 mi de MS (3% de sacarosa) 
desprovisto de reguladores de crecimiento. 
Los cultivos fueron mantenidos en las condi­
ciones de incubación descriptas anteriormen­
te. Cuando las plantas alcanzaron una altura 
de 5 cm, se pasaron a una fase de adaptación, 
en la cual los tubos conteniendo las plantas, 
fueron irradiados con una densidad de flujo 
fotónico superior, (en un invernadero, bajo 
una malla que reducía la luz solar a un 80% 
y con una temperatura de 27 ± 3°C) durante
3 días.

Posteriormente, se perforó el resinite de 
los tubos y, en estas condiciones, las plantas 
permanecieron durante 2 días.

Una vez transcurrida la fase de adapta­
ción, se lavaron íasraíces de las plantas, antes 
de ser colocadas en macetas en un substrato, 
constituido por tierra, turba y perlita en propor­
ción 1:1:1 (v:v) (previamente humedecido y 
esterilizado en un autoclave a 0,101 MPa 
durante 60 min y luego aireado). Las macetas 
fueron regadas con la solución de MS diluida 
a la mitad, sin sacarosa y mantenidas en una 
cámara climatizada con 80 -90% de humedad 
relativa.

Luego de transcurridos 8 a 10 días, 
paulatinamente se comenzó a airear la cáma­
ra, conforme al grado de adaptación que se 
percibió, para después de 25 - 30 días,
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Figura 1. a - c. Extracción de las núcelas de Citrus 
spp. La barra representa 1 mm. sem = mitad de una 
semilla; em = embrión; end= endosperma; te = 
tegumento; nu = núcela, a) semilla bisectada  
longitudinalmente, b) separación de la núcela, c) 
núcela aislada de una mitad de la semilla.

a - c. Extraction of the nucellus from Citrus spp. Bar 
represents 1 mm, sem = one half of seed; em = 
embryo; end= endosperm; te=  tegument; nu= 
nucellus. a) seed longitudinally bisected. b) 
separation o! the nucellus. c) nucellus ¡solated from 
a half of seed.

eliminar definitivamente la cámara húmeda.
Las plantas obtenidas permanecieron 

en un invernadero hasta ser plantadas en el 
campo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inducción de embriones somáticos
En un experimento se cultivaron núcelas 

de todas las variedades cítricas detalladas en 
la Tabla 1. Los resultados obtenidos a los 30 
días de cultivo (Tabla 2) permiten informar 
que, en todos los casos, se pudo inducir la 
formación de embriones somáticos (Figura 2 
a, b, c).

Los valores de IE (índice embriogénico) 
hallados, dependieron de la variedad y del 
medio de cultivo. El IE más alto (7) se consiguió 
con la naran ja Ham lin, una variedad  
poliembriónica, mientras que con el limón 
Frost eureka, una variedad monoembriónica,
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Tabla 2» Electo  de 3 azúcares sobre el IE (índice embriogenia)) de callos originados a partir de núcelas 
de especies c ítr ic a s .

Effect of three su g a rs  on the IE (embryogenetic índex) of calli originated by nucella culture of Citrus spp.

.... e ...e Variedad IE (Indice Embriogéníco)
MT ♦  Sacarosa 5%  MT ♦  Lactosa 5%  MT+ Galactosa 5%

Citrus sinensis
m

«x «
« «

C. paradisi
m «

C. retículatfl
■■■ «

C. limón

Valencia late 

Criolla mejorada

Hamiiin

Ru ■

March seedless 

M urcott 

Ellerxtete 

Frost eureka

5 .3

4,5

7.0  

3,9

3.0  

4 ,7  

0,2

1.0

5 .0

2.0

3 ,8

1,0
1.2
3,4

0,1

5.1

2,0
1,0

4 ,0

3,5

2.2
2 .3

se obtuvo un IE de sólo 0,1. Por otra parte, 
independientemente de la variedad, en gene­
ral, los mejores resultados se obtuvieron cuan­
do se empleó sacarosa como fuente carbona­
d a del medio de cultivo.

En el caso de la naranja Valencia late, 
los tres azúcares ensayados brindaron resul­
tados similares, lo que motivó que en los otros 
experimentos, donde se cultivaron únicamen­
te nuceias de la naranja Valencia late y del 
pomelo Ruby, se empleara sacarosa al 5%. 
Estos resultados son similares a los haiiaaos 
por otros autores, en el sentido que la respues­
ta a distintos azúcares depende de la especie 
utilizada (Kochba et al, 1982). Sin embargo, 
estos resultados no muestran la efectividad de 
la galactosa o de la lactosa en la formación de 
laembriogénesis, tal como lo informan Kochba 
et al (1978a; 1982), Hidaka y Omura (1989) y 
Kobayashi et a / (1984). Es probable, que el 
empleo de especies y variedades diferentes a 
las ensayadas en este trabajo, expliquen la 
falta de coincidencia en los resultados obteni­
dos.

La adición de extracto de malta o de Al A

y CIN al medio MT, cuando se cultivaron 
nuceias de la naranja Valencia late, no se 
tradujo en diferencias en el IE, pero con el 
pomelo Ruby se logró un incremento del IE del 
orden del 60% cuando las nuceias fueron 
cultivadas en MT + A IA1 mg.M + CiN 0,1 mg.t1 
(Tabla 3).

Estos datos no concuerdan con lo infor­
mado por Kochba ei al (1972) en el sentido 
que el extracto de malta - utilizado en más de 
la mitad de ios trabajos publicados sobre el 
tema (Rey et ai, 1994) - es un factor estimúlame 
de la embriogénesis somática.

Los resultados hallados en este trabajo 
con el pomelo Ruby tampoco concuerdan con 
lo informado por otros autores en el sentido 
que las auxinas y las citocininas inhiben o 
reducen la embriogénesis somática (Kochba 
et al, 1982; Kochba y Spiegel-Roy, 1977; Wu 
y Zhang, 1991; Tisserat y Murashige 1977a; 
1977b). Aunque, Huangeía/(1990) al trabajar 
con 9 especies de Citrus encontraron que una 
citocinina (6 bencilaminopurina) estimuló la 
em briogénes is , m ientras que el ác ido 
naftalenacético la inhibió.



Figura 2. a - c. Formación de embriones somáticos 
(em) mediante el cultivo de núcelas (nu) de Citrus 
spp . d) germinación de un embrión somático de 
Citrus sinensis var. Valencia late. La barra repre­
senta 1 mrp.

a - c Production of somatic embryos (em) by culture 
of nucellus (nu) of Citrus spp. d) germination of one 
somatic embryos of Citrus sinensis var. Valencia 
late. Bar represents 1 mm.
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Tabla 3. Efecto de tres medios de cultivo en ía inducción de embriones somáticos de naranja Valencia late 
y pomelo Ruby

Effect of three culture media on the somatic embryogenesis of orange Valencia late and grapefruít Ruby

Material Vegetal Variedad
IE (Indice Embriogénico)

MT MT + EM (500 mg.11) MT + ÁiÁ (1 mg.h1) + CiN (0,1 mg.h1)

Crtrus sinensis 

C. paradisi

Valencia late 4,3 

Ruby 4,2

0

4,5

■ ,5

El agregado de ABA al medio MT produ­
jo una ligera estimulación en la embriogénesis 
somática, reflejada en los valores obtenidos 
de IE . Esto ha sido notable en el pomelo Ruby, 
donde la adición al medio MT de ABA 
(1,0 mg.l*1) posibilitó un incremento del 50 % 
del IE (Tabla 4). Estos resultados concuerdan 
con los obtenidos por Kochba et al (1978b).

Germinación de los embriones 
somáticos

Los embriones somáticos obtenidos 
mediante el cultivo de núcelas, de todas las 
variedades cítricas detalladas en la Tabla 1,

germinaron cuando fueron cultivados en MT + 
2 mg.l1 de AG3 (Figura 2 d) y las plantas 
resultantes fueron exitosamente transferidas 
al suelo (Figura 3 a, b). Con la naranja Valen­
cia late y el pomelo Ruby se pudo apreciar, 
que los mayores porcentajes de conversión 
de embriones a plantas, se conseguían cuan­
do los medios iniciales (medios de inducción 
de embriones) contenían 1,5 mg.l*1 de ABA 
(Tabla 5).

Finalmente, es interesante destacar que 
en este trabajo se logró un nuevo y eficiente 
procedimiento para el cultivo de las núcelas 
de especies cítricas, dado que de cada semilla

Tabla 4. Efecto del agregado de ABA en la 
embriogénesis somática de núcelas de naranjo y 
pomelo cultivados en el medio MT.

Effect of ABA addition on the somatic embryogenesis 
in nucella cultures of orange and grapefruít cultured 
on MT médium.

Tabla 5. Efecto de la composición del medio de 
inducción de embriones sobre la obtención de plan­
tas, en el medio MS + AG3 (2 mg.l1), de naranja 
Valencia late y de pomelo Ruby.

Effect of the induction médium on the production of 
plants of orange and grapefruít on the médium MT +
AG3 (2 mg.l1).

mg.r1
IE (Indice Embriogénico)

naranja 
Valencia late

pomelo
Ruby

ABA
(mg.l*1)

% de embriones que forman plantas

adicionado 
a MT

naranja 
Valencia late

pomelo
Ruby

0 4,2 .0 0 22 5
0,1 4,2 4 1 0,1 20 2 8
0,5 4,9 5.0 0.5 .5 30
1,0 5.0 6,1 1,0 . 5 2 7
1.5 5.0 5,1 1,5 51 5
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Figura 3: Plantas de Citrus sinensis var. Valencia 
late obtenidas a partir del cultivo de núcelas trans­
feridas a macetas (a) y posteriormente al campo (b).

se emplearon «dos medias núcelas», en 
cambio, con otros procedimientos se lo hace 
con «la núcela entera» (Juárez et al, 1976; 
Tisserat, 1985).

El nuevo procedimiento sugerido, brin­
da las siguientes ventajas:

a) Se extraen entre 25 - 30 núcelas por 
hora (es decir, 50 - 60 explantos o medias 
núcelas) en cambio, con el procedimiento de 
Tisserat se extraen 12-14 núcelas en el mismo 
l '
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