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ABSTRACT

In vitro plant regeneration of citrus through somatic embryogenesis.
L. Establishment of friable calli and suspension cultures of local cultivars of
sweet orange (Citrus sinensis) and sour orange (Citrus aurantium). Friable
calli of the sweet orange cvs. ‘Acosta 6’ and ‘Washington Navel’, as well as
sour orange, were initiated from immature embryos cultured in vitro. Formation
of friable callus was observed only with the addition of a cytokinin on sweet
orange cultivars and of malt extract on sour orange, respectively. Callus induc-
tion was a slow process, requiring 7 to 10 months in culture, with subcultures
every month. The growth rate of calli fluctuated, showing the same behavior in
all plant materials. From small quantities of friable callus, multiplication
allowed obtainment of sufficient calli to start cell suspension cultures in both
sweet orange cultivars, which were successfully established and maintained for
four months. Power shortages that left the flasks in a stationary position for
some hours induced the suspension cultures to initiate the embryogenic process,
ceasing their multiplication. The factors that affect the formation of the calli

and the induction of somatic embryogenesis are discussed.

INTRODUCCION

Los citricos representan en volumen el prin-
cipal producto fruticola a nivel mundial, con un
total de 64,5 millones de toneladas para el periodo
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1988-1989. Aproximadamente 35% de la produc-
cién mundial (22 millones de toneladas) se utiliza
para la obtencién de productos derivados de los
frutos frescos (Ollitrault y Rocca-Serra, 1992).
Este cultivo es susceptible a una serie de en-
fermedades, plagas y condiciones adversas (edéfi-
cas, climdticas, etc.), que afectan su rendimiento.
No obstante, ciertos cultivares y especies silves-
tres del género Citrus y otros emparentados, po-
seen cierto grado de resistencia o tolerancia con-
tra algunos de estos factores (Vardi y Galun,
1988). Algunas de estas caracteristicas pueden in-
corporarse a ciertos cultivares comerciales, ya
que muchos de ellos son capaces de hibridarse in-
terespecifica e intergenéricamente, lo cual es muy
raro entre las especies lefiosas. En vista de esto,
este género es un candidato adecuado para la apli-
cacién de programas de mejoramiento genético



8 AGRONOMIA COSTARRICENSE

tradicional (Grosser y Gmitter, 1990b). Sin em-
bargo, la incorporacién.de una o varias de las
caracteristicas anteriores para el desarrollo de
nuevos patrones y variedades productoras de
fruto mediante hibridacién sexual se ha visto li-
mitada por varios factores, incluyendo una bio-
logia reproductiva muy compleja y periodos de
juvenilidad prolongados (Grosser y Gmitter,
1990a; Grosser, 1992). Con el uso de la hibrida-
cién somdtica mediante fusién de protoplastos,
es posible obviar algunos de estos problemas
(Grosser y Gmitter, 1990b).

En todos los estudios realizados hasta aho-
ra en regeneraciéon y fusién de protoplastos en
citricos, la etapa mds importante y limitante ha
sido el establecimiento de masas de callo friable
con capacidad embriogénica. El callo friable en
citricos estd compuesto por conglomerados de
proembriones de varios tamaifios. La prolifera-
ci6én de este tipo de callo se da por formacién, a
partir de células individuales, de nuevos proem-
briones. Estos pueden originar a su vez embrio-
nes, aunque esta disposicién afecta el creci-
miento del callo, que cesa su proliferacién y se
orienta hacia el proceso embriogénico (Button
et al., 1974). La iniciacién y el mantenimiento
de lineas embriogénicas es generalmente muy
dificil y consume mucho tiempo. Todavia no se
conocen bien los requerimientos nutricionales
para muchos genotipos importantes (Grosser y
Gmitter, 1990b).

Aunque se ha logrado el establecimiento de
callos friables de citricos para muchos cultivares
(Vardi y Galun, 1988), hay que tomar en cuenta
que el comportamiento in vitro de practicamente
cualquier material vegetal.se ve afectado por una
serie de factores internos y externos, dentro de los
cuales se pueden citar: la edad de la planta y del
tejido, su estado fisiolégico, asi como las condi-
ciones ambientales de cultivo (Pierik, 1987). De-
bido a ello, el comportamiento del material vege-
tal varia de una manera muy amplia, atin dentro de
una misma especie (Drew y Smith, 1986; Pierik,
1987; Auer et al., 1992), por lo que el estableci-
miento de un cultivar por técnicas in vitro requiere
de una serie de estudios en condiciones locales
(Sancho y Guevara, 1991).

El objetivo de este trabajo fue lograr la ob-
tencién y mantenimiento de callos friables y sus-
pensiones celulares de naranja dulce (Citrus si-
nensis cv.'Acosta 6’ y cv. ‘Washington Navel’) y
de naranja agria (C. aurantium).

MATERIALES Y METODOS
Establecimiento in vitro de embriones inmaduros

Se tomaron frutos jévenes de drboles adul-
tos de naranja dulce (Citrus sinensis Osb.) cv.
‘Acosta 6’ y cv. ‘Washington Navel’, y naranja
agria (C. aurantium L.) y se desinfectaron en
forma superficial segin el procedimiento descri-
to por Navarro (1984) para desinfeccién de se-
millas. En condiciones asépticas, se extrajeron
los embriones inmaduros segiin el procedimien-
to descrito por Vardi et al. (1982) y se colocaron
en frascos de vidrio del tipo utilizado para comi-
da de bebé, conteniendo diferentes medios de
cultivo, todos con el pH ajustado a 5,7-5,8 y au-
toclavados a 121°C y 1,07 kg/cm?2 durante 25
min. Los explantes se colocaron en una cdmara
de crecimiento con una temperatura de 26-30°C
y un fotoperiodo de 16 h de luz (2600 lux). Se-
guidamente se describe con mayor detalle el
protocolo utilizado con los diferentes materiales
vegetales evaluados.

cv. ‘Washington Navel’. En este cultivar se
utilizaron frutos pequefios (1 cm de didmetro) para
poder extraer los 6vulos antes de que éstos dege-
neraran. La degradacién del polen, que ocurre en
“Washington Navel’ antes de la primera divisién
meidtica, tiene como consecuencia una tasa de
fertilizacién muy baja, ya que la polinizacién cru-
zada es muy rara en Citrus, al ser estrictamente
entomofila (Button y Bornman, 1971).

Se extrajeron 125 embriones (tomados de un
arbol proveniente de un huerto casero en Lourdes
de Aguacaliente en Cartago) y se colocaron en un
medio de cultivo semisélido conteniendo las sales
minerales y las vitaminas de MT (Murashige y
Tucker, 1969), adicionadas con 500 mg/L de ex-
tracto de malta y 5% de sacarosa (Kochba et al.,
1972). A las 8 semanas se realizé una transferen-
cia al mismo medio.

Cuatro semanas después, los explantes no
necrosados se colocaron en diferentes tratamien-
tos, utilizando el medio de cultivo MT como base,
con condiciones de diferentes compuestos (medios
1 al 4, del Cuadro 1).

En el siguiente subcultivo (4 semanas des-
pués) los explantes en los tratamientos 2 y 3 fue-
ron transferidos a 2 nuevos tratamientos (5 y 6
respectivamente, del Cuadro 1).
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Cuadro 1. Composicién de los medios de cultivo evaluados.

-,
Adiciones al medio base (MT)
sacarosa extracto adenina BAP AGjy
Medio (%) de malta (mg/L) (mg/L) (mg/L) Referencia
(mg/L)

1 5 500 - - - Kochba et al. (1972)

2 5 500 40 - 1 Kunitake et al. (1991)

3 5 100 20 - - modificado de
Kobayashi er al. (1983)

4 5 - - 10 - Kobayashi et al. (1990)

5 5 - - - - Vardi et al. (1975)

6 3 - 20 10 -

cv. ‘Acosta 6’. El material utilizado provino
del 4rbol 76,1 situado en la coleccion de citricos de
la Estacién Experimental Agricola Fabio Baudrit
Moreno (EEFBM) de la Universidad de Costa Ri-
ca, situada en Alajuela. Se extrajeron 56 embriones
de frutos de 3 tamafios: 1,8; 3,0 y 3,5 cm de didme-
tro. Se colocaron desde el inicio en los medios de
cultivo 1 a 4 (Cuadro 1) y se mantuvieron en ellos
por los siguientes 2 subcultivos, los cuales fueron
realizados cada 4 semanas. Seguidamente, los ex-
plantes de los tratamientos 2 y 3 fueron transferi-
dos a los tratamientos 5 y 6, respectivamente.

Naranja agria. Se extrajeron 140 embrio-
nes de frutos de 4 tamafios: 1,5; 2,0; 3,0 y 4,0 cm
de didmetro (tomados de un édrbol sin identifica-
ci6én en la EEFBM). Se cultivaron de la misma
forma que se realiz6 para ‘Acosta 6’.

En los 3 materiales vegetales estudiados,
durante esta fase se transfirieron inicamente aque-
llos explantes que mostraron aumento de volu-
men, cambio de coloracién, embriogénesis o cual-
quier respuesta de crecimiento.

Induccién de callo friable

Una vez establecidos in vitro, los explantes
de los materiales en estudio se subcultivaron cada
4 semanas conservando sus respectivos tratamien-
tos. En cada transferencia se seleccionaron aque-
llos explantes o secciones de los mismos que mos-
traron tendencia a la formacién de callo friable,
eliminando aquellos necrosados o que formaron
estructuras compactas de tipo embriogénico.

Los explantes de los 3 cultivares se subculti-
varon en los recipientes descritos anteriormente
por un periodo comprendido entre 7 y 10 meses
(10 meses en el caso del cv. ‘Washington Navel’,
7 meses en el cv. ‘Acosta 6’ y 8 meses en naranja
agria), después de lo cual, por recomendacién de
J.W. Grosser (Comunicacién personal. 1994. Lake
Alfred, Fla., Citrus Research and Education Cen-
ter (CREC) de la Universidad de Florida, Estados
Unidos) fueron transferidos a platos de Petri de 10
cm de didmetro y colocados bajo un fotoperiodo
de 24 h de luz. Estos se continuaron transfiriendo
en las nuevas condiciones cada 4 semanas a sus
respectivos medios de cultivo, siguiendo en cada
transferencia con el proceso de seleccién descrito
anteriormente.

Para cada uno de los materiales se evalué
contaminaci6n, ausencia de crecimiento, inicio de
crecimiento con posterior cese del mismo, embrio-
génesis y produccién de callo friable.

En aquellos tratamientos en los cuales hubo
formacién de callo friable, se evalu6 en forma
mensual el porcentaje de incremento en peso fres-
co del material vegetal en las transferencias indi-
cadas en la Figura 1, de la siguiente manera:

% de incremento en peso fresco = Peso final - Peso inicial x 100

Peso inicial

Establecimiento de suspensiones celulares

Cuando la multiplicacién de callo friable
permitié obtener una masa celular suficiente, se
procedié a realizar el establecimiento de suspen-
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Fig. 1. Tasa de incremento en peso fresco de los callos friables de naranja dulce (cv. ‘Washington Navel’ y cv. ‘Acosta 6°) y de

naranja agria.

siones celulares en 2 de los materiales utilizados.
En el caso de ‘Acosta 6’ (proveniente de frutos de
1,8 cm), la suspensién celular se inici6 colocando
2 gramos (peso fresco) de callo friable en 10 ml
del medio de cultivo liquido ‘1/2+1/2° (Grosser y
Gmitter, 1990a) en un frasco erlenmeyer de 125
ml. Para ‘Washington Navel’, en vista de que la
cantidad de callo disponible fue menor, se utilizé
1 g de callo en 5 ml del mismo medio anterior, en
un frasco erlenmeyer de 50 ml. Ambos frascos se
colocaron en agitacién constante a 100-120 rpm
con un fotoperfodo de 24 h de luz. A los 7 dias se
complet6 el volumen de medio, agregando 20 y
10 ml respectivamente.

A las 2 semanas se realizé el primer subcul-
tivo, para lo cual se transfirieron las suspensiones
a frascos erlenmeyer de mayor capacidad: 250 ml
para ‘Acosta 6’ y 125 ml para ‘Washington Na-
vel’, y se adicionaron 30 y 15 ml de medio fresco
a cada uno, respectivamente.

En el siguiente subcultivo (2 semanas des-
pués), el frasco de ‘Acosta 6’ se agit6 fuertemen-
te y la mitad de su contenido se verti6 en otro er-
lenmeyer de igual capacidad. Luego se complet6
el volumen de ambos hasta aproximadamente 60
ml con medio fresco. En el caso de ‘Washington

Navel’, se transfiri6 todo el contenido a un reci-
piente de 250 ml y se complet6 a 60 ml con me-
dio fresco.

A partir de este momento, los subcultivos se
continuaron realizando cada 2 semanas, ya sea de
la manera descrita anteriormente para ‘Acosta 6’
(duplic4dndola), o bien dejando que se asentara la
suspension y eliminando aproximadamente 30 ml
de medio y completando de nuevo a 60 ml con
medio fresco (no duplicdndola). Se subcultivaron
unicamente aquellas suspensiones que se encon-
traban en mejor estado.

Determinacion de la tasa de crecimiento de las
suspensiones

Con la finalidad de determinar el efecto de
duplicar y no duplicar la suspensién al momento
de la transferencia, se realizaron determinaciones
de la tasa de incremento en el volumen de células
compactas (VCC) de suspensiones de ‘Acosta 6’
duplicadas y no duplicadas. Estas mediciones se
realizaron de la sétima a la octava transferencia, de
la octava a la novena, y de la novena a la décima.

El VCC se determiné siguiendo el procedi-
miento descrito por Hall (1991) con ligeras modi-
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ficaciones: se agit6 fuertemente la suspensi6n ce-
lular y se tomé una alicupta (2,5-3,5 ml) con una
pipeta de boca ancha, se colocé en un tubo de cen-
trifuga de 15 ml y se centrifugé por 5 min a 500 X
g. El VCC se calcul6 de la siguiente manera:

VCC = volumen de masa celular X 100

volumen de la muestra

La tasa de incremento en el VCC se obtuvo
determinando el VCC una vez realizada la transfe-
rencia, y antes de la siguiente, como sigue:

% de incremento
en VCC= VCC final - VCC inicial x 100
VCC inicial

RESULTADOS
Induccion y multiplicacion de callo friable

Inicialmente los explantes en cultivo mos-
traron uno de los siguientes comportamientos: au-
mento en volumen y formacién de pequefios em-
briones verdes, aumento en volumen y formacién
de callo compacto, o ausencia de cambio. Después
de 2 subcultivos en los medios 1, 2, 3 y 4, s6lo en
los tratamientos 2 y 3 no se observé crecimiento
en ninguno de los explantes, por lo que se transfi-
rieron a los medios S y 6. Algunos de los explan-
tes que crecieron dejaron de hacerlo y permane-
cieron estiticos durante el resto del periodo de
evaluacion.

El cambio en el recipiente de cultivo (de
frasco para comida de bebé a plato de Petri) y de
las condiciones luminicas (de 16 a 24 h de luz) es-
timulé la formacién de callo friable en los 3 mate-
riales evaluados. Este se inici6 como pequeiios
‘brotes’ en la superficie de los tejidos en creci-

miento (principalmente callos compactos). Una
vez aislados, estos ‘brotes’ crecieron en forma
mds vigorosa que al permanecer unidos al tejido
que les dio origen.

Como se observa en el Cuadro 2, al cabo de
16 meses de cultivo (6 en platos de Petri) la mayo-
ria de los explantes de ‘Washington Navel’ no
mostraron ninguna respuesta, y en general en casi
todos los que iniciaron crecimiento, éste ces6 pos-
teriormente. S6lo un porcentaje bajo (3 a 7% de
los explantes) presenté embriogénesis, y dnica-
mente en el tratamiento 6 se observé la formacién
de callo friable a partir de un explante. En este il-
timo medio se obtuvo la mayor frecuencia de em-
briogénesis.

En el caso del cv. ‘Acosta 6’, a diferencia
del cv. “Washington Navel’, la mayoria de los ex-
plantes presentaron crecimiento inicial, el cual, sin
embargo, ces6 posteriormente (Cuadro 3). El tra-
tamiento 1 fue el que tuvo mayor efecto en la in-
duccién de embriones, seguido del 6. No se obser-
v6 relacion determinante entre el tamafio del fruto
y la expresi6n de la embriogénesis, ya que en el
tratamiento 1 ésta se manifesté principalmente
con frutos de 1,8 cm (40%), mientras que en el
tratamiento 6 lo fue con frutos de tamaiio igual o
superior a 3 cm (33,3%). Unicamente se formé ca-
llo friable en el tratamiento 4, y también fue en es-
te medio en el dnico en que no se observé embrio-
génesis; pero no se pudo evaluar la respuesta de
los embriones inmaduros extraidos de frutos de 3
cm, ya que éstos se contaminaron en su totalidad.

En naranja agria (Cuadro 4) se observé una
contaminacién mds alta que en los dos cultivares
de naranja dulce, particularmente en los explantes
provenientes de frutos de mayor tamaiio. Debido a
esto, no se pudo apreciar en esta especie el efecto
del tamafio del fruto sobre la embriogénesis. Toda
la contaminacién observada en los estados inicia-
les se originé a partir de los explantes y aparente-

Cuadro 2. Comportamiento de embriones inmaduros del cv. ‘Washington Navel’ en diferentes medios, después de 6 meses de cul-

tivo en platos de Petri.

Medio de % de Nimero de Respuesta observada (en %)

cultivo contaminacién explantes no Sin Cese de Embrio- Callo
contaminados crecimiento crecimiento génesis friable

1 12,50 21 85,71 9,52 4,76 0,00

5 0,00 31 77,42 19,35 323 0,00

6 0,00 29 68,97 20,69 6,90 3,45

4 0,00 31 64,52 35,48 0,00 0,00




12 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Cuadro 3. Comportamiento de embriones inmaduros del cv. ‘Acosta 6’ extraidos de frutos de 3 tamafios, en diferentes medios des-
pués de 6 meges de cultivo en platos de Petri.

Medio Didmetro % de contaminacién No. de Respuesta observada (en %)
de de frutos explantes
cultivo (cm) no conta- Sin Cese Embrio- Callo
minados crecimiento  crecimiento  génesis friable
1,8 0 5 20 40 40 0
1 30 14 6 0 100, 0 0
35 0 7 28 57 14 0
1.8 0 6 0 83 16 0
5 3,0 0 6 0 83 16 0
3.5 14 6 0 83 16 0
1.8 16 5 0 80 20 0;:-
6 3,0 50 3 0 66 33 0
35 ) 14 6 0 66 33 0
18 0 6 3 50 0 6
4 30 100 0
3.5 71 2 0 50 0 50

Cuadro 4. Comportamiento de embriones inmaduros de naranja agria extraidos de frutos de 4 tamaiios, en diferentes medios des-
pués de 6 meses de cultivo en platos de Petri.

ab~
Medio de Didmetro % de No. de Respuesta observada (en %) )
cultivo de frutos conta- explantes
(cm) minacién no conta- Sin Cese Embrio- Callo
minados crecimiento crecimiento  génesis friable
1.5 0 6 16 66 16 0
1 2,0 66 2 50 50 0 0 =
3.0 66 4 0 50 25 25
40 83 2 0 100 0 0
1.5 0 6 33 0 66 0o =
5 2,0 16 5 20 0 80 0
30 66 4 25 50 25 0 .
4,0 91 1 0 0 100 0
1,5 16 5 0 60 40 0.,
6 20 100 0
3,0 50 6 0 66 33 0
4.0 83 2 0 100 0 0
1,5 0 4 50 50 0 0
4 2,0 100 0
3,0 75 3 33 0 66 0.
40 70 3 100 0 0 0
z
)
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mente fue causada por bacterias. El tratamiento 5
fue el que estimul6 en maygr medida la formacién
de embriones somaticos. Unitamente en el trata-
miento 1 hubo desarrollo de callo friable y con
frutos de 3,0 cm, aunque a partir de 2 embriones
sobrevivientes, procedentes de frutos de 4,0 cm de
didmetro, en este mismo tratamiento se desarroll6
un tejido con apariencia de callo friable, que sin
embargo, cesé su crecimiento y comenzé a oxi-
darse después de 5 subcultivos.

Se observé mayor formacién de embriones
enel cv. “‘Acosta 6’ que en el cv. “Washington Na-
vel’; sin embargo, la tasa m4s alta de embriogéne-
sis ocurrié en naranja agria. Del mismo modo, los
callos friables obtenidos de esta ultima especie
presentaron una tasa de crecimiento menor que el
observado para ambos cultivares de C. sinensis,
con un color més oscuro y formaron con més fre-
cuencia embriones sométicos espontaneos.

En vista de que las cantidades iniciales de
callo friable eran muy pequeiias, no se pudo iniciar
inmediatamente las determinaciones de peso fresco.
Fue por eso que a los callos del cv. ‘Acosta 6’ obte-
nidos de frutos de 1,8 cm, la determinaci6n del por-
centaje de incremento en peso fresco se empezé en
el intervalo de 4-5 meses después del inicio en la
formacién del callo friable (Figura 1); a los del cv.
‘Acosta 6’ de frutos de 3,5 cm un mes después; y
asf sucesivamente para los otros materiales.

Se observé en todo momento (Figura 1) un
aumento en el peso fresco de los callos de los 3
cultivares evaluados. Las tasas de incremento se
comportaron en forma similar en todos los mate-
riales, en el sentido de que aumentaron y disminu-
yeron en forma coincidente en cada transferencia,
con excepcién de la iltima evaluacién. Las mayo-
res tasas de incremento en los pesos frescos se ob-
servaron en los 2 materiales de ‘Acosta 6’, entre
los 6 y 7 meses de cultivo después del inicio de la
formacién de callo friable, mientras que en ‘Was-
hington Navel’ fue entre los 7 y 8 meses, y para
naranja agria entre los 9 y 10 meses.

Una vez formado el callo friable, se observé
que la manera de realizar las transferencias influy6
en su crecimiento. Asf, cuando los callos que ha-
bian alcanzado cierto tamafio se dividieron en seg-
mentos mds pequefios, el aumento en volumen ob-
servado fue mucho mayor que cuando el callo se
transfiri6 completo. Lo mismo ocurrié cuando en
las transferencias se extendié el callo con mayor
fuerza sobre el medio de cultivo, haciendo que ocu-
para mayor superficie.

En todos los cultivares se observé la forma-
cién espontinea de embriones sométicos en algu-
nos de los callos friables. Si estos embriones no
eran eliminados rdpidamente, su presencia estimu-
laba la proliferacién de méis embriones en el tejido
circundante.

Nueve meses después de que se dieron las
primeras manifestaciones de formacién de callo
friable se habfan obtenido 15,18 g (peso fresco)
del mismo en el cv. ‘Acosta 6’ proveniente de fru-
tos de 1,8 cm; 4,99 g del cv. ‘Acosta 6’ de frutos
de 3,5 cm; 11,38 g del cv. ‘Washington Navel’ y
0,91 g de naranja agria. Estos valores no toman en
cuenta la cantidad de callo que se tomé para ini-
ciar las suspensiones celulares.

Establecimiento y cultivo de las suspensiones
celulares

Se lograron establecer en forma exitosa sus-
pensiones celulares a partir de callo friable de los
cultivares ‘Washington Navel’ y ‘Acosta 6’ (de
frutos de 1,8 cm de didmetro), ya que fueron los
tnicos de los cuales se dispuso de suficiente canti-
dad de material vegetal.

El medio de cultivo ‘1/2+1/2’ sugerido por
Grosser y Gmitter (1990a) mostré ser adecuado
para la proliferacién y mantenimiento de las sus-
pensiones obtenidas. Al final de cada periodo de
cultivo de 2 semanas y previo a su transferencia,
se observé en las suspensiones obtenidas 2 tipos
de respuesta, lo cual determiné la forma de efec-
tuar los subcultivos. Aquellas suspensiones que
mostraron mayor crecimiento y por lo tanto una
mayor densidad de células se subcultivaron divi-
diendo la masa celular, mientras que aquéllas cu-
yo crecimiento fue bajo y tenfan menor densidad
celular, simplemente se les renové parte del medio
de cultivo. Las suspensiones obtenidas se mantu-
vieron en forma satisfactoria por 4 meses, subcul-
tivindolas cada 2 semanas en el mismo medio.
Durante ese tiempo se observé que el cv. ‘Acosta
6’ tuvo un crecimiento més vigoroso que el cv.
‘Washington Navel’.

A partir de los 4 meses de cultivo, y coinci-
diendo con un periodo de cortes frecuentes y pro-
longados en el fluido eléctrico en el laboratorio,
algunas suspensiones manifestaron cambio en su
coloracién, pasando de un color crema (apariencia
normal de la suspensién) a amarillo pardo; y se
observé la formacidn de agregados celulares mdés
compactos. Estos cambios coincidieron con una



14 AGRONOMIA COSTARRICENSE

Cuadro 5. Porcentaje de incremento en el volimen de células compactas (VCC) para 3 transferencias de suspensiones celulares de na-
ranja dulce cv. ‘Acosta 6°, duplicadas (desde el inicio del experimento) y no duplicadas (a partir de la sexta transferencia).

-

No. de transferencia

Tipo de transferencia realizada

Duplicadas ' No duplicadas
7-8 106,11 64,60
8-9 92,71 -10,41
9-10 36,45 35,10

disminucién del volumen celular en los frascos.
Un mes después se observé la formaci6n de peque-
fios embriones en la suspensi6n y en 30 dfas practi-
camente todo el material inicié embriogénesis.

La determinacién del porcentaje en el incre-
mento del volumen de células compactas (VCC)
se realizé con el cultivar ‘Acosta 6’ a partir de la
sétima transferencia (Cuadro 5). Se observan tasas
altas de aumento en las transferencias 7 y 8 de las
suspensiones duplicadas al transferir. Por el con-
trario, en las suspensiones no duplicadas se obtu-
vieron valores inferiores, e incluso se observé en
las transferencias 8-9 la disminucién en los valo-
res absolutos del VCC. En la tercera evaluaci6n se
encontrd similitud en los valores obtenidos, los
cuales coinciden con el periodo de cortes en el flu-
jo eléctrico mencionado anteriormente.

DISCUSION

Induccion y multiplicacién de callo friable

Aunque la produccién de embriones adventi-
cios en citricos es un proceso independiente de la
polinizacién y fertilizacién, el desarrollo de estos
embriones depende en gran medida de que haya
ocurrido esta tltima, ya que la degradacién del en-
dospermo en ausencia de la fertilizacién limita se-
riamente su desarrollo (Wanaka y Uemoto, 1987).
En el cv. “Washington Navel’ la mayorfa de los ex-
plantes no crecieron (Cuadro 2), contrario a lo ocu-
rrido en ‘Acosta 6’ y naranja agria (Cuadros 2 y 3),
en los cuales se observé un crecimiento inicial. La
causa de esto puede estar relacionada con el fen6-
meno descrito anteriormente, ya que aunque el me-
dio de cultivo provee gran cantidad de sustancias
nutritivas a los embriones adventicios para su desa-
rrollo, éstos se encuentran limitados en cuanto al
aporte de metabolitos de reserva, contrario a lo que
ocurre en aquellos cultivares o especies en los que
hay polinizacién, fertilizacién y por lo tanto desa-
rrollo del endospermo.

En el cv. ‘Acosta 6’ y en naranja agria se
utilizaron frutos de varios tamafios con la finali-
dad de evaluar su efecto sobre la formaci6n de ca-
llo friable in vitro (Cuadros 2 y 3). Sin embargo la
poca cantidad de explantes disponibles al momen-
to de realizar la inoculacién, sumado a los proble-
mas de contaminacién en algunos de los trata-
mientos no permitieron concluir al respecto.

El hecho de que la formacién de callo fria-
ble se inici6 al transferir los explantes a los platos
de Petri, probablemente se debi6 al menor volu-
men de éstos, y una mayor limitacién del inter-
cambio gaseoso entre el interior y el exterior, fe-
némeno que ha influido en el comportamiento in
vitro de ciertas especies (McClelland y Smith,
1990). Estos factores afectan directamente la con-
centracién de los compuestos gaseosos en el inte-
rior de los recipientes (Pierik, 1987). El ‘cierre’ de
los frascos de cultivo utilizados inicialmente esta-
ba constituido por una l4mina de pldstico transpa-
rente (del tipo utilizado para envolver alimentos),
muy permeable a los gases, lo cual probablemente
impidi6 su acumulacién en el interior del recipien-
te y favorecié una mayor pérdida de humedad. Lo
contrario ocurri6 en los platos de Petri, con lo cual
el efecto ejercido por los gases acumulados sobre
el material vegetal fue m4s evidente. Puede enton-
ces considerarse la siguiente secuencia de eventos.
De manera inicial se produjo el actimulo del COy
producto del metabolismo celular, el cual estimula
la actividad de la enzima ACC oxidasa, clave en la
biosintesis del etileno (Poneleit y Dilley, 1993). Las
altas concentraciones de este gas liberadas por los
callos (Pierik, 1987) inhibieron la embriogénesis en
naranja dulce, sin afectar desfavorablemente su cre-
cimiento (Kochba et al., 1978). Si se toma en cuen-
ta, tal y como se mencion6 anteriormente, que em-
briogénesis y proliferacién de callo friable en citri-
COS'son procesos mutuamente excluyentes, esta
acumulacién de etileno pudo favorecer el creci-
miento del callo por proliferacién de proembriones.
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El cambio en el fotoperiodo pudo también
" afectar el comportamiento observado. Algunas es-
pecies requieren de luz para 14 formacién del ca-
llo, mientras que en otras el efecto promotor es la
oscuridad completa (Pierik, 1987). Vardi et al.
(1982) indujeron callo friable en 7 especies y cul-
tivares de citricos utilizando un fotoperiodo de 16
h de luz. Por su parte, Ling et al. (1990) obtuvie-
ron resultados similares en mandarina ‘Satsuma’
utilizando oscuridad completa.

Los 2 cultivares de naranja dulce respondie-
ron de diferente forma a los medios de cultivo uti-
lizados. En el caso de ‘Washington Navel’, la res-
puesta obtenida varié con respecto a lo informado
por Button y Bornman (1971), quienes lograron
obtener callo en pequefias cantidades utilizando
medio adicionado con adenina y extracto de mal-
ta, sin necesidad de agregar citoquininas. Los me-
dios de cultivo en los cuales se formé callo friable
en ‘Acosta 6’ y ‘Washington Navel’ contienen ci-
toquininas o precursores de éstas, como es el caso
de la adenina. Se ha informado de la obtencién de
callo friable en naranja dulce adicionando adenina
(Kobayashi er al., 1983) y BAP (Kobayashi et al.,
1990) al medio de cultivo. Kochba y Spiegel-Roy
(1977) observaron ademds que el BAP inhibi6 la
embriogénesis espontdnea en callos originados a
partir de 6vulos de C. sinensis ‘Shamouti’. Estos
autores propusieron que las citoquininas retarda-
ban la senescencia de los tejidos, evitando un en-
vejecimiento prematuro de los mismos, y posible-
mente disminuyendo su potencial embriogénico.
Aparte de su efecto directo, se ha encontrado en
varias especies que las citoquininas promueven la
produccién de etileno en ciertos tejidos (Yip y
Yang, 1986; Li y Bangerth, 1991), cuyos posibles
efectos se discutieron previamente.

La formacién de callo friable en naranja agria
se observé en un medio desprovisto de reguladores
de crecimiento y con extracto de malta. Esta sustan-
cia es una mezcla de compuestos utilizada como
fuente alterna de nitrégeno orgdnico, que a la vez
contiene vitaminas y aminoécidos (Pierik, 1987).
Se ha utilizado con éxito para inducir callo friable a
partir de varios cultivares y especies de citricos
(Button y Bornman, 1971; Kochba et al., 1972;
Vardi et al., 1982; Gentile et al., 1993). Kochba ez
al. (1972) observaron que el extracto de malta favo-
reci6 la embriogénesis en cultivos nucelares.

Es probable que el patrén observado en la
determinacion del incremento en peso fresco de
los callos friables (Figura 1), sea causado més por

la manera de cultivar el material, que por sus pro-
pias caracteristicas genéticas, ya que materiales
muy distintos se comportaron en forma similar.
En condiciones adecuadas de cultivo, la tasa de
crecimiento de los callos friables es muy aita, es-
pecialmente cuando éstos no son de gran tamaiio,
con lo cual la relacién de la superficie del callo en
contacto con el medio y su volumen es elevada, y
por lo tanto hay una alta absorcién de nutrimentos
y metabolitos por parte de la mayoria de las célu-
las. Conforme aumenta el tamafio de los callos en
cultivo esta relacién va disminuyendo, lo cual li-
mita el crecimiento y divisién de muchas de las
células que no estdn en contacto con el medio, un
aspecto observado a partir de la quinta transferen-
cia (Figura 1). El comportamiento intermitente de
aumento y disminucién del crecimiento a partir
del noveno mes de cultivo, probablemente se de-
bi6 a la manipulaci6n a la que fue sujeto el mate-
rial a partir de ese momento para la iniciaci6én de
suspensiones celulares.

La formacién espontdnea de embriones so-
mdticos en los callos de los 3 materiales vegetales
estudiados y cuya consecuencia fue una generali-
zacion del proceso embriogénico a todo el callo,
puede deberse a la liberacién por parte del tejido
embriogénico de exudados que condicionan el
comportamiento de las células cercanas. Gavish ef
al. (1991) al estudiar la presencia de proteinas ex-
tracelulares en suspensiones embriogénicas de na-
ranja agria, encontraron en los cultivos estimula-
dos hacia la embriogénesis niveles bajos de una
glicoproteina de 53-57 kDa. Ademads detectaron la
presencia de una proteasa de 50 kDa y otras 4 pro-
teinas extracelulares no presentes en suspensiones
no estimuladas. El modo de accién y otros efectos
de estas protefnas todavia no se comprende en de-
talle. Sin embargo, sus niveles de concentracién,
presencia y ausencia pueden tener relacién con la
induccion en los tejidos cercanos hacia la embrio-
génesis. La importancia de extraer los embriones
formados radica en que los procesos de multipli-
cacién de callo friable (formacién de proembrio-
nes) y de embriogénesis no pueden ocurrir en for-
ma simultdnea, sino que cualquiera de ellos inhibe
al otro (Button et al., 1974), y por lo tanto la in-
duccién de la embriogénesis reducirfa la tasa de
crecimiento del callo friable. Es por esta razén que
no fue posible establecer suspensiones celulares a
partir de naranja agria, debido a la alta formacién
espontdnea de embriones sométicos, por lo que no
se dispuso de suficiente callo friable.
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Establecimiento y cultivo de las suspensiones
celulares

. ap——
'

El medio de cultivo utilizado para el esta-
blecimiento y mantenimiento de las suspensiones
no tiene reguladores de crecimiento, posee nive-
les bajos de amonio y utiliza glutamina como
fuente parcial de nitrégeno. Los cultivos celulares
en citricos, a diferencia de lo que ocurre con otros
sistemas semejantes, mantienen su estado no em-
briogénico sin necesidad de la adicion externa de
reguladores de crecimiento (Kochba y Spiegel-
Roy, 1977).

El comportamiento observado en las sus-
pensiones de ‘Acosta’ y “Washington Navel’” des-
pués de 4 meses de cultivo, estd probablemente re-
lacionado con el cese frecuente de la agitacién de-
bido a cortes en el fluido eléctrico ocurridos en
ese momento. Bangerth (1995, Stuttgart, Alema-
nia, Universidad de Hohenheim. Comunicacién
personal) propone que la formacién de un gradien-
te polar de auxinas induce la simetria bilateral ca-
racterfstica de las primeras etapas de la embriogé-
nesis. Es muy dificil que ocurra polarizacién en
cultivos en agitacién constante; sin embargo, su
cese pudo permitir la formacién del gradiente, y
en consecuencia que se diera el estimulo embrio-
génico. También el cese en la agitacion disminuy6
la incorporaci6én de oxigeno al medio y por lo tan-
to restringié su disponibilidad a los explantes.
Thorpe (1982) menciona que niveles bajos de oxi-
geno disueltos en medio de cultivo liquido favore-

cen el desarrollo de embriogénesis somdtica en za-

nahoria y otros cultivos.

Estos resultados se ven confirmados en la
evaluacion del VCC hecha a las suspensiones. Du-
rante la primera evaluacién los cultivos duplica-
dos doblaron su VCC debido a que la forma de
realizar la transferencia permite que se mantenga
una densidad celular adecuada. Por el contrario,
en las no duplicadas la disminucién observada se
debe probablemente a efectos de competencia ce-
lular por factores necesarios para su adecuado cre-
cimiento (oxigeno, azicares, nutrimentos, etc.).
La renovacién del medio evita que estos factores
estén en cantidades limitantes, aunque al haber
mayor cantidad de tejido el consumo de estos
compuestos es mayor y por lo tanto se agotan con
mayor rapidez, lo cual concuerda con las observa-
ciones hechas por King y Street (1977), a saber,
que pequefios incrementos en la densidad celular
en suspensiones con densidades celulares altas,

producen reducciones grandes en su tasa de incre-
mento. En la segunda evaluacién, la disminucién
sufrida en el VCC es atribuible al hecho de que en
ese momento se inicid el proceso embriogénico,
debido a los cortes en el fluido eléctrico anterior-
mente mencionados, y por lo tanto ocurrié la pro-
duccién de células més pequefias con citoplasma
denso, que caracterizan los primeros estados de la
embriogénesis, en lugar de las células de gran ta-
mafio y altamente vacuoladas propias de las sus-
pensiones celulares. En esta misma evaluacion, en
las células no duplicadas se llegé al cese en la di-
visién y crecimiento indiferenciado, también ob-
servado por King y Street (1977) al seguir culti-
vando las suspensiones a densidades superiores a
las mdximas. Durante la tercera evaluacién, la si-
militud en las tasas de incremento del VCC son
debidas al crecimiento de los embriones. La rapi-
da manifestacién del proceso embriogénico no es
comin en las suspensiones celulares de citricos.
De hecho, suspensiones celulares provenientes
del CREC de la Universidad de Florida, cultiva-
das bajo las mismas condiciones que los materia-
les locales y que sufrieron el mismo proceso de
cese de agitacién, no expresaron embriogénesis
somadtica en estado de suspensién celular (resulta-
dos no publicados). Estas iltimas tienen mayor
tiempo de cultivo (mas de 2 afios), en compara-
cién con las suspensiones celulares de ‘Acosta 6
y de ‘Washington Navel’, lo que podrfa explicar
las diferencias observadas. A pesar de que las
suspensiones celulares originadas a partir de callo
friable embriogénico de citricos pueden permane-
cer en estado indiferenciado por periodos prolon-
gados de tiempo (incluso por varios afios) mien-
tras se mantengan en condiciones adecuadas
(Vardi et al., 1982; y Gavish et al., 1991), su ha-
bilidad para iniciar embriogénesis y regenerar
plantas con caracteristicas normales se ve seria-
mente reducida con el tiempo de cultivo (Comu-
nicacién personal. J. W. Grosser, 1994. Lake Al-
fred, Estados Unidos). Se ha visto que en callos y
suspensiones celulares jévenes ocurre acumula-
ci6n de almidoén, el cual disminuye en forma pau-
latina con la edad del cultivo, lo que dificulta la
induccién embriogénica. Es tal vez por esta razén
que el estimulo embriogénico se manifest6 con
mayor intensidad en las suspensiones de ‘Acosta
6’ y ‘Washington Navel’, de més reciente estable-
cimiento in vitro.

Los resultados obtenidos en este trabajo per-
mitieron la obtencién de callos friables y suspen-
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siones celulares de algunos materiales de citricos
establecidos en Costa Rica. Esto abre la posibili-
dad para extender la aplicacidn de estas técnicas a
diversos cultivares existentes en el pafs que po-
sean caracterfsticas de interés para programas de
mejoramiento vegetal. El establecimiento de estas
lfneas podria permitir el aislamiento de protoplas-
tos, y eventualmente la fusién de los mismos con
otros aislados a partir de hojas o algin otro tejido
que cumpla con los requerimientos para un pro-
grama de seleccion a nivel celular. Se podrfan asf
crear nuevas variedades, mejor adaptadas a nues-
tras condiciones de cultivo.

RESUMEN

Se realiz6 el establecimiento in vitro de ca-
llos friables a partir de embriones inmaduros de
naranja dulce (Citrus sinensis Osb. cvs. ‘Acosta 6’
y ‘Washington Navel’) y naranja agria (C. auran-
tium L). Se evalu6 ademds la capacidad de los cul-
tivos obtenidos para iniciar suspensiones celulares.
La formaci6én de callo friable se logré en presencia
de citoquinina en los cultivares de naranja dulce, y
de extracto de malta en naranja agria. La obtencién
de callo fue un proceso lento, se necesitaron entre
7 y 10 meses, con subcultivos cada mes. La tasa de
crecimiento de los callos present6 un comporta-
miento fluctuante, similar en todos los materiales
estudiados. La multiplicacién de pequeiias cantida-
des de callo friable permiti6 obtener suficiente ma-
terial para iniciar suspensiones celulares, que se
subcultivaron en forma exitosa por 4 meses. Ceses
frecuentes y prolongados en la agitacién de las sus-
pensiones celulares indujeron embriogénesis en las
mismas y limitaron su proliferacién. Se discuten
los factores que afectan los procesos de formacién
de callo y del inicio de la embriogénesis somética.
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