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REGENERACION in vitro MEDIANTE EMBRIOGENESIS SOMATICA

DE VARIEDADES DE CITRICOS. II. EFECTO DEL ‘PLATEQ’
DE SUSPENSIONES CELULARES EN MEDIO DE CULTIVO
CON DIFERENTES CARBOHIDRATOS
SOBRE LA INDUCCION DE EMBRIONES"

Victor M. Jiménez **
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ABSTRACT

In vitro plant regeneration of citrus through somatic embryogenesis.
II. Effect of ‘plating’ cell suspension cultures on culture media with diffe-
rent carbohydrates on embryo induction. The effect of ‘plating’ cell suspen-
sion cultures from different citrus cultivars upon somatic embryogenesis was
studied. Cells taken from suspensions were cultured on a semisolid medium
containing sucrose, glicerol, galactose or lactose. A reduced embryogenic beha-
vior was observed on cells taken from aged cultures. The transfer of cells esti-
mulated by itself the embryogenic process. The carbohydrate source affected
the growth and further development of embryos. The higher number and faster
formation of embryos was observed on medium containing sucrose, followed
by glicerol, lactose and galactose. Only with sucrose was growth and subse-
quent development of explants achieved. Transfer of embryos obtained to a su-
crose-containing medium stimulated their development. The effect of carbohy-

drates on somatic embryogenesis in citrus is discussed.

INTRODUCCION

En citricos, la nucela y los tejidos derivados
de ella presentan una alta capacidad embriogénica
in vitro. El callo friable embriogénico obtenido a
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partir de tejido nucelar constituye la fuente mads
apropiada para la obtencién de suspensiones celu-
lares y protoplastos capaces de formar plantas
(Kochba et al., 1972).

Este callo estd compuesto por conglomera-
dos de proembriones, y su proliferacién ocurre
por formacion a partir de células individuales de
nuevos proembriones (Button et al., 1974). Esto
permitirfa la obtencién de mutantes sélidos des-
pués de la aplicacién de tratamientos mutagéni-
cos, contrario a lo que ocurre con embriones de
origen multicelular (Kochba y Spiegel-Roy,
1977a). Si ademds se toma en cuenta que a dife-
rencia de otros materiales vegetales, los embrio-
nes somaticos obtenidos a partir de callo de citri-
cos conservan identidad genética con la planta
madre, se comprende que el conocimiento de es-
te material constituya un aspecto importante de
considerar en los programas para el mejoramiento
genético, tanto a nivel de variedades productoras
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de fruto como de patrones comerciales (Grosser,
1992).

Los factores que afectan la embriogénesis
somdtica en callos de citricos han sido amplia-
mente estudiados (Kochba y Spiegel-Roy, 1977a).
Dentro de éstos se encuentran la adicién de regu-
ladores de crecimiento (Kochba y Spiegel-Roy,
1973, 1977b y 1977c; Kochba et al., 1978a; Pas-
qual et al., 1988; Gmitter et al., 1990), de extracto
de malta (Kochba y Spiegel-Roy, 1973), y de dife-
rentes carbohidratos (Kochba y Button, 1974;
Kochba et al., 1977; Button, 1978; Kochba et al.,
1978b y 1982; Ben-Hayyim y Neumann, 1983;
Singh et al., 1992).

El callo no representa sin embargo la ma-
nera mds eficiente de propagacién de materiales
en los cuales se ha promovido la incorporacién
de modificaciones genéticas. El establecimiento
de suspensiones celulares con un alto potencial
embriogénico a partir de estos callos, represen-
tarfa una forma ideal de multiplicacién masiva,
ya que su tasa de divisién es muy elevada. Al es-
tar cada célula en capacidad de producir una
planta completa, permitiria una rapida prolifera-
cién del material vegetal para su evaluacion y
seleccion.

Generalmente el cultivo en suspensién celu-
lar inhibe la embriogénesis somdtica, la cual s6lo
se expresa cuando las células se transfieren a me-
dio sélido. Este proceso, conocido como ‘plateo’,
es la via més directa y simple para la obtencién de
embriones. No obstante, a diferencia de lo que
ocurre con los callos friables, no existen estudios
precisos sobre los factores que afectan el desarro-
llo embriogénico durante el ‘plateo’ de suspensio-
nes celulares de citricos, a pesar de su amplia uti-
lizacién (J.W. Grosser, 1994, Citrus Research and

Education Center (CREC), Lake Alfred, Fla.,
EE.UU., comunicacién personal). Dado que las
condiciones en que se realice el ‘plateo’ pueden
llegar a ser determinantes en la obtencién de ma-
teriales promisorios, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de diferentes carbohidratos en un
medio de cultivo semisélido, sobre la eficiencia de
‘plateo’ de suspensiones celulares de diferentes
cultivares comerciales de citricos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron suspensiones celulares previa-
mente establecidas a partir de callo friable de los
materiales descritos en el Cuadro 1. Las suspen-
siones provenientes de cultivares del CREC tenian
5 semanas de iniciadas, y las de los cultivares lo-
cales 4 meses (Jiménez y Guevara, 1995). Todas
las suspensiones se iniciaron en el medio de culti-
vo “ % + 1 (Grosser y Gmitter, 1990) y se sub-
cultivaron en el mismo medio cada 2 semanas.

El ‘plateo’ se realizé colocando alicuotas de
0,5 ml de células asentadas de las suspensiones
celulares en medios de cultivo semisélido, conte-
nidos en platos de Petri de 9 cm de didmetro. Esto
se efectud con ayuda de una pipeta de boca ancha.
Posteriormente se agregd a cada plato 3-4 gotas
del medio de cultivo liquido de la suspensién y se
distribuy6 el conjunto de manera uniforme con
ayuda de tubos de vidrio doblados, con cuidado de
no dafiar la superficie del medio (Reinert y Yeo-
man, 1982).

El medio de cultivo estuvo compuesto por
las sales minerales y las vitaminas descritas por
Murashige y Tucker (1969) (MT), al cual se afa-
dieron diferentes carbohidratos. En todos los ca-
sos el pH se ajusté a 5,8; se gelificé con 8 g/L de

Cuadro 1. Descripcion y procedencia de los callos friables utilizados para la obtencién de suspensiones celulares.

Cultivar Edad del callo Procedencia!
C. sinensis cv. ‘Ridge’ 3 afios y 7 meses CREC
C. sinensis cv. Acosta 6 1 ano Costa Rica
C. sinensis cv. Washington Navel 1 afio Costa Rica
C. jambhiri cv. ‘Milam’ afios y 8 meses CREC
C. mitis 2 afios y 8 meses CREC
C. reticulata cv. Dancy 4 afios y 7 meses CREC
C. reticulata cv. Cleopatra 2 afos y 2 meses CREC
C. limon cv. LAC 2 anos y | meses CREC

1 Citrus Research and Education Center, Lake Alfred, Fla, EE.UU.
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agar y se autoclavé a 121°C y 1,07 kg/cm? duran-
te 25 min.

Para las suspensiones celulares obtenidas a
partir de callos provenientes del CREC (Cuadro 1),
se evaluaron los siguientes carbohidratos: sacarosa
(5% p/v) (Kochba y Button, 1974), glicerol 2%
v/v) (Ben-Hayyim y Neumann, 1983) y galactosa
(7% p/v) (Kochba et al., 1978b). Para las suspen-
siones de “Washington Navel’ y ‘Acosta 6, se es-
tudié ademds la adicién de lactosa (5,7% plv)
(Button, 1978). Los cultivos se colocaron en luz
continua (2600 lux) a 24-28°C. La formacién de
embriones fue evaluada semanalmente durante 5
semanas, periodo considerado como aceptable pa-
ra la expresién embriogénica en citricos J.W,,
Grosser, 1994, comunicacién personal).

Se efectud un total de 3 experimentos, con 4-
6 repeticiones por tratamiento y variedad vegetal.

Los embriones obtenidos fueron transferi-
dos para su desarrollo a un medio de cultivo
compuesto por las sales minerales y las vitami-
nas de MT, adicionado con 20 g/L de sacarosa,
0,5 g/L de carb6n activado y 8 g/L de agar. El
pH y las condiciones de autoclavado fueron simi-
lares al medio anterior.

RESULTADOS

Al ‘platear’ las suspensiones celulares obte-
nidas a partir de lineas del CREC se observé, al
cabo de 20 dfas de cultivo, en el medio con saca-
rosa la proliferacién de tejido indiferenciado
(Cuadro 2). En general en el medio con glicerol
hubo menor formacién de este tipo de tejido, pero
mayor cantidad de pequefios agregados verde os-
curo, aparentemente embriogénicos. Estos agrega-
dos précticamente no crecieron, y finalmente se

Cuadro 2. Efecto de diferentes carbohidratos sobre la forma-
cién de tejido indiferenciado (+++ alta; ++ media;
+ baja; - ausente) en suspensiones celulares de dife-
rentes cultivares de citricos ‘plateadas’ sobre un
medio semisélido.

Tratamiento Cultivar
‘Ridge’  ‘Milam’ C. ‘Dancy’ ‘Cleo ‘LAC
mitis patra
sacarosa ++ +++ +++ ++ ++ +
glicerol + + + + + -
galactosa - - - - - -

oxidaron, sin que ocurriera formacién de embrio-
nes. El medio con galactosa no provocé ningun
cambio en las células ‘plateadas’ durante el pe-
riodo de evaluacién.

El Cuadro 3 presenta los resultados obteni-
dos en el ‘plateo’ de las suspensiones de ‘Acosta
6’ durante 5 semanas. En la primera semana s6lo
se observé la formacién de un embrién en el me-
dio con glicerol. En la segunda, en presencia
de sacarosa, se formé gran cantidad (23%) de
embriones, la mayorfa en estado globular. En el
tratamiento con lactosa ocurrié formacién de 2
embriones. En el medio con glicerol el embrién
formado anteriormente no mostré cambios, ni
ocurri6 formacién de nuevos embriones. Al cabo
de 3 semanas, en presencia de sacarosa el nime-
ro de embriones aumenté de manera importante,
y se comenzo a observar que algunos de ellos se
encontraban en los estados caracteristicos del
proceso embriogénico: globular, acorazonado y
torpedo. En esa misma semana, en el medio con
glicerol ocurri6 una rapida aceleracién de la em-
briogénesis, mientras que se observé el inicio de
este proceso en el medio con lactosa y la forma-
cién de tnicamente 4 embriones en el medio con
galactosa. En la cuarta semana, el desarrollo de
los embriones formados anteriormente en presen-
cia de sacarosa aumenté. Los embriones que ya
se encontraban en estado torpedo continuaron su
crecimiento. En presencia de lactosa y glicerol
la cantidad de embriones formados se increment6
ligeramente (5%) en comparacion con lo obtenido
en presencia de sacarosa (20%). Al cabo de cinco
semanas de cultivo se observé en este dltimo me-
dio la presencia de embriones de 2-3 mm de longi-
tud. En los otros tratamientos, aunque hubo au-
mento en la cantidad de embriones formados

Cuadro 3. Efecto de la fuente de carbohidratos sobre el por-
centaje de embriones somiticos formados a partir
de suspensiones celulares de ‘Acosta 6’ ‘plateadas’
en medio de cultivo semisélido (* corresponde a
nimero de embriones).

Tratamiento

Semanas después de iniciado el cultivo
1 2 3 4 S
sacarosa 0 23% 50% 70%  80%
glicerol 1* 1* 15% 20%  25%
lactosa 0 2% 5% 10% 15%
galactosa 0 0 4* 4% =50%*



Fig.1.
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Influencia de la sacarosa (A) y del glicerol (B) sobre el desarrollo de embriones somaticos obtenidos a partir del “plateo™ de
suspensiones celulares de naranja dulce cv. Acosta 6, después de 5 semanas de cultivo. Ambas fotografias fueron tomadas a
la misma distancia.
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(Cuadro 3), no se observé crecimiento de los mis-
mos. Los embriones desarrollados en el medio con
sacarosa presentaron una coloracién verde claro y
continuaron su crecimiento (Figura 1A), contras-
tando con el color mds oscuro y la permanencia de
muchos de ellos en estado globular, de los obteni-
dos en los otros tratamientos, en particular glicerol
(Figura 1B).

La transferencia de los embriones formados
en todos los tratamientos, al medio con sacarosa y
carbén activado estimul6 el crecimiento y desarro-
llo de los mismos, llegando en su mayoria a for-
mar pldntulas con caracteristicas normales. Los
explantes cultivados inicialmente en presencia de
sacarosa desarrollaron plantas completas con mds
facilidad y en un tiempo menor que los de los
otros tratamientos.

Las suspensiones celulares de ‘Washington
Navel’ no formaron embriones ni crecieron en nin-
guno de los tratamientos. Las células comenzaron
a oxidarse rapidamente y finalmente murieron.

DISCUSION

Las suspensiones celulares originadas a par-
tir de callo friable de citricos pueden permanecer
en estado embriogénico por periodos prolongados
de tiempo (incluso por varios afios) mientras se
mantengan en condiciones adecuadas de cultivo
(Vardi et al., 1982; y Gavish et al., 1991). No obs-
tante, se ha observado un efecto desfavorable del
cultivo prolongado sobre la capacidad de expre-
sion embriogénica y de regeneracién de plantas
con caracteristicas normales (J.W. Grosser, 1994,
Lake Alfred, Fla., CREC, comunicacién perso-
nal). Al respecto, Burns y Wetzstein (1994) obser-
varon que la baja formacién de embriones somati-
cos en suspensiones celulares de Carya illinoinen-
sis estaba asociada con una reduccion en el acu-
mulo de carbohidratos de reserva. De manera
similar, Grosser (1994) atribuye la menor capaci-
dad embriogénica presente a veces en citricos a
una disminucion en los niveles de almidén de las
células, por causa del cultivo prolongado. Proba-
blemente por esta razon, las suspensiones celula-
res provenientes de lineas del CREC, con mucho
tiempo de cultivo, no respondieron a ninguno de
los tratamientos en cuanto a la formacién de
embriones (Cuadro 2).

En el caso de “Washington Navel’, no se lo-
gré la induccién de embriones somaticos mediante
su ‘plateo’, a pesar de que su establecimiento in

vitro fue relativamente reciente. Sin embargo, se"
ha observado embriogénesis espontdnea en callos
friables en cultivo (Jiménez y Guevara, 1995). Es
probable que el estado de la suspensién celular en
ese momento fuera un factor determinante, ya que
coincidié con una disminucién notable en su tasa
de multiplicacién (resultados no publicados). Esto
sugiere que las condiciones en las que se encuen-
tra el material del cual se toman los explantes para
su cultivo in vitro, pueden ser determinantes en la
respuesta del mismo (Pierik, 1987).

En el caso de ‘Acosta 6’, el tratamiento con
sacarosa produjo la mayor cantidad de embriones,
seguido en orden decreciente por los medios con
glicerol, lactosa y galactosa. Ello contrasta con lo
observado en trabajos anteriores (Kochba y But-
ton, 1974; Kochba et al., 1977; Button, 1978;
Kochba et al., 1978b, 1982; Ben-Hayyim y Neu-
mann, 1983; Hidaka y Omura, 1989; Singh ef al.,
1992) en los cuales la adicion de sacarosa resulté
ser poco eficiente. Kochba y Button (1974) postu-
lan que este carbohidrato sincroniza el tejido em-
briogénico de citricos hacia la proliferacién de
proembriones, y en consecuencia inhibe la em-
briogénesis. Esta inhibicién ocurre en forma tan
generalizada, que incluso este carbohidrato se uti-
liza con frecuencia para suprimir la embriogénesis
en protoplastos nucelares en los protocolos de hi-
bridacién somdtica en citricos (Ohgawara et al.,
1994).

Los resultados de este trabajo sugieren que,
en el caso del cv. ‘Acosta 6’, el ‘plateo’ produjo
un efecto estimulador sobre la embriogénesis in-
dependientemente del carbohidrato utilizado.
Transferir los explantes de una condicién de culti-
vo liquido en agitacién a una en cultivo semisdli-
do inmoviliza las células, lo que permite el desa-
rrollo de polaridad en el transporte de auxinas e
inicia la simetria bilateral, caracteristica de las pri-
meras etapas de la embriogénesis (Bangerth,
1995, Stuttgart, Alemania, Universidad de Hohen-
heim, comunicacién personal). En consecuencia,
es probable que el efecto del carbohidrato fuera
posterior al estimulo embriogénico.

Una vez inducida la formacién de embrio-
nes, aquellos cultivados en presencia de sacarosa
pudieron utilizar rdpidamente este carbohidrato
como fuente energética y metabolito, lo cual per-
mitié el crecimiento de estructuras diferenciadas.
La sacarosa ha mostrado ser un compuesto muy
usado y efectivo para el cultivo in vitro de citricos
(Button, 1978), y se utiliza generalmente como
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tnica fuente de carbohidratos para ‘platear’ y re-
generar protoplastos (J.W. Grosser, 1994, Comu-
nicacion personal).

En el caso del glicerol, s6lo algunos cultiva-
res de citricos son capaces de utilizarlo y metabo-
lizarlo. En éstos la membrana plasmatica posee
caracteristicas que permiten el transporte de este
compuesto dentro de la célula (Ben-Hayyim y
Neumann, 1983), y una vez ahi, por medio de al-
glin mecanismo todavia no conocido, libera las cé-
lulas de una fase de arresto embriogénico (Gavish
et al., 1991). Ademas de la embriogénesis, el gli-
cerol estimula la sintesis de clorofila (Vu et al.,
1993) lo que explica la coloracién mds oscura de
estos cultivares. Tanto la fosfoenol piruvato car-
boxilasa (PEP) como la sacarosa fosfato sintetasa
(SPP) son ademads, mas activas en presencia de
glicerol (Vu et al., 1993). Es probable que el gli-
cerol tuviera un efecto inductor sobre la embriogé-
nesis, pero que al no poder ser metabolizado répi-
damente como fuente energética por los embrio-
nes recién formados, éstos no pudieran desarro-
llarse. Al respecto, la tincién con lugol de callos
de los diferentes cultivares estudiados, luego de su
digestién con una solucién enzimdtica, mostré la
presencia de gran cantidad de granulos de almi-
doén, en la cv. ‘Acosta 6’ en contraste con la me-
nor presencia de estos en los cultivares proceden-
tes del CREC (resultados no publicados). Esto
concuerda con los resultados de Kobayashi et al.
(1984), quienes mencionan que callos con poco
tiempo de cultivo presentan niveles elevados de
almidén. Esto permite explicar la mayor expresion
embriogénica en el caso del cv. ‘Acosta 6’ (Figura
1b). Por otra parte, Vu et al. (1993) han observa-
do que callos cultivados en presencia de sacarosa
presentan una mayor concentracién de azicares
solubles, en comparacién con callos cultivados
con glicerol.

A pesar de que se ha encontrado que la ga-
lactosa induce la embriogénesis en varios cultiva-
res de citricos (Kochba er al., 1978b y 1982), se
considera que es un compuesto téxico para mu-
chos tejidos, ya que la acumulacién de galactosa-
1-fosfato impide la conversion de UDP-glucosa a
glucosa-1-fosfato, con lo cual la biosintesis de
almidon y celulosa son inhibidos, limitando el cre-
cimiento y el desarrollo embriogénico.

Button (1978) y Singh et al. (1992) encon-
traron que la lactosa estimul6 la embriogénesis en
callos de citricos, probablemente debido a un
efecto fisioldgico méas que de suplemento de

energia. Button (1978) postulé la posibilidad de
que parte de la lactosa fuera degradada en sus mo-
nosacdridos componentes (glucosa y galactosa)
durante el autoclavado (tal y como se probé poste-
riormente que ocurre con la sacarosa, Schenk ef
al., 1991). Es probable que la galactosa liberada
de esta manera ejerciera cierto efecto téxico sobre
las células de ‘Acosta 6’, aunque menos notorio
que en el tratamiento con galactosa, debido a la
menor concentracion en el medio.

Los resultados obtenidos en este trabajo su-
gieren que las condiciones en que se encuentra el
material vegetal previo al proceso de ‘plateo’
influyen en la respuesta del mismo, lo cual consti-
tuye un indicador de la capacidad embriogénica de
las suspensiones. La importancia de la presencia
de sacarosa en el medio de cultivo debe conside-
rarse en el caso de ciertos cultivares, y se puede
pensar que su combinacién con otros carbohidra-
tos inductores del proceso embriogénico, tales
como el glicerol, podria incrementar la obtencién
de embriones y su posterior desarrollo.
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RESUMEN

Se evalué el efecto de ‘platear’ suspensiones
celulares de cultivares de citricos sobre la induc-
cién de la embriogénesis somatica. Células prove-
nientes de esas suspensiones fueron cultivadas en
medios semisélidos con sacarosa, glicerol, galac-
tosa o lactosa. La capacidad embriogénica fue me-
nor en los materiales vegetales con mds tiempo de
cultivo en condiciones in vitro. Para el ‘Acosta
6’, la transferencia de las células en suspensién a
un medio sélido constituye por si mismo un esti-
mulo inductor de la formacién de embriones. El
carbohidrato presente en el medio de cultivo
afect6 el desarrollo subsecuente de los embriones
formados. El tratamiento con sacarosa fue el que
estimul6 en mayor grado el desarrollo embriogé-
nico, seguido por los tratamientos con glicerol,
lactosa y galactosa. Se discuten los efectos de
los carbohidratos en la embriogénesis somdtica
de los citricos.



JIMENEZ y GUEVARA: Regeneracion in vitro de citricos mediante embriogénesis somatica. 11. 15

LITERATURA CITADA

BEN-HAYYIM, G.; NEUMANN, H. 1983. Stimulatory effect
of glycerol on growth and somatic embryogenesis in Ci-
trus callus cultures. Z. Pflanzenphysiol. 110:331-337.

BURNS, J.A.; WETZTEIN, H.Y. 1994. Storage reserves in pe-
can somatic embryos derived from suspension culture.
Plant Sci. 102:213-219.

BUTTON, J. 1978. The effects of some carbohydrates on the
growth and organization of Citrus ovular callus. Z.
Pflanzenphysiol. 88:61-68.

BUTTON, J.; KOCHBA, J.; BORNMAN, C.H. 1974. Fine
structure of and embryoid development from embryo-
genic ovular callus of ‘Shamouti’ orange (Citrus sinen-
sis Osb.). J. Exp. Bot. 25:446-457.

GAVISH, H.; VARDI, A.; FLUHR, R. 1991. Extracellular
proteins and early embryo development in Citrus nuce-
llar cell cultures. Physiol. Plant. 82:606-616.

GMITTER, F.G., Jr;; LING, X.B.; DENG, X.X. 1990. Induc-
tion of triploid Citrus plants from endosperm calli in
vitro. Theor. Appl. Genet. 80:785-790.

GROSSER, J.W. 1992. The role of biotechnology in the deve-
lopment of improved Citrus scion and rootstock culti-
vars. In Transactions of the 1992 Citrus Engineering
Conference. Florida Section of the American Society
of Mechanical Engineers. 38:24-37.

GROSSER, J.W. 1994. Observations and suggestions for impro-
ving somatic hybridization by plant protoplast isolation,
fusion and culture. HortScience 29(11):1241-1243.

GROSSER, J.W.; GMITTER, Jr., F.G. 1990. Protoplast fu-
sion and citrus improvement. Plant Breeding Rev.
8:339-374.

HIDAKA, T.; OMURA, M. 1989. Control of embryogenesis in
Citrus cell culture: Regeneration from protoplasts and at-
tempts to callus bank. Bull. Fruit Tree Res. Stn. B 16:1-17.

JIMENEZ, V.; GUEVARA, E. 1995. Regeneraci6n in vitro
mediante embriogénesis somatica de variedades de ci-
tricos. I. Obtencién de callo friable y suspensiones ce-
lulares de naranja dulce (Citrus sinensis) y naranja
agria (C. aurantium) cultivadas en Costa Rica. Agrono-
mia Costarricense 19(2): 7-18.

KOBAYASHI, S.; IKEDA, I.; NAKATANI, M. 1984. Induc-
tions of nucellar callus from orange (Citrus sinensis
Osb) ovules, and uniformity of regenerated plants.
Bull. Fruit Tree Res. Stn E. 5:43-54.

KOCHBA, J.; BUTTON, J. 1974. The stimulation of embryo-
genesis and embryoid development in habituated ovu-
lar callus from the ‘Shamouti’ orange (Citrus sinensis)
as affected by tissue age and sucrose concentration. Z.
Pflanzenphysiol. 73:415-421.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P. 1973. Effect of culture me-
dia on embryoid formation from ovular callus of ‘Sha-
mouti’ orange (Citrus sinensis). Z. Pflanzenziicht.
69:156-162.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P. 1977a. Cell and tissue cultu-
re for breeding and developmental studies of citrus.
HortScience 12(2):110-114.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P. 1977b. Embryogenesis in
gamma-irradiated habituated ovular callus of the ‘Sha-
mouti’ orange as affected by auxin and tissue age.
Env. Exp. Bot. 17:151-159.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P. 1977c. The effects of au-
xins, cytokinins and inhibitors on embryogenesis in ha-
bituated ovular callus of the ‘Shamouti’ orange (Citrus
sinensis). Z. Pflanzenphysiol. 81:283-288.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P.; SAFRAN, H. 1972. Ad-
ventive plants from ovules and nucelli in Citrus. Planta
106:237-245.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P.; NEUMANN, H.; SAAD,
S. 1978a. Stimulation of embryogenesis in Citrus
ovular callus by ABA, Ethephon, CCC and Alar and
its suppression by GA3. Z. Pflanzenphysiol. 89:427-
432.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P.; SAAD, S.; NEUMANN, H.
1977. Effect of galactose and galactose containing su-
gars on embryogenesis in Citrus callus. Acta Hort.
78:185.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P.; SAAD, S.; NEUMANN, H.
1978b. Stimulation of embryogenesis in Citrus tissue
culture by galactose. Naturwissenschaften 65:261-262.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P.; NEUMANN, H.; SAAD, S.
1982. Effect of carbohydrates on somatic embryogene-
sis in subcultured nucellar callus of Citrus cultivars. Z.
Pflanzenphysiol. 105:359-368.

MURASHIGE, T.; TUCKER, D.P.H. 1969. Growth factor re-
quirements of citrus tissue culture. Proc. First Intl. Ci-
trus Symp. 3:1155-1161.

OHGAWARA, T.; UCHIMIYA, H.; ISHIL, S.; KOBAYASHI,
S. 1994. Somatic hybridization between Citrus sinen-
sis and Poncirus trifoliata. In Somatic hybridization in
crop improvement I. Ed. by Y.P.S. Bajaj. Berlin,
Springer-Verlag. v. 27, p. 439-454.

PASQUAL, M.; ANDO, A.; CROCOMO, 0.J. 1988. Influén-
cia de reguladores de crescimento sobre a embriogéne-
se in vitro de nucelos de Citrus sinensis cv. Valéncia.
Pesq. Agropec. Bras. 23(3):255-259.

PIERIK, R.L.M. 1987. In vitro culture of higher plants. Dor-
drecht, Holanda, Martinus Nijhoff. 344 p.

REINERT, J.; YEOMAN, M.M. 1982. Plant Cell and Tissue
Culture. A Laboratory Manual. Heidelberg, Springer-
Verlag. 83 p.



16 AGRONOMIA COSTARRICENSE

SCHENK, N.; HSIAO, K.-C.; BORNMAN, C.H. 1991. Avoi- VARDI, A.; SPIEGEL-ROY, P.; GALUN, E. 1982. Plant re-

dance of precipitation and carbohydrate breakdown in generation from Citrus protoplasts: Variability in

autoclaved plant tissue culture media. Plant Cell Rep. methodological requirements among cultivars and spe-
10:115-119. cies. Theor. Appl. Genet. 62:171-176.

VU, J.C.V.; NIEDZ, R.P.; YELENOSKY, E. 1993. Glycerol

SINGH, A.K.; NITO, N.; IWNAMASA, M. 1992. Influence of stimulation of chlorophyll synthesis, embryogenesis

lactose and glycerol on growth and somatic embryoge- and carboxylation and sacarose metabolism enzymes in

nesis of Citrus callus. Acta Hort. 321:606-609. nucellar callus of ‘Hamlin® sweet orange. Plant Cell

Tissue and Organ Culture 33:75:80.



