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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de diferentes substancias con actividad hormonal sobre
el crecimiento in vitro de los callos obtenidos a partir de segmentos de entrenudoydiscos de limbo foliar de limonero, determinando las concentraciones óptimas de
aquellas substancias para el crecimiento. Los resultados confirman que el desarrollo
de estos callos está controlado hormonalmente por las auxinas y citokininas.

También se han establecido las condiciones adecuadas para el enraizamiento de
segmentos de brote conteniendo un nudo, con objeto de desarrollar un método de
propagación vegetativa in vitro de esta planta.

Por último, se han determinado las condiciones para la separación, división y
proliferación in vitro de células aisladas de los citados callos.

INTRODUCCION

Durante los últimos años, el cultivo de
los tejidos de Citrus ha sido objeto de
numerosos estudios. La formación de em-
briones en nucelas cultivadas in vitro ha
sido estudiada en especies poliembriónicas
por Ranga Swamy (1958, 1961), Mahes-
wari y Ranga Swamy (1958) Shabharwal
(1903) y Mitra (1968) y en monoembrióni-
cas por Rangan et al. (1969). El cultivo de
óvulos no fertilizados y el desarrollo de
plantas nucelares a partir de éstos ha sido
realizado por Button y Bornmann (1971),
Mitra y Chatuverdi (1972), Kochba et al.

(1972-1974), Kochba y Spiegel Roy
(1973), Button et al. (1974).

Varios investigadores como Demetriades

(1954), Bové y Morel (1957), Schroeder y
Spector (1957) y Kordan (1959) obtu-
vieron callos a partir de diversos tejidos
aislados del tallo y del fruto de plantas del

género Citrus y, posteriormente, Murashige
y Tucker (1969) estudiaron los factores
que influyen en el crecimiento de los callos
obtenidos del albedo y de vesículas de
diversos frutos cítricos.

Más recientemente, Grimblat (1972),
Primo y Harada (1974), y Chatuverdi y
Mitra (1974) estudian la diferenciación de

Órganos a partir de tejidos de diversas

especies de Citrus.
En este trabajo se ha estudiadoel efecto

de las substancias hormonales sobre el

crecimiento de los callos obtenidos a partir
de entrenudos y discos de limbo foliar de

(1) Dr. Ingeniero Agrónomo. Departamento Nacional de Citricultura. IN.I.A. Centro Regional de
Levante 07. Burjasot. Valencia.
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Citrus limon (L.) cultivados in vitro. Tam-
bién se han determinado las condiciones
para la separación, división y proliferación
de células aisladas de estos callos. Este
trabajo es un paso previo para posteriores
estudios sobre la biosíntesis de substancias
naturales en callos y suspensiones celu-
lares, así como para la obtención de
clones a partir de células aisladas.

También se ha estudiado el efecto de
varias substancias de crecimiento sobre el
enraizamiento de segmentos de brote con-
teniendo un nudo. Nuestro objetivo ha sido
obtener un método de propagación ve-

getativa aplicable a los agrios y que puede
ser de utilidad como complemento de la
selección genética de estas plantas.

MATERIAL Y METODOS

Formación de callos

Se tomaron brotes jóvenes de plantas de C.

limon, cultivadas en invernadero a la tempera-
tura de 24” C durante el día y de 18” € du-

rante la noche, con un período de iluminación
de 16 horas. Después de obturar las extre-
midades cortadas con parafina fundida, los
tallos y las hojas se sumergen $ minutos en

agua adicionada de “Teepol” al 2%, después
se desinfectan durante 10 minutos en una
solución filtrada de hipoclorito cálcico al 7 %

y se lavan tres veces en agua estéril. Los tallos
así desinfectados se cortan en segmentos de
lem de longitud. Los segmentos de entre-
nudos se parten longitudinalmente en dos mi-
tades que se colocan asépticamente sobre el
medio de cultivo. Los segmentos conteniendo un
nudo se colocan verticalmente sobre el medio de
cultivo de forma que la yema quede en la parte
superior completamente fuera de éste, mientras
que la base queda sumergida en el medio con
objeto de provocar la neoformación de raíces en
esta zona. Del limbo de las hojas se obtuvieron
discos de 1 em de diámetro y se colocaron en
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cada medio de cultivo de forma que la mitad de
ellos tuviese el haz en contacto con el medio y la

otra mitad tuviese el envés.

El medio de cultivo utilizado contiene los
macroelementos de Murashige y Skoog, los oligo-
elementos y vitaminas de Nitsch, sacarosa (5 %)
adenina (40 mg/l), glutamina (1 g/l), hidrolizado
de caseína (500 mg/1), y diferentes substancias de
crecimiento: ácido indol acético (ATA), ácido

24-diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido nafta-
lenacético (ANA), ácido naftoxiacético (NOA).
ácido indol butírico (AIB), 6-bencilaminopurina
(BA), kinetina (K) y zeatina (Z). El pH del medio
Se ajusta a 55 antes de adicionar el agar (Difco
Bacto) al 077 %. Los medios se esterilizan en
autoclave durante 15 minutos a 120” C. Los
cultivos se efectúan en tubos de 24 X 160 mm
conteniendo 20 mi de medio y un fragmento del
material vegetal. Para cada tratamiento se realizan

10 repeticiones. Los cultivos se colocan a una
temperatura de 30” € durante el día y a 97€
durante la noche, siendo el período de ilumi-
nación de 16 horas (intensidad luminosa aproxi-
madamente 5.000 lux suministrada por tubos
fluorescentes y lámparas incandescentes).

Para los estudios histológicos el material se fija
en una mezcla de alcohol etílico al 70 %, ácido
acético y formaldehido (90:5:5, v/v) durante 48
horas a 4” C. La deshidratación y la inclusión en
parafina se efectúan siguiendo la técnica clásica y
los cortes se hacen con un espesor de 10. Las
preparaciones se colorean con “Safranina” aso-
ciada al “Fast Green”.

Cultivo de células separadas

Para la obtención de las suspensiones celulares
se utilizaron callos obtenidos a partir de segmen-
tos de entrenudos. Estos callos se obtienen en el
medio que contiene como substancias de creci-
miento 2,4-D 5.10% M y BA 10% M, pues se ha
observado que este medio, además de favorecer
su rápido crecimiento, produce las callos más
friables. El cultivo en medio líquido favorece la

friabilidad de los callos, mientras que el cultivo
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en medio con agar da callos. más compactos,
sobre todo en su parte interior.

Para la separación de las .células se han

ensayado procedimientos enzimáticos y mecá-
nicos. Se han utilizado diversas enzimas comer-
ciales del tipo pectinasa, como la macerocima,
pectinasa “Serva” y pectinasa “Sigma” a diversas
concentraciones (1, 2 y 5 %), e incluso emplean-
do tiempos de incubación muy largos (24 horas o
superiores), el número de células disociadas ha
sido escaso. Se ha ensayado la acción conjunta de

estas pectinasas con enzimas del tipo celulasa a

baja concentración (celulasa onozuka y driselasa
al 05%). Pero no han producido el efecto
sinérgico deseado. Tampoco ha mejorado la sepa-
ración de las células la adición a diversas concen-
traciones (0'3, 05 y 077 M) de un agente plasmo-
lizante como es el manito!.

Los pobres resultados obtenidos con el méto-
do enzimático nos ha llevado a la utilización de
método mecánicos de separación de células. Sc ha
empleado con aceptables resultados un homoge-
neizador tipo “Potter Elvehjem”, en el cual se

introducen los callos partidos en pequeños pe-
dazos junto con 15 ml de medio de cultivo. El

líquido obtenido después de una separación de
las células se filtra en un tamiz metálico de
0038 mm de malla con objeto de eliminar los
agregados celulares. El líquido filtrado contiene
células separadas mezcladas con residuos de

pequeño tamaño (fragmentos de paredes, orgá-.

nulos celulares, etcétera), provenientes de las

células aplastadas en el homogeneizador. Con
ayuda de un hematímetro de Malassez de 1 mm?
puede evaluarse la concentración celular total y el
porcentaje de células intactas. Una célula se
considera morfológicamente intacta cuando está
turgescente y no se observan daños en su pared
celular.

Las células aisladas se separan mediante una
centrifugación a 1.000 r.p.m. durante 3 minutos.
El líquido sobrenadante se decanta y las células
se vuelven a eluir en un volumen medio de cultivo
tal que la concentración celular resultante sea de

aproximadamente 10* células por ml. En esta
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centrifugación se eliminan gran parte de los
residuos. procedentes de las células rotas que no
precipitan y, por tanto, son eliminados con el
líquido sobrenadante. Todas las operaciones an-
teriormente descritas se realizan asépticamente.
El medio de cultivo es el anteriormente citado,
salvo la concentración de sacarosa, que en este
caso es al 2%, y al que se han añadido como
substancias de crecimiento 2,4-D y BA a dife-
rentes concentraciones. Los cultivos se realizan
en placas petri de 5 em de diámetro con 3 ml de

suspensión por placa. Estas placas se cierran con
“Parafilm” y se disponen cada seis en placas de

18 cm de diámetro, cuyo fondo está recubierto
de papel de filtro humedecido con agua destilada,
lo cual hace que se comporte como una cámara
húmeda. Los cultivos se realizan a la temperatura
de 27” € y a la oscuridad. Para cada medio de
cultivo se contó el número de colonias en $

placas petri.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formación de callos

Las tablas I y IT muestran los efectos del

ANA, el 2,4-D y la BA sobreel crecimiento
de los callos obtenidos a partir de entre-
nudos de C. limon. Las máximas prolife-
raciones de callo se han obtenido con las

combinaciones ANA 5.105 M+BA
10% My 2,4-D 5.105 M+BA 10% M.

La tabla II compara el efecto sobre los
segmentos de entrenudos de varias substan-
cias tipo auxina (ALA, 2,4-D, ANA, NOA)
a diversas concentraciones actuando junto
con la BA 10% M. Las máximas forma-
ciones de callo se producen con el ANA y
2,4-D, siendo el AIA el menos favorable

para el crecimiento de estos.
—

La tabla IV muestralos efectos de varias
citokininas (BA, Z, K) a diversas concen-
traciones, actuando en combinación con el

2,4-D 5.10% M. La concentración óptima
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Tabla 1

EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE ANA Y BA SOBRE EL CRECIMIENTO DE CALLOS OBTENIDOS DE SEGMENTOS DE ENTRENUDO
DE LIMONERO

Concentración “Concentración de 6-benzilaminopurina (BA)
de acido U-

naftale- 0 106M 5.106 M 105 M 5.105 M 10*M
nacético —
(ANA) LC. P.S. LE. PS. LE, P.S. Le. P.S. LE. P.S. EE: P.S.

0 110+0%08 2370 3"34+ 1'67 2690 2'71+ 171 2460  2'43+0%49 2460 1728+0”25 2875 140+019 2607
106 M 1264020 2300 652% 312 27296 7'90£ 312 7796 611+2”09 23'50 181+026 2645 246+0'55 2145

5.106M 1'34+0'26 2150 19'98+ 790 20”57 9961 540 2272 595+3'28 22701 252+105 29%41 73391083 2418
105 M 1444034 2217 281311842 1786 11921 568 2176 6'42+1'76 123'83 3'53+121 2786 32040773 1212

S.105M 20511596 14092 140%47+3090 "19 40%43+10”50 1294 7381404 2237 3'87+187 243184 313087. 2718
10* M 16/0045*27 1485 2590116715 1347 499512265 1199 12991676 1661 229+044 3222 3'34+0%97 2308

I1.C. = Indice de crecimiento — Peso fresco a los 45 días de cultivo /peso fresco inicial.
P.S. — Porcentaje de peso seco del tejido.

Tabia II

EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE 2,4-D Y BA SOBRE EL CRECIMIENTO DE CALLOS OBTENIDOS DE SEGMENTOS DE FNTRENILUDO
DE LIMONERO

Concentradón Concentración de 6-bencilaminopiridina (BA)
de acido t

2,4-diclo- 0 106 M 5.106 M 105 M 5.105 M 10*M
rofenoxia cé=

tico (24D) De: P.S. LO. PS. Le PS. LC. PS. LC. P.S. LE P.S.

0 110+ 0%08 2307 3'34+ 167 2640 271+ 171 2436 243 0%49 2460  1'2840*25 2875 14010719 2675
106M 1205+ 613 1511 188241074 1879 17751 525 1828 567 2”38 1737 12911238 1737 12391118 246

S.I0SM 1808+10”72 1021 95'87+25'32 1964 86'05+2908 988 2540+10%15 1262 4:89+7”04 2310 13984133 2375
105 M 7961 458 1589 686212095 10%65 50'59119'93 1018 2146+ 807 13'63 4091172 2277 4131187: 24'58

S.0S5M 5941 293 1677 213811374 1360 29'85+ 903 1224 1076+ 324 1232 12054122 72346 1'96+0”74 2480
16M 334+ 145 1778 1426+ 821 13'39 1637 4'78 1239 19631 302 1275 72361135 2222 1871056 2512

I.C. = Indice de crecimiento — Peso fresco a los 45 días de cultivo /Peso fresco inicial.
P.S. — Porcentaje de peso seco del tejido.



Tabla III

EFECTO DE CUATRO SUBSTANCIAS DELTIPO AUXINA, ACTUANDO EN COMBINACIÓN CON
LA 6-BENZILAMINOPURINA 10% M, SOBRE EL CRECIMIENTO DE CALLOS OBTENIDOS DE

SEGMENTOS DE ENTRENUDO DE LIMONERO

Acido Acido Acido Acido
indol acético 2,4-diclorofenoxiacético naftalenacético naftoxiacético

Concen
tración LC. P.S. LE: PS. EC. P.S. 1L.C. P.S.

S.I0S6M 3411070 2830 9587125732 964 19"98t 790 2057 5760£216 2473
105 M 3'62+0790 29'09 686212095 10%65 28'13+1842 1786 10”%61+4”26 12387

S.105M 9451344 2554 21'38+1347 1360 140%47+30/90 919 21*64+9*21 1691

I.C, = Indice de crecimiento — Peso fresco a los 45 días de cultivo /Peso fresco inicial.
P.S. = Porcentaje de peso seco del tejido.

Tabla IV

EFECTO DE TRES CITOKININAS, ACTUANDO EN COMBINACIÓN CON 2,4-D 5.106 M, SOBRE
EL CRECIMIENTO DE LOS CALLOS OBTENIDOS A PARTIR DE SEGMENTOS DE ENTRENUDO DE

LIMONERO

6-benzilaminopurina Kinetina Zeatina

Concentración Le P.S. LE: P.S. LC. P.S.

5.107 M 80'92+28”59 10,53  11”36+ 307 1594  97'51+3543 910
10% M 9245+3226 998 3683+1849 1316 6370112486 1247

5.106 M 7205+21”15 11717 82'40+23'66 1014 51'89+1972 1256
105 M 23'60+12'61 16796 813513175 1126 20”14+12'97 1421

I.C. = Indice de crecimiento — Peso fresco a los 45 días de cultivo /Peso fresco inicial.
P.S. = Porcentaje de peso seco del tejido.

para la proliferación de callo es diferente
para cada citokinina. La zeatina es la que
produce un máximo crecimiento a más baja
concentración (5.107 M) mientras que la
kinetina necesita la concentración más
fuerte (5.10 M) para producir un máximo
efecto.

NOA S5.100*M+BA 5.107 M; NOA
5.105 M+ BA 10% M.

Formación deraíces

El medio conteniendo únicamente ANA
a la concentración 5.105 M provoca la

Con discos de hojas, las formaciones de
callo han sido, en general, muy escasas,
cuando no insignificantes. Los únicos me-
dios que han producido proliferaciones
abundantes han sido los que contenían las

siguientes combinaciones de substancias de

crecimiento: 2,4-D 5.10*5M+BA
5.107 M; 2,4-D 5.105 M+BA 10% M;
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neoformación de un gran número de raíces
a partir de los entrenudos. El número
medio de raíces producidas al cabo de seis

semanas de cultivo fue de -6/50 +2'88,
obteniéndose raíces en todos los fragmen-
tos de entrenudos cultivados en este medio.
El medio conteniendo 2,4-D 10% M pro-
duce también algunas raíces, aunque en



Tabla V

EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE ANA SOBRE LA FORMACIÓN DE RAÍCES EN
SEGMENTOS DE TALLO DE LIMONERO*

Concentración Número de segmentos Número de segmentos Número medio de
ANA de tallo plantados de tallo que dan raíces raíces por segmento

106.M 212 0 —-

5.10% M 17 8 312+1”24
105 M 12 9 4”55+1'50

5.105 M 12 5 360+114
10% M — 0 -

2 La experiencia se ha realizado con segmentos de brote, que contienen un nudo. La concentración de sa-
carosa empleada ha sido el 5 Jo.

Tabla VI

EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE SACAROSA SOBRE LA FORMACIÓN DE RAÍCES EN
SEGMENTOS DE TALLO DE LIMONERO*

Concentración de
sacarosa C%) tallo plantados

Número de segmentos de Número de segmentos de Número medio de
tallo que dan raíces raíces por segmento

0 12
05 12
10 12

20 12
30 12
50 12

0 e
0 -
0 —

8 1501051
8 3251106

10 4501233
2 La experiencia se ha realizado con segmentos de brote, que contienen un nudo, La concentración de
ANA empleada para la inducción de raíces ha sido de 105 M.

menor cantidad (1 6 2 únicamente),
y sólo en un 20% de los entrenu-
dos cultivados en este medio. En
todos los casos, la presencia de una
substancia tipo citokinina en el medio
de cultivo ha inhibido totalmente la
formación de raíces.

Para ensayar la inducción de raíces
en fragmentos de tallo conteniendo
un nudo se han utilizado varias subs-
tancias de tipo auxina (ATA, 2,4-D,
ANA, NOA y AIB), dosificadas sepa-
radamente a las siguientes concentra-
ciones: 10% M, 5.10% M, 10% M;
S.105M y 10%M. Los resultados
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muestran que el ANA a la concentra-
ción 10% M es la substancia más favo-
rable para inducir la rizogénesis. La ta-
bla V muestra el efecto de la concen-
tración de ANA sobre la formación de
raíces. Los medios conteniendo 2,4-D
han provocado esporádicamente la for-
mación de raíces, aunque en muy es-
casa cantidad. Las otras substancias de

tipo auxina ensayadas se han mostrado
incapaces de provocar la rizogénesis.
Como puede verse en la tabla VI, la
concentración óptima de sacarosa para
el desarrollo de las raíces es el 5%.

En los segmentos de brote enraiza-
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Tabla VII

EFECTO DE LA. CONCENTRACIÓN DE 2,4-D Y BA EN LA DIVISIÓN DE LAS CÉLULAS
SEPARADAS DE CALLOS DE LIMONERO

Concentración delas
substancias de crecimiento (mg/l)

Días transcurridos hasta Número medio de colonias
2,4-D BA las primeras divisiones por placa Petri

0 0 — -
0 0”1 —

0 073 —

0 1 - -
0 3 - -
01 0 - —-

01 01 10-12 22
01 03 10-12 38
01 1 12-14 18
01 3 12-14 FT

03 0 “
03 01 8-9 98
03 03 7-8 112
03 1 8-9 672

03 3 8-9 64
1 0 10-12 16
1 01 5-6 316
1 03 5-6 358
L 1 7-8 212
1 7-8 104
3 0 10-12 18
3 01 7-8 220
3 03 7-8 236
3 L 7-8 222
3 3 7-8 164

Resultados después de 30 días de cultivo.

dos, al desarrollarse un tallo a partir
de la yema contenida en el nudo se
obtiene una planta completa in vitro
(figura 2).

El estudio histológico muestra que las
formaciones de callo provienen de células
originadas por divisiones de las células del
cambium y que las raíces se desarrollan a

partir de grupos de células meristemáticas
formadas igualmente en la zona cambial
(figuras 3 y 4).

A A Ea

Cultivo de células separadas

En la tabla VII se dan los efectos del
2,4-D y la BA, a diversas concentraciones.
sobrela división de las células aisladas. Como
puede verse las primeras divisiones aparecen
a los 5 ó 6 días de cultivo en los medios más
favorables. El medio más favorable para la

división celular es aquel que contiene como
substancias de crecimiento 1 mg/l de 2.4-D y
03 m2/1 de BA (figuras 5 as).



Fig. 2.—Segmento de tallo conteniendo un nudo,
enraizado y con un brote en desarrollo.

Fig. 3.—Corte histológico de la formación de callo Fig. 4.—Corte histológico en el que se aprecia la
a partir de un segmento de entrenudo.El callo se iniciación de unaraíz a partir de la zona cambial
origina de la proliferación de la zona cambial. de un segmento de entrenudo.
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Fig. 5.—Células separadas de callo de C. limon—Fig. 6.—Primera división en una célula aislada en
cultivadas en suspensión. cultivo in vitro.

Fig. 7.—Aspecto de las sucesivas divisiones de una Fig. 8.—Colonia celular obtenida a partir de una
célula aislada. sola célula.
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CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el desarro-
llo de callos a partir de entrenudos y discos
de hojas está controlado hormonalmente
por las auxinas y las citokininas. Se ha
determinado el efecto de diferentes subs-
tancias de crecimiento y las concentra-
ciones óptimas para el crecimiento de estos
callos.

Se han determinado
condiciones

también las

Óptimas para el enraiza-
miento de segmentos de brote, con lo
cual se ha puesto a punto un método
para la propagación vegetativa in vitro de
esta planta.

Por último, se han obtenido las condi-
ciones para la separación, división y prolife-
ración 7 vitro de células de callos desarro-
llados a partir de los entrenudos.
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ABSTRACT

Study of hormonal factors affecting cellular division and root formation
in lemon tree tissues /C. limon, Burn)

The effect of various substances with hormonal activity on the ¿n vitro growing of callus obtained
from internodal stem segments and leaf discs of lemon trees has been studied, determining the optimal
concentrations of those growth substances. The results confirm that callus development is regulated
by auxins and cytokinins.

The suitable conditions for rooting of stem segments containing a node have been stablished in
order to develop a method of in vitro vegetative propagation of this plant. Finally, the conditions for
isolation, division and proliferation of cells derived from callus have been determined.
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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchung der Hormonfaktoren, die die Zellenteilung und die Wurzelents-
tehung im Zitronenbaumgewebe /C. limon, Burn) beeinflussen

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist die Wirkung, die verschiedene Stoffe mit hormonaler
Tátigkeit auf das Wachstum in vitro von Kallen haben, welche man aus Internodiumsegmenten und
Blattspreitescheiben von Zitronenbaumen erhalten hat; gleichzeitig werden auch die optimalen
Konzentrierungen jener Stoffe fúr das Wachstum fesgestellt. Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass
die Entwicklung genannter Kallen durch die Auxine und Cytochinine hormonal kontrolliert wird.

Man hat auch dic geeigneten Bedingungen zur Bewurzelung von Schósslingssegmenten, die einen
Knoten enthalten, festgelegt, um so ein Verfahren zur vegetativen Fortpflanzung in vitro dieses Baumes
zu entwickeln.

Schliesslich sind auch die Bedigungen zur Trennung, Teilung und Vervielfáltigung in vitro von
abgesonderten Zellen der genannten Kallen festgelegt worden.

RESUME

Etude des facteurs hormonaux qui affectent la division cellulaire et la
rizogenése du citronnier /C. JZimon, Burn)

On a étudié leffet de différentes substances avec activité hormonale sur la croissance ¿n vitro des
cals obtenus a partir de segments d'entre-noeud et disques de limbe foliaire de citronnier, en
déterminant les concentrations optimales de ces substances pour la croissance. Les résultats confirment
que le développement deces cals est contrólé hormonalement par les auxines et cyto-kinines.

On a également établi les conditions adéguates pour l'enracinement de segments de tige contenant
un noeud, dans le but de développer une méthode de propagation végétative in vitro de cette plante.

Enfin, on a déterminé les conditions pour la séparation, division et prolifération in vitro de cellules
isolées des cals cités.
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