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RESUMEN

Se caracterizo el efecto de cuatro concentraciones (10 a 105 M) de 4cido indolacético (AIA) y del tipo de explanto sobre el desarrollo in vitro de
los tejidos del fruto del naranjo dulce Citrus sinensis (L) Osbeck, de la variedad salustiana. La maxima respuesta se obtuvo con explantos de frutos
de 6 dias con las concentraciones mas elevadas (10'5 y 10 M). En este momento del desarrollo las células de los tejidos del fruto se encontraban en
divisiéon. La capacidad de respuesta de los tejidos se redujo después de 31 dias de desarrollo, cuando se inicié la diferenciacion celular del mesocarpo
interno. El aumento en el tamaiio de vesicula en explantos de frutos de 6 dias de edad sugiere que el cultivar salustiana responde a la aplicacion de
auxinas durante el estado de desarrollo temprano del fruto, actuando directamente sobre este tejido.

Palabras claves: Citrus sinensis var. Salustiana; cultivo in vitro; dcido indolacético; explantos de fruto.

ABSTRACT

The effect of 4 concentrations of the indolacetic acid as well as the explant type on the in vitro development of the sweet orange fruit tissue [ Citrus
sinensis (L) Osbeck] Salustiana variety was characterized. A maximum response in explants of 6-d-old fruitlets was obtained with the higher
concentrations (10 and 10°® M). At this development stage, fruit tissue cells were dividing. A decrease in the fruit response capacity after day 31
was verified. At this moment, cellular differentiation in the internal mesocarp was starting. The increase in size of the vesicle explants of 6-d-old
fruitlets suggests a response of the Salustiana cultivar to auxin applications during the early stage of fruit development. This hormone can operate
directly on this tissue.

Key words: Citrus sinensis var. Salustiana; in vitro culture; indolacetic acid; fruit explants.

INTRODUCCION avance en el estado de desarrollo del fruto (Guardiola
et al. 1993).

Los primeros estudios sobre el comportamiento
in vitro de explantos de albedo y vesiculas de zumo de
Citrus limon fueron llevados a cabo por Murashige y
Tucker (1969), y obtuvieron crecimiento de callo con la
adicion de 2,4-D en concentraciones de 10® hasta 10
M. Posteriormente Kordan (1977) obtuvo formacién de
callo en vesiculas de zumo independientemente de la
composicion del medio. Gulserer al. (1981) y Altmarer
al. (1982), trabajando con explantos de endocarpo d€.
limon var. Eureka hicieron los primeros estudios sobre

El naranjo dulce de la variedad Salustiana Citrus
sinensis (L) Osbeck] es alternante y produce frutos
pequefios en afios de elevada floracidn (afios on). Dada
la importancia del tamafio del fruto como un pardmetro
de calidad comercial en citricos, se han obtenido
avances significativos en la utilizacion de reguladores
de crecimiento para incrementar el tamafio del fruto.
La respuesta observada en campo se ha caracterizadin
vitro en mandarina satsuma, aportando evidencias del
cambio marcado en la sensibilidad de los tejidos con el
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el desarrollo organizado de vesiculas sin formacion de
callo y ordenaron los reguladores de crecimiento de la
siguiente manera: GA > BA > IAA > medio basal.

La respuesta in vitro de células, tejidos y érganos
puede variar de acuerdo con las condiciones de cultivo,
el tipo, tamafio y edad del explanto y el genotipo de la
planta, y esta regulada por la interaccién y balance entre
reguladores de crecimiento suministrados al medio y
sustancias de crecimiento producidas endégenamente
por el explanto (George, 1993).

La formacién de callo es caracteristica de tejidos
que se dividen activamente, y en explantos de endocarpo
se puede presentar cuando la actividad meristemédtica
de las vesiculas se mantiene; una vez cesa, se obtiene
un desarrollo organizado de vesiculas (Harada et al.
2001). Explantos de endocarpo de C. unshiu de frutos
de 5 a 50 dias de edad forman callo con la adicién de
BA, GA 'y 2,4,5-T. Con explantos de frutos de 60 dias
se obtiene un desarrollo organizado de vesiculas con
concentraciones de 107 a 108 M de 2,4,5-T (Guardiola
etal.1993). En Citrus limon se ha establecido una
relacion inversa entre el tamafio del explanto utilizado
y la formacidn de callo (Tisserat, et al. 1989).

Por las consideraciones anteriores, la investigacién
caracterizd la respuesta in vitro de los tejidos del fruto
con la adicion de auxinas al medio, determinando la
influencia de la edad y tipo de explanto y del nivel de
concentracién de la auxina aplicada

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en la localidad de
Museros, Valencia (Espaiia), en drboles de 20 afios del
naranjo dulce de la variedad Salustiana (C. sinensis)
injertado sobre patrén citrange Troyer (. sinensis (L.)
Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf]. Se tomaron
muestras cada cinco dias de frutos de inflorescencias
campaneras de drboles con nivel de floracion alto, desde
6 hasta 76 dias después de antesis (DDA).

Durante los primeros 31 DDA se utiliz6 como
explanto la seccién completa del didmetro ecuatorial

Tabla 1. Diseiio de tratamientos

de frutos de tamafios grandes, medianos y pequefios.
Después de 31 dias se utilizaron como explanto los
tejidos separados: mesocarpo y endocarpo, y se
emplearon frutos de un mismo didmetro (Tabla 1). Se
hicieron cortes transversales por la regién ecuatorial de
frutos lavados y esterilizados, aproximadamente de 3
mm de grosor. Se utilizé un disefio completamente al
azar, en donde la unidad experimental estuvo constituida
por cada recipiente de cultivo.

Los explantos se cultivaron en medio basal
de Murashige y Skoog (1962), con 100 mg/l de ~ m-
inositol, 1 mg/mlde Tiamina — HCl y 30 g de sacarosa,
suplementado con 10% de zumo de naranja (v/v)

(Erner et al., 1975). Para la solidificacion del medio se
anadieron 8 g de agar previo al autoclavado. El pH del
medio se ajusté a 5.7 con 0.1 N KOH y se autoclavé por
30 minutos a 115 °C (Guardiolg et al., 1993).

Las hormonas se esterilizaron por filtracion y
se adicionaron al medio de cultivo, tras alcanzar una
temperatura que no las inactivara. El medio se distribuy6
homogéneamente en los recipientes de cultivo (50 ml) y
una vez sembrados los explantos, se incubaron durante
35 dias en oscuridad a 27+1 °C.

Para el estudio histolégico se seleccionaron
explantos tras 7 y 35 dias de incubacién y se siguié
la metodologia de Johansen (1940). El tejido fijado se
sumergio en alcohol al 70% durante 5 minutos y se
deshidrat6 en soluciones de concentracion creciente de
alcohol butilico. Se deposit6é en una mezcla liquida 1:1
de butanol y parafina (Parafin wax de Fluka Chemika®)
y se mantuvo en estufa a 60 °C durante 24 horas;
transcurrido este tiempo se sustituy por parafina pura,
manteniéndolo durante 24 horas.

Posteriormente se colocé una capa de parafina
liquida en moldes de papel parafinado, se tom¢ el
material y se introdujo en el molde. Seguidamente, el
molde se introdujo en agua helada. Una vez sélidos los
bloques de parafina se montaron sobre tacos de madera,
se ajustaron sobre un microtomo de deslizamiento R.
Jung y se realizaron cortes de 12 ym de grosor. En la

Explantos

Tipo de explanto Concentracion de AIA (mg/l) / Unidad Num.e ro de
. repeticiones
Experimental
Frutos grandes 5 3
Regién ecuatorial Frutos medianos Testigo 17 1.7 0.17 0.017 5 3
del fruto SinAIA  (10°M) (10-°M) (10’M)  (10-*M)
Frutos pequefios 2
Tejidos de fruto Mesocarpo Testigo 17 1.7 0.17 0.017 4 3
separados Endocarpo Sin AIA  (10°M) (10-°M) (10’M)  (10-*M)
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tincion se utilizo safranina acuosa y verde luz como
colorantes.

Para comparar las medias se realizé un andlisis
de varianza y se utilizé como software el SPSS, en el
que se incluye la prueba de DMS y los subconjuntos
homogéneos segtin Duncan.

RESULTADOS

Caracteristicas anatémicas de los tejidos del fruto

Los frutos d e 6 dias presentaron epidermis
con células rectangulares y glandulas de aceite en
distintos estados de desarrollo y mesocarpo con
células parenquimaticas pequefias en divisién. En la
zona adaxial de los 16culos se formaron primordios de
vesiculas a partir de divisiones anticlinales y periclinales
de la primera y segunda capa de células epidérmicas
y subepidérmicas del endocarpo. El cilindro central
estd formado por células parenquimadticas en donde se
encuentran los haces vasculares marginales. Los haces
vasculares dorsales se encuentran junto a la superficie
adaxial de los l6culos y al igual que los septales y
marginales se presentaron poco desarrollados (Figura
1A).

Los cambios mds notorios a partir del dia 31 se
presentaron en mesocarpo y endocarpo. En el mesocarpo
se diferenciaron dos zonas, €l externo con 4 a 6 filas
de células pequefias que atn se encuentran en division
y el interno formado por células grandes, vacuoladas,
poligonales y con amplios espacios intercelulares.

En el endocarpo las vesiculas se observaron mas
desarrolladas, producto de la actividad meristemadtica y
formaron el filamento (Figura 1B), y alcanzaron 0.65 +
0.01 mm. En frutos de 46 dias en el mesocarpo externo
se presentaron pocas filas de células. En el endocarpo la
actividad meristemadtica de la vesicula se detuvo y dio
paso al ensanchamiento y a la vacuolizacién de algunas
células (Figura 1C).

Patron de desarrolloin vitro de los tejidos del fruto

Los explantos de frutos de 6 a 46 dias cultivadds
vitro formaron callo en el tratamiento testigo sin AIA y
en los tratados con esta hormona. Con la adicién de AIA
se observaron diferencias en la zona de formacién del
callo (apical o basal. Figura 2). Ademads se presentaron
diferencias en el tipo de células que conforman el callo
entre explantos tratados con AIA o sin ella.

Los explantos incubados sin AIA, tras 7 dias
de incubacidn, formaron callo en la superficie del
corte que no estaba en contacto con el medio y en la
superficie lateral recubierta por el exocarpo. El callo en
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la superficie apical se origind a partir del mesocarpo

y del cilindro central; las células fueron grandes y
vacuoladas (Figura 2). La zona basal del explanto en
contacto con el medio no formé callo. Con 35 dias de
incubacién los explantos mantuvieron el mismo patrén
de desarrollo.

La presencia de AIA en el medio de incubacién
modificé el patrén de desarrollo. Con una concentracion
de AIA 10°® M se formd callo en la superficie apical,
mientras que con una concentracién mas alta (10’5 M)
se form¢ callo tanto en la superficie apical como en la
basal del explanto (Figura 3). En todos los casos el callo
presentd células pequeiias (Figura 3A). En presencia
de ATA (10'6 My 10° M) en el mesocarpo externo se
formé una regién con actividad cambial (Figura 3B).
Tras 35 dias de incubacion esta regién origind entre 8
a 10 células en fila.

Las vesiculas mantuvieron un desarrollo organizado
sin formacion de callo, tanto en los indculos cultivados
en presencia de AIA como en los incubados sin esta
hormona. Se observaron diferencias en tamafio entre
explantos incubados con AIA y en ausencia de la
misma. No se presentd crecimiento en las vesiculas
en explantos del tratamiento testigo. Tras 7 dias de
incubacién presentaron igual tamafio que el dia de
la siembra (0.15 + 0.004 mm). En los tratamientos
de AIA 10 °° y 10 ® M se presentd mayor tamaio de
vesicula, que alcanzd casi 3 veces (0.43 +0.01 mm.)

y 2 veces (0.30 £ 0.01 mm.) el tamafio en explantos
sin AIA (Figura 4).

Los explantos de vesiculas de frutos de 46 dias
manifestaron un desarrollo organizado con células
en expansion, sin formacién de callo, tanto en el
tratamiento testigo como en la concentracion de AITA
10"° M. Del mismo modo en la superficie lateral y
basal de los indculos se observaron entre 2 y 3 filas de
células modificadas con paredes engrosadas (Figuras
5). Los explantos de mesocarpo desarrollaron callo
en la superficie apical del explanto, con el mismo tipo
de células caracteristicas de los tratamientos de AIA
10° y 10 M y del tratamiento testigo, en las fechas
anteriores

Aumento en peso de los explantos

En explantos de frutos de 6 dias el aumento en peso
de los in6culos se debid al crecimiento del mesocarpo y
al callo que se formé a partir de este tejido y del cilindro
central. Los indculos presentaron un peso inicial de
292 + 20 mg en frutos grandes, 150 + 13 mg en frutos
medianos y 59 + 4 mg en frutos pequefios. El aumento
en peso de estos indculos y la respuesta al AIA estuvo
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A

Figura 1. Caracteristicas
anatoémicas de los tejidos de
frutos de 5 (A), 31 (B) y 45
(C) dias después de antesis:
ex: exocarpo ga: glandulas
de aceite, m: mesocarpo,
me: mesocarpo externo, mi:
mesocarpo interno, hvd:
haz vascular dorsal, hvs:
haz vascular septal, hvmm:
haz vascular marginal, eg:
emergencias glandulares, s:
septos, v: vesiculas.

Figura 2. Tratamiento control
con formacién de callo (¢)

en la zona apical (za) del
explanto, con células grandes y
vacuoladas.
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Figura 3. Tratamiento de AIA
10"> M con formacién de callo (c)
en la zona apical (za) y basal (zb)

del explanto. Callo apical con
células pequeiias en division (A).
Formacion de zona con actividad

cambial y formacion de callo
basal (zc) (B).

Figura 5. Explantos de
frutos de mas de 45 dias,
con 35 dias de incubacién
(A). Seccion longitudinal
de endocarpo con
desarrollo organizado de
vesiculas (B).

Figura 4. Tamaiio de
vesiculas en explantos de
frutos de didmetro medio,
de 6 dias de edad, tras 7 dias
de incubacion: (A) Aspecto
de los explantos en el
momento de la siembra. (B)
tratamiento testigo (sin AIA).
(C) concentracion de AIA
10° M. éD) concentracion de
ATA10°M
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afectada por el tamafio del fruto del que se tomaron
(Figura 6A).

Los in6culos de los frutos grandes presentaron el
maximo crecimiento con una concentracién de AIA
menor (10° M) y los de frutos pequefios con 10°M. A
esta concentracion se observé reduccion en el crecimiento
de los indculos de frutos grandes (Figura 6A).

Con explantos de frutos de 31 dias en que
presentaron un peso inicial de 823 + 50 mg en frutos
grandes, 509 + 50 mg en frutos medianos y 300 + 20
mg en frutos pequefios, el aumento en peso no fue
afectado por las concentraciones de AIA ensayadas
(Figura 6B).

El dia 46 los indéculos de mesocarpo presentaron
maxima respuesta con una concentracién menor (10°
M) que el dia 61, en que sélo hubo respuesta con la
concentraciéon mas alta de AIA (10 - M). El dia 76 el

1200

aumento en peso de los indculos de mesocarpo no fue
afectado por los niveles de AIA ensayados. En este
momento los indculos de exocarpo aun manifestaron
respuesta positiva a las concentraciones mds elevadas
de AIA (10° M y 107 M; Figura 6).

Los inéculos de vesiculas presentaron un peso
inicial de 80 mg el dia 46. Tras 35 dias de incubacion, el
aumento en peso solo fue afectado por la concentracién
de AIA 10°° M. Con explantos de vesiculas de frutos
de 61 y 76 dias, en que presentaron un peso inicial
de 140 mg y 310 mg, respectivamente, el aumento en
peso tras 35 dias de incubacion no fue afectado por las
concentraciones de AIA ensayadas (Figura 7).

DISCUSION

La respuestain vitro de los tejidos del fruto al AIA
estuvo relacionada con el estado de desarrollo del fruto y
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Figura 6. Curvas de crecimiento de explantos de frutos grandes (-o- ), medianos ( 2 )y
pequeiios (- ) para las variables peso de callo en frutos de 16 (A) y 31 (B) dias después
de antesis. Para cada tipo de explanto, valores en cada parametro con letras distintas
difieren significativamente (P= 0,05), segiin el test de Duncan, realizado para todas las

concentraciones ensayadas.
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Figura 7. Peso de callo de explantos de mesocarpo ( iy exocarpo (  )en frutos de 46

(A), 61 (B) y 76 (C) dias después de antesis. Para cada tipo de explanto, valores en cada
parametro con letras distintas difieren significativamente (P=< 0,05), segiin el test de Duncan,
realizado para todas las concentraciones ensayadas.

con la concentracion presente en el medio de cultivo. Al ¢on las concentraciones de AIA mas elevadas (10 y
considerar el aumento en peso del inéculo, la respuesta 10> M). Con frutos de 31 dias no se obtuvo respuesta

al AIA en frutos de 16 dias dependi() del tamafio de a las concentraciones de AIA evaluadas.

fruto del cual se obtuvo el indculo; los inéculos de frutos El comportamiento en la variedad Salustiana
grandes (didmetro 13.43 + 0.11) no fueron afectados por  coincidi6 con los resultados obtenidos por Guardiola?
las concentraciones de AIA ensayadas, mientras que al. (1993) y Haradaet al. (2001). Con pequeiias piezas
en frutos medianos (didmetro 11.01 +£0.13) y pequefios  de endocarpo de mandarina satsuma de 5 a 50 dias
(didmetro 7.85 + 0.08) se obtuvo una mayor respuesta obtuvieron crecimiento vigoroso de callo en explantos
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de frutos de 5 dias que disminuyé con el aumento en la
edad del fruto (hasta 50 dias).

Las caracteristicas encontradas en el tipo de
células que conforman el callo en los indculos tratados
con AIA y sin tratar se convierten en una caracteristica
clave del patrén de desarrollo in vitro de los tejidos
del fruto. Mientras que en indculos del tratamiento
control las células del callo se caracterizaron como
grandes, elongadas y vacuoladas, con la adicién de
AIA al medio, el callo estuvo formado por células
pequenas.

Este comportamiento coincide con la descripcién
hecha por Krikorian (1995), quien plantea que un
indicador de la respuesta in vitro de explantos a la
adicién de auxinas es que en las zonas de corte las
auxinas promueven mayor division celular y mejoran
la iniciacién y mantenimiento del callo. Del mismo
modo, Khan et al. (1996), con explantos de endocarpo
de C. limon, incrementaron el crecimiento de callo
por aumento en la tasa de division celular, después de
incorporar AIA en concentracién de 10~ M.

Hasta el dia 31 en que se utilizé como in6culo
una seccién transversal de la regidn ecuatorial del
fruto, con la adicion de concentraciones de AIA 10 -6
y 10 M, se formé en el mesocarpo externo una zona
con actividad cambial. Tadeo, et al. (1988) describen
las caracteristicas del mesocarpo externo con células
poco vacuoladas, con paredes delgadas y abundante
citoplasma, que evidencian a este estrato celular
como un meristemo activo que origina células hacia
el mesocarpo interno. Los resultados obtenidos en el
estudio sugieren una posible contribucion de las auxinas
exodgenas sobre la mayor actividad metabdlica de este
tejido y, en efecto, un aporte al incremento del tamafio
inicial del fruto.

También al utilizar como indculo una seccién
transversal de la region ecuatorial del fruto se presentd
desarrollo organizado de vesiculas dentro de la cavidad
locular. Tisserat et al . (1989) establecieron relacion
inversa entre tamafio de indculo y porcentaje de callo
formado en frutos deCitrus limon, y determinaron que
al utilizar como explanto la mitad del fruto se obtiene
un desarrollo organizado de vesiculas, y que piezas
pequeiias de endocarpo producen callo. Estos autores
plantean que la capacidad potencial de las vesiculas para
producir callo se ve fuertemente estimulada cuando se
producen heridas en el tejido al momento de obtener
el inéculo.

Al utilizar como in6culo pequeiias piezas de
mesocarpo disminuy6 el aumento en peso con el avance
del estado dedesarrollo del fruto. El dia 46 los in6culos
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de mesocarpo presentaron maxima respuesta con una
concentracién menor (10 M) que el dia 61 en que s6lo
hubo respuesta con la concentracién mds alta de AIA
(10'5 M). El dia 76 el aumento en peso de los indculos
de mesocarpo no fue afectado por los niveles de ATA
ensayados. Al describir las caracteristicas anatémicas de
frutos de 46 dias se verifica la presencia de mesocarpo
externo en division.

Con el avance del estado de desarrollo el mesocarpo
estuvo formado por células diferenciadas, vacuoladas,
poligonales y con amplios espacios intercelulares. El
aumento en peso de indculos de 46 dias posiblemente
se presentd por efecto promotor del AIA sobre el
mesocarpo externo. Los resultados obtenidos coinciden
con los estudios realizados por Amo — Marco et al.
(1994) con inéculos de mesocarpo de C. sinensis que
lograron méaximo crecimiento de callo en frutos de 33.5
a 43.4 mm de didmetro, que se encontraban entre los
estados I y II de crecimiento.

A partir del dia 46 se inocularon por separado las
vesiculas. En este momento se comprueba el inicio de
la expansion celular por la vacuolizacion de las células
centrales de las vesiculas. Los indculos cultivados
en esta fase de crecimiento presentaron desarrollo
organizado en todos los tratamientos y coincidieron
con los trabajos realizados por Guardiola et al.
(1993) y Harada et al. (2001), quienes relacionan el
desarrollo organizado de vesiculas con el comienzo del
segundo estado de desarrollo del fruto. La presencia
de auxinas en el medio no incrementd el tamafio de
las vesiculas

CONCLUSIONES

Con el estudio in vitro de los tejidos del fruto
se verificd una pérdida en la capacidad de respuesta
al 4cido indolacético con el avance en el estado de
desarrollo del fruto. El AIA tuvo efecto evidente sobre
el patrén de desarrolloin vitro de explantos de frutos de
6 a 76 dias después de antesis, manifestado en el tipo de
células que conforman el callo, en el tamafo de vesicula
de explantos de frutos de 6 dias y en su efecto sobre la
zona cambial formada en el mesocarpo externo.
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