Capitulo 12

Cultivo de embriones y ovulos

R. E. Litz*

¥ Tropical Research and Education Center, Institute of Food and Agricultural
Sciences, University of Florida, Homestead, Florida, E. U.



Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

El cultivo de embriones se ha usado para diferentes propédsitos, como los
de estudiar los requerimientos nutricionales de.embriones en desarrollo,
rescatar embriones hibridos que’ se hayan derivado de cruzamientos inte-
respecificos e intergenéricos, producir monoploides y superar la latencia
de las semillas. Igualmente, el cultivo de 6vulos intactos se ha empleado
para el rescate de embriones (mediante la polinizacién y fertilizacién in
vitro) y para inducir embriogénesis somética a partir de nucelas de algunas
especies de plantas. En algunos articulos recientes se han hecho revisiones
de estas areas.

El desarrollo de los embrlones vegetales se caracterlza por dos estados
distintos: el estado temprano, que es heterotréfico, y el estado tardio, que
es autotréfico. Los embriones globulares heterotréficos se desarrollan a
expensas del endosperma y poseen ‘una baja capacidad de sintesis; el
desarrollo de los embriones en estado de ‘corazén’ depende de ciertos
nutrimentos como hormonas, aminoacidos, carbohidratos, vitaminas,
purinas y pirimidinas que se encuentran en el saco embrionario.

Con laformacién de los cotiledones, el embrién pasa a ser aut6trofo y se
puede aislar de los 6vulos y cultivarse in vitro en un medio relativamente
simple, que contenga pequefias cantidades de unos pocos nutrimentos.
Diversos estudios con cruzamientos interespecificos demostraron la
importancia del normal desarrollo del endosperma en el desarrollo del
embridn. Renner (1914) observ6 que los embriones hibridos originados de
cruzamientos entre Oenothera biennisy O. muricatay entre O. biennisy O.
lamarckiana crecieron inicialmente en forma normal, pero mas tarde
tuvieron un crecimiento muy lento debido a la desmtegramén del endos-
perma después de la fertlllzac1én

Brink et al. (1947) sugirieron que el aborto de los embriones después de
una hibridaci6én amplia se debia probablemente al rompimiento del equili-
brio entre el material que constituye los tejidos ovulares, el embrién en
desarrollo y el endosperma. El aborto embrionario puede resultar también
de anomalfas en el desarrollo, lo que se refleja en un funcionamiento
alterado del cigoto; en consecuencia, las anormalidades del suspensor
afectaran la toma de nutrimentos (Blakeslee et al., 1944).

De acuerdo con Esen et al. (1973), la presencia de un embri6én hibrido
puede debilitar la formacion del endosperma. Esto explica el hecho de que
cuando se cruzan cultivares diploides y tetraploides de Citrus, muchas
semillas con un endosperma normal no tienen embridn,; mientras.semillas
con embriones tienen usualmente un-endosperma anormal.: '
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El aborto de los embriones, como respuesta a la hibridacién interespeci-
fica, puede provocar la proliferacion nucelar; este hecho se ha descrito en
Medicago (Ledingham, 1946), Datura (Satina et al., 1950) y Solanum
(Beamish, 1950), y también en los cruzamientos de Nicotiana rustica con
N. glutinosa, 6 con N. tabacum (Brink et al., 1941). Este fenémeno fue
también descrito con respecto al cruzamiento de especies de Lycopersicon
de diferentes niveles de p101d1a (Cooper et al., 1944).

Es posible que los embriones hibridos posean una capacidad sintética
m4s baja que los embriones que resultan de la autofecundacién, Esto se
aprecia al comparar el desarrollo de embriones obtenidos por autofecun-
dacién de Hibiscus costatus con el de los embriones hibridos de H. costatus
con H. aculeatus, o ¢on H. furcellatus (Asley, 1972) '

Cultivo de Embriones

Hanning (1940) fue el primero en'demostrar que es posible remover de los
6vulos de la planta los embriones de cigotos maduros, y cultivarlos en un
medio estéril que contenga los nutrimentos esenciales; en este medio los
embriones se pueden desarrollar normalmente y germinar. Laibach (1925;
1929) obtuvo cultivos relativamente exitosos de embriones hibridos madu-
ros procedentes del cruzamiento incompatible de Linum perenne x L.
austriacum, y de ellos recuperé plantas normales.

Raghavan (1976), en una revisién de los avances realizados en el cultivo
de embriones de varias especies econdmicamente importantes, sefiala entre
ellos los siguientes: la hibridacién entre algodén americano tetraplmde y
algodén asidtico diploide (Joshi et al., 1966); 1a 6btencién de hibridos del
cruzamiento incompatible entre Lycopersicon esculentum'y L. peruvia-
num (Smith, 1944; Choudhury, 1955; Alexander, 1956); y la trasferenma
en el tomate, de resistencia al mosaico y al virus del marchitamiento asi
como a varias enfermedades producidas por hongos y por €l nematodo de
la raiz.

El cultivo de embriones ha sido ‘efectivo en el mejoramiento de la
cebada, al permitir rescatar los embriones que resultan de la hibridacién
entre Hordeum vulgare y H. bulbosum; el hibrido es resistente a las bajas
temperaturas invernales y al'mildeo (Konzak et al., 1951). Mediante la
aplicacion de esta técnica se han logrado algunos cruzamientos mtergené-
ricos; por ejemplo, Cooper et al. (1944) cruzaron Hordeum jubatum con
Secale cereale, un cruzamiento en el cual el desarrollo embrionario in vitro
termina de 6 a 13 dias después de la fertilizacién.
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Otra aplicacién del cultivo de embriones es el rescate de material de
propagacion en los fl;utales deciduos cuyas semillas son generalmente de
baja viabilidad (Tukey, 1934; Blake, 1939; Danielsson, 1950); también ha
servido para obtener hibridos en especies como peras y albaricoques, en las
cuales se presenta abarto de los embriones (Lammerts, 1941).

El cultivo de embriones ha ayudado al mejoramiento genético de espe-
cies arboreas porque acorta el periodo siembra-floracién; los embriones
cultivados in yitro no necesitan un periodo de latencia anterior a la
germinacién. Asimismo, ha sido efectivo para acortar el ciclo de mejora-
miento de Iris spp., porque acorta ¢l periodo de latencia de las semillas que
.oscila entre unos pocos mesesy varios afios; estalatencia se debe a algunos
inhibidores del crecimiento del embridn presentes en el endosperma (Ran-
dolphet al., 1943) yen la cubierta de la semilla (Lenz, 1955). Por medio del
cultivo de embnones ¢s posible acortar la latencia y producir pléntulas
para ¢l trasplante a las 2 6 3 semanas. ,

Factores que afectan el cultivo

' Medio de cultivo. En los primeros estudids relacionados con el cultivo
de embriones. aislados se usé amphamente la solucién de Knop, aunque
actualmente se considera que no es un medio éptimo.

El medio 'modificado de Murashige et al. (1962) parece estar més cerca
del medio ideal (Monner, 1978) sise alteranlas concentraciones de ciertos
componentes. Por ejemplo, la concentracién 6ptima de sacarosa para el
crecimiento de embriones en forma de corazén es de 120 g/litro; existe en
los embriones inmaduros en cultivo una tendencia a germinar precoz-
mente, dande como resultado plantulas deformes con una probabilidad
relativamente baja de sobrev1v1r (Dletnch 1924); los niveles altos de
sacarosa prewenen la germmaclén precoz y proveen una fuente de carbo-
hldratos mejor que Otros azucares.

Paraembriones aislddos de 6vulos muy jévenes se usan algunos medios
relativamente complejos; los nutrimentos pueden incluir aminoécidos,
vitaminas y varios ¢xtractos de plantas, ademas de los componentes orga-
nicos y minerales del medio El agua de coco (AC), no procesada en el
autoclave pero esterilizada por medio de filtracién, hasido muy benéfica
parael cultivo de embnones de ciertas especies de plantas (van Overbeek,
1941); con la ad1c16n de glutamina 0 CH aumenta su efecto (Norstog,
1961). Los extractos del endosperma. de otras plantas o del mesocarpo de
los frutos tienen también un efecto estimulante en el crecimiento y desarro-
llo de los embriones. :
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Osmolaridad. El endosperma liquido empleado en los medios para
embriones muy joévenes tiene una osmolaridad alta (Kerr et al., 1944);
incrementando la concentracién de sacarosa en el medio es posible cultivar
embriones muy jOvenes provenientes de varias especies de plantas. La
sustitucién de compuestos metabdlicamente inertes, como el manitol o el
glicerol, por sacarosa sugiere que el 2% de esta-sustancia provee las
condiciones energéticas Optimas para el crecimiento, mientras que el
6ptimo de osmolaridad puede variar dependiendo del estado de desarrollo
del embrién aislado (Rietsema et al., 1953).

Monnier (1978) describi6 el uso de un sistema para cultivar embriones
inmaduros. El medio de cultivo, que contiéne una concentracion alta de
sacarosa, estd ubicado en el centro del recipiente de cultivo y rodeado asu
vez de otro medio quie contiene una concentracién mas baja de sacarosa.
Después de un tiempo, la osmolaridad en la parte central del recipiente de
cultivo se reduce debido aladifusién de agua desde el medio que lo rodea;
este fenémeno provee un gradlente continuo de concentraciones de saca-
rosa durante el desarrollo embrionario.

Reguladores del crecimiento. El efecto de los reguladores del creci-
miento en el cultivo de embriones no es muy claro. Raghavan (1976) ha
sugerido que el control hormonal del desarrollo embrionario puede estar
correlacionado con el control fisico del mismo cuando se mantiene una
osmolaridad alta del medio. :

Procedimiento para el cultivo de embriones de papaya

La papaya (Carica papaya) es susceptible al virus del anillo de la papaya
(PRYV) mientras que C. caulifloraes resistente, y esta resistencia se confiere
através de un solo gen dominante. Sin embargo, C. caulifloray C. papaya
son sexualmente incompatibles; aunque el embrion se desarrolla durante
1 a 2 meses después de la polinizacién, aborta generalmente a los 60 6 70
dias debido a que el‘endosperma no se desarrolla.

El procedimiento para rescatar los embriones hibridos co'mprende‘los
siguientes pasos (Khuspe et al., 1980);.

1) Remover las semillas de papaya de los frutos inmaduros, 2 meses
después de la polinizacién con C. cauhﬂora esterilizarlas con alcohol
de 70% durante 5 minutos'y dejarlas luego en una solucién del 20%
(v/v) de NaOCl de uso doméstico, durante 10 a 15 minutos. Después
de enjuagar tres veces con agua destllada, las semillas se cortan para
remover el .embrién.
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Cultivo de tejidos en la agricultura

Los embriones est4n dentro del ambiente estéril del saco embrionario;

-de allf se pueden aislar con facilidad, aunque esta operacion se debe

hacer minuciosamente con el fin de evitar dafios al mismo embrién o al
suspensor (particularmente si los embriones son muy inmaduros). El
aislamiento del embridn se facilita cuando el endosperma no se ha
desarrollado. Otra alternativa consiste en aislar €] embrion conjunta-
mente con la cubierta del integumento.

Inocular los embriones en un medio de cultivo estéril. En este caso se
usa el medio basal de White (1954), el cual tiene 20 g/ litro de sacarosa,
0.25 mg/litro de molibdato de sodio, 0.27 mg/litro de cloruro de
cobre, 8 g/litro de agar, y un pH ajustado a 5.7 antes de su esteriliza-
cion; ésta se hace en el autoclave durante 15 a20 minutosa 1.1 kg/cm?
y 121 °C. Cualquler rec1p1ente (tubo de ensayo, caja Petri) es ade-
cuado.

Incubar los embriones en la oscuridad a una temperatura de 25 °C
durante 30 dias. Al cabo de este tlempo se producird una limitada
germinacion.

Trasferir las plantulas obtenidas a condiciones de luz(1.2 klux) con un
fotoperiodo de 12 horas, durante 2 a 3 semanas.

Después de ese tiempo, colocar las plantulas (5 cm) en un medio de
cultivo que contenga vitaminas y CH (400 mg/litro). En el lapso de
otras 2 a 3 semanas se obtienen plantulas suficientemente vigorosas
para el trasplante. :

Trasferir las plantulas a una mezcla de turba y vermiculita (en la
proporciéon de 1:1) y colocarlas bajo un rocio intermitente durante
aproximadamente 2 semanas. Como alternativa, la planta se puede
encerrar con su maceta en una bolsa de plastico durante 2 semanas,
hasta cuando esté suﬁcxentemente v1gorosa

Todas las disecciones y trasferencxas se deben realizar en una cdmara

estéril, y todos los instrumentos se deben esterilizar antes de usarlos. Las
disecciones se deben hacer con bisturi no. 11; para efectuar el aislamiento
del embridn es necesario utilizar un microscopio de diseccion.

Cultivo de Ovulos para la Hibridacién

En ciertos cruzamientos interespecificos, €l cultivo de un 6vulo completo
ha sido mas efectivo para el rescate de embriones que el cultivo del embrién
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aislado. Cuando se dejan intactas las fragiles estructuras embrionarias
(por ejemplo, el:suspensor o el embrién .globular mismo), hay menor
posibilidad de que el embrién se dafie; ademas, el cultivo del dvulo intacto
puede.ayudar alaabsorcién denutrimentos por el embrién. Haynes (1954)
observo que el cultivo de embriones intactos de papa con 16 células, con
preacondicionamiento durante unos-pocos dias,.les: permiti6 sobrevivir y
desarrollarse mucho mas rapidamente que los embriones aislados y culti-
vados mientras completaban su tiempo de desarrollo. Cuando se compard
el cultivo de 6vulos con el cultivo de embriones de Hevea brasiliensis se
obtuvieron resultados s1m11ares (Muzﬂ( 1956)

Withner (1942) cultivéd 6vulos resultantes de cruces mterespec1f1cos de
ciertas especies de orquideas y pudo acortar asf ¢l periodo entre la fertiliza-
ciébnyla madurac16n de las semlllas de esas plantas

La mducc16n de pohembrmnia en 6vulos in-vitro ha s1do posible en
varias especies incluyendo Anethum sp. (Johri et al., 1963), Foeniculum
vulgare, Trachyspermun ammi, Ammi majus 'y Coriander sativum (Johri
et al., 1966). Litz et al. (1981) deseribieron la poliembrionia in vitro en
6vulos-derivados de la hibridacién de Carica papaya con C. cauliflora,
lo que incrementa la eficiencia de la hibridacion.-

El cultivo' de 6vulos se-ha usado para rescatar embriones derivados de
cruzamientos interespecificos. Asi se obtuvo un hibrido entre especies de
algodon del viejo y del nuevo mundo (Joshi, 1962; Joshi et al., 1972). Litz
et al. (1982, 1983) y Moore et al. (1984).usaron el cultive de 6vulos: para
rescatar embriones de Carica papaya x C. cauliflora. El ¢ultivo de 6vulos
también ha sido til para rescatar hibridos intergenéricos, por ejemplo
entre Lolium perenne x Festuca rubra (Nitscheet al., 1976) y pararescatar
embriones abortados en uvas sin semilla, variedad’ Thompson (Emershad
et al., 1984).

Factores que afectan el cultivo

Placenta. La velocidad del desarrollo embrionario en los cultivos de
6vulos se puede aumentar, algunas veces, por medio del cultivo de 6vulos
con la placenta todavia adherida a ellos (Chopra et al., 1963). La placenta
de Capsicum puede estimular el.desarrollo de los 6vulos trasplantados de
varias especies de diferentes familias (Melnick et al., 1964).

Osmolaridad. La concentrac16n osméticadel medio afecta el desarrollo
de los embriones separadosy también el cultivo de 6vulos (Wakisukaetal.,
1974); Los 6vulos de Petunia hybrida, removidos y cultivados tres dfas
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después de la polinizacioén, requieren 8% de sacarosa mientras que los
cultivados 4 dfas después de‘la polinizacién requleren 6% de sacarosa.

al.,

Reguladores de crecimlento El AC esterilizada por filtracién (Sachar et

1959) y la KIN (Maheshwari, 1958; Maheshwari et al;, 1961), usadas

conjuntamente, estimulan el crecimiento 'y el desarrollo d¢:‘embriones en
los cultivos.de 6vulos. L.a CH usada junto con el AC han sido efectivas
para el desarrollo de 6vulos de Abelmoschus esculentus (Bajaj,; 1964).

1

2)

3

4)
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Procedimiento para el cul"tﬁ"’dyde 6vulos de papaya

Litz et al. (1982 y 1983) ideéron el siguiente procedimiento:

Cosechar los frutos inmaduros de papaya entre los 30 y los 70 dias
después de que se ha-efectuado la polinizacién con polen.de C. cauli-
flora. La superficie-de cada fruto se esteriliza durante 30 minutos con
una solucidn de 20 a 30% (v/v) de NaOCl, de uso doméstico; después
de esto no es necesario lavar con agua destilada. Los frutos se dividen
‘longitudinalmente con un cuchillo estéril y los 6vulos se remueven
usando pinzas esterilizadas.

Sembrar los 6vulos en cajas Petri previamente esterilizadas. El medio
de cultivo es el de Murashige y Skoog (1962), modificado por la
adicién de 60 g/litro de sacarosa, de 400 mgjlitro de glutamina, de 8
g/ litro de agar, de 20% (v/v) de AC esterilizada, yde |1 a2 mg/litro de
BAP. El pH se debe ajustar a 5.7 antes de: someter el medio-al
autoclave, a 1.1 kg/em? y 121 °C, durante 15 minutos. . -

Incubar los cultivos a 25 °C bajo una fuente de luz (. 1 klux) con un
fotoperiodo de 16 horas. Después de 5 a 6 semanas, la mayoria de los
6vulos mas inmaduros se abren dejando libre una masa de embriones,
y de callo derivado del embrién hibrido. Los 6vulos mas maduros se
deben disectar con el fin de determinar si ¢l embrién se ha desarrollado
o si la poliembrionia ha sido inducida.

Subcultivar el callo. Se puede usar el mismo medio, pero afiadiendo
2 mg/litro de 2,4-D en lugar- de BAP 0 AC, para incrementar la
cantidad decallo; esto ocurre mas eficientemente en medio liquido. La
embriogénesis somdtica es evidente cuando el callo hibrido se subcul-
tiva en un medio libre de 2,4-D. La maduracién y la germinaciénde los
embriones somaticos derlvados de los embriones sexuales (resultantes
del cruzamiento entre C. papaya y C cauhﬂora) ocurren en un medio
sin reguladores del crecimiento. '



Cultivo de embriones y évulos

5) . Trasferir las pldntulas aun medlo de trasplante hasta cuando alcancen
su crecimiento normal : L

Obtenci6n de Mpnoploides

Kao et al. (1969) fueron los primeros en informar sobre el uso del cultivo de
embriones para producir plantas haploides de cebada. Normalmente,
cuando se cruza Hordeum vulgare con H. bulbosum, los cromosomas de
esta ultlma especie son eliminados. del embrién porque el crecimiento de
las células haploides es m4s lento que el de las diploides; usando en cambio
latécnica del cultivo de embriones, es posible aislar haploides y cultivarlos
in vitro hasta la madurez, lo que hace poslble la obtencién de plantas
haploides de H. vuigare. ‘

Procedimiento para la produccién de monoploides
en cebada

Kao et al. (1969) desarrollar;in él siguienfe procedimiento:

1) Exponer las plantas de H. vulgare yde H. bulbosum aun fotoperiodo
de 18 horas (84 x 103 lux) y a temperaturas de 18 °C durante el.dfa y de
13.°C durante la noche. Bajo estas condiciones las flores aparecen
aproximadamente al mes y medio, aunque el tiempo de floracién
puede variar, dependiendo del cultivar usado.

2) Emascular las flores de H. vulgare 2 6 3 dias antes de la antesis,
removiendo las anteras.con unas pinzas. Para ello, se corta con unas
tijeras el tercio superior de la corola de las flores y al dia siguiente se
remueven las anteras, después de que hayan emergido a través del
corte, Para detectar una posible autopolinizacién accidental, se debe
observar la presencia del endosperma en las semillas, ya que éstas no lo
tienen cuando provienen del cruzamiento con H. bulbosum.

3) A 1os 2 dias después de la efnasculaciéh,._aplicar ‘Vel polen de H.
bulbosum al estigma de las flores de H. vuigare.

4) Cosechar las espigas 20 a 30 dias después de la polinizacién, y esterili-
zarlas superficialmente durante 5 minutos con una solucién de NaOCl
de uso doméstico, al 209%. Enjuagar luego con dgua destllada esterili-
zada.

5) Abrir los frutos con una aguja de diseccién-usando una cdmara limpia
(esterilizada) e instrumentos estériles, y con la ayuda de un mlcrosco- ‘
pio de diseccién con‘un aumento de 10X.
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6) Cultivar el embri6on de tal manera que la parte ventral esté en contacto
con el medio; el medio de cultivo usado es BS (Gamborg et al., 1968)
solidificado con agar. Los embriones se incuban a 15-25 °C durante 2
semanas en la oscuridad, para evitar la germinacién precoz.

7) Trasferir los embriones diferenciados a la luz, con un fotoperiodo de
15 h(500-1000 lux). Cuando las plantas se hayan establecido, trasferir-
lasauna fucnte deluz de alta intensidad, por ejemplo 40-50 x 103 lux.

8) Trasplantar las plantas obtenidas a un suelo liviano y cultivarlas bajo
un rocfo intermitente hasta cuando estén suficientemente vigorosas.

Los monoploides de cebada se pueden distinguir porque presentan
Apices erectos, hojas sin pubescencia y tallos delgados. Los hibridos entre
H. vulgarey H. bubosum generalmente tienen hojas anchas y hojas y tallos
pubescentes, y presentan un gran nimero de rizomas.

Fertilizacion de Ovulos in Vitro

El cultivo de embriones y 6vulos se ha-usado exitosamente en la obtencién
de hibridos provenientes de cruzamientos interespecificos e intergenéricos,
en los cuales el endosperma no se desarrolla normalmente. La fertilizacion
de 6vulos in vitro se ha desarrollado como otra alternativa para realizar
cruzamientos y para solucionar los problemas de autoincompatibilidad.

Hay barreras fisiologicas que previenen la fusién de gametos en las
especies autoincompatibles; en algunas plantas ocurre la inhibicion de la
germinacion del polen, y también se inhibe el crecimiento del polen dentro
del estilo. Los procesos inhibidores que ocurren en el estigma o dentro del
estilo se pueden superar con el cultivo de 6vulos conjuntamente con los
granos de polen en germinacion.

El éxito de la fertilizacion de 6vulos in vitro depende de ciertos factores.
Tanto la edad del 6vulo como la del polen se deben determinar cuidado-
samente para detectar los estados de desarrollo apropiados para la germi-
nacion del polen in vitro y para la fertilizacion del 6vulo; la composiciéon
del medio de cultivo es también importante para lograr una germinacién
normal del polen y un desarrollo normal del 6vulo fertilizado. Las condi-
ciones deben posibilitar una alta frecuencia de semillas viables.

Kartaet al. (1962) demostraron por primera vez la fertilizacion de 6vulos
cultivados in vitro usando Papaver somniferum. Aplicaron a los 6vulos en
cultivo, no polinizados, granos de polen de la misma especie de planta y
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obtuvieron la germinacién de los granos de polen con la subsiguiente
fertilizacion de los 6vulos; as{ obtuvieron semillas normales en el mismo
medio. Desde entonces, se han polinizado in vitro 6vulos de varias espe-
cies, por ejemplo, Dianthus caryophyllus, Nicotiana tabacum, N. rustica,
Argemone mexicana, Escheschlozia californica;: Petunia violacea, Anti-
rrhinum majus y Dicranostigma franchetianum (Rangaswamy, 1977,
Kantaetal., 1963; Maheshwarietal., 1964; Zenkteler, 1965; Rangaswamy
et al., 1969). Todas estas fertilizaciones fueron efectuadas con especies
autocompatibles. . ‘

Rangaswamy et al. (1967) demostraron que la polinizacién de 6vulos
aislados no era factible para superar la autoincompatibilidad de Perunia
axilaris; sin embargo, si se polinizaba in vitro la placenta con los 6vulos
adheridos a ella, se producia la fertilizacién y el desarrollo normal del
embrién y del endosperma. La polinizacién de los 6vulos unidos a la
placenta supera algunas de las dificultades que se presentan en el cultivo de
embriones; son problemas debidos regularmente a la formacién excesiva
de callos o a los dafios causados al embrién. El empleo de este método
permitié superar también la autoincompatibilidad de Petunia hybnda
(Niimi, 1970; Wagner et al., 1973).

También se ha logrado la hibridacién interespecifica e intergenérica en
especies incompatibles tales como Melandrium album x M. rubrumy M.
album x Silene schafta (Zenkteler, 1967, 1970; Zenkteler et al., 1975).

Embriogenésis Somitica a Partir de Nucelas

El cultivo de 6vulos tiene otra aplicacion en la regeneracion de embriones
adventicios y de callos embriogénicos a partir de las nucelas de 6vulos
jovenes en plantas lefiosas. En muchas plantas, particularmente de fami-
lias cuyas especies son predominantemente tropicales, las nucelas tienen la
capacidad de producir embriones adventicios in vitro; la produccién de
tales embriones se puede estimular in vitro en ¢éstas y en otras especies, cuya
nucela no es normalmente embriogénica.

Por embriogénesis somética, originada directamente en explantes de
nucelas o de callos provenientes de plantas lefiosas, se ha regenerado un
numero de tales plantas; la lista incluye especies y cultivares poliembri6ni-
cos y monoembridnicos de Citrus (Maheshwari et al., 1958; Ranganet al.,
1968), y de mango Mangifera indica (Litzet al., 1984); y especies monoem-
briénicas de manzana Malus domestica (Eichholtz et al., 1979), de Ribes
rubrum (Zatyko et al., 1975), y de uva Vitis vinifera (Mullins et al:, 1976);
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también incluye especies de arboles frutales de la familia Myrtaceae que
possen poliembrionia (Litz, 1984b y 1984c).

A partir de 6vulos se-han inducido embriones soméaticos de Citrus
(Button et al., 1971). También se ha obtenido laembriogénesis somatica en
cultivos nucelares de ciertas especies de cucurbitdceas, como Luffa cylin-
dricay Trichosanthes anguina (Rangaswamy et al., 1975). Los estudios de
embriogénesis somatica obtenida de 6vulos en cultivo y de explantes
nucelares han sido objeto de varias revisiones recientes (Buttonet al., 1977;
Spiegel-Roy et al., 1980; Litz et al., 1985).

En muchas plantas lefiosas los callos regenerados se deben obtener de
embriones o de plantulas, ya que cuando provienen de tejidos maduros
pierden la mayor parte de su potencial regenerador de plantas. Teniendo
en cuenta el éxito alcanzado con los cultivos nucelares para regenerar
especies de plantas lefiosas cominmente dificiles de cultivar in vitro, el
cultivo nucelar se puede utilizar para muchas especies de arboles.

Obtehcién de embriones som4ticos de la nucela
de 6vulos de mango

Litz et al. (1982) y Litz (1984a) desarrollaron el siguiente proce-
dimiento: Co

1) Determinarel estado de desarrollo del embrién cigético en las plantas
monoembridnicas, o del grupo de embriones en los cultivares poliem-
bri6nicos. Normalmente, es preferible utilizar 6vulos en los que el saco
embrionario haya sido llenado por el embrién o los embriones en
crecimiento; en el mango, esto ocurre de 1os 40 a los 60 dias después de
la polinizacién, dependiendo del cultivar utilizado.

2) Esteriliiaf la 'superﬁcie de las frutas inmaduras sumergiéndolas
durante 20 a 30 minutos en una solucién de 20% a 30% de NaOCl
(normalmente usada en labores domésticas). Trabajar en una cAmara
estéril.

3) Remover, bajo condiciones asépticas, los 6vulos de las frutas y trasfe-
rirlos a cajas Petri que contengan el medio de Murashige et al. (1962)
modificado. Para preparar este medio, se usa la mitad de las sales
mayores, mas 60 g/ litro de sacarosa, 400 mg/ litro de glutamina, 100 mg/
litro de 4cido ascérbico, 209 (v/v) de AC esterilizada por filtracién, y
8 g/litrode agar; se ajusta el pH a 5.7 y se somete el medio al autoclave
durante 16 a 20 minutos, a 121 °C y a 1.1 kg/cm2
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4) Después de 2.a 3 semanas, disectar los dvulos y desechar cuidadosa-
mente el embridn ¢igbtico deJos 6vules; monoembnémcos o el grupo
de embriones de:los dvulos pohembndmcos, trasferir la nucela aun

: Tmedlo fresco, dela misma formulacion anterior, o que contengade 1 a

2 mg/litro de 24-Den lugar del AC, En algunos cultivares poliem-
bnbmcos de mango, el embnén q1g6t1co aborta después de la fertili-
zacion; en este caso, el .8rupo, de embnones advent1c1os nueelares se
puede usar como un explante -

5) Alas 364 semanas; cuando se hace:evidente la.-formacion del callo a.
partir de Ia nucela; swbceultivar los callos embriogénicos; usar medio
liquido con 2,4-D para obtener bastante cantidad de callos.

6) Trasferir los callos a’un medio $in-2, 4D, ¢or el fin de estimular la‘
embriogénesis, como también la maduracién y la germinaci6n de los
-~ embriones adventicios..
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