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RESUMEN 

Se evaluó la capacidad embriogénica directa de tejido nucelar in vitro en 11 cultivares de Citrus, utilizando diferentes constituyentes 
y medios de cultivo. El porcentaje de formación de embriones somáticos fue afectado por el genotipo, la edad de la semilla, la pre-
sencia coadyuvante de extracto de malta y la disponibilidad de las fuentes nitratos y amonio. El tejido nucelar de seis cultivares de-
sarrolló respuestas embriogénicas en un medio con las sales MS al 100%, más cinco vitaminas, 500 mg⋅litro-1 de extracto de malta 
(EM) y adicionando a los niveles de nitratos, 600 mg⋅litro-1 de nitrato de sodio (NaNO3), destacando los genotipos de naturaleza po-
liembriónica como el cultivar Chata (C. sinensis) con 53% y la mandarina ‘Mónica’ (C. sinensis x C. reticulata) con 42%. Cuatro cul-
tivares produjeron embriones somáticos. Cuando se utilizó  medio MS, con 500 mg⋅litro-1 de EM y disminuyendo 200% los niveles 
de amonio y nitratos, en el cultivar Mónica (C. sinensis x C. reticulata) destacó presentando hasta 60% de respuesta. El tejido nuce-
lar en semillas de toronja (C. paridisi) con una madurez de 22.2 semanas, no presentó respuesta en los medios de cultivo y consti-
tuyentes empleados. Finalmente el medio de cultivo con  las sales de MS con 0.1 mg⋅litro-1 de AIA, 0.1 mg⋅litro-1 de kinetina y 1.0 
mg⋅litro-1 de ácido giberélico (AG3) y otro con las sales MS y 500 mg⋅litro-1 de extracto de malta, promovieron la germinación de em-
briones nucelares con un diámetro de 5 a 6 mm, en 6 semanas de cultivo.  
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EFFECT OF MALT EXTRACT AND AMMONIUM NITRATE ON in vitro CULTURES TO OBTAIN  
SOMATIC EMBRYOS OF 11 Citrus GENOTYPES 

SUMMARY 

Genotype, seed age, presence of malt extract coadyuvant and availability of ammonium and nitrate sources influenced the percent-
age of somatic embryo formation obtained from nucellar tissue. There were embryogenetic responses in the nucellar tissue for 6 cul-
tivars growing in 100% MS salt medium supplemented with 5 vitamins, 500 mg⋅liter-1 malt extract (ME) and additions of 600 mg⋅liter-1 
of sodium nitrate (NaNO3) to the nitrate levels. Outstanding were the polyembrionic genotypes such as the cultivar ‘Chata’ (C. sinen-
sis) with 53% and the mandarin orange 'Monica' (C. sinensis x C. reticulata) with 42%. Four cultivars produced somatic embryos 
when MS salt medium was supplemented with 500 mg⋅liter-1 ME, and the ammonium and nitrate levels were decreased 200%. The 
genotype Monica (C. sinensis x C. reticulata) was outstanding, showing embryogenetic responses of 60%. The nucellar tissue in 
grapefruit seeds (C. paradissi) at 22.2 weeks maturity showed no response in the medium used. Finally, the salt culture with 0.1 
mg⋅liter-1 IAA, 0.1 mg⋅liter-1 kinetin, and 1.0 mg⋅liter-1 gibberellic acid (GA3), and media with MS salts, 500 mg⋅liter-1 ME, promoted the 
germination of nucellar embryos with 5 to 6 mm diameter after 6 weeks of culturing. 

KEY WORDS: Embryogenesis, nucellar tissue, proembryos, germination, coadyuvants, tissue cultive. 

 



INTRODUCCIÓN 

Actualmente diversos autores han mostrado un espe-
cial interés en el estudio de los factores que controlan la 
capacidad de células y tejidos para regenerar plantas in 
vitro, como un requerimiento previo a la aplicación de 
cualquier técnica biotecnológica. En el mejoramiento 
genético del género Citrus, se han venido explorando 
diversas técnicas de tipo biotecnológico entre las que 
destacan las del ADN recombinante o ingeniería genéti-
ca, básicamente para la obtención de plantas  resistentes 
a virus (Moore et al.,1992). Uno de los mecanismos más 
estudiados para la obtención y la multiplicación de plan-
tas de Citrus ha sido la embriogenesis somática directa o 
indirectamente a partir del cultivo in vitro de tejido nucelar 
de diferentes cultivares, en donde se ha considerado el 
efecto de diferentes factores que promueven la induc-
ción, el mantenimiento y la germinación in vitro de em-
briones somáticos, hasta obtener plantas completas 
(Wann, 1988). En los estudios recientes sobre la  em-
briogenesis en Citrus se han examinado diferentes as-
pectos incluyendo histocitología, herencia, variación, 
fisiología y bioquímica, y hasta ahora los resultados indi-
can  que la regulación génica del desarrollo de embriones 
nucelares in vitro es la clave para resolver los mecanis-
mos de la embriogenesis in vitro y que diferentes cultiva-
res pueden tener variación en este aspecto, aunado a las 
condiciones de su manejo experimental. Por ello se pue-
den encontrar varias respuestas con base en el estudio 
de la expresión de genes que controlan la poliembrionía 
en diferentes cultivares (Zheng y Chen, 1994). Otras 
evidencias demuestran que las células en este tipo  de 
tejido, pueden encontrarse en un estado predeterminado 
o proembriogénico, por ello para lograr formar embriones 
se requiere poca o nula participación de reguladores de 
crecimiento en forma exógena, aunque en ocasiones su 
participación en los medios de cultivo limita la respuesta 
in vitro (Sim et al.,1988). Las investigaciones sobre la 
embriogénesis somática en Citrus han demostrado que 
las respuestas son influenciadas por el genotipo y la  
participación de coadyuvantes en el medio de cultivo 
como el extracto de malta y la caseina hidrolizada (Part-
hasarathy y Nagaraju, 1994). Además de la embriogéne-
sis, el mantenimiento, la madurez y el tamaño de los 
embriones somáticos desarrollados in vitro, son aspectos 
importantes que van a influir para llevar a cabo su germi-
nación hasta obtener plantas completas. El presente 
trabajo tuvo como objetivo fundamental evaluar las res-
puestas embriogénicas de diferentes genotipos de Citrus, 
con el propósito de identificar las mejores respuestas y 
así presentar un sistema de regeneración directa de em-
briones a partir de tejido nucelar  

MATERIALES Y MÉTODOS. 

Los experimentos para evaluar tanto las respuestas 
para la inducción de la embriogenesis somática hasta la 
germinación de embriones, se realizaron en forma directa 
a partir del cultivo in vitro de tejido nucelar en frutos de 

once genotipos de Citrus colectados en el poblado de 
Cazones, Veracruz, México, en diferentes fechas des-
pués de haber llevado a cabo su floración (SDF). Los 
cultivares fueron los siguientes: ‘Valencia Tardía’ (Citrus 
sinensis) (17.2) Semanas después de su floración (SDF), 
naranja ‘Valencia Temprana’ (C. sinensis) (15.6 SDF), 
mandarina ‘Mónica’ (C. sinensis x C. reticulata) (15.6 
SDF), ‘Reyna’ (C. reticulata) (15.6 SDF), tangelo ‘Mineo-
la’ (C. paradisi x C. reticulata) (15.6 SDF), ‘Chata’ C. si-
nensis (17.2 SDF), tangerina (C. reticulata) (15.6), naran-
ja agria (C. aurantium) (13.0 SDF), toronja blanca (C. 
paradisi) (22.2 SDF), toronja rosada (C. paradisi) (22.2 
SDF), toronja doble rojo (C. paradisi) (22.2 SDF). Los 
frutos de los diferentes Citrus fueron colocados en reci-
pientes para ser lavados con agua y detergente en cada 
genotipo se procedió a abrir los frutos con navaja para 
aislar las semillas sin dañarlas, posteriormente, se pusie-
ron en agitación durante 20 minutos en 500 ml de agua 
con detergente (agregando gotas del surfactante Tween 
20) y depositándose en alcohol diluido al 15% durante 3 
minutos, se enjuagaron con agua estéril y finalmente se 
les dio un tratamiento con hipoclorito de sodio (Cloralex 
®) al 3% durante 15 minutos y se enjuagaron en tres 
ocasiones con agua destilada estéril. Después se coloca-
ron en cajas petri y con ayuda de pinzas y bisturíes con 
navajas del No. 11 se procedió a eliminar las cubiertas de 
las semillas observando con un microscopio estereoscó-
pico Wild TYP 308700 Heerbugg, Switzerland. Lente Plan 
1X y 10x 121. Ya expuestos los cotiledones, y tomando 
en cuenta la región embrionaria, fueron separados los 
embriones de origen cigótico, dejando para su cultivo a 
los tejidos nucelares y a los cotiledones, considerando en 
su siembra in vitro la posición de la calaza y del micrópilo 
como lo comentan Navarro et al. (1984). En los medios 
de cultivo se emplearon como base las sales inorgánicas 
de Murashige y Skoog (1962) (MS), suplementándolas 
con 3% de sacarosa mg⋅litro-1 de mio-inositol, solidificán-
dolos con 10 g de bacto agar, ajustando su pH a 5.7 ± 
0.1 con soluciones de HCL 1N y NaOH 1N. Los experi-
mentos se incubaron con fotoperiodo de 16 horas de luz 
y 8 de oscuridad, a temperatura de 26 ± 2ºC durante el 
día 24 ± 2ºC durante la noche e intensidad lumínica 1700 
a 2100 lux con lámparas de luz fluorescente "flurotest 
SLIMLINE" de 75W. Cabe mencionar que varios de los 
once materiales utilizados son de  naturaleza poliembrió-
nica, como es el caso de la mandarina ‘Mónica’ que se 
originó de la cruza de dos genotipos poliembriónicos C. 
sinensis x C. reticulata. Otros genotipos como C. paradi-
si, presentaron escasez de semillas en los frutos colecta-
dos, esta característica limitó su manejo estadístico y 
para sus respuestas se calcularon porcentajes para las 
variables: Contaminación, oxidación, formación de em-
briones, presencia de callos, tejidos con respuesta y en 
algunos casos la germinación. La evaluación se efectuó a 
las 12 semanas. 
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CUADRO 1. Medios de cultivo empleados para la obtención de 
embriones somáticos en forma directa a partir del cul-
tivo in vitro de tejido nucelar de citrus. 

Medios Fuentes de Nitrógeno 
(mg⋅litro-1) 

Suplementos 
(mg⋅litro-1) 

N Las del MS al 100% Tiamina, HCL 0.2, piridoxina. 
HCL 1.0, ac nicotínico 1.0, 
glicina 4.0, mio-inositol 100, 
extracto de malta 500 y saca-
rosa 5%. 

R NH4 NO3   1650, KNO3       
1900, Ca(NO3)2 1000, 
NaNO3  600. 

Tiamina HCL 0.2, piridoxina 
HCL 1.0, ácido nicotínico 1.0, 
glicina 4.0, mio-inositol 100, y 
extracto de malta 500. 

A NH4 NO3 0.8 (10 µmol) 
KNO3 0.5 (5 µmol) 
Ca(NO3)2 0.4 (3 µmol) 

Tiamina. HCL 0.2, piridoxina 
HCL 1.0, ácido nicotínico 1.0, 
glicina 4.0, mio-inositol 100, 
extracto de malta 500. 

C Las de MS al 100% Sin suplementos 

Germinación in vitro de embriones somáticos. 

Los embriones somáticos obtenidos de diferentes ge-
notipos de Citrus, se aislaron y separaron en tres grupos, 
de acuerdo a su diámetro, con el propósito de determinar 
el estado óptimo para llevar a cabo su germinación. El 
primer grupo, que incluyó embriones menores o iguales a 
1 mm de diámetro, el segundo grupo constituido por em-
briones de 2 a 3 mm, y el tercero por embriones de 5 a 6 
mm de diámetro. Los embriones fueron sembrados en 
cuatro medios de cultivo sólidos (Cuadro 2), colocando 
en promedio entre 30 y 40 embriones en cada medio con 
20 repeticiones. La evaluación se efectúo a las 6 sema-
nas después de haber llevado su cultivo in vitro. 

CUADRO 2. Medios de cultivo usados para la germinación de 
embriones somáticos de 11 genotipos de Citrus. 

Medio MS 

(%) 

Suplementos 

(mg⋅litro-1) 

Reguladores 

(mg⋅litro-1) 

    

G1 100 Tiamina 0.4, 
HCL mio-inositol 100, 
Caseina hidrolizada 100, 
Sacarosa 3% 

Kinetina 2.0 

G2 100 Tiamina. HCL 0.4 
Mio-inositol 100 
Caseina hidrolizada 400 
Sacarosa 3% 
 

Kinetina 0.1 
AIA 0.1 
AG3 1.0 
 

G3 50 Sin suplementos Benciladenina 5.0

G4 100 Tiamina HCL 0.4 
Mio-inositol 100 
Caseina hidrolizada 400 
Extracto de malta 500 
Sacarosa 3% 

 

RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Influencia del extracto de malta (EM) y vitaminas en la 
obtención de embriones somáticos directamente del 
tejido nucelar. 

La producción de embriones somáticos de  tejidos nu-
celar de los genotipos de Citrus fue  prácticamente  nula 
en el medio C, que incluyó únicamente las sales del me-
dio MS sin suplementos vitamínicos, coadyuvantes o 
fuentes de carbono. La adición de 500 mg⋅litro-1 del ex-
tracto de malta a las sales del medio MS, suplementadas 
con vitaminas y sin la adición de reguladores de creci-
miento (medio N), produjo hasta 50% de respuesta en la 
obtención de embriones a partir del tejido nucelar cultiva-
do in vitro en el cultivar Mónica (Citrus sinensis x C. reti-
cutata) colectado 15.6 semanas después de su floración. 
Por otra parte con este mismo medio, la producción in 
vitro de embriones  somáticos se observó en un 10% en 
los cultivares Valencia Temprana (C. sinensis) con 15.6 
SDF, ‘Reyna’ (C. reticulata) 15.6 SDF y toronja doble rojo 
(C. paradisi) de 22.2 SDF. Los porcentajes de respuestas 
logrados con la adición del extracto de malta (Figura 1) 
también han sido obtenidos por diversos autores, quienes 
en Citrus la ubican como uno de  los mejores coadyuvan-
tes de embriogenesis somática, evitando el empleo de 
reguladores de crecimiento (Moore, 1985; Spiegel-Roy y 
Vardi, 1984; Kobayashi et al., 1984) 

Relación Nitratos-Amonio. 

El mayor número de cultivares de Citrus formaron 
embriones somáticos en el medio R, que incluye las sa-
les inorgánicas de MS con suplementos, vitaminas y con 
varios niveles de nitratos, destacando ‘Chata’ (C. sinen-
sis) que produjó embriones en 53% de tejidos nucleares 
sembrados, el cultivar Mónica presentó respuestas en  
42% de los tejidos sembrados, mientras que aproxima-
damente 20% de los cultivares Reyna, Chata y Valencia 
Tardía formaron embriones, respuesta que disminuyó al 
10 % en el cultivar Valencia Temprana, cuando se dismi-
nuyeron los niveles de nitratos y amonio hasta en 200 %, 
dentro de las sales inorgánicas de MS medio A, las res-
puestas para la obtención de embriones se observó en 
cuatro cultivares destacando la mandarina ‘Mónica’ de 
naturaleza poliembriónica con una respuesta de hasta  
60%, seguida por el cultivar Reyna (20%) y los cultivares 
Valencia Tardía y Chata, que tuvieron un 10% de res-
puesta (Figura 1). La formación de embrioides en Citrus, 
frecuentemente se observa a partir de las células de 
tejidos nucelares, ligadas al área micropilar y final del  
saco embrionario. Muchas veces los tejidos de las semi-
llas bajo cultivo in vitro permiten que los embriones nuce-
lares sean suministrados de nutrientes dentro del endos-
permo permitiendo su nutrición y desarrollo, debido a ello 
el cultivo de embriones puede ser utilizado para la propa-
gación clonal. Los porcentajes de embriogénesis somáti-
ca encontrada en los cultivares, dependiente de la dispo-
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nibilidad de amonio y nitratos en el medio de cultivo fue-
ron fuertemente influenciados por el cultivar y la edad de 
la semilla al momento de su siembra, ya que existen 
investigaciones que indican en algunos cultivares la em-
briogenesis se incrementa cuando se disminuyen sustan-
cialmente factores (Nel, 1987; Song et al., 1991), aunque 
otros estudios señalan que dentro de los constituyentes 
básicos del medio de cultivo que tienen mucha influencia 
para las respuestas embriogénicas son la disponibilidad 
adecuada de amonio (NH4), nitratos (NO3), de hecho 
para algunos cultivares de Citrus, resulta muy importante 
precisar esta relación (Niedz, 1994). La embriogenesis 
somática a partir del cultivo de tejidos nucelar fué prácti-
camente nula en los cultivares de Naranja Agria con 13 
semanas después de su floración y en los cultivares de 
toronja, con una madurez de las semillas de 22.2 sema-
nas, por lo que se comprueba lo señalado por Grosser 
(1994); y Gmitter et al. (1990) quienes comentarón que 
semillas con periodos mayores a los 16 y 18 semanas 
después de su floración resultan poco óptimas para indu-
cir la embriogénesis somática in vitro. Lo anterior se ob-
serva en la Figura 1, ya que las mejores respuestas se 
lograron en los genotipos cuya madurez osciló entre 14 y 
15 semanas después de su floración. 

Germinación in vitro de embriones somáticos. 

Se observó que las mejores respuestas hacia la forma-
ción  de raíces y tallos (germinación) se obtuvieron a las 
seis semanas en los embriones  de 5 a 6 mm de diámetro 
en un medio con las sales MS, suplementado con las vi-
taminas normales y agregando 0.1 mg⋅litro-1 de AIA, 1.0 
mg⋅litro-1 de AG3, 0. mg⋅litro-1 kinetina, llegando a obtener 
hasta 40% de germinación; En este medio los embriones 
de 1 mm y 2 a 3 mm se mantuvieron como estructuras 
verdes sin llegar a germinar. La adición de 500 mg⋅litro-1 de 
extracto de malta, en el medio con las sales MS y suple-
mentos estimuló la germinación en 60% de embriones con 
diámetro de 5 a 6 mm; los embriones de 1 mm y de 2 a 3 
mm aumentaron su tamaño, sin lograr su germinación. En 
algunos casos la obtención de plantas completas a través 
de estos esquemas, ha parecido un factor crítico aún 
cuando se tenga la reproducción de gran número de em-
briones somáticos pues han encontrado bajos porcentajes 
de conversión haciendo muy difícil y prácticamente nula la 
recuperación de plantas. La adición 400 mg⋅litro-1 de ca-
seina hidrolizada y 2.0 mg⋅litro-1 de kinetina en el medio 
básico de MS (medio G1) produjeron el desarrollo de raí-
ces y tallos en cuatro semanas en tangerina (Figura 2), 
esta respuesta lograda con el empleo caseina hidrolizada 
ha sido reconocida para lograr tanto la madurez y como la 
germinación de embriones somáticos (Trigiano et 
al.,1988). 

La proliferación abundante de raíces y poco desarrollo 
de brotes durante la germinación de los embriones (Figu-
ra 3) se observó a las cuatro semanas de cultivo, en los 

cultivares Reyna (C. reticulata), Mónica (C. sinensis x C. 
reticulata) y tangerina (C. reticulata) cuando en las sales 
inorgánicas de MS se adicionó 0.1 mg⋅litro-1 de kinetina, 
0.1 mg⋅litro-1 de AIA y 1.0 mg⋅litro-1 de AG3. (Medio G2 ) 

Estas respuestas coincidieron con algunas logradas 
con los genotipos poliembriónicos (C. reticulata y C. si-
nensis), así como la acción debida al AG3 como efecto 
primario para  estimular el enraizamiento in vitro de em-
briones somáticos en Citrus (Moore,1985). Las sales 
inorganicas MS, diluidas al 50%. con la adición de 
mg⋅litro-1 de bencilaminopurina (medio G3), promovió la 
formación de callos en los embriones cultivados in vitro. 
Esto coincide con (Gmitter et al., 1990), quién mencionó 
que la utilización de los niveles elevados de citocininas o 
de auxinas se promueve la formación de callos en mu-
chos de los explantes cultivados in vitro. En los experi-
mentos realizados, la adición de 500 mg⋅litro-1 de extracto 
de malta al medio con las sales MS y suplementos (me-
dio G4), participó como uno de los principales coadyuvan-
tes de la  embriogénesis somática en los genotipos de 
Citrus estudiados. Así mismo, su presencia promovió la 
germinación in vitro de embriones, destacando las res-
puestas encontradas en tangerina, en ‘Valencia Tardía’, 
’Chata’ y ‘Reyna’ Por lo que respecta al cultivar Mónica la 
germinación no se presentó (Figura 4). 

La embriogenesis somática obtenida a partir del culti-
vo in vitro de tejido nucelar puede ser utilizada para la 
clonación de diferentes cultivares de Citrus desde el pun-
to de lista de la disponibilidad de material libre de pató-
genos; Al mismo tiempo puede utilizarse como un siste-
ma que permite identificar genotipos con alta capacidad 
embriogénica para  explorar en sus tejidos algunas de las 
técnicas de transformación genética y aumentar la posibi-
lidad de obtener un mayor número de plantas transfor-
madas. Una producción continua de embriones o em-
brioides, como puede apreciarse en la Figura 6 (A) puede 
explicarse desde el punto de vista del número de divisio-
nes mitóticas que en forma repetida se presentan en 
células individuales generalmente localizadas sobre la 
superficie de los tejidos potencialmente embriogénicos. 
Las células que son destinadas para dar origen a los 
embriones pueden caracterizarse por la densidad de su 
citoplasma, largos núcleos contenidos de plastidios y 
almidón, una rica población de ribosomas y esferosomas. 
Existe una continuidad citoplásmica con células vecinas a 
través de numerosos plasmodesmos cuyas conexiones 
desaparecen durante el desarrollo de los embriones. 
Figura 5 (C3). Las características y la habilidad de la 
conversión de embriones a plantas, tienen la participa-
ción de diversos factores como los sistemas de cultivo, 
genotipos, balance de reguladores de crecimiento y so-
bre todo la influencia del control genético, ya que recien-
temente hay investigaciones que demuestran que en el 
desarrollo de embriones somáticos y su germinación 
(Figura 6) existe un control genético, que evidencia la 
formación de embriones nucelares (Charmet y Bernard, 
1984). 

Efecto del extracto... 
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CONCLUSIONES. KOBAYASHY, S; IDEKA Y.Y.; NAKATANI, M. 1984 Induction of nucellar 
callus from orange C.sinensis Osb. Ovules and uniformity of re-
generated plants. Bull. Fruit Tree Res. Stn. Japan  5: 43-54. 

El presente estudio permitió identificar como estrate-
gia y en forma previa a los trabajos de transformación 
genética de Citrus las respuestas embriogénicas en los 
genotipos Citrus  empleados, destacando los de natura-
leza poliembriónica, observándose heterogeneidad entre 
los cultivares empleados, debido principalmente a la ma-
durez de las semillas, al genotipo y a los constituyentes 
del medio de cultivo. Los balances de nitratos-amonio, 
vitaminas y extractos de malta suministrados de acuerdo 
con la fórmula de MS, favoreciendo la producción de 
embriones somáticos en más del 50% de  los cultivares 
estudiado, no obstante al disminuir la disponibilidad de 
amonio-nitratos se obtuvo respuesta en solo cuatro geno-
tipos y un 60% de frecuencia en el cultivar Mónica (C. 
sisnensis x C. reticulata) la germinación de embriones fue 
lograda ubicando su tamaño y respondiendo de mejor 
forma en los medios de cultivo con ácido giberélico y el 
extracto de malta. Cabe destacar que los tratamientos 
que derivaron callos embriogénicos, son motivo de otro 
estudio donde se realizará la transformación genética 
buscando las características de los callos de acuerdo con 
su capacidad regenerativa o embriogénica hasta con-
templar la obtención de uniforme de embriones hasta 
derivar plantas completas. 
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Figura.1. Porcentajes de embriones somáticos obtenidos a partir del cultivo in vitro de tejido nucelar de semillas de once cultivares de 
Citrus, empleando cuatro medios de cultivo: Medio N Sales MS bajo la influencia de 500 mg⋅litro-1 de extracto de malta. C. Sales 
MS sin la presencia de reguladores ni coadyuvantes. R Sales MS con fuentes de nitratos y amonio completos y A Sales MS con 
las fuentes de amonio y nitratos diluidos en un 200%. SDF (Semanas después de floración). 
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Figura.2 Germinación de embriones nucelares obtenidos in vitro en seis cultivares de Citrus, en medio de cultivo con las sales inorgánicas 
de MS, suplementado con 2.0 mg⋅litro-1 de kinetina y 400 mg⋅litro-1 de caseina hidrolizada (medio G1). 

Efecto del extracto... 
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Figura 3. Germinación in vitro de embriones nucelares de seis cultivares de Citrus empleando un medio con las sales de (MS) (1962) al 
100% con 0.1 mg⋅litro-1 de kinetina, 0.1 mg⋅litro-1 de AIA, y 1.0 mg⋅litro-1 de AG3 (medio G2). 
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Figura 4. Germinación in vitro de embriones nucelares de seis cultivares de Citrus, empleando un medio conteniendo las sales inorgáni-
cas de MS (1962) al 100% y 500 mg⋅litro-1 de extracto de malta (G4). 
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Figura 5. Respuesta in vitro (ABC), en la obtención de embriones somáticos a partir de tejido nucelar. Histología (a1, b2, c3) del desarrollo 
embriogénico celular. Escala = 100 µm. Hasta conformar embriones somáticos = 200 µm. Mandarina 'Mónica' (Citrus. sinensis x 
C. reticulata). 

Efecto del extracto... 
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Figura 6. (A) Proliferación in vitro de embriones somáticos obtenidos a partir de tejido nucelar. (B) Enraizamiento de embriones somáticos 
in vierto. (C) Transferencia y adaptación de platas a suelo Mandarina 'Mónica' (Citrus sinensis x C. reticulata). 
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	RESUMEN
	Se evaluó la capacidad embriogénica directa de tejido nucelar in vitro en 11 cultivares de Citrus, utilizando diferentes constituyentes y medios de cultivo. El porcentaje de formación de embriones somáticos fue afectado por el genotipo, la edad de la semilla, la presencia coadyuvante de extracto de malta y la disponibilidad de las fuentes nitratos y amonio. El tejido nucelar de seis cultivares desarrolló respuestas embriogénicas en un medio con las sales MS al 100%, más cinco vitaminas, 500 mg(litro-1 de extracto de malta (EM) y adicionando a los niveles de nitratos, 600 mg(litro-1 de nitrato de sodio (NaNO3), destacando los genotipos de naturaleza poliembriónica como el cultivar Chata (C. sinensis) con 53% y la mandarina ‘Mónica’ (C. sinensis x C. reticulata) con 42%. Cuatro cultivares produjeron embriones somáticos. Cuando se utilizó  medio MS, con 500 mg(litro-1 de EM y disminuyendo 200% los niveles de amonio y nitratos, en el cultivar Mónica (C. sinensis x C. reticulata) destacó presentando hasta 60% de respuesta. El tejido nucelar en semillas de toronja (C. paridisi) con una madurez de 22.2 semanas, no presentó respuesta en los medios de cultivo y constituyentes empleados. Finalmente el medio de cultivo con  las sales de MS con 0.1 mg(litro-1 de AIA, 0.1 mg(litro-1 de kinetina y 1.0 mg(litro-1 de ácido giberélico (AG3) y otro con las sales MS y 500 mg(litro-1 de extracto de malta, promovieron la germinación de embriones nucelares con un diámetro de 5 a 6 mm, en 6 semanas de cultivo. 
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	EFFECT OF MALT EXTRACT AND AMMONIUM NITRATE ON in vitro CULTURES TO OBTAIN  SOMATIC EMBRYOS OF 11 Citrus GENOTYPES
	SUMMARY

	Genotype, seed age, presence of malt extract coadyuvant and availability of ammonium and nitrate sources influenced the percentage of somatic embryo formation obtained from nucellar tissue. There were embryogenetic responses in the nucellar tissue for 6 cultivars growing in 100% MS salt medium supplemented with 5 vitamins, 500 mg(liter-1 malt extract (ME) and additions of 600 mg(liter-1 of sodium nitrate (NaNO3) to the nitrate levels. Outstanding were the polyembrionic genotypes such as the cultivar ‘Chata’ (C. sinensis) with 53% and the mandarin orange 'Monica' (C. sinensis x C. reticulata) with 42%. Four cultivars produced somatic embryos when MS salt medium was supplemented with 500 mg(liter-1 ME, and the ammonium and nitrate levels were decreased 200%. The genotype Monica (C. sinensis x C. reticulata) was outstanding, showing embryogenetic responses of 60%. The nucellar tissue in grapefruit seeds (C. paradissi) at 22.2 weeks maturity showed no response in the medium used. Finally, the salt culture with 0.1 mg(liter-1 IAA, 0.1 mg(liter-1 kinetin, and 1.0 mg(liter-1 gibberellic acid (GA3), and media with MS salts, 500 mg(liter-1 ME, promoted the germination of nucellar embryos with 5 to 6 mm diameter after 6 weeks of culturing.
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	CUADRO 1. Medios de cultivo empleados para la obtención de embriones somáticos en forma directa a partir del cultivo in vitro de tejido nucelar de citrus.
	CUADRO 2. Medios de cultivo usados para la germinación de embriones somáticos de 11 genotipos de Citrus.





