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RESUMEN. La regeneraciéon de plantas in vitro via embriogénesis somatica es un
prerrequisito indispensable, para la aplicacion de algunas herramientas de la
Biotecnologia en la mejora genética de las plantas y mas aun en el caso de los
citricos. Para aumentar la cantidad de estos cultivos en las plantaciones, se pueden
usar técnicas de propagacion in vitro, como la embriogénesis somatica, que
requieren de medios de cultivo artificiales y fitohormonas. Debido a los altos costos
de las fitohormonas, una alternativa cubana es el uso de biorreguladores del
crecimiento de produccién nacional, como el Pectimorf® y los analogos de
brasinoesteroides: Biobras-6 y MH5. Estos biorreguladores, al igual que el 24-
Epibrasindlido, son efectivos en los procesos morfogenéticos, generalmente a bajas
concentraciones, como sustitutos o complementos de las auxinas y citoquininas. Se
empled la técnica de cultivo de évulos fecundados in vitro, para obtener una linea
celular embriogénica de Citrus reshni Hort. ex Tan y como fuente de O6vulos
fecundados, se tomaron ovarios de dicha especie procedentes de arboles de la
Estacion de Citricos de Ceiba del Agua en Caimito, provincia La Habana. Para el
mantenimiento de la linea embriogénica, se utilizaron callos embriogénicos de la
linea celular establecida. Este trabajo estuvo dirigido a evaluar el efecto del
Pectimorf® y los brasinoesteroides, MH5, Biobras-6 y 24-Epibrasinélido, en la
obtencion y el mantenimiento de la linea celular embriogénica de mandarina
Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.). En los resultados se pudo comprobar un
incremento en la masa fresca del callo embriogénico en un menor tiempo de cultivo
mediante el uso de estos biorreguladores.
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ABSTRACT. Plant regeneration through in vitro somatic embryogenesis is an
indispensable prerequisite, to implement some biotechnological tools in plant genetic
improvement and even more in the case of citrus. To increase the amount of these
crops in plantations, the in vitro propagation techniques, such as somatic
embryogenesis, can be used, which require artificial culture media and
phytohormones. Due to the high costs of plant hormones, a Cuban alternative is the
use of national growth bioregulators, such as Pectimorf® and brassinosteroid
analogues: Biobras-6 and MH5. These bioregulators, like the 24-Epibrasinolide, are
effective in morphogenetic processes, usually at low concentrations, to substitute or
complement auxins and cytokinins. The technique for growing in vitro embryos was
employed, to obtain an embryogenic cell line of Citrus reshni Hort. ex Tan and, as an
embryo source, the ovaries of this species were taken, which came from trees of
Citrus station of Ceiba del Agua, Caimito, Havana province. To maintain the
embryogenic line, the embryogenic calluses from the established cell line were used.
This work was aimed at evaluating the effect of Pectimorf® and the brassinosteroids
MHS5, Biobras-6 and 24-Epibrasinolide, to obtain and keep the embryogenic cell line




of Cleopatra mandarin (Citrus reshni Hort. ex Tan.). Results proved an increased
fresh weight of embryogenic callus in a shorter cropping time by means of these
bioregulators.
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INTRODUCCION

Los citricos estan entre los principales frutales del mundo y dan un gran impacto en
nuestra sociedad, desde el punto de vista econémico, social y cultural. No obstante,
existen varios factores que limitan los programas de multiplicacién, entre los que se
encuentran el prolongado periodo juvenil y la elevada heterocigosis que caracterizan
al género Citrus (1).

La disponibilidad de diversos procedimientos biotecnolégicos ha abierto nuevas vias,
para la soluciébn de una parte importante de los problemas existentes, ya que
permiten superar algunas limitaciones de los métodos tradicionales y ofrecen nuevas
estrategias de trabajo mas eficientes.

En el caso particular del género Citrus, se realiza la induccién de embriones
somaticos in vitro en mas de 20 especies, mediante el empleo de explantes tales
como: nucelas, 6vulos, protoplastos y embriones somaticos (2).

En este sentido, se han utilizado técnicas de propagacién in vitro, encaminadas
principalmente al mejoramiento de las plantas de interés econémico, por medio de la
callogénesis, embriogénesis somatica, fusion de protoplastos, las suspensiones
celulares y transformaciones de plantas (3).

Para el caso de los citricos, la regeneraciéon de plantas in vitro via embriogénesis
somatica es un prerrequisito indispensable. Existen exigencias muy especificas en la
capacidad de division y regeneracién de este cultivo, en cuanto a la composicién del
medio, especialmente en lo referente a los reguladores del crecimiento. La
introduccién de nuevos biorreguladores cubanos en la tecnologia de regeneracion in
vitro puede constituir una alternativa promisoria, para mejorar la eficiencia
econémica del proceso, con insumos nacionales y el uso de técnicas sencillas,
confiables y menos costosas, con el fin de viabilizar este proceso.

Entre estos biorreguladores pueden citarse los analogos de brasinoesteroides,
sintetizados por la facultad de Quimica de la Universidad de La Habana vy los
oligogalacturénidos, como el Pectimorf®, sintetizados por el Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA).

Varios autores los han utilizado como sustitutos de las auxinas y citoquininas, o
como complemento de estas, para asi conocer su efectividad en los procesos
morfogenéticos y estudiar los posibles efectos sobre la estabilidad genética de los
cultivos (4, 5).

Por tal motivo, los objetivos de este trabajo estuvieron encaminados a:

e Establecer in vitro una linea embriogénica de mandarina Cleopatra (Citrus
reshni Hort. ex Tan.).

e Evaluar el efecto de diferentes biorreguladores del crecimiento en los medios
de cultivo, para la obtencién y el mantenimiento de la linea embriogénica de
mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron oOvulos fecundados de ovarios inmaduros de
mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.), procedentes de arboles de 15
anos de edad cultivados en el banco de semilla, perteneciente a la Estacién de
Citricos de Ceiba del Agua, provincia La Habana.



La colecta de los ovarios se realizd en la época de la floracion, dos semanas
después de la antesis floral. Se tomaron ovarios de 6 mm de diametro, los cuales se
lavaron con agua corriente y posteriormente se desinfectaron durante 20 minutos en
una solucién de hipoclorito de sodio (3 % v/v), afadiendo dos gotas de Twem-20 y
tres lavados con agua destilada estéril.

Se empleo la técnica del cultivo de 6vulos fecundados in vitro, para obtener una
linea celular embriogénica de mandarina Cleopatra (6). El medio de cultivo utilizado
fue el constituido por las sales minerales propuesto por Murashige y Skoog (7). En
todos los casos, el medio de cultivo fue suplementado con las vitaminas de White
(clorhidrato de piridoxina 1 mg.L™", acido nicotinico 1 mg.L™”, clorhidrato de tiamina
0.2 mg.L™), inositol 100 mg.L", sacarosa 50 g.L", extracto de malta (EM) 500 mg.L"
y solidificado con agar 10 g.L™' (Difco Bacto Agar). El pH del medio de cultivo fue
ajustado a 5,7+0,01.

Los évulos se cultivaron en placas Petri de 10 cm de diametro, que contenian 20 mL
del medio de cultivo MS y las modificaciones para cada uno de los seis tratamientos
(Tabla I); se colocaron 12 6vulos en cada placa y se realizaron 10 réplicas por
tratamiento. Al final se cultivaron un total de 120 6vulos por cada tratamiento y 720
para todo el experimento.

Para evaluar el efecto del Pectimorf®, los analogos de brasinoesteroides (MH-5,
Biobras-6) y el 24-Epibrasinolido en el cultivo de Ovulos, se establecieron seis
tratamientos, uno de ellos sin biorreguladores del crecimiento —Control- (Tabla I).

Tabla I. Composicién del medio de cultivo para los seis tratamientos empleados en
el cultivo in vitro de évulos fecundados de mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort.
ex Tan.)

Medio de cultivo Murashige y Skoog
Tratamientos Concentracion | Réplicas
1 Control Sin regulador 10
2 Pectimorf 1 mg.L" 10
3 Pectimorf 10 mg.L" 10
4 Biobras-6 10° mg.L™ 10
5 MH-5 10° mg.L™ 10
6 24-Epibrasindlido |[10° mg.L 10

Condiciones de cultivo. Se colocaron todas las placas con los 6vulos cultivados en la
oscuridad durante 30 dias y, al cabo de este tiempo, se pasaron a la luz artificial
continua; la radiacién fotosintética activa (PAR) fue de 24-36 umol.m2.S™, el valor de
la humedad relativa de 80-85 % y la temperatura promedio de 25+2°C.

A partir de los 30 dias se observaron los diferentes estadios del desarrollo
embrionario, se realizdé un conteo semanal de los embriones en cada una de estas
fases y se determind su coloracién, con ayuda del cédigo de colores hexadecimal
(http://www.cwp.linet.edu/cwis/cwp.html). Los embriones se observaron con ayuda
de un estéreo-microscopio, acoplado a una camara digital y las imagenes se
capturaron con un aumento de 10X. La fotos se editaron con el programa Motic
Images (versién 1.2, 2000).

Analisis estadistico. A los cuatro meses del cultivo, se evalué la cantidad de
embriones formados en los diferentes tratamientos. Los resultados se procesaron
mediante un andlisis no paramétrico, segun la prueba de comparacion de
proporciones. En todos los casos, se empleé el paquete estadistico TONYSTAT (8).




Mantenimiento de la linea embriogénica. Para este fin, se evalud el efecto de los
biorreguladores sobre el incremento en masa fresca de los callos embriogénicos de
Citrus reshni Hort. ex Tan. (mandarina Cleopatra). Estos callos se obtuvieron a partir
del cultivo de évulos en el medio de cultivo MS sin reguladores del crecimiento
(tratamiento control) y se sub-cultivaron mensualmente para su mantenimiento. En
todos los casos se tomaron callos de seis meses de edad.

Los callos embriogénicos se sub-dividieron en fragmentos de masa igual a 80 mg. El
medio de cultivo se suplementd con diferentes combinaciones de los biorreguladores
a evaluar y el extracto de malta (6), ademas de un tratamiento con acido
diclorofenoxiacético (2,4-D) y el tratamiento control sin reguladores del crecimiento,
contando al final con 20 tratamientos (Tabla II).

Para cada uno de los tratamientos, se emplearon tres placas Petri y en cada una se
colocaron tres fragmentos de callos. Las placas se mantuvieron a la oscuridad a una
temperatura de 25+2°C.

Tabla Il. Tratamientos empleados en el cultivo de callo embriogénico de mandarina
Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.) con diferentes biorreguladores (mg.L™)

No. y siglas |BB-6 |MH-5 |24-Epi|Pect |2,4-D |EM
1CC - - - - - +
2CC - - - - - -
3CD 2 +
4 CD - - - - 2

5CB1 0.01 - - - - +
6 CB1 0.01 - - - - -
7 CB2 0.001 - - - - +
8 CB2 0.001 - - - - -
9 CM1 - 0.01 - - - +
10 CM1 - 0.01 - - - -
11 CM2 - 0.001 - - - +
12 CM2 - 0.001 - - - -
13 CE1 - - 0.1 - - +
14 CE1 - - 0.1 - - -
15 CE2 - - |o.01 - - +
16 CE2 - - 0.01 - - -
17 CP1 - - - 10 - +
18 CP1 - - - 10 - -
19 CP2 100 +
20 CP2 100 -

Leyenda: BB-6 (Biobras-6), 24-Epi (24-Epibrasinélido), Pect (Pectimorf®), CC (callo
control sin regulador), CD (callo+2,4-D), CB (callo+Biobras-6), CM (callo+MH-5), CE
(callo+24-Epibrasinélido), CP (callo+Pectimorf), EM (extracto de malta) y (+) adicién,
(-) ausencia)

Analisis estadistico. A los 30 dias se evalu6 el incremento en masa fresca de los
callos embriogénicos. Los resultados se procesaron mediante un andlisis no
paramétrico, segun la prueba de Kruskal-Wallis (K-W), a un nivel de significacion del
5 % y las sumas de rangos se compararon por la prueba de Student-Newman-Keuls
(SNK). En todos los casos, se empleo el paquete estadistico TONYSTAT (8).
RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros embriones se formaron a las cuatro semanas de cultivo en el
tratamiento que contenia Pectimorf® (10 mg.L™); sin embargo, en los tratamientos
suplementados con Biobras-6 (10° mg.L™"), MH-5 (10 mg.L") y 24-Epibrasinélido
(102 mg.L"), estas estructuras se observaron entre las cinco y seis semanas de



cultivo (Figura 1a-d). Ademas, se comprobd que la embriogénesis somatica que se
presenta en este cultivo es de tipo directa, ya que la formacién del embrién no

transcurre por la etapa previa del callo.
C.
9.

Figura 1. Primeros signos de crecimiento y estructuras obtenidas del cultivo de
ovulos de mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.): a) 2 semanas de 6vulos
en crecimiento, b) 3 semanas de dévulos en crecimiento, c) 4 semanas de masa
proembriogénica y embriones globulares, d) 8 semanas de embrion con cotiledones,
e) 10 semanas de multiembriones en diferentes fases del desarrollo embrionario, f)
16 semanas de embriones y callos con estructuras embriogénicas, g) callo con
estructuras embriogénicas, h) plantulas enraizadas

Resultados similares obtuvieron Diosdado (6) en naranjo agrio (Citrus aurantium L.)
y Bao (9) en Citrus macrophylla Wester, quienes sefalan que el desarrollo in vitro de
los 6vulos en estas especies se registré entre las cinco y siete semanas de cultivo,
respectivamente, al utilizar analogos de brasinosteroides y Pectimorf®. Sin embargo,
en Citrus volkameriana Tan et Pasq y Citrus limon (L) Burm se requiere de cuatro
meses al menos para el crecimiento del évulo, cuando se utilizan las fitohormonas
tradicionales (2, 10). Por lo que en este trabajo se logra acortar el tiempo de
obtencion de los embriones de cuatro meses a un mes, cuando se adiciona el
Pectimorf®, 0 a mes y medio o dos meses, cuando se utilizan los brasinoesteroides,
ambos biorreguladores de produccion nacional.

Sin embargo, en Citrus reticulata Blanco y Citrus jambhiri Lush se obtuvieron buenos
resultados, en la obtencion de embriones somaticos a partir de segmentos
cotiledonares, al suplementar el medio de cultivo con acido bencil-aminopurina
(BAP) 2.0 mg.L™", 6-furfuril aminopurina (kin) 0.5 mg L™ y 4cido naftalenacético
(ANA) 1.0 mg.L™" (11). Todo esto demuestra que la respuesta morfogenética
depende de la especie y el explante utilizado.

A los 30 dias del cultivo de 6vulos, se observé un incremento en los primeros
estadios embrionarios —globulares- (Figura 1c-e) en todos los tratamientos, los
cuales continuaron transitando por los diferentes estadios de desarrollo tipico de



este proceso: acorazonado, torpedo y cotiledonar (Figura 1e), etapas
morfogenéticamente idénticas a las encontradas en el embrion cigético (9).

Los embriones somaticos completamente formados en el estadio globular
presentaron una coloracién crema amarillo (H489980) en todos los tratamientos
(Figura 1c), color que se mantuvo en el estadio de corazén por un periodo de tiempo
promedio de cinco dias. Los embriones en estadio de torpedo aparecen 15 dias
después con una estructura alargada y coloracion verde, oscilando desde verde
musgo (H559883) para el control, verde bosque (HSDB59E) para los tratamientos
con analogos de brasinoesteroides y verde palma (H55B39E) para el tratamiento
con Pectimorf. Por ultimo, a los 65 dias se observd el estadio cotiledonar, con
cotiledones bien desarrollados, que mantuvieron el color verde intenso (Figura 1e).
Resultados similares se encontraron en los cultivos de café (Coffea sp.) (12) y
boniato (lpomoea batatas L. Lam.) (3), los que encontraron fases similares a las
nuestras y pocas diferencias en el tiempo de transito por cada una de ellas.

Al realizar la comparacién de proporciones (8), se observaron diferencias
significativas (p<0.001) para el tratamiento con Pectimorf® 10 mg.L™, en relacién con
el resto de los tratamientos, donde se lograron obtener 97 embrlones mientras que
para el caso del Biobras-6 y el MH-5 se formaron 80 y 76 embriones
respectivamente y no existieron diferencias significativas respecto al control (74
embriones) pero si en relacién con el 24-Epibrasinélido y el Pectimorf® 1 mg.L™”, los
cuales produjeron 55 y 48 embriones respectivamente (Figura 2).

La mejor concentracion utilizada y el biorregulador de mejor comportamiento fue el
Pectimorf® 10 mg.L™", en cuanto al porcentaje de embriones y desarrollo més
uniforme respecto al resto de los biorreguladores. Sin embargo, en la embriogénesis
de Citrus macrophylla Wester (9), no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos empleados y el control sin regulador del crecimiento.

En yuca (Manihot esculenta Crantz (24) se obtuvieron porcentajes muy bajos en la
formacién de embriones (27 %), aun cuando los medios de cultivo estaban
suplementados con altas concentraciones de 2,4-D (8 mg.L™).
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Figura 2. Cantidad de embriones de mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex
Tan) con diferentes blorreguladores 1) Control sin blorregulador 2 Pectlmorf® 10
mg.L™, 3) Pectlmorf 1 mg L, 4) Biobras-6 10° mg.L", 5) MH-5 10° mg.L", 6) 24-
Eplbrasmolldo 102 mg.L"



El Pectimorf® 10 mg.L™" resulté el mejor tratamiento, en relacién con el resto de las
variantes probadas para la obtencion de embriones somaticos, en cuanto al numero,
tiempo de formacion y desarrollo uniforme, ademéas de la coloracién mas intensa
verde palma (H55B39E).

Los embriones obtenidos alrededor de los 40 dias formaron multiembriones (Figura
1e), lo que facilita la propagacion masiva de este material. Esto también ha sido
descrito en el cultivo de 6vulos de naranjo agrio (Citrus aurantium L.), Citrus sinensis
L.y C. limon L. (6, 13), los que plantean que la formacion de los nuevos embriones
es continua, bien por la evoluciéon de los proembriones o gemacién de los pre-
existentes. La diferencia entre estos autores y los resultados aqui expuestos radica
en la especie utilizada y los reguladores del crecimiento utilizados.

En la cafa de azucar (Saccharum spp.) se demostré que la combinacion de
Pectimorf 5 mg.L™ y 2,4-D 1.5 mg.L™" produjo un efecto positivo sobre la formacién
de embriones (14), favoreciendo el numero de embriones por gramo de tejido y la
homogeneidad de estos en los estadios mas avanzados de desarrollo; sin embargo,
para la mandarina Cleopatra, se demostré que la concentracion de Pectimorf® 10
mg.L™ fue la mas efectiva sin requerir la presencia de 2,4-D, fitohormona necesaria
para inducir los eventos morfogenéticos en otras especies.

Del total de embriones obtenidos, el 49 % desarroll6 raices y de ellos el 33 % formé
brotes, aun permaneciendo en los medios de cultivo iniciales con los biorreguladores
suministrados (MH-5 10° mg.L", Biobras-6 10° mg.L™, 24-Epibrasinélido 102 mg.L"
y Pectimorf®10 mg.L™), ademés del medio control (Figura 1h).

Los resultados demuestran que estos biorreguladores no solo pueden sustituir de
forma parcial o total a los reguladores del crecimiento tradicionales, sino que en la
mayoria de los casos, se obtienen resultados superiores, ya que sin agregar ningun
otro regulador del crecimiento, continian su desarrollo morfogenético, obteniéndose
una planta completa (Figura 1h).

En diferentes cultivos como el café (Coffea canephora) (12), los peciolos de violeta
africana (Saintpaulina ionata) (15), embriones de naranjo agrio (6), el crecimiento in
vitro del arroz (Oryza sativa L.) (10), la micropropagacién de limén rugoso (Citrus
jambhiri Lush.) y el clon de banano FHIA-18 (Musa sp. AAAB) (16, 17), se observo
también estimulacidén en la produccion de raices en estos cultivos, cuando se aplico
el Pectimorf® 10 mg.L'1. Todo esto confirma, una vez mas, la capacidad de este
oligopectato para inducir y desarrollar el enraizamiento, que lo valida como una
alternativa promisoria en la biotecnologia vegetal cubana.

Otro fendmeno que se pudo comprobar en esta especie es que en la misma medida
que se desarrollaban los embriones somaticos, aparecia una nueva estructura a las
16 semanas del cultivo, el callo embriogénico (Figura 1f-g), que por competencia
morfogenética debia ser retirado del medio de cultivo, para su utilizacién en el
mantenimiento de la linea embriogénica. En algunos casos, se observdé que ambas
estructuras (embrién y callo embriogénico) (Figura 1f) aparecen simultdneamente (6,
9). Sin embargo, Olivares (2) refiere que para obtener estas estructuras, se necesita
hasta un afio y medio o dos, mientras que en nuestra investigacion, se logré acortar
el tiempo de aparicidén del callo embriogénico a seis meses.

Efecto de los biorreguladores sobre el incremento en masa fresca del callo
embriogénico. En la Figura 3 aparece el incremento de la masa fresca en los
diferentes tratamientos analizados a los 30 dias de cultivo. Se observa que, en todos
los casos, se presenté un aumento de esta variable aunque de forma diferencial. El
andlisis estadistico para el incremento en la masa fresca de los callos con
estructuras embriogénicas, corrobord que existen diferencias significativas entre los



tratamientos para H= 51.2158**. Los resultados de la prueba de Student-Newman-
Keuls refleja que el mayor incremento en peso de los callos se present6 en el medio
suplementado con Biobras-6 10° mg.L™", con EM (0.19 g) (tratamiento 7) y con MH-5
10® mg.L™" sin EM (0.22 g) (tratamiento 12), lo que equivale a un aumento en la
masa fresca de 2,3 y 2,7 veces respectivamente, mientras que los menores valores
se presentaron en el medio que contenia solo Pectimorf® 100 mg.L™" con EM (0.037
g) (tratamiento 20) y el que contenia 2,4-D a la concentracién de 2 mg.L™" con o sin
EM (0.028 y 0.036 @) (tratamientos 3 y 4). Esto difiere de lo obtenido en la
embriogénesis somatica del banano Williams subgrupo Cavendish (Musa sp. grupo
AAA), donde los mejores resultados fueron al utilizar 2,4-D 1,5 mg.L™" en los medios
de cultivo (18).

Todo indica que en la mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.), los
tratamientos con los analogos de brasinoesteroides se ven favorecidos con una
mayor induccion del desarrollo de los callos con estructuras embriogénicas de mejor
calidad y mayor velocidad en su formacién y crecimiento.

Resultados similares se encontraron en la callogénesis en papa (Solanum
tuberosum L.) y arroz (Oryza sativa L.) (19, 20), donde se observd un efecto
favorable en el crecimiento, desarrollo y la calidad de los callos, al utilizar el MH-5 a
las mismas concentraciones que las utilizadas en esta investigacién. Este resultado
puede ser explicado a partir del hecho de que las estructuras quimicas de estos dos
analogos son muy similares, presentan un anillo espirocetalico que hace que su
reconocimiento por el receptor de membrana sea mas lento (21, 22) y de ahi que su
accion se prolongue mas en el tiempo, quedando bien establecida la relacion
estructura quimica y actividad biolégica en los brasinoesteroides (23, 24).
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Figura 3. Resultados de la Prueba de Student-Newman-Keuls (p<0.5) aplicada a los
tratamientos con los diferentes biorreguladores para el incremento en masa fresca
de los callos con estructuras embriogénicas de mandarina Cleopatra (Citrus reshni
Hort. ex Tan.); callo control (CC) con y sin extracto de malta (EM), callo 2,4-D 2
mg.L™" (CD) con y sin (EM), callo Biobras-6 10%y 10° mg.L™' (CB) con y sin EM, callo
MH-5 102y 10° mg.L™" (CM) con y sin EM, callo 24-Epibrasinélido 10"y 102 mg.L™



(CE) con y sin EM, callo Pectimorf 10y 100 mg.L™" (CP) con y sin EM; 1 la menor
concentracion y 2 la mayor concentracion del producto

En cuanto al incremento en la masa fresca producida por el Pectimorf® 10 mg.L™
(0.12 g) sin EM (tratamiento 18), se considera bueno, si se tiene en cuenta que
aumento en 1,6 veces su peso inicial. Este resultado coincide con lo informado por
Cevallos (12) en el cultivo del café (Coffea canephora var. Robusta), quien logré
respuestas positivas al analizar esta variable a los 30 dias del cultivo, con este
mismo biorregulador y a la misma concentracion.
CONCLUSIONES
1. Se logré el establecimiento de una linea celular embriogénica a partir del
cultivo de 6vulos fecundados de mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex
Tan.).

2. El Pectimorf® 10 mg.L" resulté el mejor tratamiento para la obtencién de
embriones somaticos de mandarina Cleopatra.

3. Los biorreguladores Biobras-6 y MH-5 (10° mg.L") son efectivos en el
incremento de la masa fresca del callo con estructuras embriogénicas.
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