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RESUMEN

En México la citricultura es afectada por plagas y enferme-
dades, ocasionado daños en la producción. El mejoramiento 
genético tradicional permitiría obtener materiales resistentes 
en cítricos; sin embargo, es necesario identificar germoplas-
ma con la resistencia necesaria e identificar el hibrido entre 
las varias plántulas nucelares que emergen de la semilla. Una 
alternativa es el desarrollo de cítricos transgénicos resisten-
tes y para ello se requiere un protocolo eficiente de brotación 
adventicia. En este trabajo se estudian los cambios celulares 
e histológicos promovidos por precursores de fitoreguladores 
y activadores de división celular en segmentos internodales 
de limón persa (Citrus latifolia) desde las primeras etapas de 
morfogénesis hasta la formación de brotes adventicios. Explan-
tes establecidos en medio Murashige y Skoog suplementado 
con adenina, sulfato de adenina, ácido-4-fluorofenoxiacético 

(4-FAA) y triacontanol; fotoperiodo con 16h luz y 30 ±2°C; 
fueron muestreados para análisis histológico tomando explan-
tes a los 0 (testigo), 10, 20 y 30 días después del estableci-
miento in vitro. El uso de tales compuestos modifica los teji-
dos del explante. En todos los tratamientos hubo formación de 
callo parenquimatoso proveniente de divisiones del cambium 
vascular. Los explantes cultivados en medio con 4-FAA pro-
dujeron un callo más pronunciado, con meristemoides forma-
dos por células pequeñas con núcleos prominentes y citoplas-
ma denso, con distribución aleatoria. Estos meristemoides son 
potenciales formadores de brotes adventicios con citocininas 
y adeninas, respuesta que requiere mayor investigación. Se 
reporta por primera vez una respuesta morfogénica en limón 
persa promovida por 4-FAA y adenina, compuestos poco uti-
lizados para la inducción de brotes adventicios en Citrus spp.

Introducción

La producción de cítricos 
se ve afectada por diferentes 
problemas fitosanitarios cau-
sando grandes pérdidas en la 
producción mundial, por lo 
que es necesario el uso de 
tecnologías como ingeniería 
genética para el desarrollo de 
variedades comerciales de cí-
tricos resistentes a plagas y 
enfermedades (Rocha-Peña 
et  al., 1995). En México el 
limón persa (Citrus latifolia 
Tan.) es un cítrico de gran 

importancia comercial, con 
frutos que se caracterizan por 
ser de gran tamaño, carentes 
de semillas, y su mejoramien-
to genético tradicional se difi-
culta por carecer de embrio-
nes sexuales. Actualmente no 
se cuenta con un protocolo de 
regeneración in vitro que per-
mita la aplicación de la inge-
niería genética para su mejo-
ramiento; uno de los pasos 
más importantes para la 
transformación es la obtención 
de brotes adventicios, por lo 
que se requiere de un 

protocolo de regeneración efi-
ciente (Pérez-Tornero et  al., 
2000). En cítricos se han usa-
do segmentos internodales y 
epicotilos de semillas germi-
nadas in vitro como explan-
tes. El uso de los fitoregula-
dores como bencilaminopuri-
na (BAP), ácido indolacético 
(AIA), ácido naftalenacético 
(ANA), isopentiladenina (2iP) 
y 2,4-ácido diclorofenoxyace-
tico (2,4-D) en el medio de 
cultivo favorecen la brotación 
adventicia permitiendo la 
transformación genética en 

diversos genotipos de cítricos, 
tales como naranja dulce 
(Citrus sinensis), naranjo 
agrio (C. aurantium), citrange 
(sweet orange × tr ifoliate 
orange), limón (C. limon), li-
món mexicano (C. aurantifo-
lia) y pomelo (C. paradisi) 
(Gutiér rez-E et  al., 1997; 
Bond and Roose, 1998; 
Ghorbel et al.,2000; Yu et al., 
2002; Peña et  al., 2004).

En el caso de C. latifolia, 
conocido como limón persa, 
el establecimiento in vitro 
mediante hipocotilos de 
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($-FAA) and triacontanol; photoperiod of 16h light and 30 
±2°C; were sampled for histological analysis taking explants 
at 0 (control), 10, 20 and 30 days after in vitro establish-
ment. The use of such compounds modifies the tissues of 
the explants. There was parenchymatous callus formation in 
all treatments, stemming from vascular cambium divisions. 
The explants kept in medium, with 4-FAA produced a more 
pronounced callus, with meristemoids formed by small cells 
with prominent nuclei and dense cytoplasm, with random 
distribution. These meristemoids are potential sources of 
adventicious shoots with cytokinins and adenines, a respon-
se that requires of further study. A morphogenetic response 
promoted by 4-FAA and adenine, compounds rarely used for 
adventicious shoot induction in Citrus spp. is reported for 
the first time.

SUMMARY

In Mexico, citrus fruit crops are affected by plague and 
diseases leading to yield decrease. The traditional genetic 
improvement would allow to obtain resistant materials in ci-
trus; however, it is necessary to identify germplasm with the 
needed resistance and to identify the hybrid among the nu-
cellar seedling emerging from the seed. An alternative is the 
development of resistant transgenic citrus and to this end an 
efficient adventicious shoot formation protocol is required. 
In this work the cellular and histological changes promo-
ted by phytoregulator and cell division activator precursors 
are studied in internodal segments of adventicious shoots 
of Persian lemon (Citrus latifolia), from the first stages of 
morphogenesis to the formation of adventicious shoots. Ex-
plants established in Murashige y Skoog medium additioned 
with adenine, adenine sulphate, 4-f luorofenoxiacetic acid 
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fotoperiodo com 16h luz e 30 ±2°C; foram amostrados para 
análise histológica tomando explantes aos 0 (testemunho), 10, 
20 e 30 dias depois do estabelecimento in vitro. O uso de tais 
compostos modifica os tecidos do explante. Em todos os trata-
mentos houve formação de calo parenquimatoso proveniente de 
divisões do câmbio vascular. Os explantes cultivados em meio 
com 4-FAA produziram um calo mais pronunciado, com me-
ristemóides formados por células pequenas com núcleos proe-
minentes e citoplasma denso, com distribuição aleatória. Estes 
meristemóides são potenciais formadores de brotações adven-
tícias com citocininas e adeninas, resposta que requer maior 
investigação. É relatada por primeira vez uma resposta morfo-
gênica em limão persa promovida por 4-FAA e adenina, com-
postos pouco utilizados para a indução de brotes adventícios 
em Citrus spp.

RESUMO

No México a citricultura é afetada por pragas e enfermida-
des, ocasionado danos na produção. O melhoramento genético 
tradicional permitiria obter materiais resistentes em cítricos; 
no entanto, é necessário identificar germoplasma com a resis-
tência necessária e identificar o híbrido entre as várias plân-
tulas nucelares que emergem da semente. Uma alternativa é o 
desenvolvimento de cítricos transgênicos resistentes e para isto 
se requer um protocolo eficiente de brotação adventícia. Neste 
trabalho se estudam as mudanças celulares e histológicas pro-
movidas por precursores de fitorreguladores e ativadores de 
divisão celular em segmentos internodais de limão persa (Ci-
trus latifolia) desde as primeiras etapas de morfogênese até a 
formação de brotações adventícios. Explantes estabelecidos em 
meio Murashige e Skoog suplementado com adenina, sulfato de 
adenina, ácido-4-fluorofenoxiacético (4-FAA) e triacontanol; 

semilla no es posible y la ob-
tención de brotes adventicios 
mediante segmentos internoda-
les, además de presentar una 
excesiva contaminación por 
hongos y bacterias in vitro. 
Los protocolos que funcionan 
para otros cítricos no funcio-
nan para C. laifolia. Los in-
ductores de la brotación ad-
venticia tales como adenina, 
sulfato de adenina, triaconta-
nol y ácido-4-fluorofenoxiacé-
tico (4-FAA) han favorecido 
organogénesis adventicia en 
Picrorhiza scrophularif lora, 

Cichorium intybus L., Bixa 
orellana, Costus speciosus, 
Salvia officinalis, Arachis hy-
pogaea, Malus doméstica, 
Cerasus fruticosa, Ipomea 
batatas, Phraggmites commu-
nis, Allium cepa (Tanikawa 
et  al., 1996; Tanikawa et  al., 
1998; Tantos et  al., 2001; 
Malaabadi et  al., 2005; 
Grzegorczyk et al., 2006; Luo 
et  al., 2006; Nandagopal and 
Ranjitha 2006; Bantawa et al., 
2009; Parimalan et  al., 2009; 
Kamata et  al., 2011; Verma 
et  al., 2011; Lee et  al., 2012), 

pero en cítricos no se conoce 
el efecto de estos inductores. 
Estudios histológicos realiza-
dos en algunos cítr icos 
(Citrus sinensis, Troyer citran-
ge y Carrizo citrange) repor-
tan modificaciones en los teji-
dos del explante, particular-
mente en el cambium vascular 
(García-Luis et  al., 1999; 
Almeida et  al., 2003; Peña 
et  al., 2004; Almeida et  al., 
2006; Tavano et  al., 2009). 
Bajo el supuesto de que hay 
inductores de la brotación no 
probados en C. latifolia, en el 

presente trabajo se estudian los 
cambios histológicos y morfo-
génicos inducidos por adenina, 
sulfato de adenina, 4-FAA y 
triacontanol en segmentos in-
ternodales de C. latifolia pro-
venientes de campo.

Materiales y Métodos

Muestreo de material vegetal 
y establecimiento in vitro

En los meses de marzo y 
abril de 2012 (primavera) se 
colectaron varetas jóvenes de 
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árboles adultos (10 años) de 
limón persa de las localidades 
de Las Palmas, Nayarit 
(21°40’N, 105°19’O) y 
Martínez de la Torre, Veracruz 
(20°02’N, 97°05’’O), México. 
Se retiraron espinas y hojas, se 
lavaron con agua y jabón anti-
bacterial líquido (salvo®), y 
posteriormente se probaron 
tres compuestos para la desin-
festación: Kasumin® (1ml·l-1), 
Preservative for Plant Tissue 
Culture Media (PPM®) (1ml·l-

1) y Agry-Gent Plus® (0,5g·l-1) 
por 12h. Las varetas se disec-
taron en segmentos de 5cm y 
se desinfectaron con etanol 
70% en agitación (250rpm) por 
3min, una solución de hipoclo-
rito de sodio comercial (clora-
lex®) al 20% (v/v) durante 
20min en agitación (250rpm) 
y, finalmente, se lavaron tres 
veces con agua destilada esté-
ril. Se establecieron segmentos 
internodales de 1cm, un seg-
mento por tubo de ensayo, con 
el extremo basal en contacto 
con el medio de cultivo base 
(Murashige and Skoog, 1962) 
suplementado con tiamina HCl 
2mg·l-1; piridoxina HCl 2mg·l-1; 
glicina 0,4mg·l-1; ácido nicotí-
nico 1mg·l-1; mioinositol 
100mg·l-1; pantotenato de cal-
cio 5mg·l-1; PPM 1mg·l-1; 3% 
de sacarosa y 0,7% de agar-
agar (Merk), ajustando el pH a 
5,7 con NaOH 1M. Se proba-
ron cuatro tratamientos que 
fueron adicionados al medio 
base: a) 0,2 mg·l-1 ácido-4- 
fluorofenoxiacético (4-FAA); b) 
100mg·l-1 adenina; c) 100mg·l-1 
sulfato de adenina; y d) 
4,9mg·l-1 triacontanol, 2mg·l-1 
BAP y 0,0089mg·l-1 AIA. Los 
explantes establecidos se colo-
caron en un cuarto de incuba-
ción a 30 +2°C con fotoperio-
do de 16h de luz (blanca, fría 
y con una intensidad lumínica 
de 35-50µmol·m-2·s-1). Los sub-
cultivos se realizaron cada 30 
días. Se establecieron explan-
tes procedentes de Nayarit y 
Veracruz con 100 repeticiones 
por tratamiento, la unidad ex-
perimental fue un explante.

Análisis histológico

Se muestrearon t res seg-
mentos internodales por trata-
miento, 10 días después del 

establecimiento (DDE) de 
cada experimento. Cada ex-
plante se cortó longitudinal-
mente para obtener dos mita-
des con una navaja doble filo 
y se fijaron por 48h en solu-
ción FAA (10% formaldehído, 
50% etanol, 5% ácido acético 
glacial y 35% agua). Se deshi-
drató gradualmente en etanol 
y xileno, y se incluyó en pa-
rafina. En un fragmento de 
cada explante se realizaron 
cortes longitudinales y en el 
otro fragmento cortes transver-
sales, de 15µm, con un micró-
tomo rotatorio (American 
Optical modelo 820).

Las secciones obtenidas se 
tiñeron con safranina ‘O’ sali-
na (0,05% safranina ‘O’, 2% 
NaCl y agua) y verde fijo FCF 
(0,12% de verde fijo FCF en 
etanol 95%) según Zavaleta 
et  al. (2003). Las observacio-
nes se realizaron en un mi-
croscopio Axioscop 2 Plus con 
cámara Axicam Mrc 5 (Carl 
Zeiss, Alemania).

De las preparaciones obteni-
das se eligieron 2 laminillas 
por cada repetición para un 
total de 16 cortes. Con la fina-
lidad de analizar diferentes 
regiones del explante, se estu-
diaron cor tes discontinuos 
identificados por su posición 
en 3, 7, 11 y 15, y se estanda-
rizó el análisis de dos campos 
visuales por corte, analizando 
un total de 60 cortes y 120 
campos visuales por tratamien-
to por experimento.

Variables evaluadas

Las variables histológicas 
evaluadas fueron 14: 1) ancho 
de xilema secundario interfas-
cicular, medida desde cam-
bium vascular hasta el ele-
mento traqueal más interno de 
la región interfascicular 
(AXIF); 2) ancho de xilema 
fascicular (primario más se-
cundario), medido desde cam-
bium vascular hasta el ele-
mento traqueal más interno 
del xilema primario (AXF); 3) 
número de elementos traquea-
les en xilema fascicular, me-
didos desde cambium vascular 
hasta el último elemento tra-
queal en la zona vascular 
(TXF); 4) ancho de f loema, 
desde las f ibras de f loema 

primario hasta cambium vas-
cular (AF); 5) ancho de corte-
za externa, medido desde la 
epidermis hasta las fibras de 
floema primario (AC); 6) diá-
metro de elementos traqueales 
de xilema fascicular, células de 
vasos seleccionadas al azar 
(DTXF); 7) diámetro de célu-
las de corteza, células de pa-
rénquima seleccionadas al azar 
en la zona media de la corteza 
(DCC); 8) diámetro de células 
de médula, células de médula 
seleccionadas al azar en la 
zona próxima al xilema 
(DCM); y 9) brotes adventi-
cios, identificación de meriste-
mos y trazas foliares en la 
periferia del corte (BA). Para 
cortes longitudinales las varia-
bles evaluadas fueron: 10) an-
cho de corteza, medido desde 
la epidermis hasta floema, en 
la par te superior del cor te 
(AC), 11) índice de dilatación 
del cambium y floema, medi-
do desde el cambium a las fi-
bras de f loema en la par te 
distal del explante (DCF); 12) 
altura de callo, tejido que so-
bresale del explante, el cual 
fue medido desde la superficie 
del corte hasta el punto más 
alto del callo (AlCa); 13) me-
ristemoides, conjunto de célu-
las pequeñas agrupadas, con 
alta actividad mitótica, con 
núcleos prominentes y cito-
plasma denso (M) y 14) meris-
temos en fila, células en fila, 
resultado de divisiones perpen-
diculares al eje longitudinal 
del explante (MF). Se utilizó 
el analizador de imágenes 
AxionVision Le Rel 4.3.

En aquellas variables donde 
se requirió medir células indi-
viduales (diámetro de elemen-
tos de vaso, corteza y médula) 
se tomaron tres medidas por 
campo visual.

Análisis estadístico

Todas las variables fueron 
analizadas estadísticamente, 
excepto los meristemos en fila, 
que son variables cualitativas. 
Para el análisis las variables 
(excepto altura de callo y pun-
tos meristemáticos) fueron so-
metidas a una homogenización 
de datos, para asociar los cam-
bios al efecto del compuesto 
utilizado independientemente 

del tamaño inicial del explan-
te; para ello se eliminaron 
máximos y mínimos en cada 
repetición. El resto de los va-
lores (µm) se dividieron entre 
¼ de diámetro del explante 
(µm), se promediaron los datos 
y se diseñó una matriz que fue 
analizada mediante el paquete 
estadístico SAS System ver-
sión 9.0 bajo un diseño experi-
mental completamente al azar 
(ANOVA). Por lo anterior, los 
resultados estan expresados en 
términos relativos. La compa-
ración de medias se realizó 
con la prueba de Tukey 
(α=0.05). Adicionalmente se 
realizó un análisis de correla-
ción mediante el coeficiente de 
correlación de Pearson y se 
calculó el área bajo la curva 
de las variables ancho de 
floema, índice de dilatación de 
tejido vascular, altura de callo 
y formación de regiones meris-
temoides. El índice de dilata-
ción de tejido vascular se cal-
culó con la relación del DCF 
distal entre el DCF basal.

Resultados

Respuesta morfogénica de los 
explantes

Todos los tratamientos die-
ron origen a la formación de 
callo entre los 10 y 20 DDE 
en 75% de los explantes esta-
blecidos en los tratamientos 
con adenina, sulfato de adeni-
na y triacontanol. El callo fue 
turgente, compacto y de color 
verde rodeando la médula del 
explante (Figura 1A-C). Con el 
tratamiento de 4-FAA el callo 
se formó desde los 10 DDE en 
el 90-100% de los explantes, 
cubriendo totalmente la super-
ficie de corte y dando origen a 
un callo de mayor tamaño con 
respecto al resto de los trata-
mientos, turgente, color verde 
o blanco y de apariencia com-
pacta (Figura 1D).

Análisis histológico

La estructura original del 
explante (día 0) está caracteri-
zado por una epidermis unies-
tratificada formada por células 
pequeñas, cristales (drusas) 
subepidérmicos, una corteza 
de 20-23 estratos de células 
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parenquimáticas muy vacuola-
das y espacios intercelulares 
con glándulas oleaginosas de 
distribución aleatoria. El ex-
plante presentó crecimiento 
secundario con la presencia de 
un cilindro vascular continuo, 
un cambium vascular, xilema 
y f loema secundario. El 
floema primario estuvo carac-
terizado por la presencia de 
paquetes de fibras (Figura  2). 
El xilema secundario estuvo 
compuesto elementos de vaso 
y fibras, ocupando un diáme-
tro 400 ±58µm en corte trans-
versal. Las células de la médu-
la fueron de parénquima polié-
dricas, con algunos espacios 
intercelulares y de gran tama-
ño (2,04) en la parte central 
(Figura 2B). En cortes longitu-
dinales se observaron los mis-
mos tejidos, pero se corroboró 
la forma isodiamétrica de las 
células de la corteza y médula 
(Figura 2C).

La repuesta morfogénica se 
inició en todos los tratamien-
tos a los 10 DDE. Los princi-
pales cambios estructurales 
observados en el medio suple-
mentado con 0,2mg·l-1 de 
4-FAA (Figura  2D-F) se loca-
lizaron en la zona del cam-
bium vascular, en donde se 

identificó un aumento en el 
número de capas celulares 
debido a las divisiones tan-
genciales en el meristemo, 
produciendo una dilatación en 
la zona del f loema, región de 
la cual se formó tejido de ca-
llo que se extendió sobre el 
explante (Figura  2F). El au-
mento del tamaño del callo se 
produjo a partir de divisiones 
anticlinales de la corteza. El 
xilema y la médula no pare-
cen contribuir a la formación 
de callo.

Con el tiempo los cambios 
histológicos aumentaron; en la 
zona del cambium continuaron 
las divisiones periclinales, oca-
sionando engrosamiento en 
esta región (18 a 24 capas de 
células), hubo mayor dilatación 
del tejido vascular y aumento 
en el tamaño del callo. Todos 
los tratamientos indujeron la 
formación de callo. El trata-
miento que promovió los ma-
yores cambios celulares fue 
4-FAA (Figura  2E, F), en el 
cual también se observó activi-
dad mitótica en la región cor-
tical, principalmente en la re-
gión cercana al f loema, pro-
moviendo un aumento de ta-
maño del callo. Dentro de los 
cambios más importantes 

Figura 2. Segmentos internodales de Citrus latifolia, usado como explan-
te para la inducción de organogénesis a los 0 (A-C) y 20 DDE en medio 
MS suplementado con 0,2mg·l-1 de 4-FAA (D-F). Vista general de los 
explantes (A, D), cortes transversales (B, E) y cortes longitudinales (C, 
F). En E y F se aprecia aumento en el número de capas celulares (fle-
chas) en la región del cambium y corteza interna, los cuales dieron 
origen a la formación de callo (F). El xilema y médula no mostraron 
cambios. e: epidermis, c: corteza, f: f loema, rc: región del cambium, 
x:  xilema, m: médula y ca: callo. Barras= 200µm.

Figura 3. Regiones meristemoides en el callo producido con 4-FAA a los 
20 DDE, donde se muestra la formación de regiones meristemoides 
(flechas) y meristemos en fila (mf). Barras= 100µm (A) y 50µm (B).

Figura 1. Formación de callos en segmentos internodales de limón persa 
a los 20 DDE en medio MS bajo el efecto de A: triacontanol, B: sulfato 
de adenina, C: adenina, y D: 4-FAA.

inducidos por 4-FAA estuvo la 
formación de meristemoides a 
partir de los 20 DDE, distri-
buidos predominantemente 
(70%) en la periferia del callo 
(Figura  3). Los meristemoides 
son agrupamientos concéntri-
cos de células meristemáticas 
de forma isodiamétrica, pare-
des delgadas, núcleos 

prominentes y citoplasma den-
so. Los meristemoides también 
se identificaron en los trata-
mientos de sulfato de adenina 
y adenina pero en menores 
porcentajes (1-2%). El aumento 
de tamaño del callo en altura 
se debió principalmente a la 
diferenciación de meristemos 
en f ila provenientes de la 
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TABLA I
EFECTO DE ADENINA (A), TRIACONTANOL (T), SULFATO DE ADENINA (SA) 

Y 4-FAA EN EXPLANTES DE LIMÓN PERSA DE DOS PROCEDENCIAS

Variables
Nayarit (marzo) Veracruz (abril) 

Tes A T SA 4-FAA Tes A T SA 4-FAA
AXIF * 7,2 a 7,7 a 12,7 a 7,9 a 7,3 a 12,5 a 7,9 a 8,2 a 12,7 a 6,8 a
AXF * 12,3 a 12,9 a 18,5 a 13,0 a 12,0 a 19,0 a 12,6 a 11,5 a 16,0 a 11,8 a
TXF * 0,8 a 0,9 a 1,2 a 0,8 a 0,7 a 1,2 a 0,7 a 0,7 a 1,0 a 0,7 a
AF * 11,7 a 17,0 a 14,7 a 16,8 a 13,5 a 11,5 b 11,9 b 20,7 b 25,0 a 11,7 b
AC * 20,1 a 27,6 a 26,4 a 24,4 a 24,0 a 20,6 a 20,4 a 26,5 a 21,5 a 22,3 a
DTXF * 1,7 a 2,1 a 2,00 a 1,7 a 1,5 a 1,9 a 1,7 a 1,7 a 2,0 a 1,6 a
DCC * 2,2 a 2,8 a 2,8 a 2,6 a 1,8 a 2,5 a 2,3 a 2,6 a 2,1 a 1,8 a
DCM * 2,5 a 3,1 a 2,9 a 3,0 a 2 a 2,8 a 2,8 a 3,1 a 2,5 a 2,4 a
BA ** A A A A A A P A A A
AC * 24,2 a 28,3 a 30,2 a 28,4 a 27,4 a 32,6 a 20,9 a 28 a 24,8 a 20,4 a
DCF * 1,1 c 1,4 a b 1,3 a b 1,2c 1,4 a 1,2 b 1,4 b 1,7 b 1,4 b 2,1 a
AlCa - 141,8 b 313,7 a b 44,9c 843,4 a - 342,9 b 419,0 b 404,1 b 757,4 a
M * - 0,1 b 0,0 b 0,1 b 7,4 a - 0,0 b 0,0 b 0,0 b 7,6 a
MF ** A A A A P A A A A P

* Variables que representan el promedio de 240 cortes. AXIF: ancho de xilema secundario interfascicular, AXF: ancho de xilema fascicular, TXF: 
número de elementos traqueales en xilema fascicular, AF: ancho de floema, AC: ancho de corteza externa, DTXF: diámetro de elementos traqueales 
de xilema fascicular, DCC: diámetro de células de corteza, DCM: diámetro de células de médula, BA: brotes adventicios, AC: ancho de corteza, 
DCF: índice de dilatación del cambium y floema, AlCa: altura de callo, M: meristemoides, MF: número de meristemos en fila.
** Variables cualitativas donde A: ausencia y P: presencia.
Valores con letras distintas en una fila son estadísticamente diferentes (α=0,05).

Figura  4. Corte transversal de 
brote adventicio de limón persa a 
los 20 DDE en medio MS suple-
mentado con adenina a 100mg·l-1. 
e: epidermis, tv: tejido vascular, 
ma: meristemo apical, f lechas: 
primordios foliares.

región del cambium, con pre-
dominio de divisiones tangen-
ciales sucesivas que formaron 
hileras (Figura  3). Es sabido 
que la brotación adventicia es 
el resultado de la interacción 
de varios factores (Marques 
et  al., 2011); en el presente 
trabajo se logró la formación 
de un brote en el tratamiento 
de adenina a los 20 DDE, pro-
veniente de células meristemá-
ticas del cambium; el nuevo 
brote desarrolló un meristemo 
apical y primordios foliares sin 
una diferenciación clara de te-
jido vascular (Figura 4).

A los 30 DDE en el trata-
miento de 4-FAA, continuó el 
aumento el volumen del callo 
por meristemos en fila, dila-
tación de la región del cam-
bium y floema, y aumento en 
el número de regiones 
meristemoides.

Con la finalidad de evaluar 
los cambios estructurales pro-
movidos por los compuestos 
usados en el presente estudio 
se analizaron 14 var iables 
cuyos resultados se muestran 
en la Tabla I. Las variables 
que most raron diferencias 
estadíst icas fueron: ancho 
relativo de f loema, índice de 
dilatación de tejido vascular, 
altura de callo y formación 
de regiones meristemoides. 
Estas variables indican una 

respuesta morfogénica al 
tratamiento.

Las cuatro variables involu-
cradas con la morfogénesis 
adventicia mostraron un incre-
mento en sus valores conforme 
transcurrían los días de eva-
luación. Se identificó una co-
rrelación positiva entre las va-
riables de ancho de f loema 
(AF) e índice de dilatación del 
cambium y f loema (DCF), 
mientras que en el resto de las 
variables no se encontraron 
correlaciones significativas.

Con la finalidad de identifi-
car el mejor tratamiento en 
las variables ancho de floema, 
índice de dilatación del tejido 
vascular y altura de callo, se 
realizó un análisis de área 
bajo la curva (ABC), el cual 
consiste en la incorporación 
de todos los datos mediante 
un análisis en el tiempo, que 
ar roja como resultado una 
gráfica en la que se generan 
diferentes áreas bajo la curva 
correspondientes a cada trata-
miento. De acuerdo a este 
análisis los mejores tratamien-
tos para las variables evalua-
das fueron sulfato de adenina 
y 4-FAA. El sulfato de adeni-
na modificó significativamen-
te (α=0,05) el ancho relativo 
del floema en los explantes de 
Veracruz, y el 4-FAA modifi-
có significativamente (α=0,05) 
el índice de dilatación de 

tejido vascular (Veracruz) y la 
altura de callo (Nayar it y 
Veracruz). Referente a la va-
riable de regiones meristemoi-
des ésta solo se presentó en el 
tratamiento con 4-FAA.

Discusión

El interés en inducir morfo-
genésis adventicia radica en 
que es uno de los principales 
factores limitantes que previe-
ne el desarrollo de tecnologías 
de transformación genética 
empleando Agrobacterium tu-
mefaciens y otros medios de 
transferencia de genes, ya que 
se requiere de células en de-
sarrollo para integrar el ADN 
foráneo en el genoma de la 
especie en cuestión. Tomando 
en cuenta la importancia de 
generar cítricos resistentes a 
plagas y enfermedades me-
diante ingeniería genética, se 
ha obtenido brotación adventi-
cia con semillas de cítricos 
tales como el naranjo dulce y 
citrange (Bond y Roose, 1998; 
Yu et  al., 2002 ; Peña et  al., 
2004), el naranjo agr io 
(Gutiér rez et  al., 1997; 
Ghorbel et  al., 2000; Palacios 
et  al., 2004; Román et  al., 
2005), pomelo, volkameriano 
y alemow (Palacios et  al., 
2004; Román et  al., 2005; 
Febres et  al., 2007) y limón 
mexicano (Román et  al., 

2005; Loeza et  al., 2011; Soler 
et  al., 2012). En los trabajos 
mencionados los brotes adven-
ticios se obtuvieron de plántu-
las provenientes de la germi-
nación in vitro de semillas. 
En naranja Washington Navel, 
Bond y Roose (1998) usan los 
embriones del 1% de la pobla-
ción de plantas que presentan 
semillas.

La regeneración de plántu-
las está inf luenciada por la 
especie, el genotipo, el ex-
plante, la planta madre de la 
que se obtiene el explante, el 
medio de cultivo, los regula-
dores de crecimiento (concen-
tración e interacción), las con-
diciones de crecimiento 
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(temperatura, fotoperiodo). En 
resumen, el fenómeno es mul-
tifactorial, por lo que definir 
el protocolo de laboratorio 
requiere tiempo. Petri et  al. 
(2005) mencionan que los ár-
boles frutales son de los más 
recalcitrantes en producir bro-
tes adventicios; estos autores 
desarrollaron un protocolo con 
hojas de durazno empleando 
pulsos y diferentes días de 
exposición en ANA y 2,4-D, 
en interacción con las polia-
minas putrescina y espermidi-
na e inhibidores de etileno 
como tiosulfato de plata (STS) 
y aminoetoxyvinyl glicina 
(AVG). En el presente trabajo 
al establecer segmentos inter-
nodales de limón persa in vi-
tro, provenientes de árboles 
maduros de campo, se logró 
la obtención de brotes adven-
ticios en un bajo porcentaje 
(1%), aun con el uso de 
4-FAA, sulfato de adenina, 
adenina y triacontanol, com-
puestos que han promovido 
exitosamente la organogénesis 
adventicia en otras especies, 
como son los casos de Bixa 
orellana (Parimalan et  al., 
2009), Picrorhiza scrophyla-
riif lora P. (Bantawa et  al., 
2009), Cichorium intybus L. 
(Nan-dagopal and Ranjita, 
2006) y Ipomea batatas L. 
(Luo et  al., 2006).

Para la regeneración de plán-
tulas a partir de explantes como 
epicotílos y segmentos interno-
dales se requiere de la interac-
ción de varios factores a fin de 
inducir una respuesta favorable 
(Gutiérrez et  al., 1997; García-
Luis et  al., 1999; Yu et  al., 
2002; Peña et  al., 2004). 
Ramesh et  al., (2005) afirman 
que el uso de sulfato de adenina 
en concentraciones superiores a 
80mg·l-1 no induce una respues-
ta organogénica. En el caso de 
triacontanol y 4-FAA, la res-
puesta varía dependiendo de la 
especie, en algunas especies le-
ñosas el triacontanol logró indu-
cir microplántulas a partir de 
segmentos nodales (Tantos 
et  al., 2001), mientras que en 
frijol no promueve ningún cam-
bio (Mukeshimana et al., 2012); 
en contraste, favorecen la for-
mación de callo y brotación 
adventicia en Allium cepa a 
partir de semillas en 

suspensión e Ipomea batata a 
partir de peciolos (Tanikawa 
et  al., 1998; Luo et  al., 2006; 
Kamata et al., 2011).

En estudios previos en cí-
tr icos se ha observado que 
los brotes adventicios provie-
nen de células parenquimáti-
cas del callo, el cual se origi-
na a partir de intensas divi-
siones periclinales de la re-
gión del cambium en respues-
ta del estímulo hormonal del 
medio de cultivo (García-Luis 
et  al.,  1999; Peña et  al., 
2004; Almeida et  al., 2006). 
Estos resultados indican que 
ante la presencia de ciertos 
compuestos las células se 
vuelven competentes y capa-
ces de reaccionar para indu-
cir regeneración y formación 
de brotes en explantes de 
naranja dulce y citrange. En 
forma similar a otros cítricos, 
en limón persa, la formación 
de callo en todos los trata-
mientos fue a partir de divi-
siones periclinales de células 
del cambium, debido a la to-
tipotencialidad de estas célu-
las, que tienen la capacidad 
de dividirse e iniciar morfo-
génesis bajo condiciones de 
cult ivo adecuadas (Peña 
et  al., 2004; Almeida et  al., 
2006). Aunque en todos los 
medios de regeneración pro-
bados se observó la forma-
ción de callo, fue el t rata-
miento con 4-FAA y adenina 
donde se presentó una mayor 
desdiferenciación y formación 
de un brote advent icio 
respectivamente.

Algunos autores mencionan 
que compuestos de tipo auxí-
nico son prácticamente innece-
sarios en el medio de cultivo 
para inducir morfogénesis en 
cítricos, ya que tiene un efecto 
marginal comparado con las 
citocininas, principalmente 
BAP (García-Luis et  al., 1999; 
Almeida et  al., 2003; Tavano 
et  al., 2009). Sin embargo en 
este estudio, en presencia de 
4-FAA al que se atribuye un 
efecto tipo auxina, se identifi-
caron cambios morfogénicos 
tales como la formación de 
meristemos en fila que aumen-
taron el tamaño del callo, re-
giones meristemoides localiza-
das y disminución en el tama-
ño de células de cor teza 

resultado de la activa división 
celular. Estas respuestas pudie-
ron estar asociadas al uso de 
auxinas y citocininas en el 
medio las cuales, solas o com-
binadas, pueden inducir cam-
bios celulares y organogénesis 
adventicia de acuerdo a varios 
autores (Peña et al., 2004; Luo 
et  al., 2006; Lee et  al., 2012). 
Otro factor determinante es la 
concentración de fitohormonas 
endógenas en sectores especí-
ficos (basal) del explante, que 
actúan sinérgicamente en la 
formación de callo y brotes 
adventicios en diferentes espe-
cies, jugando un papel muy 
importante en la competencias 
de células para la transforma-
ción en cítricos (Peña et  al., 
2004). A los 20 DDE en el 
medio de cultivo, las células 
han respondido a la presencia 
del inductor produciendo re-
giones meristemoides, por lo 
que a este tiempo procedería 
cambiar de medio de cultivo 
para inducir la brotación.

A los 20 DDE en el medio 
de cultivo las células respon-
dieron a la presencia de los 
compuestos precursores de fi-
tohormonas, produciendo re-
giones meristemoides; sin em-
bargo, estas no lograron dife-
renciarse en brotes adventicios 
posiblemente porque hizo falta 
un estímulo adicional para in-
ducir el cambio en las células. 
Probablemente, después de los 
20 días de que los segmentos 
internodales permanezcan en 
presencia de 4-FAA (0,2mg·l-1) 
sería recomendable cambiarlos 
a un medio de cultivo que 
contenga reguladores del creci-
miento principalmente citocini-
nas asociadas con la inducción 
de la brotación.

En limón persa no se había 
estudiado el uso de inductores 
de brotación inusuales, como 
adenina, sulfato de adenina, 
triacontanol y 4-FAA para in-
ducción de brotes adventicios.

Conclusiones

El estudio histológico y 
análisis estadístico permitió 
estudiar y analizar los cam-
bios en células y tejidos, pro-
movidos por 4-FAA, adenina, 
sulfato de adenina, triaconta-
nol, BAP y AIA en las 

concentraciones y combinacio-
nes propuestas, en explantes 
internodales de C. latifolia. 
Se identificaron cuatro varia-
bles involucradas directamente 
con la morfogénesis: presencia 
de meristemoides, ancho rela-
tivo de floema, índice de dila-
tación de tejido vascular, altu-
ra de callo y formación de 
regiones meristemoides.

Para futuros trabajos se pro-
pone el uso de explantes adicio-
nales como hojas y ápices de 
arboles jóvenes mantenidos en 
condiciones controladas de sani-
dad y nutrición de invernadero.

Este es el primer reporte 
del uso de adenina y 4-FAA 
para la inducción de meriste-
moides y brotes adventicios 
en explantes internodales de 
limón persa (Citrus latifolia) 
provenientes de árboles adul-
tos de campo.
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