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En el departamento de Sucre, la produccion principal de limon criollo (Citrus
aurantifolia) estd basada en la explotacion artesanal en huertos no
tecnificados y con problemas fitosanitarios. Como propuesta de solucion se
aplic6 un método de micropropagacion in Vitro mediante la técnica de
segmentos nodales. Semillas de Citrus aurantifolia fueron previamente
seleccionadas y desinfectadas en una solucion de NaClO 3% por 10 minutos,
luego de la eliminacion de la testa se sometieron nuevamente a diferentes
concentraciones de NaClO (0.5, 1.0 y 1.5 %) por 5, 10 y 15 minutos, para
finalmente sembrarlas en camara humeda para su germinacioén, luego de 21
dias se observé un porcentaje de desinfeccién del 100 % para todos los
tratamientos incluyendo el control, determinando que la desinfeccion previa
fue suficiente para garantizar la asepsia de los explantes. Las plantulas
fueron transferidas a un medio de cultivo basico (Murashige & Skoog) y al
cabo de un mes mostraron un desarrollo fisiolégico normal que evidencio su
adaptacién al establecimiento in vitro. Posteriormente en un ensayo de
multiplicacion y enraizamiento se evalué el efecto de ANA (0.5, 1.0y 1.5
mg/L) y de kinetina (1.0, 2.0 y 3.0 mg/L) adicionados al medio de cultivo M&S
en el que se sembraron segmentos nodales provenientes de las plantulas
establecidas in vitro y al cabo de un mes se observd que los explantes
testigo presentaron un crecimiento mayor de la longitud del brote y un mayor
namero promedio de nudos que los sembrados en medios suplementados
solo con kinetina. Con respecto al enraizamiento de los explantes se observé
que el medio suplementado con ANA 0.5 mg/L permiti6 un crecimiento
significativamente mayor de la longitud de la raiz principal en comparacion

con los demaés tratamientos.

ABSTRACT
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In the state of Sucre, the main production of creole lemon (Citrus aurantifolia)
is based on the handmade exploitation in orchards non technificated and with
phytosanitary problems. As solution proposal a method of in vitro
micropropagation was applied, through of the technique of nodal segments.
Seeds of Citrus aurantifolia were previously selected and disinfected in a
solution of NaClO 3% by 10 minutes, after the elimination of the head they
underwent different concentrations of NaClO again (0.5, 1.0 and 1.5 %) for 5,
10 y 15 minutes. Then the seeds were sowed in humid camera for their
germination, after 21 days a percentage of disinfection of 100 % was
observed for all the treatments including the control, determining that the
previous disinfection was enough to guarantee the asepsis of the explants.
The plantlets were transferred to a medium of basic culture (Murashige &
Skoog) and after one month they showed a normal physiologic development
that evidenced their adaptation to the establishment in vitro. Later on in an
assay of multiplication and rooting, was evaluated the effect on ANA (0.5, 1.0
y 1.5 mg/L) and of kinetine (1.0, 2.0 y 3.0 mg/L) added to the medium of
culture M&S in which nodal segments coming from the established plantlets
were sowed in vitro. After one month be observed that the explants witness
presented a bigger growth of the longitude of the bud and a biggest number
average of knots that the cultured in medium alone added with kinetine. With
regard to the rooting of the explants it was observed that the medium added
with ANA 0.5 mg/L allowed a growth of longitude of the main root significantly
bigger than in comparison with the other treatments.

INTRODUCCION
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Las limas acidas dentro de las cuales se encuentra el limon criollo (Citrus
aurantifolia) son los citricos de mayor mercado en Colombia y no hay
diferencias sociales ni econémicas para su consumo?!. En la regién de la
costa Atlantica existen todos los requerimientos agroclimaticos favorables
para la explotacién del cultivo del limon criollo o limén pajarito, citrico que en
los ultimos afios ha recobrado gran importancia por su consumo en estado
fresco, y su incrementada popularidad en diversos sectores de la poblacion
que tienden a consumir productos ricos en vitaminas y fibras 2. Sin embargo
el cultivo de este citrico se centra principalmente en los departamentos de
Tolima (74.5% del total de la produccibn acumulada en el periodo
comprendido entre 1999 y el 2003), mientras que los demas departamentos
se ven representados con un porcentaje de participacion muy inferior.
Ademas, tanto en el ambito nacional como el regional la falta de
investigaciones y aplicacion de las técnicas adecuadas de cultivo marca la
diferencia en la produccioén citricola: En los cultivos tecnificados se pueden
obtener rendimientos muchisimo mayores en comparacion con los cultivos
tradicionales. Esta dualidad del sector citricola impide que exista una masiva
produccion general uniforme, de modo que se recurre a la importacion del

producto principalmente desde Ecuador?.

El departamento de Sucre no participa significativamente en la produccion
regional de limones y la situacién actual de explotacion es pobre debido a
que la mayoria de la produccion corresponde a cultivos aislados no
tecnificados enfrentados muchas veces a problemas fitosanitarios y falta de
material vegetal disponible, adecuado y oportuno, y soOlo existe en la
actualidad un cultivo permanente de limon criollo ubicado en el municipio de
Tolu (finca Tordecilla), el cual tiene un area plantada de 8 hectareas que
generan un rendimiento de 7 ton/ha destinada al comercio en los mercados

internos del departamento. Este rendimiento es considerablemente bajo

18



comparado con el promedio de 16.4 ton/ha producidas en el departamento
del Atlantico?.

Mediante la aplicacion de técnicas de Biotecnologia vegetal, en este trabajo
se pretende contribuir a la tecnificacién del cultivo de limén criollo en el
departamento de Sucre y facilitar la produccion comercial de alta calidad de
plantas de limén criollo requeridas para suplir las necesidades internas de
consumo Yy extender la produccién con fines de exportacion. El
establecimiento in vitro de plantulas de Citrus aurantifolia a partir de semillas
limita considerablemente la transmisién de virus y viroides a los embriones,
asi como la variabilidad genética propia de la reproduccién sexual ya que
éstas producen plantas que replican las caracteristicas de la planta
progenitora debido a su alto grado de poliembrionia®. Ademas su
micropropagacion por segmentos nodales también garantiza la conservacion
de caracteristicas deseables uniformes dentro de la poblacién clonal de
plantulas. Por lo tanto la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro ofrece
numerosas ventajas en la mejora de la produccion del material vegetal y de
esta manera se constituye en el primer paso hacia la implementacién del
paquete tecnolégico indispensable para asegurar una produccién uniforme y
de alta calidad que pueda garantizar y avalar las expectativas que cubre el

potencial del cultivo de los citricos en Colombia.

19



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Producir plantulas de limén criollo (Citrus aurantifolia), mediante la técnica de
micropropagacion por segmentos nodales a partir del establecimiento in vitro

de explantes provenientes de semillas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la metodologia de desinfeccién de semillas de limon criollo
(Citrus aurantifolia), con base a la concentracion de hipoclorito de sodio y

el tiempo del tratamiento utilizado.

2. Obtener plantulas a partir de semillas de limon criollo (Citrus aurantifolia),

establecidas en camara humeda.

3. Evaluar el crecimiento de las plantulas en medio basico Murashige &
Skoog en etapa de establecimiento y seleccionar explantes asépticos.

4. Aplicar la técnica de micropropagacion de plantas mediante segmentos
nodales y evaluar el efecto de diferentes concentraciones de ANA (0.5,
1.0y 1.5 mg/L) y de Kinetina (1.0, 2.0 y 3.0 mg/L) en la multiplicacion y el

enraizamiento de los explantes.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 ANTECEDENTES

En el cultivo in vitro de citricos se han desarrollado numerosas técnicas de
micropropagacion, las cuales se constituyen en una herramienta fundamental
para la obtencion de material vegetal libre de virus. La mayoria de estos se
han enfocado en el sistema reproductivo de las plantas. Sin embargo,
estudios realizados han permitido la utilizacion de otras partes de la planta
como tallos, hojas, segmentos nodales y raiz mediante técnicas de
organogénesis directa e indirecta, y embriogénesis somatica entre otras con

resultados exitosos.

La técnica de embriogénesis somética ha sido ampliamente usada en el
cultivo in vitro de citricos y su aplicacién en programas de mejoramiento es
considerada como la clave del futuro para el mejoramiento genético en
frutales®. Mroginski et al (2002) llevé a cabo un estudio que permitié la
obtencién de plantas a través de esta técnica inducida en callos obtenidos
mediante el cultivo de nucelas en 3 variedades de Citrus sinensis,
determinando que la fuente de carbono utilizada (lactosa) tuvo una gran
influencia en la produccion de embriones somaticos y que el mayor
porcentaje de regeneracion de plantas citricas (20%) se logr6 cuando éstos
fueron subcultivados en medio MS con AGsz 2mg/L°.

La regeneracion de plantas a partir de segmentos de hojas, tallos y pétalos
por medio de organogénesis directa se constituye en una alternativa en caso
de requerir multiplicacion estrictamente clonal. La utilizacion de yemas junto
con una porcion de tallo es considerada un proceso mas de propagacion
rapida. Cada una de las yemas axilares de las hojas son idénticas a las del

apice del tallo y pueden ser aisladas para su desarrollo in vitro en un medio
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de cultivo constituyéndose en el método mas natural de propagacion

vegetativa in vitro®.

Gran parte de las investigaciones realizadas sostienen que sin duda existen
numerosos factores que ejercen una marcada influencia en el desarrollo de
las plantulas obtenidas a partir de técnicas de micropropagacion. Entre
muchos de estos factores se destaca la adicion de ciertos reguladores de
crecimiento al medio de cultivo, con el fin de mejorar o acelerar el proceso de
regeneracion in vitro. Moura et al verificaron el efecto de 6BAP y del corte
del explante sobre la organogénesis in vitro de Citrus sinensis y Citrus
limonia. Basandose en los resultados observados encontraron que el mayor
numero de yemas se obtuvo para una concentracion de 2.5 mg/L de BAP en
Citrus limonia y en el caso de C. sinensis, el mayor nUmero de yemas se
obtuvo para una concentracion de 1.0 y 2.0 mg/L de BAP. Asi mismo
lograron determinar que la organogénesis in vitro se vio favorecida por el

corte realizado en la mitad del explante’.

En la propagacion in vitro de Citrus reshni Host ex tanaka, Conde et al
desarrollaron un protocolo adecuado para lograr su multiplicacion masiva,
determinando que en la etapa de germinacion los mejores porcentajes de
germinacion (59%) se presentaron en el medio Ranga y Swami (1961). y en
la etapa de multiplicacion, el medio Murashige y Skoog, 1962 (MS),
suplementado con ANA 0.5 mg/l resultdé ser el méas eficaz en la formacion y
desarrollo de brotes, llegando a obtener plantulas aptas para su transferencia

a medios de enrraizamiento8.

Al-Khayrit y Abdulaziz (2001) aplicaron la técnica de micropropagacion por
segmentos nodales provenientes de arboles maduros en Citrus aurantifolia
utilizando el medio de cultivo Murashige Skoog suplementado con IBA

combinado con BAP y Kinetina obteniendo los mejores resultados en la
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formacién de brotes, (8 brotes por nudo) a partir de la combinaciéon 1 mg/L de
BAP y 0.5 mg/L de Kinetina. Referente a la concentracion de IBA
encontraron que éste tuvo poco efecto sobre la formacion de brotes. En la
fase de enraizamiento obtuvieron el maximo porcentaje de enraizamiento de

56% correspondiente a la concentracion de 1mg/L de IAA°.

Debido a las grandes pérdidas econdmicas ocasionadas por enfermedades
fungicas y viricas, en los paises de citricultura avanzada se esta realizando
una intensa lucha basada en los ultimos avances de biotecnologia vegetal
como son el cultivo de tejidos meristematicos, la utilizacion de plantas libres
de virus, la microinjertacibn de apices caulinares sobre patrones
desarrolladas en condiciones asépticas y la inoculaciéon de cepas benignas
del virus de la tristeza entre otras®. La aplicacion combinada de estas
metodologias ha permitido la propagacion rapida, en gran escala, de lineas
clonales de plantas sanas y de calidad. A nivel mundial esto ha permitido
obtener un incremento considerable en los rendimientos de muchos cultivos

Yy, en consecuencia, ha generado una creciente demanda de esta tecnologia.
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2.2 DISTRIBUCION DE LOS CITRICOS EN COLOMBIA

La poblacion citricola nacional esta distribuida en un 75% correspondiente a
naranja, 10% a mandarina y 15% a otras especies (toronjas y limas acidas),
la mayor parte de los cultivos se destina a naranja valencial®. Actualmente
existen en Colombia 4 regiones o nucleos geogréficos de produccién: Nucleo
Centro-Oriente, nucleo Sur-Occidente, nucleo de la Orinoquia y ndcleo de la
Costa Atlantica que comprende los departamentos de Atlantico, Bolivar,
Cesar, Sucre, Cérdoba, Magdalena y Guajira. En el anexo 1 se muestra
como en términos de superficie en conjunto de citricos los departamentos de
Cundinamarca, Valle y Santander presentan las mayores producciones de
citricos asociados, mientras que el departamento de Sucre alcanza el puesto
20 en la cadena nacional de productores de citricos asociados con una
participacion no significativa de 0% y un crecimiento muy pobre del 0%
durante el periodo 1992-20021.

Colombia presenta una posicion competitiva muy pobre, debido a que su
balanza comercial refleja su condicion también de importador importante del
producto muestra sin embargo, una tasa pequefia pero positiva de

crecimiento en exportaciones?.

2.3 AGROCLIMATOLOGIA DE LOS CITRICOS EN COLOMBIA

Dos factores son trascendentales y de caracter limitante en el desarrollo del
cultivo de los citricos: el clima y el suelo. El clima se encuentra determinado a
su vez por un conjunto de factores influyentes que varian en cierto grado
dependiendo principalmente de la ubicacion geogréfica. Las temperaturas
maximas y minimas que pueden resistir los citricos dependen de la especie,

la variedad, el estado del arbol, edad, sanidad y periodo vegetativo. Las
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temperaturas 6ptimas para el desarrollo de los citricos se han fijado entre los
23 y 34° C; por lo general, se estima que las necesidades de agua oscilan
entre 900 y 1200 mL anuales bien distribuidos. Se estima que en las zonas
tropicales los citricos pueden plantarse a altitudes entre 1 y 1800 msnm,
mientras que en zonas alejadas de los trépicos no se pasa de los 750 msnm.
La humedad relativa y los vientos ejercen especial influencia sobre la

produccion y la calidad del fruto!?!.

En general la capacidad de adaptacion de los citricos de limén a los
diferentes suelos es notable, pero se deben buscar suelos de textura gruesa,
profundos, ricos en nutrientes y con buena materia organica; la profundidad
efectiva no debe ser inferior a 1.5 metros, el pH 6ptimo se encuentra entre
5.5-6.5 y hasta 7. Los suelos aptos para el cultivo de citricos, segun su
textura estan comprendidos entre livianos y medios desde arenosos hasta

arcillo-arenosos. El pH mas conveniente para citricos esta entre 5y 6.52.

2.4 FITOPATOLOGIA DE LOS CITRICOS EN COLOMBIA.

A nivel de vivero los arboles citricos estan sujetos a ser afectado por muchos
problemas fitosanitarios, entre los cuales estan los causados por los insectos,
acaros, hongos, bacterias, nematodos, fitoplasmas, virus y viroides. La
problematica originada por estos organismos afecta la calidad y la cantidad
de la produccién por un lado y el vigor y la longevidad de los arboles. Entre
las principales enfermedades de citricos transmitidas por injerto de yema, y
presentes en Colombia estan el virus de la tristeza de los citricos (CTV), el
viroide Exocortis, el Virus Psorosis-A y el Blight o declinamiento de los
citricos, aunque ésta ultima no se transmite por injerto de yemas, si se
transmite por injerto de raices y tiene un comportamiento sistémico al afectar
los haces vasculares del tronco y convirtiéndola en una enfermedad de

importancia economica. Afortunadamente la citricultura colombiana hasta el
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momento esta libre de enfermedades causadas por fitoplasma como
Witches’broom, la bacteria Xylella fastidiosa, el “Greening” causado también
por otra bacteria del grupo fastidiosa y el cancer de los citricos cuyos efectos

a nivel mundial de todos estos organismos son devastadores®?.

2.5 ASPECTOS FISIOLOGICOS

Los citricos son especies de muy larga vida. La germinacion de la semilla es
hipogea es decir, los cotiledones permanecen subterrdneos. La temperatura
para que empiece a emerger la radicula oscila entre 9 y 38°C y varia con
cada cultivar. El numero de dias hasta la primera emergencia oscilan desde
aproximadamente 80 dias a 15-20°C, a Tan solo 14-30 dias para las
mayorias de los cultivares en el intervalo optimo de 30-35°C. La intensidad
de la luz no afecta a la germinacién o emergencia, pero las plantulas que se

desarrollan en la oscuridad son palidas y ahiladas®.

Las etapas de crecimiento de los arboles son: 1) Periodo de cultivo en vivero
(12 a 36 meses), que incluye la siembra de las semillas para la produccion de
portainjertos, el injerto y el crecimiento de los plantones. 2) Periodo no
productivo (2 a 3 afios); se realiza la plantacion y se desarrolla el sistema
radicular y la parte aérea; esta fase es improductiva porque las floraciones
son poco abundantes. 3) Periodo de entrada en produccién (5 a 7 afios), con
las primeras floraciones aparecen los primeros fructificaciones. 4) Periodo de
alta produccién (20 afios), el desarrollo vegetativo del arbol se estabiliza
porque éste consolida su energia para florecer, fructificar y renovar sus
ramificaciones, sus hojas y sus raices. 5) Periodo de envejecimiento, y 6)

Periodo de decrepitud?.
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Con referencia a la fecundacion de la flor, el grano de polen fertiliza el évulo
y genera un embrion normal o gamético; sin embargo puede ocurrir que al
mismo tiempo que se forma un embrién normal, de los tejidos nucelares que
rodea el saco embrional se desarrollen uno o mas embriones. Estos
embriones nucelares se forman de tejidos maternales sin la intervencion del
polen y por lo tanto tienen la misma constitucion genética de la planta madre.
Es corriente que los embriones nucelares al desarrollarse eliminen el embrion
normal. Esta forma de reproduccion tiene importancia especialmente en el

caso de los hibridos, que son muy frecuentes en los citricos!4.

2.6 TAXONOMIA DE LOS CITRICOS

Los principales géneros y especies comerciales de citricos pertenecen al
orden Geraniales, suborden Geraniieae y a la familia Rutaceae. La subfamilia
Aurantioideae, de la que forman parte los citricos verdaderos, presenta
caracteristicas inusuales debido a que tienen el fruto formado por bayas en
hesperidio con un Unico ovario agrandado, rodeado por una céscara coriacea
y que contiene vesiculas con zumos. En 1948, Swingle y mas tarde Reece
en 1967 desarrollaron un sistema taxondémico basado en 2 tribus, la
Clauseneae y la Citreae. La Citreae fue subdividida en 3 subtribus
Triphasiinae, Balsamocitrinae y Citrinae que contiene el grupo de 6 citricos
verdaderos que incluyen los géneros Citrus, Poncirus, Eremocitrus,
Microcitrus,Fortunella y Clymenia. El género Citrus es dividido por Swingle en
16 especies, entre las cuales se encuentran: Naranja dulce (Citrus sinensis),
limén comun (Citrus aurantifolia Swingle) y mandarina cleopatra (Citrus

rhesni) 15,
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2.7 DISTRIBUCION DE LA PRODUCCION MUNDIAL DE LIMAS Y
LIMONES.

Los principales productores de limas y limones, son México, India y
Argentina, con un acumulado para el periodo 1999-2003 de 20.5 millones de
toneladas, es decir el 36.9% del total mundial. Siguen en orden de
importancia las producciones de Iran, Espafa, Estados Unidos, Italia, Brasil y
Turquia, que en conjunto representan el 39.3% de la producciéon mundial
(21.8 millones de toneladas) segun el acumulado 1999-2003. Colombia no
reporta datos de limones en la FAO!. Ver anexo 2.

La informacién de limas y limones sobre comercio de limas y limones, con
frecuencia se agrupa en la categoria de limones sin distinguir entre ellos.
Dentro del grupo de limas y limones existen principalmente cuatro
variedades: Citrus limén eureka, Citrus lime latifolia, Citrus lime aurantifolia y
Citrus lime limetta. La Citrus lime aurantifolia, conocida también como limén
Mexicano, pajarito, key o limén criollo, que es un poco menos apreciada que
el limén tahiti porque tiene semillas?. Sin embargo, su alto grado de

poliembrionia le confieren grandes ventajas en su propagacion.

2.8 DISTRIBUCION DE LIMAS Y LIMONES EN COLOMBIA

La figura 1 muestra al Tolima como el principal productor de limén, con una
participacion de 74.5% en el total de la produccion acumulada en el periodo
1999-2003. Le sigue Atlantico 15.6%, Santander 5.8% y Antioquia con 3.6%.
En el 2003 los mayores rendimientos se presentaron en Santander con 25.0
Tm./Ha. por encima del promedio nacional que se situé en 16.3 Tm./Ha. El
mercado de limones y limas se encuentra en expansion y ofrece grandes
oportunidades para la produccién nacional tanto en fresco como en

procesado (jugo concentrado, aceite esencial destilado, terpenos, pectinas,
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acido citrico y cascara deshidratada). Igualmente las dificultades de acceso
para el producto en fresco en los mercados internacionales han hecho que
los productores nacionales se enfoquen en el mercado interno y por tanto se

amplie significativamente la oferta nacional.

Figura 1. Distribucion regional de la produccion nacional de limén

DISTRIBUCION REGIONAL DE LA PRODUCCION'
NACIONAL DE LIMON (Tna

ifantico

19%

Talima Sartander
TE% / 5o
,_______Dtrus
0%

Fuente: Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural.
1. Acumulado produceicn [Tm] 1338 - 2002
COtros corresponde a Cauca, Sucre, Cesar

2.8.1 VARIEDADES DE LIMONES DE IMPORTANCIA ECONOMICA.

Las variedades mas importantes de limones en Colombia son: Citrus latifolia
(limon tahiti), Citrus limonia (lima rangpur o limén mandarino) Citrus jambhiri
(limén rugoso) y Citrus aurantifolia var Swingle (Limén comudn, o limén

pajarito).

2.8.1.1 Citrus aurantifolia var Swingle (Limén comun, o limén pajarito).
Es un arbusto pequefio de tallo lefioso, de 3 a 8 m de altura con ramas
delgadas que poseen espinas cortas. El follaje es denso y consiste de hojas
pequefias de color verde palido, con puntas romas y que poseen peciolos

cortos. Al mismo tiempo lleva capullos florales, flores abiertas y frutos. Las
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flores son axilares, solitarias o en racimos, pétalos blancos, frutos de color
amarillo claro dorado, oval o eliptica de piel delgada lisa o rugosa, pulpa
abundante mas o menos acida®. Los frutos son muy pequefios (1 2 a 2
pulgadas) y de forma redondeada a oval. La cascara es muy lisa y de
apariencia correosa y de un color verdoso-amarillento cuando el fruto esta
maduro. La pulpa tiene el mismo color, jugosa, altamente acida y posee un
aroma caracteristico. Posee un numero moderado de semillas, que son

altamente poliembridnicas (Fig. 2).

El limén comun o criollo se define en el mercado colombiano como un liman,
pero se considera como una lima a nivel internacional. La recolecciéon de la
fruta producida por esos arboles es una actividad que ocupa muchos
campesinos, quienes son los responsables de la mayoria de la fruta

mercadeada en el pais!?.

Figura 2. Arbol y frutos de limon criollo

Fuente. Citado por Phillips et al, 19983
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2.9 PROPAGACION DE PLANTAS A TRAVES DE SEMILLAS

En la época en que las semillas se separan de la planta, la mayoria tienen un
contenido de humedad bajo, su metabolismo se encuentra a un nivel
reducido y no ocurre actividad aparente de crecimiento. En este estado seco
las semillas se pueden almacenar por largos periodos en especial para
transportarse a cualquier parte del mundo y usarse para propagacion en el
momento y las condiciones que escoja el propagador. La propagacion de
semillas implica el manejo cuidadoso de las condiciones y las instalaciones,
asi como del conocimiento de requerimientos de las especies de semillas. Su

éxito depende del grado en que sostengan las siguientes condiciones?'’.

2.9.1 POLIEMBRIONIA

Se conoce como poliembrionia el fenbmeno en el cual se forma mas de un
embrién en una semilla y que puede tener los siguientes varios origenes.
Mediante la embrionia adventicia o nucelar tan comun en los citricos,
mediante fisibn del embribn gamético y por la existencia de dos sacos
embrionarios en un mismo rudimento seminal. Mediante este tipo de
propagacion obtenemos plantas en las cuales queda reducida a un minimo la
variacion genética; razon por la cual se afirma que los individuos resultantes
son idénticos a la planta madre. Asi mismo, obtenemos plantas libres de
virus que no son propagados por semilla, recuperamos la juvenilidad de la
planta y finalmente se posibilita la propagacién de poliploides ya que por su

desbalance se hace dificil la propagacion sexual®®,

2.9.2 APOMIXIS

La apomixis puede definirse como la produccién de semillas sin previa

fecundacion, puede producirse por varios mecanismos Yy las semillas
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resultantes tienen solo el material genético de la madre. Puede requerir 0 no
de la polinizacion o de la germinacion del tubo polinico para dar inicio a la
formacion de semilla, pero nunca se produce la union sexual, siendo un
término mas especifico que el concepto de poliembrionia, que alude sélo a la
presencia de méas de un embrién en la semilla independientemente del origen
de los mismos?® Los embriones apomicticos o apogamicos se desarrollan en
algunas especies, notablemente en la mayoria de los citricos durante la

diferenciacion del nucellus.

2.10 MICROPROPAGACION.

Las tasas de multiplicacidn que normalmente se obtienen por yemas, injertos
0 esquejes son muy bajas y por lo general estos métodos tienden a
diseminar enfermedades sistémicas. Por medio de la micropropagacion se
pretende aumentar la tasa de multiplicacién y producir nucleos de plantas
libres de enfermedades?.

Las etapas en el proceso de micropropagacion incluyen las siguientes:

2.10.1 DESINFECCION.

Las plantas normalmente se encuentran contaminadas por microorganismos
que no son patdgenos bajo condiciones normales. Sin embargo, cuando el
tejido o el érgano es cultivado in vitro el crecimiento de los organismos limita
el desarrollo de las células?!. El objetivo principal de la desinfeccién es evitar
la contaminacion con microorganismos, aspecto basico que se debe tener en
cuenta para el éxito no solamente en el establecimiento del cultivo sino para

la posterior incubacién y manipulacién?°,

Diversos productos quimicos pueden emplearse para la desinfeccién, pero

deben usarse preferentemente aquellos que sean facilmente removidos para
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no provocar dafos al tejido. Para la desinfeccion del material vegetativo, se
utiliza comunmente hipoclorito de sodio y calcio siendo menos toxicas las
sales de calcio; sin embargo, el hipoclorito de calcio reacciona con el CO2 de
la atmdsfera, por lo tanto es quimicamente inestable. Otros productos como
el clorhidrato de mercurio han sido empleados a pesar de que se ha
observado que en semillas inhibe la germinaciéon?t. En algunos casos resulta
atil agregar algun agente tensoactivo como por ejemplo el Tween 20 0.01%-
0.1% pero puede ser innecesario en los procedimientos de desinfeccién que

incluyen un primer paso con etanol al 70%%.

2.10.2 ESTABLECIMIENTO.

La funcion de esta etapa es establecer el explante en el medio de cultivo e
inducir el desarrollo de brotes multiples para la multiplicacion posterior. Los
explantes se cultivan primero en un medio simple sin hormonas; el uso de

este tratamiento permite:

a) deteccion de explantes contaminados.

b) efectuar la seleccion de los brotes de crecimiento mas activos y
mas sanos para multiplicacion posterior.

c) efectuar un acondicionamiento de las plantulas a la luz y
temperatura. (se usan temperaturas de 20-27°C. Esta etapa dura
de 4 a 6 semanas).

2.10.3 MULTIPLICACION
La funcion es incrementar el nUmero de explantes para su enraizamiento
posterior hasta el estado de plantulas. Esta multiplicacion se repite con

intervalos regulares. La frecuencia de transferencia es importante. Si se

difieren la transferencia se presenta recuperacion lenta; es posible hacer
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transferencia de tres a cuatro semanas y deben hacerse cuando los brotes
empiecen a aumentar de longitud. El registro y analisis cronolégico de la
produccion de brotes, junto con las observaciones de sanidad resulta util

para determinar condiciones 6ptimas.

2.10.4 ENRAIZAMIENTO.

En la etapa anterior la planta esta acondicionada en un medio rico en
citoquinina para favorecer la proliferacion de los brotes mas bien que su
alargamiento. La iniciacion de la raiz se inhibe. En consecuencia, un cambio
principal en esta etapa es el cambio a condiciones favorables para la
iniciacién de raices y el alargamiento del tallo. En este medio de cultivo la
concentracion de citoquinina se reduce por completo y se aumenta la
provisién de auxinas. En este medio el explante puede pasar de dos a cuatro

semanas para permitir que se desarrollen las raices.

2.10.5 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo constituyen un elemento fundamental para el cultivo in
vitro de células, tejidos, protoplastos, anteras, y para lograr el desarrollo de
embriones, la organogenesis, la micropropagacion entre otros. Los medios
de cultivo tienen una serie de componentes generales y especificos cuya
presencia y concentracion estara en dependencia del objetivo que se persiga
en su utilizacion. Asi, los medios de cultivo pueden ser liquidos o tener un
soporte solido, tienen sustancias minerales, vitaminas aminoacidos,
azucares, fitohormonas, etc. También pueden contener por ejemplo extractos
naturales, segun su finalidad y debe quedar claro que no todos llevan un
complemento completo de todos los factores??. Los componentes del medio
de cultivo se dividen en minerales y organicos. Los primeros a su vez se

dividen en macroelementos como el carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno,
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fésforo, azufre, potasio, calcio y magnesio, y los oligoelementos o
microelementos que aunque son necesarios en menor cantidad, juegan un
papel esencial en los mecanismos enzimaticos como activadores o
constituyentes de las coenzimas. Los principales microelementos son: hierro,
cobre, zinc, manganeso, molibdeno, cobalto y boro?2. Dentro de los

componentes organicos se encuentran los siguientes:

2.10.5.1 Vitaminas. Son necesarias para llevar acabo una serie de
reacciones cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequefias
cantidades. Las vitaminas mas empleadas son: La tiamina (vitamina B1),
acido nicotinico (Niacina), piridoxina(vitamina B6), acido pantotenico, acido
folico, rivoflavina, vitamina E y mioinositol que no es propiamente una

vitamina si no un azucar-alcohol?®,

2.10.5.2 Aminoacidos. Ningun aminoacido es esencial para el crecimiento
de tejidos in vitro, sin embargo, existen varios que se han utilizados
experimentalmente. Los aminoacidos son una fuente inmediata de nitrogeno
al tejido y su asimilacion puede ser mas rapida que el nitrégeno inorganico
proporcionado por el medio. También pueden actuar como agentes
quelantes. Las funciones principales de los aminoacidos en sistemas in vitro
son: La glutamina y asparragina que son transportadores de nitrégeno; L-
arginina estimula raices; L-serina es empleada en cultivo de microsporas y

L-cisteina es un agente reductor?..

2.10.5.3 Azucares. Los tejidos y células cultivadas in vitro son ampliamente
heterotrofos con respecto al carbono debido a la ausencia o insuficiencia de
asimilacion clorofilica. Luego, resulta indispensable afadir azucares a los

medios de cultivo, siendo los dos mas utilizados la sacarosa y la glucosa.
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La concentracion optima del azacar en los medios de cultivo varia entre 20 -
80 g/L, en dependencia del tipo de cultivo, material vegetal, etc. Los
azucares presentan una accion metabodlica y energética. Otros autores
vinculan la necesidad de azucares con problemas osmoéticos o de un efecto

indirecto sobre el metabolismo de los reguladores enddégenos?3.

2.10.5.4 Fitohormonas. Bidwell en 1979, afirmé que las sustancias del
crecimiento son extraidas de los tejidos vegetales y las sustancias sintéticas
con efectos reguladores no pueden ser llamadas hormonas y por lo tanto
utilizara el término regulador del crecimiento vegetal o fitoreguladores?*.Se
conocen cinco grupos principales de hormonas vegetales o fitohormonas: las
auxinas, las citocininas, las giberelinas, el etileno y el acido abscisico, todas
ellas actian coordinadamente para regular el crecimiento en las diferentes
partes de una planta. A continuacion se describiran las caracteristicas

principales de los dos primeros grupos.

2.10.5.4.1 Auxinas. El término auxina fue utilizado por primera vez por Fritz
Went, quién descubrié que era posible que un compuesto no identificado
causara la curvatura de coleéptilos de avena hacia la luz. En la actualidad se
sabe que la auxina de Went es el acido indolacético (IAA) y algunos
especialistas en fisiologia vegetal aun hoy consideran sindbnimos al 1AA y
auxina. Las plantas contienen otros 3 compuestos que son estructuralmente
muy similares al IAA y provocan muchas mas respuestas que éste. Una de
ellas es el acido 4-cloroindolacetico (4-clorolAA) gue se encuentra en
semillas jévenes de algunas leguminosas. Otra, el &cido fenilacético (PAA),
esta difundido entre plantas y con frecuencia es mas abundante que el 1AA,
aungque es mucho menos activo para causar las respuestas tipicas del 1AA.

La tercera, el acido indolbutirico (IBA) es de mas reciente descubrimiento?®,
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Ciertos compuestos que solo sintetizan los quimicos también causan muchas
respuestas fisiologicas comunes al IAA y, en general, se les considera
auxinas. De ellos el &cido a-naftalenacético (NAA), el &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y el acido 2-metil-4-clorofenoxiacético (MCPA)

son los que mejor se conocen?.

La auxina se fabrica principalmente en los meristemas apicales de los brotes
y de alli se mueve a otras partes de la planta, siempre en direccion de tallo a
raiz (basipetal), donde produce diversos efectos fisiologicos: estimula la
elongacion celular, estimula la division celular en el cambium vy, en
combinaciéon con las citocininas, en los cultivos de tejidos, estimula la
diferenciacion del floema y del xilema, estimula el enraizamiento en esquejes
de tallo y el desarrollo de raices laterales en cultivo de tejidos, media en las
respuesta fototrépica y geotropica de las plantas. Inhibe el desarrollo de las
yemas laterales, dominancia apical, retrasa la senescencia de las hojas,
puede inhibir o promover (via estimulacion del etileno) la abscision de hojas y
frutos, puede inducir la formacion del fruto y su crecimiento en algunas

plantas y retrasa la maduracion de los frutos entre otras?3.

2.10.5.4.2 Citocininas. En 1955, tras experiencias previas realizadas con
ADN de esperma de arenque, Folke Skoog y Carlos Miller consiguieron
preparar por tratamiento térmico de ADN un compuesto, el 6-furfurilamino
purina, que promovia la divisiébn celular. Denominaron a esta sustancia
kinetina y llamaron a los reguladores que se incluian dentro de este grupo
citocininas, debido, como dijimos anteriormente, a su aparente implicacion en
los procesos de citocinesis, o division celular. La kinetina, que probablemente
no existe en las plantas de modo natural, tiene una estructura relativamente
simple, y los bioguimicos han sido capaces de sintetizar una gran variedad

de otros compuestos relacionados que se comportan como citocininas?3.
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Los efectos fisioldgicos producidos por las citocininas dependen del tipo de
citocinina y de la especie vegetal. En términos generales estimulan la division
celular, estimulan la morfogénesis (iniciacion de tallos/formacion de yemas)
en cultivo de tejidos, estimulan el desarrollo de las yemas laterales,
contrarresta la dominancia apical, estimulan la expansion foliar debido al
alargamiento celular, pueden incrementar la apertura estomatica en algunas
especies, retrasan la senescencia foliar al estimular la movilizacion de
nutrientes y la sintesis de clorofila, promueven la conversion de etioplastos
en cloroplastos via estimulacion de la sintesis de clorofila, también estan
implicados en la estimulacion de la pérdida de agua por transpiracion, la
eliminacién de la dormicion que presentan las yemas y semillas de algunas

especies entre otras funciones?3.

2.10.5.4.3 La relacion auxinal/citocinina. La relacion auxina/citocinina
regula la morfogénesis en cultivos de tejidos, alterando ligeramente las
concentraciones relativas de auxina y citocinina, los investigadores han
podido modificar el desarrollo de las células indiferenciadas de los cultivos de
tejidos. Una concentracion mas o menos igual de las dos hormonas, hace
que las células sigan indiferenciadas, formando masas de tejido llamadas
callos. Cuando la concentracion de auxina es superior, el tejido
indiferenciado organiza raices. Con una concentracion superior de citocinina,
se forman yemas. Con un cuidadoso equilibrio de las dos hormonas se

puede producir raices y yemas, y por lo tanto, una plantita incipiente?®.

2.10.6 CLASES DE MEDIO DE CULTIVO.

Diversos medios de cultivo son empleados para el establecimiento,

multiplicacion y enrraizamiento, donde podemos destacar el de Murashige y
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skoog (1962), Linsmaier y skoog (1965), Morel y Martin (1955), Anderson
(1978), medio para plantas lefiosas (WPM) 198122,

Cuadro 1. Composicion del medio basico para el establecimiento in
vitro (Murashige-Skoog 1962)

Constituyente Concentracion en el medio
mg/L

Sales minerales
NOsNH.4 1650
NOszK 1900
S04Mg.7H,0O 370
SO4Mn.HO 16.9
S04Cu.5H,0 8.6
Cl,Ca.2H,0 0.025
IK 0.83
Cl,Co0.2H,0 0.025
PO4KH; 170
BO3H3 6.2
SO4Fe.7H20 27.85
EDTA Naz 37.25
Sustancias organicas
Sacarosa 30000
Tiamina 0.1
Mioinositol 100
Compuestos complejos
Bacto-Agar 7000-8000
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3. METODOLOGIA

3.1 DISENO EXPERIMENTAL.

Las muestras utilizadas en esta investigacion se distribuyeron en bloques
completamente al azar, bajo condiciones controladas de laboratorio a una
temperatura de 27°C por un fotoperiodo de 12 horas y una intensidad

luminica de 1250 umol/S2.

En la etapa de desinfeccion para cada tratamiento se probaron diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio, de igual manera se tuvo en cuenta
la germinacién de las semillas, mientras que en la etapa de establecimiento
se efectlio un seguimiento para evaluar comportamiento en condiciones de
medio de cultivo basico y finalmente en la etapa de multiplicacion y
enraizamiento se evaluaron las respuestas de los explantes a los

reguladores de crecimiento afiadidos al medio de cultivo.

3.2 OBTENCION DE PLANTAS MADRES A TRAVES DE SEMILLAS.

Las plantas madres se obtuvieron a partir de semillas de Citrus aurantifolia
germinadas en camara humeda. El establecimiento y micropropagacién de
las plantulas se hizo a partir de semillas de frutos maduros de un mismo
arbol en tiempo de cosecha con el fin de obtener una misma clase de
semillas. Estos frutos se recolectaron de un éarbol casero de patio de

aproximadamente 10 afos localizado en la ciudad de Sincelejo.

3.3 DESINFECCION DE LAS SEMILLAS Y PRUEBA DE GERMINACION.

En esta fase se tomaron 50 semillas con pesos entre 0.10g y 0.12g. Las

semillas se llevaron a la camara de flujo laminar para ser desinfectadas,
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sumergiéndose en una solucion de Tween 20 al 0.3% por 5 minutos que
actla como agente surfactante y permite la penetracion y actividad del
hipoclorito de sodio!®, luego se lavaron tres veces con agua destilada estéril
y se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 3% durante
10 minutos con el fin de eliminar patdgenos externos y se lavaron tres veces
con agua destilada, teniendo en cuenta que el NaClO tiene la ventaja que se
enjuaga mas facilmente después de la desinfeccion y asi se eliminan los
residuos oxidantes indeseables?. Luego de ser enjuagadas 3 veces con
agua destilada estéril, se eliminaron las cubiertas seminales de las semillas
con el fin de disminuir el letargo fisico que es caracteristico de un gran
numero de plantas en las cuales la testa y en ocasiones secciones
endurecidas de otras cubiertas de la semilla son impermeables??;
inmediatamente después y aun dentro de la camara de flujo laminar, las
semillas se sometieron a los diferentes tratamientos de desinfeccion
descritos en el cuadro 4 para lograr una desinfeccion exdgena éptima vy
finalmente dividirlos en bloques completamente al azar, observando la

germinacion directa en cdmara humeda.

3.3.1 GERMINACION DE LAS SEMILLAS EN CAMARA HUMEDA

En este ensayo las semillas se colocaron en oscuridad para inducir la
germinacién y determinar la viabilidad de las semillas con el fin de
seleccionar las plantulas que pasarian a la etapa de establecimiento. Al final
de la prueba se tomaron las semillas germinadas asépticamente. Las
semillas se colocaron en frascos de vidrio previamente esterilizados en
autoclave a 121 °C por 20 minutos los cuales contenian 4 capas de papel
secante humedecido con agua destilada estéril a razon de 2 o 3 semillas por
cada frasco, los cuales fueron sellados con papel cristaflex y rotulados para
finalmente ser trasladados a un lugar oscuro a una temperatura constante de

27 °C durante 3 semanas con observaciones periodicas cada 7 dias con el
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fin de evaluar la presencia de contaminacién y observar el proceso de

germinacion.

Cuadro 2. Tratamientos para la etapa de desinfeccion de semillas.

cantidad % de NaClO % de NaClO Tiempo
Tratamiento de antes de después de En

semillas descortezar descortezar minutos
Tl 5 3% 0 5
T2 5 3% 0.5 5
T3 5 3% 0.5 10
T4 5 3% 0.5 15
T5 5 3% 1 5
T6 5 3% 1 10
T7 5 3% 1 15
T8 5 3% 1.5 5
T9 5 3% 1.5 10
T10 5 3% 1.5 15

3.3.2 VARIABLES E INDICADORES.
Cuadro 3. Variables e indicadores en la etapa de desinfeccion vy

germinacion.
VARIABLES INDICADORES
Concentraciones de Presencia de agentes
NaOClI contaminantes
Tiempo de exposicion % germinacion

3.3.3 UNIDADES DE ANALISIS Y TAMANO DE LAS MUESTRAS.
En esta etapa se utilizo el disefio de bloques completamente al azar, donde

se evaluaron tres concentraciones de hipoclorito después de descortezar las
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semillas (0.5%, 1.0 % y 1.5 %) y tres tiempos de exposicion (5, 10 y 15
minutos) para un total de 10 tratamientos, con cinco repeticiones por

tratamiento.

Figura 3. Distribucion de bloques completamente al azar durante la
germinacién en camara hiumeda.

T4 T6 T9 T10 T3 T1 T2 T8 T7 T5

T6 T1 T8 T4 T2 T10 T9 T5 T3 T7

T7 T1 T10 T6 T9 T8 T4 T2 T3 T5

T2 T6 T7 T10 T8 T3 T9 T5 T1 T4

T10 T6 T3 T9 T8 T5 T1 T4 T2 T7

3.4 ESTABLECIMIENTO.

Una vez germinadas las semillas se trasladaron a un medio béasico de
crecimiento, dentro de la camara de flujo laminar, a razén de una semilla por
cada frasco. Los frascos contenian 12 mL de medio basico constituido por
una solucién de sales de Murashige & Skoog (1962), solidificandolo con
0.8% de bacto agar, un pH de 5.7 + 0.1 y luego fueron esterilizados en el
autoclave a 121 °C durante 20 minutos antes de la siembra. Una vez
sembrados los explantes en los frascos con el medio, se taparon con papel
aluminio y se sellaron con papel cristaflex, para finalmente incubarlos a 27 °C
y una intensidad luminica de (50 *- 5um m? s?') durante 12 horas dia.
Posteriormente fueron sometidas a evaluaciones periddicas cada 7 dias

durante un mes.
En esta etapa se describird en forma general el desarrollo y adaptacién de

las plantas en el medio de cultivo Murashige y Skoog, de igual manera se

evaluara la asepsia de las plantulas provenientes de la etapa anterior.
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También se tendra en cuenta el numero de nudos obtenidos para la posterior

etapa de multiplicacion.

3.4.1 UNIDADES DE ANALISIS Y TAMANO DE LAS MUESTRAS.

En esta etapa se efectué un seguimiento de 50 plantulas establecidas en
medio de cultivo basico, las cuales fueron agrupadas en bloques de 10

frascos por 5 columnas a razon de una planta por frasco.

3.5 MULTIPLICACION Y ENRAIZAMIENTO A TRAVES DE SEGMENTOS
NODALES.

Una vez estandarizada la etapa de desinfeccion durante un periodo
aproximado de 4 semanas fueron llevadas a la camara de flujo laminar
donde se cortaron segmentos nodales de aproximadamente 1lcm de
longitud, los cuales fueron subcultivados en frascos con 12 mL de medio de
cultivo basico suplementado con ANA y/o kinetina, previamente esterilizado
en autoclave a 121 °C y 20 libras de presién, el cual contenia una solucion
de sales de Murashige y Skoog solidificado con 0.8% de bacto agar y un pH
ajustado de 5.7 suplementado con diferentes concentraciones de ANA (acido
naftalenacetico) y Kinetina (cuadro 6) con el fin de optimizar la produccion de
nudos y la formacién de raices; Simultaneamente se realiz6 un experimento
control en el que los explantes se cultivaron en un medio de cultivo bésico
Murashige & Skoog sin ningun regulador de crecimiento. Se realizaron 5
repeticiones para cada tratamiento incluyendo el control y posteriormente se
trasladaron al cuarto de siembra para ser distribuidos en bloques
completamente al azar. En esta etapa se evaluaron los siguientes
pardmetros a partir de observaciones periddicas cada 7 dias: numero de

nudos, longitud de los brotes, longitud de la raiz principal, presencia de
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raices secundarias, presencia 0 ausencia de callo y presencia de agentes

contaminantes.

Cuadro 4. Tratamientos para la etapa de multiplicacion

Concentracion Kinetina
Tratamiento | Concentracion ANA (mg/L) (mg/L)

1 0 0

2 0 1.0
3 0 2.0
4 0 3.0
5 0.5 0

6 0.5 1.0
7 0.5 2.0
8 0.5 3.0
9 1.0 0

10 1.0 1.0
11 1.0 2.0
12 1.0 3.0
13 15 0.
14 15 1.0
15 15 2.0
16 15 3.0
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3.5.1 VARIABLES E INDICADORES PARA LA MULTIPLICACION.

Cuadro 5. Variables e indicadores para la etapa de multiplicacion.

VARIABLES INDICADORES

Concentraciones de ANA
Concentraciones de Longitud del brote

kinetina NUmero de nudos

3.5.2 VARIABLES E INDICADORES PARA EL ENRAIZAMIENTO.

Cuadro 6. Variables e indicadores para el enraizamiento

VARIABLES INDICADORES

_ Longitud de la raiz principal
Concentraciones de ANA _ _
_ o Presencia de raices secundarias
Concentraciones de kinetina .
Presencia de callo

3.5.3 UNIDADES DE ANALISIS Y TAMANO DE LAS MUESTRAS

Para la evaluacién de la multiplicacién y enraizamiento de los segmentos
nodales en esta etapa se utiliz6 un disefio factorial de bloques
completamente al azar, en el cual se combinaron 4 concentraciones de ANA
(0.0, 0.5, 1.0y 1.5 mg/L) y 4 concentraciones de kinetina (0.0, 1.0, 2.0,y 3.0

mg/L) para un total de 16 tratamientos con cinco repeticiones cada uno.
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3.54 INDICADORES DE LAS ETAPAS DE INICIACION,
ESTABLECIMIENTO, MULTIPLICACION Y ENRAIZAMIENTO

3.5.4.1 Longitud del brote. La longitud del brote es un indicador importante
a considerar especialmente en la etapa de multiplicacion, pues da una idea
del grado de desarrollo y crecimiento de la planta en condiciones in Vitro, asi
como del efecto que pueden tener los reguladores de crecimiento en la
proporcion que debe existir entre el crecimiento apical y la formacion de

entrenudos éptima para la multiplicacion por segmentos nodales.

3.5.4.2 Longitud de la raiz y presencia de raices secundarias. La longitud
de la raiz permite determinar el crecimiento del sistema radical que garantiza
el desarrollo y adaptabilidad de la planta al medio de cultivo y le dota de un
sistema de anclaje y soporte imprescindible para la posterior fase de
aclimatacion. En la fase de enraizamiento, estos indicadores nos ilustran la
respuesta del sistema vegetal a los reguladores de crecimiento que deben

producir el adecuado proceso de rizogénesis.

3.5.4.3 Numero de nudos. Para la técnica de segmentos nodales el éxito de
la micropropagaciéon depende directamente del numero de nudos
disponibles, de ahi la gran importancia de este indicador en la fase de

multiplicacion.

3.5.4.4 Presencia de callo. La presencia de callos en este trabajo es un
indicador importante a evaluar debido a que inhibe la formacién de la raiz,
permitiendo asi determinar cuales de las concentraciones utilizadas no
resultan adecuadas teniendo en cuenta que la presencia de estos no es

deseable durante este ensayo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DESINFECCION.

En la micropropagacion de plantas, por via sexual o asexual se encuentran
implicados de manera directa organismos patégenos como hongos, bacterias
virus, viroides y micoplasmas, los cuales necesitan controlarse para lograr un
buen resultado; razén por la cual en este tipo de ensayos es indispensable

tratar las semillas antes de llevarse a cabo cualquier proceso.

La ausencia de agentes contaminantes exdgenos, como indicadores de la
eficacia de la desinfeccién, se observé durante el proceso de germinacion y
se continud en la etapa de establecimiento donde se determiné la presencia
0 ausencia de agentes contaminantes debido a que estos se manifiestan
preferentemente en un medio de cultivo. Las necesidades nutritivas de los
microorganismos son similares a las de las células de los tejidos cultivados in
vitro, se crea una competencia, siendo las células de los tejidos vegetales

normalmente menos eficientes en el aprovechamiento de los nutrientes?®.

4.2 FASE DE GERMINACION.

Durante este proceso se determind la viabilidad, porcentaje de desinfeccion
exdégeno y porcentaje de germinaciéon de las semillas al igual que el
desarrollo de las plantulas en cadmara humeda como indicadores de la
adaptacién a condiciones in vitro. Las semillas ya desinfectadas se
agruparon y evaluaron de la misma manera en que se le aplicaron los
tratamientos (T1-T10), sin embargo se tuvieron en cuenta de esta manera
con el fin de hacer un seguimiento estrictamente observacional del

comportamiento de las semillas, lo cual no involucra un analisis estadistico
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debido a que no es comparable el efecto del NaOCI sobre las semillas y no
se tuvo como un objetivo en este trabajo. En esta fase no se evidencio
muestra alguna de microorganismos contaminantes como bacterias y hongos
en ninguno de los explantes sometidos a los diferentes tratamientos. A

continuacion se muestran los resultados obtenidos en esta etapa.

Cuadro 7. Evaluacion final (21 dias) de semillas de limon criollo germinadas

en frascos de vidrio en camara hiumeda.

TRATAMIENTOS T1 T2 T3 T4 | T5 T6 T7 T8 T9 | T10

% de semillas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
necrosadas

% de dgsmfecmén 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
exégena

% de germinacion | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Promediodela | 0.73|2.16| 1.76 | 0.70 | 0.62 | 0.86 | 0.00 | 0.46 | 0.93 | 0.00
longitud del epicotilo

promedio de la 1.73 | 3.74 | 3.62 | 3.54 | 2.72 | 2.84 | 1.28 | 4.02 | 2.94 | 2.18
longitud de la radicula

Teniendo en cuenta la tabla resulta claro observar que hubo una relacién
directa entre el porcentaje de supervivencia y el de desinfeccion, lo cual
indica que los diferentes tratamientos de desinfeccion fueron efectivos en el
control de los contaminantes sin dafar las semillas, debido a que las
concentraciones empleadas de NACIO fueron bajas. Afirmando que, hasta
esta etapa, el porcentaje de desinfeccion alcanzado para todos ellos fue del
100%. Monteverde E. (2000) también reportdé un porcentaje de desinfeccion
del 100% al utilizar una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 10

minutos para semillas de citrange “Troyer” sin tegumento?’.

En la figura 2 se puede visualizar que no existio un crecimiento homogéneo
en cuanto a las longitudes de las plantulas germinadas lo cual pudo deberse
al estado fisiolégico de las semillas y a la inherente variabilidad genética.

También se puede notar que las plantulas de las semillas sometidas a los
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tratamientos 4, 7 y 10 presentaron un menor desarrollo de la radicula y el
epicotilo debido probablemente a que en estos casos el tiempo de exposicion

al NaClO fue mayor, debilitando las cubiertas protectoras de los cotiledones.

De igual manera se puede observar que las longitudes de las raices es
mucho mayor respecto a las longitudes de los tallos, lo cual se pude explicar
teniendo en cuenta que las plantulas adoptan una condicion de crecimiento
similar a la que se da en los procesos in vivo donde las raices de algunas
plantas crecen con una mayor proporcion que los tallos. Esto es apoyado por
Duque en 19872%" quien dice que la extension del crecimiento radicular
reviste importancia vital en la absorcidn puesto que, por lo regular el
movimiento del agua en los suelos hacia las raices es limitado; esta funcién
es importante para las semillas en germinacion como para el desarrollo de

los extensos sistemas radicales de las plantas maduras.

Figura 4: Desarrollo de las plantulas en etapa de germinacion a los 21 dias.

LONGITUDES PROMEDIOS DE EPICOTILOS Y RADICULAS EN
ETAPA DE GERMINACION

Longitud en
cm
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B longitud de las radiculas 0O longitud de los epicotilos

50



Figura 5. Plantulas en etapa de germinacion en camara humeda.

4.3 FASE DE ESTABLECIMIENTO.

En esta etapa se trasladaron las plantulas al medio simple Murashige &
Skoog sin reguladores de crecimiento, con el fin de permitir la adaptacion de
las plantulas a un nuevo ambiente con los suministros nutritivos basicos para
su optimo desarrollo, evidenciar la posible presencia y/o ausencia de agentes
contaminantes como bacterias u hongos y seleccionar los explantes
asépticos con mejores condiciones de crecimiento para las posteriores

etapas de la micropropagacion.

Muchos investigadores cultivan in vitro plantulas obtenidas de semillas
germinadas asépticamente, por lo que no es necesaria la desinfecciéon

superficial de explantes??.
Como las plantulas fueron divididas por tratamientos durante la etapa de

desinfecciébn y germinacion, estas mismas plantulas forman los mismos

grupos durante la evaluacion en la etapa de establecimiento.
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Figura 6. Evaluacion de la contaminaciéon en las plantulas establecidas
en medio de cultivo basico luego de 28 dias.

CONTAMINACION EN ESTABLECIMIENTO

c 80 -
w L]
g .g 607/
L
.g E 40_/
o
8 S 0l
o 0o
e 5 0l

™M T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

Grupos de plantas

@ Contaminados

La figura 6 muestra el grado de contaminacion presentado por las plantulas
al ser transferidas a un medio de cultivo basico sin la aplicacién de un agente
desinfectante en esta etapa. Es importante considerar que algunos
contaminantes permanecen latentes y se expresan cuando son transferidos a
un medio de cultivo nuevo. En general estos patdgenos incluyen patégenos
superficiales del material vegetal, patdgenos endoégenos y patdgenos propios

del manejo en el laboratorio.

Teniendo en cuenta que las plantulas no presentaron sintomas externos de
contaminacion en la etapa de germinacién, se asume que esta se presento
al hacer el traspaso desde la camara humeda al medio de cultivo; esto
debido a posibles errores de manipulacién, y no a la ineficacia de los

tratamientos; sin embargo, para la verificacion de esta afirmacion se llevo a
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cabo un ensayo posterior en el cual una vez desinfectadas las semillas, se
sometieron a germinacion directamente en el medio de cultivo basico
omitiendo su estadia en camara humeda; encontrandose un 100% de
eficiencia del proceso de desinfeccion en todos los tratamientos aun en el
control; basandose en estos resultados se puede deducir que para la
estandarizacion del proceso de desinfeccion es suficiente con el
procedimiento inicial donde se someten las semillas a una concentracion de

NaOCI al 3% antes de descortezarlas.

Cuadro 8. Crecimiento promedio de las plantulas al final de la etapa de

establecimiento.

GRUPOSDE | 11 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6 | T7 | T8 | T9 | T10
PLANTULAS

Longitud
promedio del | 2:55|3.87 | 3.80 | 4.50 | 4.50 | 4.04 | 4.00 | 4.60 | 520 | 4.15
tallo
Longitud
promedio de | 438 |9.87|8.70 | 11.3 | 10.3 | 8.28 | 6.38 | 12.0 | 13.7 | 135
la raiz
NUamero
promedio de | 40 |1.33] 1.0 | 2.0 | 2.80 | 220 |1.75| 1.80 | 2.0 | 3.50

nudos

Las plantas establecidas en el medio de cultivo Murashige & Skoog
conservaron las caracteristicas fisiologicas normales que venian
desarrollando en la fase de germinacion, y el proceso de adaptacion a las
nuevas condiciones in vitro no produjo ninguna alteracion visible. Las sales
minerales del medio de Murashige y Skoog, son las mas usadas y parecen
las mas adecuadas a la mayoria de las especies, debido a que contienen
altas concentraciones de amonio y nitrato, lo cual puede estimular la

organogénesis en tejidos no organizados de citricos. De igual manera el
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contenido de sacarosa satisface generalmente los requerimientos de
carbohidratos de los tejidos bajo cultivo y es empleada con éxito en los

cultivos de érganos de citricos?®-

Figura 7. Longitudes de tallos y raices en etapa de establecimiento.

LONGITUDES PROMEDIOS DE TALLOS Y RAICES EN ETAPA
DEESTABLECIMIENTO
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Por otra parte, el nimero promedio de nudos estuvo entre 1 y 2 nudos por
planta sin tener en cuenta el segmento &pical. Analizando las variables
namero promedio de nudos y longitud promedio del tallo de acuerdo a las
graficas 5 y 6 se pudo observar que no existe una relacibn de
proporcionalidad entre ellas ya que las plantas que presentaron mayor
longitud del tallo no siempre presentaron mayor cantidad de segmentos
nodales.

El nimero de nudos obtenidos en esta etapa fue suficiente para suplir los
requerimientos del material vegetal en la posterior etapa de multiplicacion

donde se sembraron 80 segmentos nodales.
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Figura 8. Numero promedio de nudos en etapa de establecimiento.
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Teniendo en cuenta que en esta etapa no se utilizd6 ningun regulador de
crecimiento para la produccion de segmentos nodales los resultados
obtenidos al respecto se consideran satisfactorios y se recomienda el uso del
medio basico M&S para el establecimiento in vitro de las semillas de limoén
criollo. Button y kochba consideran que el medio Murashige & Skoog es un
medio rico en Ca?*, K, NHa, lo cual puede inducir o reemplazar una fuerte
produccion de citoquininas enddégenas?®, favoreciendo el desarrollo de los

nudos.

Figura 9. Plantulas de limén criollo en etapa de establecimiento.

T1 T3 T5 T7 T9 T10
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4.4 FASE DE MULTIPLICACION Y ENRAIZAMIENTO.

En esta etapa se obtuvieron generalmente uno o dos brotes a partir de

yemas preexistentes de los segmentos en todos los tratamientos los cuales

a su vez proporcionaron nuevos vastagos para ser enraizados.

Cuadro 9. Resultados de la evaluacién al final de la etapa de multiplicacion.

Longitud Longitud Numero Numero de
Tratamientos | promedio del | promedio de| promedio |explantes con

brote (cm) la raiz (cm) de nudos callo

T1 2.23 0.63 1.67 0

T2 1.55 0.00 0.50 0

T3 1.67 0.00 1.00 0

T4 1.05 0.00 0.00 0

T5 1.10 1.55 0.40 1

T6 1.33 0.00 0.00 3

T7 1.00 0.00 0.00 1

T8 1.05 0.00 0.00 2

T9 1.10 0.40 0.25 4

T10 1.00 0.18 0.00 4

T11 1.05 0.00 0.00 5

T12 1.00 0.00 0.00 5

T13 1.00 0.10 0.00 5

T14 1.00 0.00 0.00 5

T15 1.20 0.00 0.00 5

T16 1.13 0.00 0.33 5

Los datos obtenidos se evaluaron primero a través de un andlisis de

varianza, que es la prueba mas comun para este tipo de ensayos; sin

embargo, este tipo de analisis exige que se realicen pruebas de normalidad
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y homogeneidad para corroborar los datos supuestos obtenidos. Al realizarse
estas pruebas, se observé que estos supuestos no se cumplian para las
variables evaluadas en este ensayo, por lo que se decidio realizar un analisis
de varianza no parametrico; optandose por la prueba de kruskal-wallis. Esta
es una prueba de rangos, es decir, ordena los datos de menor a mayor y les
asigna el numero de la posicibn que ocupan (rango), luego suma las

posiciones de cada tratamiento y las compara.

La prueba de Dunn, es un complemento y lo que hace es sacar el promedio
del rango o sea la posicibn media de cada tratamiento, esto quiere decir que
los tratamientos que tienen los rangos promedio mas bajo son los

tratamientos que obtuvieron el menor valor.

Los tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales, los
tratamientos con ab significa que son estadisticamente iguales a los que
tienen a y los que tienen b, es decir pertenecen a los dos grupos. Los
resultados obtenidos con la pruba de kruskal-wallis se presentan en los

anexos Yy los resultados de la prueba de Dunn se muestran en el cuadro 12.

Segun el analisis estadistico de krus-kall wallis y prueba de Dunn se
encontré que los tratamientos 1,2y 3, 6 , 9 y 16 presentan los mayores
valores respecto a longitudes de brotes, sin existir diferencia significativa
entre ellos, mientras que los tratamientos restantes son estadisticamente

diferentes a los dos primeros, pero iguales a 3,6,9y 16
Respecto a las longitudes de las raices los tratamientos 5, 9 y 1 tuvieron

mejores resultados, de igual manera el tratamiento 1 genero el mayor

numero de nudos seguido de los tratamientos 3y 2;
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Cuadro 10. Diferencias estadisticas entre tratamientos para la etapa de

multiplicacion mediante la prueba de Dunn.

DIFERENCIAS ESTADISTICAS A NIVEL DE 5%
Tratamientos mg/L LI(;rslgti)trl(J)ctle(ie Longri;liJgege las N° de nudos
1 %% Ai}(lm 53 a 505 a 55.83 a
2 01.% ?(ll\ll\? 505 a 24 bc |3875 ab
3 (ZJ:C(;AKI\IIQ 442 ab 24 bc 45 ab
4 g..gAKI\IIQ 25.5 b 24 bc 25 b
5 8..(5)AKI\IIQ 25.8 b 50.6 a 31.25 b
5 (1)..!(3)AKI\IIQ 38.3 ab 24 bc 25 b
7 (ZJ:E(S)AKI\IIQ 19.5 b 24 bc 25 b
3 g:gAKlm 25.5 b 24 C 25 b
9 (1)..8AKI\IIIG\ 315 ab 445  ab 31.87 b
10 ::tgAKl\ll@ 19.5 b 37.25 abc 25 b
11 é..gAKI\IIIG\ 25.4 b 24 c 25 b
12 é..gAKI\IIIG\ 19.5 b 24 c 25 b
13 égAKl\lﬁ 19.5 b 32.6 abc o5 b
14 i:gAKI\IIlﬁ\ 19.5 b 24 bc 25 b
15 é:gAKI\IIlﬁ 31.1 b 24 c 25 b
16 é:gAKIT@ 355 ab 24 bc 34.17 ab
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Figura 10. Longitudes de brotes en etapa de multiplicacion.
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Observando la figura 8, se puede hacer un andlisis comparativo de los
segmentos, cuando se les aumentd gradualmente la concentracion de
auxinas en ausencia de kinetina ( T5 Vs T9 Vs T13) encontrandose que este
aumento no produjo un efecto significativo en el crecimiento del brote
siendo estadisticamente iguales, y al comparar dicho efecto con el producido
por el tratamiento control, este dltimo permiti6 una mayor elongacion. Lo
anterior se puede sustentar mediante la hipétesis que dice que por lo comun
se suministra suficiente auxina endogena a tallos y plantas intactas mediante
el transporte basipétalo desde las puntas de los coleoptilos o desde las hojas
jovenes de arriba de forma que la auxina exdégena no estimula el
crecimiento?,

En los segmentos expuestos a aumentos graduales de la concentracion de
kinetina en ausencia de auxina (T2 Vs T3 Vs T4) se pudo observar un
crecimiento significativamente mayor de los tratamientos T2 (Img/L Kin) y T3
(2mg/L Kin) con respecto al tratamiento T4 (3mg/L). Sin embargo, este

crecimiento en los explantes sometidos a los tratamientos 2 y 3 no fue

59



significativo al compararlo con los explantes control que crecieron en el
medio MS sin ningun regulador de crecimiento. Lo anterior concuerda con los
resultados de Alkhayri J. Y Al_Bahrany en micropropagacion in vitro de Citrus
aurantifolia los cuales encontraron que la kinetina como unico regulador de
crecimiento afiadido al medio no tuvo efecto significativo sobre el crecimiento
del brote en concentracion de 0.5mg/L, la cual es una concentracién inferior
a la minima utilizada en este trabajo, y ademas también reportan que la
concentracion de 1mg/L de kinetina disminuye significativamente la
elongacion del brote®. Este mismo efecto se observd sobre los explantes en
este trabajo pero con una concentracion mayor (3mg/L) a la reportada en ese
estudio. Como es sabido las citoquinina en su estado enddgeno natural
contrarresta la dominancia apical, en ambos casos se podria argumentar la
posibilidad de que las citocininas exdgenas inhiben el crecimiento in vitro

originando concentraciones internas excesivas?.

Figura 11. Segmentos expuestos a aumentos en las concentraciones de
Kinetina en ausencia de auxinas.

[T1] [T2] [T3] [T4]

60



Para los tratamientos restantes en los que se afiadié al medio combinaciones
de ANA y Kin en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 1.0, 2.0, 3.0 mg/L
respectivamente (T6, T7, T8, T10, T11, T12, T14, T15, T16) no se evidencio
entre ellos un crecimiento significativo como lo indica el analisis estadistico;
al comparar estos resultados con el tratamiento control, se observa
claramente una diferencia significativa, que indica que los tratamientos con
combinaciones de ANA y Kinetina inhibieron la elongacién del brote. Lo cual
sugiere que las concentraciones utilizadas de ANA y kinetina no se
encuentran en un balance cuantitativo adecuado lo que genera una
respuesta escasa, 0 que la combinacion de estos dos reguladores de

crecimiento (ANA y Kinetina) no es adecuada para el desarrollo del brote.

Lo anterior es apoyado por Salisbury, F. 1994 donde dicen que cuando se
hacen crecer secciones de raiz o tallo in vitro con una citocinina exdgena,
casi siempre se retarda la elongacion respecto a la de secciones testigos. A
partir de donde concluyen que los tallos y las raices en elongaciéon no
necesitan citocininas. O también que aunque esos 6rganos podrian necesitar
las hormonas para su alargamiento pueden ya contenerlas en cantidad
suficiente. Al-khayri y Al- Bahrany reportaron que la mejor combinacion para
la elongaciéon del brote fue de 0.25 mg/L de BAP y 1 mg/L de kinetina en

ausencia de la auxina IBA.

Es importante anotar que los explantes sometidos a la etapa de
multiplicacion por ser segmentos nodales carecian de segmento apical y
esto debié favorecer el desarrollo del brote lateral del nudo, que por lo
general contenia un solo brote. Es probable que por esta razon en los
explantes sometidos al tratamiento control se haya alcanzado un mayor
desarrollo del brote, en comparacion con los explantes sometidos a los
demas tratamientos en los que los niveles de reguladores afiadidos ANA y/o

kinetina pudieron interferir con el balance adecuado que previamente
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poseian los explantes antes de crecer en el medio de cultivo M&S

suplementado.

FIGURA 12. Numero de nudos en etapa de multiplicacién.
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Al igual que para evaluar la longitud de los brotes respecto a los tratamientos
se hizo un analisis comparativo de los segmentos, cuando se les aumento
gradualmente la concentracion de auxinas en ausencia de kinetina ( T5 Vs
T9 Vs T13), se encontrd6 de que no existio diferencias significativas en el
namero promedio de nudos de acuerdo al analisis estadistico, sin embargo,
en la grafica se pudo observar que éste fue disminuyendo a medida que
aumentaba la concentracion de auxina, este resultado es razonable, teniendo
en cuenta que el aumento en la concentraciéon de auxinas exégenas reprime

el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del tallo?.
En los segmentos expuestos a aumentos graduales en las concentraciones

de kinetina en ausencia de auxina (T2 Vs T3 Vs T4) se not6 que al igual que

para el crecimiento de los brotes el nimero de nudos promedios fue mas
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significativo en los tratamientos 2 y 3. No obstante, al comparar estos
resultados con los observados en los explantes sometidos al tratamiento
control, se encontr6 que éste permitio obtener un mayor promedio en el
namero de nudos aunque el andlisis estadistico mostr6 que no hubo
diferencias significativas entre ellos. De Moura et al. reporté que en ausencia
de citoquinina (BAP) obtuvo un mayor porcentaje de explantes éptimos para
la multiplicacion con el tratamiento control y argumenta que probablemente el
nivel endégeno de la citocinina fue suficiente para asegurar esta respuesta’,
algo similar a lo encontrado en este estudio. En el tratamiento 4 en el que la
concentracion de kinetina fue mayor se presenté una disminuciéon en el
namero de nudos debido posiblemente al exceso de los niveles internos de

citocininas en la planta.

Figura 13. Explantes de los tratamientos 1, 2 y 3 en etapa de

multiplicacion

[T1]
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Para los tratamientos restantes (T6, T7, T8, T10, T11, T12, T14, T15, T16) en
los que se suministrd la combinacion de ANA y kinetina en diferentes
concentraciones los brotes no presentaron nudos y solo desarrollaron el
meristema apical, por lo tanto la combinacién de estas concentraciones de
ANA vy kinetina no permitié la aparicion de yemas laterales en los brotes y
tampoco la elongacion requerida para la obtencion apropiada de segmentos

nodales para la multiplicacion.

En general, para la variable nimero de nudos la respuesta fue muy escasa,
los explantes sometidos al tratamiento control presentaron el mayor nimero
de nudos. La posible justificacién a esta respuesta viene dada, al igual que
con las otras variables, por el hecho de que las concentraciones en que se
utilizaron los reguladores de crecimiento no fueron las mas adecuadas,
demostrando con esto que las concentraciones enddgenas de auxinas y
citocininas presentes en las plantulas establecidas en medio de cultivo
basico se encontraban en un equilibrio hormonal, el cual fue alterado por la
adicion de reguladores exdgenos cuyo efecto no logré superar el desarrollo
fisioldgico obtenido en los explantes testigos.

Ademas es importante anotar que al multiplicar las plantulas y realizar el
corte de los segmentos nodales se presenta un estrés fisiolégico inevitable
en el que varian considerablemente las caracteristicas de los explantes en
crecimiento con respecto a los de la planta madre; lo anterior es sostenido
por Villalobos & Torpe 1984 en Roca & Mroginsky?® quienes afirman que es
importante considerar que la escisién del tejido u 6rgano del resto de la
planta genera un estado de tension que altera su metabolismo celular y su

balance de reguladores de crecimiento.
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Figura 14. Longitudes de raices en etapa de multiplicacion.
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En lo que respecta a la longitud de las raices en esta etapa se pudo
observar en la figura 12 que los tratamientos (T2, T3y T4) en los cuales se
le adiciono kinetina en concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L al medio de
cultivo en ausencia de ANA inhibieron el desarrollo de la raiz principal y de
raices secundarias, y su efecto fue significativamente diferente comparado
con el tratamiento control en donde hubo cierto grado de desarrollo de la raiz
principal pero no de raiz secundaria, como lo sostiene el analisis estadistico

de Kruskal - wallis.

En ausencia de kinetina (T5, T9, T13) la concentracion de ANA mas éptima
para el desarrollo de la raiz principal fue la de 0.5 mg/L y de igual manera se
observo el desarrollo de raices secundarias. Lo anterior concuerda con lo
reportado por Begun, F y Amin M, quienes obtuvieron un significativo grado
de enraizamiento al emplear el ANA como regulador de crecimiento afiadido
al medio en la etapa de enraizamiento de explantes de Citrus grandis, sin
embargo ellos reportaron la concentracién de 0.1 mg/L como la que produjo

la mas alta frecuencia de raices.
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Figura 15. Ausencia de raices en explantes de los tratamientos 2, 3y 4.

T2] - T3] [T4]

Similarmente Moura et al reportaron que la utilizacion de ANA, en
concentraciones de 0.5 a 5 mg/L también fue fundamental para el
enraizamiento de naranja dulce variedad “pineaple” (Duran-Villa et al., 1989;
de lima acida “Galego” (Peres-Molhe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997) y citrange
“Troyer” (Moreira-Dias et al., 2000). Las diferencias halladas en estos
estudios respecto a la concentracién Optima de ANA para el enraizamiento

se deben probablemente al efecto morfogenético inherente a cada variedad?®

Cuando se aumentd la concentracion a 1 y 1.5 mg/L de ANA se disminuyo
significativamente la longitud ejerciendo un efecto antagénico sobre el
desarrollo de la raiz principal como lo muestra la figura 16 y el analisis
estadistico. Esto se debié probablemente a que estos niveles exdgenos de
ANA interactuaron con el nivel endégeno de las auxinas presente en el
explante y causaron un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de la raiz°.

Al someter los explantes en medios de cultivo suplementado con

combinaciones de ambas hormonas (T6, T7, T8, T11, T12, T14, T15) se

produjo una inhibicion en el crecimiento de la raiz principal. Sin embargo
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para el tratamiento 10 se presentd un leve crecimiento de la raiz principal
aunque no significativo destacando su efecto sobre el de los demas
tratamientos. Lo anterior se puede explicar basandose en el hecho de que
las auxinas solas se constituyen en el factor principal para la induccion del
enraizamiento y las citocininas pudieron haber ejercido un efecto antagoénico

sobre la auxina.

Figura 16. Efecto de ANA sobre el desarrollo de las raices en ausencia
de kinetina.

[T9] [T5] [T13]

También se encontr6é que los explantes sometidos a los tratamientos 11, 12,
14, 15 y 16 en los que la concentraciobn de auxina es mayor o igual a 1
presentaron un alto nivel de callosidad (Figura 17). Estos resultados estan de
acuerdo con lo reportado por Pierik en 1990 quien sostiene que con una baja
concentracion de auxinas predomina la formacion de raices adventicias,
mientras que con altas concentraciones de auxina no se producen raices

pero si la formacién de callos®°.
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Figura 17. Presencia de callos en la etapa de multiplicacion para los
tratamientos 12, 14y 16.

[T12] [T14] [T16]
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5. CONCLUSIONES

La aplicacion de NaClO al 3% antes de descortezar las semillas de limon
criollo permite mantenerlas exdgenamente asépticas durante el
crecimiento en camara humeda o en etapa de establecimiento, sin aplicar
otro tratamiento después de ser descortezadas, llevando consigo a la

economia de insumos.

La contaminacion generada durante la etapa de establecimiento se
origind por errores de manipulacion al hacer la transferencia del material
vegetal de céamara humeda a establecimiento in vitro, mas no por
ineficacia de los tratamientos a los que fueron sometidos previamente en

la desinfeccion.

Las plantas de limén criollo establecidas in vitro en medio de cultivo
basico Murashige & Skoog sin reguladores de crecimiento presentaron un
desarrollo fisiologico normal con un buen sistema radicular y aéreo,
garantizando la fuente de material vegetal requerida para la posterior

etapa de multiplicacion.

Los explantes testigos sometidos a la etapa de multiplicacion durante 1
mes presentaron un mayor desarrollo del brote que aquellos que se
sembraron en el medio Murashige & Skoog suplementado con diferentes
concentraciones de ANA vy kinetina y sus respectivas combinaciones. Sin
embargo, entre estos ultimos el tratamiento 3 (0 ANA y 2.0 mg/L de
kinetina) permitio el mayor crecimiento del brote.

El medio M&S suplementado con KIN en concentraciones 1.0, 2.0 y 3.0

mg/L permitio el crecimiento de la longitud del brote del explante, aunque
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éste no fue significativamente diferente al observado en los explantes
testigo. Por el contrario, el medio suplementado con ANA en
concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 y en combinacion con kinetina inhibio

significativamente la longitud del brote.

v' Para la variable nimero de nudos, los explantes testigos presentaron el
valor promedio mas alto y la kinetina afiadida al medio de cultivo en
concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 mg/L no tuvo efecto significativo sobre

la produccién de nudos.

v' La concentracién de 0.5 mg/L de ANA fue la que permitié un mayor grado
de enraizamiento a los 28 dias de la siembra de los explantes,

constituyéndose en el tratamiento 6ptimo para la fase de enraizamiento.

v En los explantes sometidos al medio de cultivo suplementado con
concentraciones comprendidas entre 1.0 y 1.5 mg/l de ANA se presento
un alto nivel de callosidad. En los explantes sometidos a los demas

tratamientos no se observo la presencia de callo.
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6. RECOMENDACIONES

v Ampliar el tiempo de evaluacion de 8 a 12 semanas, pues es posible que
estas plantas tengan un proceso de desarrollo lento en condiciones in
vitro y tal vez la evaluacion al cabo de 12 semanas nos permitiria

observaciones mas detalladas.

v Evaluar el efecto de concentraciones mas bajas de sales y kinetina y

disminuir el rango de las mismas,.
v Utilizar kinetina en combinacion con BAP, como suplemento al medio de

cultivo para la obtencion de mudltiples brotes y de mayor numero de

nudos, tal como lo reportan estudios realizados por otros autores.
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ANEXOS



Anexo 1. Produccion regional de citricos asociados en Colombia
TABLA 6. PRODUCCION REGIOMAL DE CITRICOS ASOCIADOS EN COLOMBIL
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Anexo 2. Produccién y rendimiento de citricos por pais

TABLA 1. CITRICOS: PRODUCCION Y RENDIMENTO POR PAIS
NARARIAS, TANGERINAS, MACARINAS, CLEMENTINAS Y SATSLMAS, LIMONES ¥ LIMAS, TCRCHIAS Y POMELCS

1980 2003 m Produccion Rendinientocr
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5 Jspén 172700 194 130R000 207 BTHIANO 4% 2% OT%
% Clomba 60952 M7 00000 1ME 1528 0% 20%  B5%

Mundo TIMSEE2 140 U280 153 ABDSBASYT 100%  23% 0.6%

Fisari F&0. Caoulees Obrerwioia Agroiidenas

5E it e rerwdsenda ooiresprnde &l proivsdin anlimelicg dé oS cifioas en sencn

1 Lo pesans, s ek bk sin | pripanitn &6 & pioduscatn acirtisch paia & perinds 15882103
4 G rifiere & b pelicpacin e e cum s de b praduction v o peniods 16062000

A T e crcimienia ogariisica promedo snud
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Anexo 3. Distribucién de la produccién mundial de limas y limones

DISTRIBUCION DE LA PRODUCCION ' HUNDIAL DE

LIMAS T LIMONES
Ciros Mleeico
na0g 14%
Eupt 3% India 13%
Turguiz 4% —____
. Drgerting 10%
Brazil 2% _/ i Reni
iz 6% | fa, TEpbIc
Eztados Lnidoz  Espatia - Islatica del
% 4% 4%

Fuente: F&0. Calculos Observatorio Agrocadenas.
1. Corresponde al acumulado 1933 - 20023
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Anexo 4.

Andélisis no paramétrico para ensayo 1

multiplicacién y enraizamiento. Variable longitud del brote.

13:43 Tuesday, October 16, 2001

The NPAR1IWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable longbrote

trata N
1 3
2 4
3 3
4 4
5 5
6 3
7 3
8 4
9 4

10 4
11 5
12 4
13 3
14 2
15 5
16 3

Sum of
Scores

159.00
202.00
132.50
102.00
129.00
116.50
58.50
102.00
126.00
78.00
127.00
78.00
58.50
39.00
155.50
106.50

Expected
Under HO

90.0
120.0
90.0
120.0
150.0
90.0
90.0
120.0
120.0
120.0
150.0
120.0
90.0
60.0
150.0
90.0

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square
DF

Pr > Chi-Square

Classified by Variable trata

Std Dev
Under HO

24.723391
28.292071
24.723391
28.292071
31.342618
24.723391
24.723391
28.292071
28.292071
28.292071
31.342618
28.292071
24.723391
20.366004
31.342618
24.723391

Average scores were used for ties.

29.4878

15
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0.0139 *

Mean
Score

53.000000
50.500000
44.166667
25.500000
25.800000
38.833333
19.500000
25.500000
31.500000
19.500000
25.400000
19.500000
19.500000
19.500000
31.100000
35.500000

en fase de



Anexo 5. Analisis no parametrico para ensayo 1. Variable longitud de la
raiz

13:43 Tuesday, October 16, 2001
The NPAR1IWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable longraiz
Classified by Variable trata

Sum of Expected Std Dev Mean
trata N Scores Under HO Under HO Score
1 3 132.0 90.0 20.379193 44.000000
2 4 96.0 120.0 23.320813 24.000000
3 3 72.0 90.0 20.379193 24.000000
4 4 96.0 120.0 23.320813 24.000000
5 5 253.0 150.0 25.835343 50.600000
6 3 72.0 90.0 20.379193 24.000000
7 3 72.0 90.0 20.379193 24.000000
8 4 96.0 120.0 23.320813 24.000000
9 4 178.0 120.0 23.320813 44.500000
10 4 149.0 120.0 23.320813 37.250000
11 5 120.0 150.0 25.835343 24.000000
12 4 96.0 120.0 23.320813 24.000000
13 3 98.0 90.0 20.379193 32.666667
14 2 48.0 60.0 16.787451 24.000000
15 5 120.0 150.0 25.835343 24.000000
16 3 72.0 90.0 20.379193 24.000000

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square
DF

Average scores were used for ties.

35.8057

15

Pr > Chi-Square

0.0019 **
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Anexo 6. Analisis no parametrico para ensayo 1. Variable numero

promedio de nudos

13:43 Tuesday, October 16, 2001

trata

OCOoO~NOUIPEWNPEF

The NPAR1WAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable nudos

pd

wonNwprprOORRDdMNPPWWLWORRWPW

Sum of
Scores

167.50
155.00
135.00
100.00
157.50

75.00

75.00
100.00
127.50
100.00
125.00
100.00

75.00

50.00
125.00
102.50

Expected
Under HO

90.0
120.0
90.0
120.0
150.0
90.0
90.0
120.0
120.0
120.0
150.0
120.0
90.0
60.0
150.0
90.0

Kruskal-Wallis Test

Chi-Square
DF

Pr > Chi-Square

Classified by Variable trata

Std Dev
Under HO

18.914894
21.645151
18.914894
21.645151
23.979005
18.914894
18.914894
21.645151
21.645151
21.645151
23.979005
21.645151
18.914894
15.581229
23.979005
18.914894

Average scores were used for ties.

31.7218

15
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0.0070 **

Mean
Score

55.833333
38.750000
45.000000
25.000000
31.500000
25.000000
25.000000
25.000000
31.875000
25.000000
25.000000
25.000000
25.000000
25.000000
25.000000
34.166667
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