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RESUMEN

En el presente trabajo se buscaron las condiciones mas
apropiadas para el establecimiento y desarrollo de las yemas
resultante de el ensayo de las técnicas de microinjertacidn,
lo cunal es afectado por el medio de establecimiento de 1las
plédntulas patrdn, la edad de dichas plédntulas y el sitio de
la microinjertacidn.

Se utilizaron yemas obtenidas directamente de ramas
terminales de A4rboles jovenes de campo; los micropatrones
furon obtenidos en constante obscuridad y bajo condiciones
de iluminacién con fotoperiodos de 16 horas luz ¥ ocho horas
de obscuridad, para ser utilizados sl alcanzar edades de
dos, tres, cuatro y cinco semanas.

Se probaron dos sitios de injertacién: uno en T
invertida a un costado del epicotilo decapitadeo y el otro en
la superficie del epicotilo decapitado, con el fin de
establecer el mejor sitio para €l desarrollo de la yema. Se
busca establecer la edad mas apropiada de los patrones pars
ser microinjertados y bajo cual de los dos medios de
germinacién vy establecimiento se obtienen las pléntulas mas
apropiada para la microinjertacién.

Se germinaron en el laboratorio semillas de naranjo
agrio (Citrns aurantium L.) para obtener pléntulas patrén
con el fin de vtilizarlos en los ensayos de microinjertacion
con yemas de naranja dulece (Citrus sinensis L. Osbeck)
cultivar Valencia.
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La siembra, desinfestacion, microinjertacidn y
establecimiento ya sea de semillas ) plantulas
microinjertadas en el medio de.cultivo, se realizaron en
condiciones asépticas bajo,una cédmara de flujo laminar.

Los mejores resultados obtenidos en poreciento de
brotacién de yemas fueron: en pldntulas de tres semanas
gorminadas en obscuridad e implantando las yemas en una
incisid en T invertida. Y en el caso de plantulas de cinco
semanas de edad es cuando se tiene el mas alto porcentaje de

establecimienNto de yemas sin brotacidn.



INTRODUCCION

En el Estado de Sonora, 1los cltricos occupan el segundo
lugar en los frutales cultivados comelcilamente, se cuenta
con mas de 6,500 hectéreas, cuya produccién asciende hasta
70,000 toneladas. A nivel regionsal, la zona comprendida por
la Costa de Hermesillo es el principal productor de naranja
con mas del 950% de siembra de la sup[erficie estatal, de ahi
la gran importancia de esta regién.

Las variedades de citricos son propagadas asexualmente
por injertaci6tn en patrones producidos por semilla, lo cual
se Puede lograr a nivel de micropropagacién, utilizando las
técnicas de cultivo de tejidos y 1la realizacién de 1la
microinjertacion.

La utilizacién del cultivo de tejidos como técnica de
Propagacibén asexual de plantas, se ha venido incrementando
debido a la gran ventaja que ofrece en la wmicropropagacison
de especies sin depender del ciclo de vida de 1la planta, de
las estaciones del afic o de las condiciones climatoloégicas.

Muchos o6rganos de citricos pueden c¢recer in vitro
a diferencia de otros géneros lefosos. ConRsSescuentemente, ol
cultive de tejidos en citricos, ha sido utilizado para
investigar diferentes aspectos relacionados con la
fisiologia, patologia vy mejoramiento.

La técnica de injertacidétn de yemas Se ha utilizado
Para recuPerar clones de citricos de plantas enfermas con

virus. Esta técnica descrita por Murashige en 1872,
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consiste en injertar in wvitro pequeNas yemas de dapices en

el epicotile decapitado de plantulas patrop,

Es factible la micromanipulacion para injertar en el
laboratorio variedades deseadas de naranjo y al mismo
tiempo, contar con un stock de material vegetativo libre de
virus para la micropropagacion. Esta traeria beneficios
directos para la citricultura a nivel regional. Siendo de
gran necesidad la investigacidén mas a fondo para lograr su
desarrollc y su aplicacién,

Los objetivos del presente trabajo son:

1.- Obtencion de micropatrones jin vitro, a partir de
semillas de naranjo agrio Citrus aurantium L.

2.- Realizar ensayos de microinjertacién con yemas de

naranjo dulce Citrus sinensis L.Osbeck cultivar Valencia.



REVISION DE LITERATURA

Bn 1959, Cochran plantea la forma de control mas Fédei]l
y efectiva y el logro de un stock de materiaml vegetal
libre de virus como fuente de yemas para la propagacion.

En 1858, Camerén, Soots y Frost, sefialaron lsa
importancia de la embrionia nuycelar en el género Citrus vy
géneros afines, en ese mismo afio, =8l =anelizar los
conocimientos sobre virus en este cultivo, los cuales rara
vez sSon transmitidos por semilla, recomendaron la técnica de
utilizacién de embriones nucelares, s&sunque seralédndose gue
presentan algunas objeciones tales como la prescencia de una
gran cantidad de espinas, demora en entrar en produccidén vy
otraes que denotan un retroceso indeseable & fases juveniles.

Siguiendo otra linea de 1investigacidén se han obtenide
resultados positivos mediante el cultivo de tejidos,
meristemos apicales para la obtencién de plantas libres de
virus, baséndose en la baja concentracién viral de los
tejidos meristemé&ticos, en cuyas células se advierte ademés
cierta resistencia a 1a infeccién (4).

La wutilizacién de cultivo de tejidos como una técnica
de propagacidén asexual de plantas, se ha Venido incrementan-
do debido a las ventajas que ofrece, hacisndo posible la
micropropagacién de especies (3). La micropropagacién es una
de las técnicas que se aplican con buenos resultados en lsa
multiplicacién masiva de plantas anuales y bianuales, por

otra parte en las especies perennes entre las que se
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encuentran los frutales, no ha progresado al mismo ritmo,

sin embargo, se han logrado buenos resultados con la
aplicacitn de este método en diferentes especies, entre las
cuales se encuentran los citricos (12).

En 1972, Murashige y colaboradores reportaron un
procedimiento en fase experimental, que sustitula el
cultivo de tejidos, en este caso el apice de un brote jéven
por el de inJjetaci6on in viiro de un brote sobre una
plantula patrén ( 4 ). En 1875, Navarro y colaboradores
estudiaron esta técnica a detalle, algunas de las plantas
obtenidas estaban libres de exocortis y no presentaban
caracteres Jjuveniles ( 8 ). En 1877, Calavan y Roistacher,
Proponen €l método de microinjerto in vitro de Navarro vy
colaboradores como un programa de uso internacional para 1la

eliminacién de patdgenos de citricos (1, 4).

Obtenci¢nde plidntulas patrén.

Las semillas son removidas del fruto, se lavan con agua
corriente, se tratan con caleor (sumergidas durante 10
minutos en Bgua a 520C), se seca la superficie y se mantiene
a temperatura ambiente por varias horas.

Cuando se usan semillas, se lavan ( 7 ), son peladas y
puestas en pesquefias bolsitas de tela muy delgada en grupos
de disz semillas, desinfestadas por inmersién en solucidn de
hipoclorito de sodio al 0.5% ( blangueador comercial diluido
en proporcién de 1:9 en agua+ 0.1% de tween 20 como agente

humectante ) durante diez minutos y enjuagando tres veces
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con agua destilada esterjil ( 8 ), Las semillas para la

obtenoién de patrones son sumergidas en ethanol al 85% vy
remojadas por 5 segundos. La semilla es removida
asepticamente sembrada in vitro (2).

Algunas veces la esterilizacién de 1a semills es
difieil y los contaminantes bacteriales crecen en el medio
de cultivo, esto pasa wusualmente cuando las semillas Son
almacenadas por un largo periocdo de tiempo (un afic o mas) o
cuando es almacenado incorrectamente, en esSte caso se

recomienda usar semilla fresca ( 8 ).

Medigs de cultivo para pairon

Se siembran semillas en vermiculita humeda estéril.
Haciende una mezcla de 4.5 g de vermiculita finamente molida
y 25 mg de agua destilada deionizada en tubos de ensaye de
25 x 250 mm, los cuales se utilizan como medio de
germinacidén., Los tubos son tapados con tapones de acero
inoxidable y se esterilizan a 1210C durante 15 minutos,
se siembran tres semillas por tubo y la germinacidn se
lleva a cabo en oscuridad a 270C ( 7 ).

Las Bemillas para obtencisen de patrones son sembradas
en soluciétn de Murashige y Skoog (1862) solidificado con
agar al 1%. El1 pH del medic es ajustado a 5.7 antes de ser
esterilizado ( 9 ). El medio se distribuye en alicuctas de
25 ml en tubos de 25 x 150 mm, sSe siembra una semilla por
tubo y sSe pone a germinar s una temperatura de 270C en

completa obscuridad por dos semanas (8, 9).
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Pare los citranges troyer y carrizo y para el citrumelo

se utilizdé el medio de Murashige y Skoog suplementado con 6-
BAP (benzil-amino-purina) lmg/l, AIB (4cido indol-butirico)
0.5 mg/l y adenina 40 mg/l ( 10 ).

Plantulas patron. _

Las plantulas obtenidas en constante obscuridad son
comparadas con las obtenidas bajo condiciones de iluminacioén
por 1B horas diarias con una intensidad de 1000 lux. Los
patrones sembrados en la obscuridad se etiolan, siendo mas

largos que los obtenidos bajo condiciones de iluminacion

perc les falta expansién de hojas ( 9 ). Las plantulas de
citricos tienden a producir crecimientos adventicios,
particularmente en los sitios con heridas, por lo gque es
deseable que los patrones posean un distinto marcador
morfoldgico. Citrange troyer, ha sido seleccionade como
marcador por sus hojas trifoliasdas, siendo este patrén el
mas usado ( 7 ), tambien son utilizados c¢omo patrones:
citrange carrizo Popcirns trxifoliats L. Raf x Citrus
sinensis L Osbeck, citrumelo sacatéon Poncirus trifoliata L.

Raf x Citrus paradisi Macf, limén Citrus ijambiri Lush (8).

Qbtencidn de vemas

Para trabajos de rutina, 1las yemas se obtiene de
crecimientos vegetativos, ya sea de: plantas de campo y/o de
invernadero. Las plantas se defolian a8 mano para producir

brotacidn en racimos en 10 a 20 diass ( 8 ).

Algunas veces las yemas se obtienen de 4&rboles de
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campo c¢on brotacién natural, sin embargo, ordinariamente

la disponibilidad de este material esta asociado con 1la
estacidén, de tal manera que el material no siempre esta
disponible. Este inconveniente se cubre teniendo plantas en
macetas en invernadero y defoliando las plantas enterms (9).
Las yemas son obtenidas de: a) nuevos brotes en
crecimiento =8ctivo, tanto en plantaz de invernsders come
de campo; b) de yemas axilares; y c) de brotaciones de
vyemas sxilares crecidas bajo condiciones de cultive in
vitro ( 8 ). Hasta donde fue posible se tomaron las
porciones terminales de 2-3 cm de c¢recimientos de Arholes=
maduros. Se wutilizan 4arboles infestades con virus como
fuentes de yemas ( 7 ). La mejor fuente de yemas es la
obtenida de brotes de plantas defoliadas en el campo o en sl
invernadero. Tambien es posible utilizar yemnas de

brotaciones laterales cultivadas jip vitro (¢ 9 ).

Iamafio de las vemasa microinjertar

Cada 4apice de yema se obtiene por diseccidn bajo
condiciones asépticas rigurosas bajo 1la observacién del
microscopio estereoscodHpico o de diseccidn, con medidas de
0.1-0.5 mm ( 5 ). La yema apical disectada contiene: el domo
del meristemo apical: el meristemo apical mas 2-3 primordiocs
de hojas ( 8,11 ).Es necesario escoger el tamafioc de yema gque
proporciona un porcentaje de éxito realista y gue produce un

razonable numero de plantas libres de patégenos; el tamafo

mas comunmente utilizado es de 0.1-0.2 mm ( 8 ).



Iratamientos antesde la microinjertacion

Se efectuan pruebss de varias substancias de
crecimiento para remojar el epicotilo decapitado despues de
la decapitacidn pero antes de la injertacién, remojando por
S5 segundos en estas scluciones: 0, 0.01, 0.1, 1 mg/l de BA
(benziladenina); 0 y 1 mg/l de IBA (dcido indolbutirico).
Frecuentemente las yemas injertadas se mantienen vivas pero
permanecen en estado de latencia aun despues de tres meses,
en estos casos, una gota de 20 mg/l de AG3 (giberelina), es
aplicada a ls yema para inducir su crecimiento ( 9 ).

El pretratamiento tanto de las yemas como de ln porciédn
disectade del patrén Jjéven durmnte 10 minutos, en una
solucion de B6-BAP (benzil aminopurina) de 0.5 ppm, ds un
incremento de sobrevivencia en la microinjertsacion ¢ 2 ).

Sumergiendo el 4pice en 2,4-D antes o despues de

injertar, duplica el porcentaje de éxito en injertos ( 9 ).

Factores gue afectan el £xilode la microiniertacidn
El éxito de la microinjertacidén es influencimdo por: Ia
luz durante Jla germinacidn de la semilla, la edad del

patrdén, la variedad del patrén ( 8 ).La edad tmsl vez solo
indiecan desarrollo de 1lam plantula, la cual puede ser
influenciada por: la temperatura, procedencia de la semilla,
almecenamiento vy desinfestacidn de la semilla. Las medidss
mas apropiadas para determiner ln etapa Optima de desarrollo
de ls pladntula para injertar son la altura y el didmetro del

tallo. Rutinariamente se utilizaron plantulas de 3-5 cm de
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alto vy un didmetro de tallo de 1.6-1.8 mm =a la altura del

corte, estas medidas se alcanzaron entre 12-18 digs (8, 11).

El tamafio de los dpices disectados, debe influenciar
tanto en el éxito de injertacién como en la exclusidén de
patégenos; desafortunadamente incrementando el tamafio de 1la
vema se lilncrementa el éxito de injertcidén pero también la
transmisién de enfermedades ( 7 ).

Los brotes de &pices se injertan in vitrg sobre una
plantula patrén libre de enfermedades obtenida in vitro. El
éxito en la aplicacibén de esta técnica radica en el hecho de
que las pléntulas de citricos son generalmente libres de
virus y la suposicion de que los brotes apicales son libres

de patdgenos ( 7 ).

Micreinijertacién.

El procedimiento descrito por Navarro para injertar
diferentes especies en un patrén, es utilizado en la mayoria
de los laboratorics, el cual comprende los siguientes pasos:
preparacién del patrén, preparacidn de ia yema,
microinjertacibn, cuidade de 1las plantas injertadas vy
transferencia al suelo ( 8 ).

Las plantas son extraidas de los tubos a las dos
semanas despues de la siembra y decapitadas bajo condiciones
aséplicas cortadas a 1.5 cm del epicotile, la raiz es
cortada de 4-6 cm, se eliminan los cotiledones y brotes

axilares (8,9). La nueva plaptula es microinjertada con la

ayuda de un microscopio de disecciopepn una camara de flujo
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laminar ( 11 ).

Los patrones son transferidos individualmente a
cajas de petri estéril con papel filtro numero 50 humedo vy
estéril el cual sirve para retardar la desecacién de los
tejidos durante la diseccién y la injertacién. Las yemitas
desinfestadas son puestas en otra caja de petri con papel
filtro humedo (2).

Se investigan varios métodos del lugar de colocacidn
de la yema en el patrén (8): la yema es puesta en el anillo
vascular en la superficie del epicotilo decapitado o bien
dentro de la ineisién en "T" invertida en contacto con el
cortex. Ambos tipos de injertacién dan frecuencia similar de
éxito; esta frecuencia aumenta con el tamafio de la yema pero
el nimero de plantas libres de patdégenos disminuye ( 8 ). La
injertaci6on hecha en "T" invertida tiene una incisién de una
longitud de 1 mm en el corte vertical y de 1-2 mm en el
corte horizontal ( 8, 9 ).

Una mayor limitacion de las técnicas de injertacién de
Yemas es el requerihiento de una excepcional destreza manual
T DS

Las plantas obtenidas por microinjertacién de yemas,
las cuales eliminan virus, se ha observado que sobrepasan el
estado juvenil (Murashige, 1872). Una aplicacidén exitoss de
esta técnica depende del hecho de que las plédntulas de
citricos estan generalmente libres de virus y se asunme

porque la yema esta libre de patogenos (2).
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Hedios de cultivopara materisl microiniertado

Realizado el microinjerto, 1las plantulas se colocan
en tubos de ensayo de 25 X 180 mm gque contienen 25 ml de
medio nutritivo liguido esterilizado en autoclave; los
mismos se sostienen por medio de discos de espuma sintstjpcg
a manera de flotadores, convenientemente perforados para dar
paso 8 la raiz, sge mantienen en solucidn desinfectante de
hipoclorito de sodio hasta su utilizacion; antes de esto, se
lavan tres veces con agua destilada esterii, Las
caracteristicas de este material no permite su
desinfestacién por altas temperaturas (1, 4).

El patr6n injertado se colocado en un medio liquido de
MS ( Murashige v Skoog) suplementado con inositol en dosis
de 100 mg/1, sacarosa 7.5%, tiamina-HCL 0.2 mg/l, piridoxina
1 mg/l, &cido nicotinico 1 mg/l, con plataformas de papel
filtro Whatman numero 4, las cuales son puestas en los
tubos de cultivo de 15 ¥ 150 mm y perforados en el centro
para insertacioén del patrén., Los tubos de cultivo son
tapados vy sellados con parafilm para asegurar alta humedad
relativa dentro del tubo ( 2, 11 ).

Se comparan los dos medios de cultivo: el de HS y el de
Hoagland no habiendo diferencia entre ellos. Estos medios
tambien contienen 100 mg/l de inositol, 4% de sacarosa, 0.2
mg/l de tiamina-HCl, 1 mg/l de piridoxina, 1 mg/l de dcido
nicotinica, se ajusta el pH a 5.7 antes de esterilizar. El

medio es distribuideo en alicuotas de 25 ml utilizando papsl

filtro numero 50 como soporte puesSto en la superficie de 1la
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solucion, se perfora la plataforma en el centro, se tapan

con tapones y se esteriliza a 1210C por 15 minutos.
Posteriormente se mejora la formulacién de nutrientes
adicioné&ndole las siguientes substancias: N6-benziladenina
en dosis de 0.00:, 0.0, 0.1, 1 y 10.1 mg/l; acido indol~
acético en dosis de 0, 0.01, 0.1, 1 vy 10.1 mg/l’ sacarosa en
dosis de 0, 2.5, 5, 7.5 y 10%; vitaminas como la tiamina-
HCl, piridoxina, 4cido nicotinico en dosis de 0, 1, 3 y 10

vectes su concentracidn inicial ( 9 ),

Mantenimiento del material microinjertado

Las plantas injertadas =se mantienen a 18 horas
diarias de luz con una intensidad de 1000 1lux, a una
temperatura constante de 27 oC. Se hacen las pruebas de
variacién de intensidad de 0, 300, 1000, 3000 y 10000 lux;
las plantas son observadas periodicamente utilizando el
microscopio de diseccién, se eliminan raices adventicias
asépticamente utilizando tijeras. a intervalos de un mes
los cultivos que muestran éxito en la microinjertacién
son transferidos a tubos con nutrientes frescos para
mantener el crecimiento vigoroso ( 9 ).

Las plantas se tienen durante esta fase bajo las
condiciones siguientes: temperatura promedio de 29 oC,
humedad relativa promedio 70% y ls iluminacidén brindada por
cuatro lémparas fluorescentes de 20 W durante 16 horas

diarias colocadas a 55 cm de altura sobre las mismas (4).



MATERIALES Y METODOS %

El presente trabajo se reslizé en el Laboratoric de
Cultivo de Tejidos del Centro de Investigaciones Cientifipas
y Tecnol6gicas de le Universidad de Sonora ( CICTIE ) de
octubre de 1989 a junio de 1990. El disefio utilizado es el
de un Completamente &8l azar con tres repeticiones. Los datos
g8 tomar fueron porcientos de: brotacidn; vemas establecidas
sin crecimiento; aboreidbn; y contaminacién. Tomados en: dos
tipos de microinjertacién ( "T" jinvertida ¥y &n la superficie
del epicotilo decapitado); edad de la plaptyla patron ( de
dos =a cinco semanas); y medio de obtencién del patrén
( obscuridad y luminosidad).

Se recolectaron frutos de naranjo agric (¢ Citrus
aurantium L.) los cuales se seleccionaron en base a
caracteristicas deseables de plantas sanas y vigorosas; se
extrajeron sus semillas con caracterisgticas reseables,
eliminando aquellas que estaban dafiadas o mal formaras; se
lavaron varias veces con agua corriente eliminandose sus
dos tegumentos. Las semillas una vez peladas se colocaron en
hojas de pepel que se utilizan para limpleza de lentes de
microscopio (lens tissue Hamilton, Bell Co. Ine.),
formando bolsitas con diez semilles que son atadas con ligas
para pasar por un tratamiento de desinfestacion en agua
clorada al 10X (en relacién 1:9), al que se le agregan tres
gotas de tween 20 al 0.1%¥ como agente humectante, donde =se

gumergieron por 10 minutos, se enjuagaron tres veces con
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agua destilada esteri], El material de vidrio y 1los

instrumentos se esterilizaron en autoclave & 1210C con 15
libras de presion durante 15 minutos. El material metdlico
se mantuvd en alcohol etilico al 90% y tambien se flamed al
estarse utilizando. El ambiente estéril se logré mediante el
uso de una cémara de flujo laminar. La siembra se llevé a
cabo, colocande una semilla en cada tubo de ensaye inclinado
a 300 en un medioc que contenia 4.3 g/) de sales minerales de
Murashige y Skoog (tabla 1), ajustando el pH a 5.7 + 0.1
utilizando para ello NaOH 1IN o HC1 1N, para solidificar el
medio Se le agrega B.5 g/1 de agar y se esteriliza el medio,
una vez realizada la siembra se llevd a incubacién a 270C
bajo dos <condiciones diferentes: completa obscuridad e
iluminacién c¢on fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de
obscuridad. Las plantulas obtenidas bajo estss dos
condiciones, fueron wutilizadas como patrdn al alcanzar
edades de 2,3,4 v 5 semanas, para Sser microinjertadss.

Las vyemas fueron obtenidas directamente de brotes
Jévenes de 15-20 cm de longitud, de plantas aparentemente
libres de virus de naranja dulce cultivar Valencia (Citrus
sinensis L. Osbeck), del Campo San Carlos de la Costa de
Mermosillo. Las yemas <colocadas en hojas de papel, se
desinfestaron en alcohol al 70% durante un minuto para de
ahi pasar a una solucién de agua clorads al 10% con tres
gotas de tween 20 al D.1% por 10 minutos y enjumgadas tres
veces con agua destilada estéril, pasando a una caja petri

para de ahi ser microinjertada en el patrép,
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Tabla 1.- Composicidébn del medio de Murashige vy Skoog
modificado, wutilizadce comec medic base para la siembra
de los micropatrones de citricoes.

I. Sales inorganicas:

Macroelementos concentraciones mg/1
CaCl12.2H20 440.0
FeS04 AT
KH2P04 170.0
KNO3 1900.0
MgS504.7H20 370.0
Na2 EDTA.2H20 37.3
NH4NO3 1650.0
Microelementos

COCl2.8H20 0.025
CuS04.5H20 0.025
H3BO3 8.2
KI 0.63
MnS04.4H20 L p R
Na2Hc04. 2H20 0.25
ZnS04.7H20 6.6

II. Substancias crgéanicas.

Inositol 100.0
Tiamina-HC] 0.4
Hidrolizado de caseina 100.0

Fuente: Murashige, 19862.
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Las plantulas patrén una vez germinadas ¥y que han

alcanzado la edad correspondiente a su tratamiento, se
extrajeron del tubo y se decapite¢ sy epicotilo a 1-1.5 om
por arriba de los cotiledones, se eliminaron estos y 1la
punta de la raiz a wuna distancia de 5-8 c¢m de los
cotiledones; el injerto se relizé con ayuda del microscopio
de diseccibtn y en condiciones asépticas. La yema sSe preparod
Previamente removiendo sus primordios folisres mas grandes
con el fin de obtensr el meristemo apical con 2-3 primordios
de hojas mas pequefias unidos a la yema. Estando en este
momento yema y patron listos para ser microinjertados.

Se probaron dos métodos de colocacién de la yvema en el
patron: el primeroc consistié en colocar la yema en la parte
superior del epicotilo decapitado, tratando que la base de
la yema quede en contacto total con 1la superficie del
patrdén; el segundo consistidé en colocar la yema en uns
incisién en T invertida a un costado del epicotilo
decapitado, procurando pasar con el corte hasta el anillo
vascular.

El tiempo para realizar estas operaciones, debe ser el
minimo para evitar una deshidratacién de la vyema y del
patrbén.

Una vez realizado el microinjerto, las plantulas se
colocaron en tubos de ensaye conteniendo el medio de

Murashige y Skoog suplementado (tmbla 2). Se ajusté su pH &

5.7 + 0.1 y se agrego 7 g/1 de agar para semisoclidificar el

medio, pasando a esterilizacion, (na vez colocadas las
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TABLA 2.- Composicion 4el nmedio de Murashige y  Skoog,

modificado y suplementado, utilizado como medio

base para establecimiento de las plédntulass micro-
injertadas de citricos,

Substancias Concentraciones
Sales de M S S g/l
Sacarosa 30 g/1

Agar 7T g7/1
Inositol S ml/1
Tiamina 1 ml/1
Piridoxina 1 ml/1

Ac. nicotinico 1 ml/1
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Pléntulas microinjertadas dentro de los tubos de ensaye,

pasan al cuarto de incubscion a una temperatura de 270C con
fotoreriodos de 16 horas luz y 8 horas de obscuridad, por un
periodo de observacién de cuatro semanas, eliminando el
material contaminado.

En este trabajo se probsron el porciento de brotacion y
el porciento de establecimiento de yemas sin brotar en: dos
sitios de microinjertacién ( T invertida y en la superficie
del epicotilo decapitado); edad de la pléntula patrén; vy

medio de obtencién del patrén (obscuridad y luminosidad).



19
RESULTADOS

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas:
3,4,5,6,7 v 8, de las cuales las primeras cuatro pertenecen
8 la serie de datos que me fueron tomando a traves del
desarrollo del experimento, No todos 1los resultados son
presentados, va gque &l inicio se efectuaron una serie de
ensayos que tuvieron muy bajo establecimiento, sin embargo
fueron basicos para la obtencidén de los ensayos de microin-
Jertacién y sirvieron para la afinacidon de técnicas. En las
dos Gltimas tablas se presentan los analisis de los datos de
mayor relevancia para esta experimentacién y gque nos dan una
idea mas clara de los resultados obtenidos.

El significado de cada una de las columnas incluidas en
las tablas que se presentan es el siguiesnte:

&

Semanas a8 injertaciodn.
II.- Semanas a toma de datos.
III.- Porcientoc de yemas verdes sin brotar.
IV.- Porciento de yemas amarillas sin brotar.
V.- Brotadidén (%).
VI.- Yemas semidesprendidas (%).
VII.- Total de yemas establecidas.
VIII.- Yemas desprendidas(¥).
IX.- Contaminacion(X).

VII



T

bajo

20
edades

en
IX

obtenidos
VIII

condiciones de luminosidad y a diferentes

del micropatrdn,

en microinjertacion
VII

micropatrones
VI

obtenidos
en

v

Resultados
111

invertidas,

II

TABLA 3.-

coo
HVOHU

20.0
20.0
0

UUU

UOU
0w

coo
HVOAU

000

000
< D

UOO
UUU

UOU

UUO
< <

ODU
000

—O 0
DOoOo

oo o
oo o

oo
—

noOoc
~o0oO

155

844
<

000
000

55.5
55.5
556.5

70.0
80.0
80.0

L I o
o il o o

30.0
2, 0
20,0

000
000

OO0 0
OO0 0

000
000

30.0
20.0
20.0

en T

bajo
edades
IX

obtenidos
VIII

de obscuridad y s diferentes

del micropatrén.

en microinjertacién
VII

micropatrones
VI

obtenidos
en

Iv

condiciones
III

invertids,

II

TABLA 4.- Resultados

UOO

UUU
— —

oo
oo

90.0
g80.0
40.0

ﬂ...n.nU

Uﬂ...nU
— <

UOU

UOU
(SR

o0 O
oo o
L

000

000
<0

991

227.
< Hw

000
000

UUU
000

UUU
UDU




21

TABLA 5.- Resultados obtenidos en microinjertaciéon en 1la

superficie decapitada del epicotilo, en patrones

obtenidoa basjo condiciones de luminosidad y =a
diferentes edades del micropatronp,

I Lg: ITT LY v VI VII Y IX
2 1 33.3 0.0 13.3 B .7 53.3 486.7 0.0
2 33.3 .0 13.3 E.% 53.3 46.7 0.0
3 33.3 0.0 13.3 6.7 53.3 486.7 0.0
3 1 60.0 0.0 0.0 30.0 30.0 10.0 0.0
2 0.0 0.0 30.0 .0 30.0 30.0 40.0
3 0.0 0.0 30.0 0.0 30.0 30.0 40.0
4 | 77.8 c.0 0.0 22.2 10D.D 0.0 0.0
2z 44.5 11.1 0.0 44.4 100.0 0.0 0.0
3 55.6 0.0 0.0 0.0 59.6 0.0 44.4
5 1 28.8 0.0 0.0 0.0 28.6 71.4 0.0
2 28.6 0.0 0.0 0.0 28.6 71.4 ', 2
3 28.6 0.0 0.0 0.0 28.6 71.4 0.0

TABLA 6.- Resultados obtenidos en microinjertacion en 1la
superficie decapitada del epicotilo, en patrones

obtenidos bajo condiciones de obscuridad.
I II 1LT IV v VI VII VIII IX
2 1 20.0 0.0 0.0 40.0 60.0 10.0 30.0
2 50.0 0.0 0.0 10.0 60.0 10.0 30.0
3 20.0 0.0 0.0 .80.0 50.0 20.0 30.0
3 1 42.9 0.0 0.0 14.2 5.1 42.9 0.0
2 0.0 0.0 n.c 57.1 5%7.1 42.9 0.0
3 57.1 0.0 0.0 0.0 X7 | 42.9 0.0
4 1 70.0 0.0 0.0 0.0 70.0 30.0 0.0
2 70.0 0.0 0.0 0.0 70.0 30.0 0.0
3 8C.0 10.0 0.0 0.0 70.0 30.0 0.0
5] 1 14.3 0.0 0.0 0.0 14.3 0.0 B5.7
2 14.3 0.0 0.0 0.0 14.3 0.0 85.7
3 14.3 0.0 0.0 0.0 14. 3 0.0 85.7
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TABLA 7.- Analisis de varianza y diferencia entre medias del
porciento de brotacién de yemas.

Edad del brot.(%) tipos de brot(%) Medios de brot(%)

patron microinj. germinar
( sem. )
4 49.9 a T invert. 42.8 a Obscuridad 41.0 s
3 49.7 a Superficie 25.3 b Luz 30.8 b
2 19.4 b
5 15.0 b
X SET 33.5 35.9
(= b 22.8% 28.9% 34.4%
DE 4.4 b7 T |
Fe 14.7%x% 8. 1% 1.0NS
DMS 8.6 7.4 10.1

TABLA 8.- Analisis de varianza y diferencia entre medias del
porcientoc de yemas establecidas sin brotacién,

Edad del brot(%) Tipos de brot(%) Medios de brot(%)
patrén. microinj. germinar
( sem. )
5 97,5 a  Superficie 75.8 a Luz 75,4
4 74.5 b T invert. 1.8 a Obscuridad 3.1
2 66.3 b
= 53.3 c
X 72.9 15,7 73.3
. v, 15.1% 13.6% Ja-4%
DE 8.4 5.8 8.8
Fe 8.5%x% 0.3N8 0.001NS
DMS 9.5 8.2 7.

** diferencia altamente significativa
* diferencia significativa
NS no hay diferencia entre tratamientos
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS o

De acusrdo a los resultados obtenidos representados en
la grafica numero uno, podemos Oobservar que: en porciento
de brotacion de yemas los mejores resultados se tienen en
microinjertacion de plantulas de tres semanas germinadas en
obscuridad e implantando las yemas en una incisién en T
invertida con un 66.6% de brotacién de yemas; tambien en “T"
invertida Con patrones germinados bajo condiciones de
luminosidad, con 82.5% de brotacién y al injertar en la
superficie decapitada del epicotilo de micropatrones
germinados en condiciones de luminosidad con un 50% de
brotacitn; al microinjertar en la superficie de
micropatrones germinades en la obscuridad, no se presents
brotacién. Estos resultados contrastan con los resultados
presentados8 por NaVarro, Roistacher y Murashige (1975),
quienes encontraron que no &xistia diferencia de éxito al
colocar la yema en la superficie o en "T" inVertidsa.

Al injertar las yemas en micropatrones con edad de
cuatro semanas de edad se obtuVe brotacionp (60%) solo con el
tipog "T" invertida en micropatrones crecidos en obscuridad vy
(44.5%) en micropatrones crecidos en condiciones de luz.

Al tener los micropatrolies la edad de dos semanas bajo
condiciones de obscuridad y microinjertados en “T" invertida
presentd un 44.4% de brotacién y al microinjertarlas en la
superficie del epicotilo decapitado de pléantulas obtenidas

bajo condiciones de luz, se obtuVo un 13% de brotacion: gl
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microinjertar en plantulas de cinco semanas de edad se

obtuvieron resultados de brotacién unicamente al
microinjertar en "T" invertida en plantulas obtenidas bajo
condiciones de obscuridad, presentando un 20% de brotaciop,

De acuerdo al analisis de varianza en el porciento de
brotacién de yemas de naranjo dulce ¢, sinensis injertadas
en micropatrones de naranjo agrio C, aurantium, presentado
en el tabla numero siete, correspondiente s resultados, se
observa, que la mejor brotacién se presenta en microinjertos
en micropatrones de tres y cuatro semanas de edad con un
porciento de brotacién de 49.7 y 48.9 respectivamente,
formando un segundo grupo en la microinjertacion en
micropatrones de dos y cinco semanas Con un porciento de
brotacién de 19.4 y 15.0 respectivamente, presentando
estadisticamente una diferencia altamente significativa
entre lo8 tratamientos y de acuerdo a la diferencia entre
medias se formaron los dos grupos antes mencionados.

Con respecto al tipo de microinjertacién observamos que
con "T" invertida se tuv0 un mayor porcentaje de brotacion
con un 42.8 en comparacién con la microinjertacién en 1la
superficie decapitada del epicotilo con un 25.3%,
presentando estadisticamente una diferencia significativa
entre los dos tratamientos y de acuerdo a 1la diferencia
entre medias se tuvo la formacion de dos grupos.

Con respecto a 10s medios de luz y obscuridad pars

germinacion y crecimiento de los micropatrones tenemos que:

el mejor tratamiento para brotacién es el correspondiente al
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de obscuridad con un 41% en comparaciopn gon el tratamiento

de luz, que presenté un 30.8%, &8 pesar de no haber
diferencia estadistica entre los tratamientos, si hubo 1la
formacién de dos grupos de acuerdo a la diferencia entre
medias, en este es mejor el tratamiento bajo condiciones de
obscuridad.

De acuerde a los resultados presentados en 1la gréfica
nimero dos, perteneciente al porciento de establecimiento de
vemas sin brotar, tenemos los siguientes resultados: en la
implantacién en 1la superficieen micropatrones obtenidos
bajo condiciones de luz se tienen 40%, 43%, 100% y 100%
respectivamente a las dos, tres cuatro y cinco sSemanas de
edad del micropatron; tambien en la implantacién en 1la
superficie decapitada del epicotilo del micropatron obtenido
bajo condiciones de obscuridad, se obtuvieron 71.4%, §&§7%,
70% y 100% a las dos, tres cuatro v c¢inco semanas
respectivaments ; en lo referente a microinjertacién en "T"
invertida en micgcropatrones obtenidos baje condiciones de
obscuridad, presentaron 28%, 40% y B0% de yemas establecidas
sin brotar a las tres, cuatro y cinco semanas
respectivamente; c¢on respecto & microinjertaciébn en "T"
invertida en micropatrones obtenidos bajo condiciones de
luz, se presentaron 55.5% y 100% de yemas establecidas sin
brotar a las cuatro y cinco semanas unicamente.

De acuerdo al analisis de varianza en el porciento de
yemas establecidas no brotadas, en el que se toman las

medias de tratamiento para la presentacidn de dicho analisis
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se observa, en lo referente a las semanas a

microinjertacion, gue hay wuna diferencia estadistica
altamente significativa y de acuerdo a la DMS se forman tres
grupos: siendo el de «cinco Semanas el de mas alto
establecimiento; un segundo grupo formado por microinjertos
a8 las dos y cuatro semanas y un tercer grupo conformado por
microinjertos en micropatrones de tres semanas de edad. En
lo referente al tipo de microinjertacion ¥ a los medios de
obtencidén del micropatrén, no hubo diferencia entre dichos
tratamientos, ni de acuerdo a la DMS hubo formacién de
grupos.

Los resultados presentados en la grafica numero tres,
en la que se presenta el porciento de aborcién de yemas,
tenemos gue en tipo de microinjerto y medio de obtencison del
micropatrén: a las dos semanas en “T" invertida v
obscuridsad un 50%, en "T" invertida y luz 46.7% v en la
superficie y en obscuridad un 20%; a las tres semanas en la
superficie y en obscuridad un 42.5%, en "T" invertida y en
la superficie en luz se tiene 20%-30%; a las cuatro semanas
solo en superficie y obscuridad se presenta un 30%; v a las
cinco semanas éen superficie y obscuridad se tiene un 71.4%.

De acuerdo a los resultados presentado= en la gErafica
nimero cuatro, con respecto a porciento de contaminacién,
tenemos como en el caso anterior primero el tipo de
microinjeto y luego el medio de obtencién del micropatrén:

a las dos semanas en "T" invertida y en la superficie en

condiciones de obscuridad un 10%¥ y 30% respectivamente; =a
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las tres semanas en "T" invertida y en la superficie en

condiciones de luz un 30% y 40% respectivamente; a las
cuatro semanas solamente se presenta en la superficie y bajo
condiciones de luz con un 44.4%; y a las cinco semanas en
"T" invertida y luz un 80% y en la superficie y obscuridad

con un 85.7%.



CONCLUSIONES s

De acuerdo al analisis de varianza del porciento de
brotacién de vemas, los mejores tratamientos en cuanto a la
edad de los micropatrones, fueron a las tres vy custro
sémanas; con respecto al tipo de microinjertacién fuyé
en "T" invertida ; 1y en cuanto al medio de obtencién del
micropatrén, fué en medio de obscuridad. Diches resultados
concuerdan con los obtenidos en la grafica numero uno.

De acuerdo al an&lisis de varianza del porciento de
yemas establecidas sin brotar, se obtuvo un mejor
establecimiento estadisticamente altamente significativo
mejor en el material microinjertado en micropatrones de
cinco semanas de edad; no habiendo diferencias estadisticas
entre los tipos de microinjertacion v medios de obtencidn
del micropatroén,

En 1o referente al porciento de aborcibdn: el mayor
porciento de aboreion se tisne en microinjertos relizados en
la superficie y ent micropatrones de cinco semanas de edad
obtenidos enh obscuridad con un 71.4%. En los microinjertos
en forma general se obtuvo mayor porciento de aborcién en
microinjertos realizados en la superficie el condiciones
de obtenciétn del micropatrén en luz y en obscuridad
respectivamente,

En lo referente al porciento de contamin&acidn tenemos:
el mayor porciento se presenta en los microinjertos

realizados en micropatrones de cinco semanas de edad en
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superficie y oscuridad con 85.7% vy en "T" invertida con luz

en B0% en promedio y en forma general se presentd mayor
contaminacion en el tipo de superficie y en obscuridad, en
"T" invertida y con luz en el tipo de superficie vy con luz v
finalmente en "T" invertida y en obscuridad.

superficie y luz y finalmente "T" invetida y obscuridad.




RECOMENDACIONES =

Al momento de obtener la yema de la planta donadora, se
debe poner especial cuidado en seleccionar una planta ds
buena apariencia, =sana y vigorosa, vya que de lo contrario
las caracteristicas indeseables pueden ser transmitidas a la
nueva planta al momento de realizar la microinjertacion,

Debe tomarse muy en cuenta dentro del proceso de
microinjertacién la asepsia con la cual se debe llevar s
cabo cada uno de los pasos requsridos, va qQue pueds haber
contaminaeclén y el indculo no prospera al ser atacado por
agentes nocivos que se encuentran en el medio ambiente.

En cuanto al tamafio de la yema, es necesario escoger
las medidas que proporcionen un porcentaje de éxito
aceptable ¥ Que origine plantulas sanas y vigorosas,

Una vez que el patron se encuentre decapitado y a la
vema se la hallan eliminado sus primordios foliares mas
grandes, g€ recomienda al momento de realizar la
microinjertacién, que el tiempo que transcurrs en estas
OperaCioNes sea Minimo para evitar una deshidratacién de los
tejidos, asi coOomo también se necesita una destreza manual
del ejecutante para su buena reslizacioép

Se requiere afinar la técnica de obtencidén de vemas
Para la microinjertacibn a partir de material reproducido en
laboratorio de cultivo de tejidos.

Agi mismo probar diferentes Medios de establscimiento

de yemas para evitar la aborciopn y semidesprendimiento.
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