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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar Ia
influencia de seis tratamientos que combinan la
concentraciéon de sacarosa en el medio de cultivo
y el nimero de cotiledones del patrén, con la
posibilidad de establecer un protocolo 6ptimo de
microinjertacion y su posterior uso potencial para la
eliminacién del Virus de la Tristeza de los Citricos
(CTV) de las variedades infectadas. Se utilizaron las
semillas de Citrange Troyery varetas de limén Eureka
y naranjo Washington Navel para la optimizacién
del protocolo de microinjertacion. Los resultados
mostraron que el mejor tratamiento de desinfeccion
de semillas fue 0,16% de NaClO durante 5 minutos,
y para las varetas fue de 1% de NaClO durante 20
minutos. Ademas, se recomienda como protocolo de
microinjerto 6ptimo, el uso de 45 g.L-1 de sacarosa
con un cotiledén en el patron para el limén Eureka,
y para el naranjo Washington Navel, la utilizacion de
45 g.1.-1 de sacarosa y un patrén sin cotiledones.

Palabras clave: Sacarosa, cotiledones, limén
Eureka, microinjertacion in vitro, naranjo
Washington Navel.

INFLUENCE OF SUCROSA AND COTYLEDONS ON
CITRUS MICROGRAFTING

Abstract

The objective of this work was to determine the
influence of six treatments that combines sucrose
levels in the culture medium and the number of
cotyledons of the rootstock, in order to obtain an
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optimal micrografting protocol for its subsequent
potential use for the elimination of the Citrus
Tristeza Virus (CTV) from Citrus infected cultivars.
We used seeds of Citrange Troyer and fresh flushes
of Eureka lemon and Washington Navel orange. Our
results showed that the best disinfection treatment
for seeds was 0,16% NaClO for 5 minutes, and for
fresh flushes was 1% NacClO for 20 minutes. As well,
we recommended as optimal micrografting protocol,
to used 45 g.L-1 of sucrose with one cotyledon in
the rootstock for Eureka lemon, and Washington
Navel orange, to use 45 or 75 g.L-1 of sucrose and a
rootstock without cotyledons.

Keywords: Sucrose, cotyledons, in vitro
micrografting, lemon Eureka, orange Washington
Navel.

I. INTRODUCCION

En la actualidad los citricos estan entre los frutales
mas importantes a nivel mundial; [1] China y
Espafia ocupan el primer lugar en producciéon y
exportacion, respectivamente. Perd ocupa el cuarto
lugar en produccion a nivel de América del Sur, con
1 112 100 T y el séptimo lugar como exportador
con 37 600 T de citricos en total. [2] Los principales
departamentos productores de citricos en Peru son:
Piura, Lambayeque, Lima, Ica, Junin y Cusco. [3]

Las plantas citricas son susceptibles a enfermedades
virales como la tristeza, psorosis, o viroides como la
exocortis, [4] que influyen de forma determinante
en la produccién y rendimiento de las plantas. [5]
Para su control es imprescindible utilizar material
de propagacion con certificacion genética y
fitosanitaria. [6]
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Para eliminar el virus del material de propagacion
se pueden aplicar métodos como la termoterapia,
que elimina algunos virus como la tristeza de los
citricos, pero puede ser temporal o aparente y al
cabo del tiempo se activa nuevamente el virus. [7]
Otra metodologia es el cultivo nucelar in vitro, que
permite obtener plantas libres de virus pero con
caracteres juveniles y esto retrasa la producciéon
de frutos en los primeros afios. [8] La protecciéon
cruzada se considera como método de erradicacidn;
[9] sin embargo, se prefiere la microinjertacion
in vitro de meristemos caulinares [9, 10] porque
es un método de saneamiento eficaz, pues supera
los inconvenientes de los métodos anteriormente
mencionados. La efectividad de saneamiento de esta
técnica radica en que los virus y agentes similares
en las plantas, suelen estar presentes en el floema
y plasmodesmos, pero no en los apices caulinares
de tamano adecuado (generalmente de menos de
0,5 mm) porque no tienen desarrollado ese tipo
de tejido, mas bien presentan alta concentracion
de citoquininas y auxina, permitiendo la elevada
division celular vegetal e impidiendo la proliferaciéon
del virus en la zona meristematica. [7, 11] Y es
una alternativa para la propagacién de aquellos
citricos con frutos partenocarpicos. Se ha verificado
la eficacia de este método mediante pruebas
bioldgicas, logrando eliminar mas de 80% de virus
exocortis, xyloporosis y stubborn, y 100% de virus
de la tristeza de los citricos. [9, 12]

Por otro lado, ciertos factores deben ser tomados
en cuenta para el prendimiento de los microinjertos
como la sacarosa en el medio de cultivo y los
cotiledones del patrén. La sacarosa en el medio
nutritivo, es esencial para el desarrollo de una
planta in vitro, debido a que la fotosintesis en estas
condiciones de cultivo suele ser insuficiente para
satisfacer la demanda de carbono por la planta.
Esto se relaciona con la concentraciéon de CO; en la
atmosfera del tubo de ensayo, la cual no es siempre
la mas adecuada y con una iluminaciéon de fuente
artificial que probablemente resulte insuficiente.
[11,13]

Las semillas de los citricos se caracterizan por ser
dicotiled6neas; los cotiledones son los encargados
de aportar los nutrientes necesarios para la
germinacion y el desarrollo de la radicula por la
parte inferior y elongacion de la plimula en la parte
superior, en los primeros estadios de desarrollo. [14]

Se ha reportado que utilizando 75 g.L.-1 de sacarosa
en el medio de cultivo se obtuvo mayor porcentaje
de prendimiento (30%-90%), [9] aunque en otro
estudio concluyeron que con 20-30 g.L-1 de sacarosa
se favorecio el crecimiento de la planta in vitro
en general, [13] y que los cotiledones del patrén
aparentemente disminuian el crecimiento de los
apices injertados de diversos citricos. [9]

Teniendo en cuenta investigaciones anteriores se
decidi6 evaluar la influencia de los cotiledones y la
concentracidn de sacarosa del medio de cultivo en la
microinjertacion de las variedades de limon Eureka
(Citrus limén L. Burm) y naranjo Washington Navel
(Citrus sinensis L. Osbeck) de la region Huaral-Peru
sobre el patron Citrange Troyer (Citrus sinensis x
Poncirus trifoliata).

1. METODOLOGIA

La investigacion se desarrolld en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de la Subdireccién de
Biotecnologia del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria, La Molina, Lima, Peru.

Se emplearon semillas de Citrange Troyer,
provenientes de California del Lote 4A 51701
que habian recibido un previo tratamiento de
termoterapia en agua a 52°C e hidroxiquinolina
durante 10 minutos y conservadas en refrigeracion
(2-4°C), como patrones de los microinjertos. A
estas se les desarrollé un protocolo de desinfeccién
superficial y de siembra empleando una muestra
de 150 unidades. El proceso fue como se describe a
continuacion: Se extrajo la testa y tegumento, bajo
condiciones estériles de cdmara de flujo laminar
(ESCO, LHC-6A3, 2013-86965, Singapur). Se
envolvieron grupos de diez semillas en gasa estéril,
sumergidos en alcohol 70° AIKOFARMA E.LR.L
(Perd) por un minuto, sumergidos en solucién de
lejia comercial 4% P/V (USA) (Tabla 1), adicionando
tween 20 (dos gotas por cada 100 mL); se enjuagd
tres veces con agua destilada estéril y sembré en
tubos conteniendo medio sélido de Murashige y
Skoog (MS) CAISSON LABS (4,43 g.1-1) [10]. Luego
se incubaron en un fitotrédn durante uno a tres meses,
a 27+2°C, 70% de humedad relativa y oscuridad
total. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de
semillas germinadas, oxidadas y contaminadas.

Para la desinfecciéon de 100 unidades de varetas
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de limén Eureka y naranja Washington Navel,
primero se lavaron con abundante agua, detergente
y un cepillo; se cortaron los extremos (15 cm de
longitud aproximadamente); sumergieron en
fungicida Benlate 50%WP - FARMEX S.A. (Peru) 2
g.L.-1 durante una hora; en alcohol 70° y finalmente
en solucion de hipoclorito de sodio (Tabla 1), mas
tween 20 (dos gotas por cada 100 mL). Todas las
varetas se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril, y sembraron en medio s6lido MS CAISSON
LABS (4,43 gl-1), suplementado con vitaminas
White [15]. Se incub6 en un fitotrén (Thermo Fisher
Scientific, 3949, USA) por dos semanas, a 32°C, con
un fotoperiodo de 16 hora luz, intensidad luminosa
de 1000 luxy 70% de humedad relativa. Los ensayos
para la determinacién, la concentraciéon de NaClO y
tiempo de inmersién para desinfecciéon superficial
de semillas y varetas se describen en la Tabla 1. Las
variables evaluadas fueron porcentaje de varetas
contaminadas, oxidadas y desarrollo de brotes por
vareta. Debido a las condiciones de incubacién
mencionadas, las semillas germinaron en corto
tiempo, en plantulas etioladas con tejido blando, lo
que permiti6 emplearlas en la microinjertacién.

Los tratamientos testigo para el caso de semillas
y varetas fueron tomados de un protocolo de
desinfecciéon ya establecido por MGAP [16] el
cual consistia en sumergir las semillas y varetas
en una solucién de NaClO (0,16%) durante cinco
minutos y NaClO (0,88%) durante diez minutos,
respectivamente.

Tabla 1: Tratamientos de desinfeccion superficial de
semillas patron y varetas. Adaptado de [38]

. Unidades Tiempo
Tratamientos Experimentales [NaClo] (%) (minutos)

9 T1 30 0.08 5
= T2 30 0.16 10
g Ts 30 0.20 10
« Ta 30 0.80 10
@ T1 20 0.70 10
o T2 20 0.88 20
3 Ts 20 1.00 20

Ta 20 1.50 20

Luego se realizé la microinjertacion; la cantidad
muestral fue 180 microinjertos para cada variedad;
seis tratamientos (combinacién de 0, 1, 2 cotiledones
y 45 g..-1, 75 g.1.-1 de sacarosa); diez microinjertos
representaban a las unidades experimentales de
cada tratamiento, con tres repeticiones. El proceso

se realizé en condiciones estériles de camara de
fluyjo laminar. Se tomd cada plantula etiolada de
Citrange Troyer obtenidas de las semillas sembradas
anteriormente; se cortaron las raices secundarias y
parte de la raiz principal, ademas de los cotiledones
(0; 1y 2, segln tratamiento), dejando 4-5 cm de
longitud del tallo y 2-3 cm de longitud de la raiz.

Haciendo uso de un microscopio estereoscopio
se realiz6 un corte en “T invertida” en el extremo
superior del tallo. Luego, se tomé una vareta de limén
Eureka o de naranjo Washington Navel con brotes de
al menos 2 cm de longitud; se procedi6 al aislamiento
del meristemo caulinar, usando un bisturi N°11 y
pinza de punta fina, y disect6 el meristemo. Después,
el meristemo aislado se inserté dentro de la incisién
del corte T invertida del epicotilo de la plantula
del portainjerto, abriéndose el tejido epidérmico
se colocé a la altura del cambium vascular. Cada
plantula microinjertada se introdujo dentro de un
tubo de ensayo que contenia al medio de cultivo
liquido de MS, [10] suplementado con vitaminas
White, [15] con la concentracién de sacarosa de 45
g.L-16 75 g.L.-1 segln tratamiento y ademas contenia
un soporte de papel filtro doblado con un orificio en
el centro, en el cual se hizo pasar la raiz. Se sellaron,
rotularon e incubaron a 26x2°C y fotoperiodo de 16
horas luz; intensidad luminosa 5180 lux y 70% de
humedad relativa. Las variables evaluadas fueron
porcentaje de microinjertos prendidos a los 28 dias;
el nimero, tamafo y marchitez de hojas alos 63 dias
de la microinjertacion.

Se identific6 como microinjerto prendido,
aquella plantula que después de microinjertarla
present6 hojas unifoliares en desarrollo, las cuales
correspondian a la variedad microinjertada.

Para la evaluacion de longitudes de hojas se
clasificaron en tres intervalos de tamafio (Tabla 2)
empleando una adaptacién de la regla de Sturges,
[17] con el fin de efectuar las comparaciones
posteriores. Tomando en cuenta los siguientes datos
obtenidos en la microinjertacion: la longitud de hoja
de los microinjertos prendidos mas pequefia (1
mm) y la longitud mas grande (34 mm) y que eran 6
tratamientos evaluados.
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Tabla 2: Intervalo de clasificacién para determinacion
del tamafio de hojas de microinjertos prendidos. [38]

Tamaiio intervalo (mm)
Hojas pequefias [1,12>

Hojas medianas [12,23>

Hojas grandes [23,35]

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA
cuando cumplieron las condiciones de normalidad
y homogeneidad, mediante la prueba Shapiro-
Wilks y la prueba de Levene, respectivamente; de
lo contrario se aplicé una prueba no paramétrica de
KrusKal-Wallis a un nivel de confianza de 95%. Para
analizar los datos se empled el programa de InfoStat
version estudiantil 2017.

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion superficial del patrén Citrange
Troyer

La evaluacion de desinfeccion superficial se realiz6
despuésdeunmesdelasiembra; el mejortratamiento
fue el “Testigo”, el cual mostré menor contaminacion
(1,67%), mayor porcentaje de germinacion (86,67 %)
y ausencia de semillas oxidadas (Tabla 3).

Tabla 3: Porcentajes de contaminacion, germinacion
y oxidacion de semillas portainjerto sembradas en
diferentes tratamientos. Adaptado de [38]

Tratamientos(T)| Contaminacién(%)| Germinacién(%)| Oxidados(%)
Testigo 1,67 ABS 86,67 BS 0 AS
T1 308 63,338 04A
T2 1,67 AB 10 AB 55 AB
Ts 04 0A 93,338
Ta 04 0A 1008

§ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna no
son significativamente diferentes (P 20.05), segtin la prueba
no paramétrica Kruskal Wallis.

Aunque el incremento en concentracién de agente
desinfectante y tiempo de inmersiéon ayudaron a
disminuir el porcentaje de contaminacién, estos
procesos también tuvieron como consecuencia
el deterioro de los tejidos de la semilla, tal como
se evidencia en la disminucién del porcentaje de
germinacion y el incremento en el porcentaje de
semillas oxidadas. El detrimento en la germinacién
a concentraciones elevadas de NaClO también es
evidenciado en el experimento llevado a cabo por
Rojas, [18] cuyo resultado 6ptimo de desinfeccidn se
obtuvo con un tratamiento de 25% de lejia comercial
(aproximadamente 1% de NaClO) por 10 minutos,

aunque con no mas de 55% de germinacion exitosa
de las semillas.

Los resultados del presente trabajo difieren de lo
encontrado en otro experimento que emple6 a los
patrones citrumelo y carrizo, el cual sefiala un logro
de aproximadamente 90% de germinacién usando
0,4% de NaClO por 8 minutos en ambos casos,
aunque con un ligero porcentaje de contaminacion
(menor al 10%). [19] El éxito en la germinacion a
una concentracion elevada de NaClO reflejarfa una
mayor resistencia de los patrones mencionados
respecto al patrén Citranje Troyer durante el proceso
de desinfeccién. Es importante considerar que la
germinacion y la pérdida de viabilidad también
dependen de la constitucion genética. [20]

Aun cuando la germinacion lograda en el
experimento resultdé elevada empleando el
tratamiento testigo de desinfeccion, las plantulas
emergentes presentaron una vigorosidad variable,
llegando algunas a no desarrollar el sistema
radicular, e incluso otras demoraron en germinar
entre dos a tres meses. Una explicacién podria ser
la sensibilidad que posiblemente presentd Citranje
Troyer a la temperatura de conservacion (2-4°C).
Tal como lo evidencian Figueroa et al. [21] en su
experimento, un periodo de conservacién en frio de
3 meses no solo reduce el porcentaje de germinacion
de Citrange hasta un 20%, sino también retarda el
proceso hasta dos meses.

Desinfeccion superficial de varetas para la
obtencion de meristemos

La evaluacién del porcentaje de contaminacidn,
oxidacién y brotacién de las varetas se realizo
después de 10 dias posteriores a la siembra.

Segun el andlisis estadistico, los resultados de la
desinfecciéon superficial de varetas presentados
en las Tablas 4 y 5, para limén Eureka y naranjo
Washington Navel, respectivamente, muestran que
no hubo diferencias significativas (a un p-valor
<0,05) entre los tratamientos para la variable
porcentaje de contaminacion, obteniéndose en todos
los tratamientos altos porcentajes de contaminacion.
El mejor tratamiento T3 (con 1% de NaClO por 20
minutos) presenté 85% y 74,33% de contaminacion
en limén Eureka y en naranjo Washington Navel,
respectivamente.
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Tabla 4: Porcentaje de contaminacidn, oxidadas y
produccidn de brotes de las varetas de limén Eureka en
diferentes tratamientos de desinfeccién superficial. [38]

Tratamientos(T)| Contaminacién de Varetas N2 de brotes
varetas (%) oxidadas(%) por vareta
Testigo 96,67 AB 0 AS 1,67 ABS
T1 100,00 0A 0,67 A
T2 93,334 0A 2 AB§
T3 85,00 A 0A 3,678
Ta 95,00 A 958 14

§ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna
no son significativamente diferentes (P=0.05), prueba no
paramétrica Kruskal Wallis

Tabla 5: Porcentaje de contaminacion, oxidadas
y produccién de brotes de las varetas de naranjo
Washington Navel en diferentes tratamientos de
desinfeccion superficial. [38]

Tratamientos(T)| Contaminacion de Varetas N de brotes
varetas (%) oxidadas(%) por vareta
Testigo 96,67 AS 0 A§ 1,67 ABS
T1 100,00 4 04 04
T2 91,67 A 0A 1,33 48
T3 74,33 A 0A 3,338
T4 90,00 A 1008 0A

§ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna
no son significativamente diferentes (P=0.05), prueba no
paramétrica Kruskal Wallis

La alta contaminacion de las varetas se puede deber
a que procedian de plantas lefiosas de condicion
adulta, cultivadas directamente en campo y expuestas
a muchos agentes contaminantes. A pesar de los
valores altos de contaminaciéon de los explantes,
se pudo extraer yemas recién desarrolladas que se
ubicaban en la parte superior de la vareta. Estos
altos porcentajes de contaminacién también se han
reportado en varios trabajos. El empleo de 0.67%
[22] 0 0.4-1.2% [23] de NaClO por 15 minutos no
fueron suficientes para la desinfeccion de patégenos
externos, obteniéndose finalmente 56% y 50% a
100% de contaminacién, respectivamente, en todos
estos tratamientos.

Con respecto a la variable porcentaje de varetas
oxidadas, los mejores tratamientos fueron el
testigo, T1, T, y T3 con 0% de oxidados para ambas
variedades. En los tratamientos donde se oxidaron
gran porcentaje de varetas, se deberia a la actividad
de la enzima polifenol oxidasa ya que se encuentra
en plantas lefiosas y aumenta su actividad a altas
concentraciones de NaClO, catalizando la reaccién
entre varios compuestos fendlicos y oxigeno

molecular para producir quinonas, las cuales pueden
inhibir el crecimiento e incluso causar la muerte
celular de explantes cuando el tejido vegetal se ve
afectado por lesiones internas. Pequefio et al.,, [24]
encontraron que a 3,24% del NaClO ocasionaba un
aumentodelaactividad delaenzimapolifenol oxidasa
en hojas y peciolos de Jatropha curcas cuando eran
desinfectados superficialmente, manifestandose
pardeamiento de los tejidos. Por tanto, se seleccion6
al tratamiento T3 para la desinfeccion superficial
de varetas de ambas especies, porque aun cuando
el porcentaje de contaminacion fue alto, las varetas
de este tratamiento presentaron menor porcentaje
de necrosamiento, y mayor numero de brotes
desarrollados.

Porcentaje de prendimiento-microinjertacion

En la Fig. 1, se esquematizaron los resultados de
porcentaje de prendimiento de limén Eureka; se
observo la “barra” del tratamiento 4 (75 g.L-1 de
sacarosa y 2 cotiledones) muy pequefia en altura
(al nivel de 0%), esto porque en este tratamiento no
hubo ningin microinjerto prendido, por lo que de
aqui en adelante ya no fue considerado el efecto del
tratamiento 4 en las siguientes variables evaluadas.
También se observa diferencia significativa (a
p-valor<0.05ydistinguiéndose conlasletras A’y “B”)
entre los promedios de porcentaje de prendimiento
de los distintos niveles del factor concentracién de
sacarosa. Los tratamientos con 45 g.l.-1 de sacarosa
presentaron mayor prendimiento (13,33%) que los
de 75 g.L-1 (4,44%) de sacarosa. Esto contradice lo
encontrado en otros trabajos similares. Por ejemplo,
se ha reportado que 75 gl.-1 de sacarosa influye
positivamente en el éxito del injerto, obteniéndose
entre 30 a 90% de prendimiento de apices de
naranjos, de mandarino, pomelos y qumkuats sobre
el patrén Citrange Troyer. [9] Asi también, con el
uso de 70 g.L.-1 de sacarosa se reportd un 38% de
microinjertos, frente al 21% conseguido con el uso
de 30gL-1 en la microinjertacion de mandarina
Kinnow y naranja dulce Succari, ambos sobre Limén
Rough (Citrus jambhiri Lash). [25]

Los resultados del presente experimento podrian
ser explicados al considerar que por un tiempo,
la sacarosa a altas concentraciones en el medio
de cultivo también se comporta como un agente
osmotico, [26] provocando deshidratacién temporal
en toda la planta patrén, lo cual también pudo haber
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afectado el prendimiento del meristemo. Ademas,
es posible la incompatibilidad entre el patrén y la
variedad injertada, lo cual también justificaria el bajo
porcentaje promedio obtenido a 45 g.I.-1 (13,33%)
en comparacion a los otros trabajos mencionados.

No se encontrd diferencia significativa entre los
tratamientos respecto al nimero de cotiledones;
tampoco hubo interaccién entre la concentracion
de sacarosa y numero de cotiledones. No obstante,
el tratamiento que correspondia al uso de 45
g1 de sacarosa y un cotiledén del portainjerto
(Tratamiento 2) resulté con mayor porcentaje de
prendimiento que todos los tratamientos, con un
promedio de 16,67%.

20.00 =

Prendimiento (%)

45.00 75.00

Sacarosa (g.L 1)

- 0 cotiledones - 1 cotiledén . 2coti|edones‘

Fig. 1: Porcentaje de prendimiento de limén Eureka sobre
Citrange Troyer Adaptado de [38]

En cuanto a los resultados obtenidos en el
prendimiento del naranjo Washington Navel, el
tratamiento que correspondia al uso de 45 g1y cero
cotiledones fue mejor que los otros 5 tratamientos
realizados, alcanzando el 30% de prendimiento,
esto se puede observar en la Fig. 2; no se evidencio
interaccién entre la concentracién de sacarosa y
numero de cotiledones, tampoco hubo diferencia
significativa en los tratamientos para concentracion
de sacarosa. El “nimero de cotiledones” tuvo
influencia mostrando diferencia significativa
(p-valor<0,05) entre los tratamientos. Los
tratamientos con patrones sin cotiledones tuvieron
26,67% de prendimiento, que es mayor a los

tratamientos con patrones con un cotiledén (16,67%
de prendimiento) o con dos cotiledones (11,67%
de prendimiento). Navarro, [9] afirmé que observd
mayor brotacién de yemas axilares del patrén en los
microinjertos con cotiledones, aunque no encontré
diferencia significativa en los tratamientos por
este factor, lo que posiblemente significaria que la
presencia de los cotiledones sirvieron como reserva
de nutrientes e indujeron el brote de yemas axilares
del patrén, ya que inicialmente la alta concentracion
de sacarosa se estd comportando como agente
osmotico, [26] pero al mismo tiempo interfirieron
en el prendimiento, observandose bajo porcentaje
de éxito en los microinjertos con cotiledones.

Prendimiento (%)

0.00 1.00 2.00

Numero de cotiledones

- Sacarosa (45 g.L-) - Sacarosa (74 g.L)

Fig. 2: Porcentaje de prendimiento de naranjo Washington
sobre Citrange Troyer Adaptado de [38]

En general, el bajo porcentaje de prendimiento de
limén Eureka se debe al problema de afinidad e
incompatibilidad con el portainjerto Citrange Troyer;
a diferencia de naranja Washington Navel que es
mas compatible con el patrén, [27] y se obtuvo mas
microinjertos prendidos.

La morfologia de los meristemos, es un factor
que puede influir. Un estudio realizado sobre los
meristemos de Arabidopsis thaliana, mencionan que
la estructura del meristemo no cambia (tres zonas:
central, superior y periféricas), pero si la morfologia.
Ademas, afirman que las especies mutadas presentan
sobreexpresidon o poca expresion del gen original,
cambiandole a una forma de mayor volumen,
achatada o alargada. [28] En esta investigacién, se
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observo que limén Eureka presentaba un meristemo
mas pequeio y facilmente identificable, lo cual
permitia realizar con mayor rapidez y con menos
manipulacion su insercion en el corte “T invertido”,
a diferencia de naranjo Washington Navel, que es
una especie mutada, presentando un meristemo de
mayor volumen algo achatado, y la microinjertaciéon
se realizé con mayor cuidado y tiempo, tanto en la
diseccion de primordios como en la insercion en el
patron.

Por otro lado, existen trabajos de microinjertaciones
in vitro en los cuales realizaron pretratamientos a los
brotes apicales de algunos citricos y otras especies,
como por ejemplo, en un trabajo, los brotes de limén
Clementina y naranjo amargo, entre otras especies
se sumergieron en una solucién de zeatina 0,1
mg.L-1 antes de realizar la inserciéon en el patrén y
obtuvieron hasta 64% de prendimiento, [29] o en
otro, al sumergir los brotes de toronja Star Ruby en
10 mg.L-1 de 2,4-diclorofenoxiacético o en 1 mg.L-1
de kinetina durante cinco minutos lograron duplicar
el porcentaje de prendimiento, alcanzando hasta un
75%. [30]

La aplicacién de reguladores de crecimiento es
una opcion que se podria considerar, aunque esto
implicaria mayor estudio para la comprension sobre
funcionalidad de los fitorreguladores. La destreza
del microinjertador, la rapidez con que prepara
el patron, el aislamiento del apice y su insercion
sobre patrdn, [31] el grado de estrés que se le pueda
producir al meristemo o al patrén durante el proceso
de microinjertacién, ademas del material con que
se trabaja como edad del patréon [32] son otras de
las razones por las cuales el porcentaje de éxito de
prendimiento de microinjertos se ve reducida.

En la Fig. 3 se presentan microinjertos prendidos de
limén Eureka, obsérvese que en el tratamiento T4 (75
g.L-1de sacarosay 2 cotiledones) no prendi6 ningtn
microinjerto. En la Fig. 4 se muestra microinjertos
prendidos de naranjo Washignton Navel.

Fig. 3: Microinjertos prendidos de limén Eureka sobre
Citrange Troyer. a) Tratamiento 1 (45 g.L-1 sacarosa
con 2 cotiledones); b) Tratamiento 2 (45 g.L-1 sacarosa
y 1 cotiled6n); ¢) Tratamiento 3 (45 g.L-1 sacarosa y
0 cotiledones); d) Tratamiento 4 (75 g.L-1 sacarosa y
2 cotiledones); e) Tratamiento 5 (75 g.L-1 sacarosa y
1 cotiledén); f) Tratamiento 6 (75 g.L-1 sacarosa y 0
cotiledones). Adaptado de [38]

Fig. 4: Microinjertos prendidos de naranjo Washington
Navel sobre Citrange Troyer, los circulos rojos muestran
las hojas desarrolladas del microinjerto prendido, a)
Tratamiento 1 (45 gL-1 sacarosa y 2 cotiledén); b)
Tratamiento 2 (45 g.L-1 sacarosa y 1 cotiledén); c)
Tratamiento 3 (45 g.L-1 sacarosa y 0 cotiledones); d)
Tratamiento 4 (75 g.L-1 sacarosa y 2 cotiledones); e)
Tratamiento 5 (75 g.L-1 sacarosa y 1 cotiled6n); f)
Tratamiento 6 (75 g.L-1 sacarosa y 0 cotiledones).
Adaptado de [38]
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Namero de hojas desarrolladas en los
microinjertos prendidos

El desarrollo de hojas en los microinjertos se
identifico por ser unifoliado, que se dispusieron
en forma de roseta, obtenido luego de 63 dias de
realizada la microinjertaciéon, considerandose
como una unidad experimental a cada uno de los
microinjertos exitosos.

Los datos representados en la Fig. 5 corresponden al
numero de hojas desarrolladas por el microinjerto
de lim6n Eureka. Se observa que hay diferencia
entre medias de los tratamientos de concentracion
de sacarosa de los microinjertos de limon Eureka,
aplicandose la prueba comparativa Tukey a un nivel
de confianza de 95%.

Se ha obtenido 6 hojas promedio desarrolladas del
apice meristematico de los microinjertos tratados
con 45 gl-1 de sacarosa, y 3 hojas promedio
desarrolladas en los tratamientos con 75 glL-1
de sacarosa. Posiblemente, podria deberse a la
influencia del buen desarrollo de vascularizacién
entre el meristemo y el patrén que permitiria un
adecuado flujo de nutrientes y hormonas (como
auxinas y giberelinas), [33] y asi se favorezca el
desarrollo de hojas del microinjerto. Sin embargo,
se encontraron investigaciones que a 75 g.L-1 de
sacarosa en el medio de cultivo se promueve el
aumento progresivo de nuevas hojas. [9,12]

El nimero de hojas desarrolladas no fue influenciado
por el niimero de cotiledones, obteniéndose entre
4,5 a 6 hojas promedio, sin mostrar diferencias
significativas.

Para el caso de los microinjertos de naranjo
Washington Navel, los resultados mostraron que
los microinjertos prendidos que desarrollaron mas
hojas fueron aquellos tratados con una concentracién
de 75 g.L-1 de sacarosa y dos cotiledones (5 hojas);
los que desarrollaron menos hojas fueron aquellos
tratados con una concentraciéon de 75 gL-1 de
sacarosa y cero cotiledones (2 hojas); sin embargo,
estadisticamente estos promedios no arrojaron
diferencias significativas, tampoco se observo por el
factor “nimero de cotiledones” del portainjerto (Fig.
6).

N2 de hojas desarrolladas

Estos resultados se ven justificados por el
fundamento planteado de Agusti, [34] quien
sostiene que la microinjertacién se basa en la
actividad celular y propone que la microinjertacion
se debe realizar a condiciones de temperatura media
que puede encontrarse entre 15-30°C; este aspecto
es para simular las condiciones naturales de la
época idénea de las variedades para la injertacidn,
en condiciones naturales de campo, para garantizar
la unién del meristemo al patrén, de este modo se
lograrfa mas injertos exitosos y mejor desarrollo
de hojas a partir del apice meristematico. En el
presente trabajo los microinjertos se incubaron a
26+2°C, encontrandose dentro del intervalo, lo que
posiblemente pudo interferir en el desarrollo de las
hojas de todos los microinjertos. El bajo porcentaje
de microinjertos con hojas desarrolladas en naranjo
Washington Navel, puede deberse a la época de
muestreo de las varetas para la obtencién de apices
vegetativo. [29] En el Pert la época de brotacién de
naranjo Washington Navel es después de la época de
cosecha (mediados de mayo, junio, julio, setiembre);
para el caso de limén Eureka la cosecha se realiza
durante todo el afio.
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1.64 —

0.00

45.00 75.00

Sacarosa (g.L-1)

N

Mo

. 2 cotiledones

Fig. 5: Nimero de hojas desarrolladas de los microinjertos limén
Eureka sobre Citrange Troyer. Adaptado de [38]
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Fig. 6: Nimero de hojas desarrolladas de los microinjertos de naranjo
Washington Navel sobre Citrange Troyer. Adaptado de [38]

Tamafio de hojas de los microinjertos prendidos

La evaluacién de la influencia del “ndmero de
cotiledones” en el tamafio de hojas de microinjertos
de limén Eureka, mostraron que los tratamientos con
doscotiledonespresentaronmayorcantidadde “hojas
grandes” (58,57%), seguido de los tratamientos con
un cotiledén (51,43%) y los tratamientos con cero
cotiledones (12,5%), pero estadisticamente no hubo
diferencia significativa (p-valor>0,05) (Fig. 7). Lo
mismo ocurri6 con el efecto de la concentracién de
sacarosa (Fig. 8), no se tuvo diferencias significativas
entre los tratamientos: Los tratamientos con
45 gl-1 de sacarosa presentaron 50% de hojas
grandes mientras que los tratamientos con 75 g.L-1,
presentaron 40% de hojas grandes

A
A
A A
| ' '
1.00 0.00

N2 cotiledones (g.L-1)

Frecuencia (%)

- Hojas grandes - Hojas medianas . Hojas pequenas

Fig. 7: Tamafio de hojas de los microinjertos de limén Eureka respecto al

numero de cotiledones. Adaptado de [38]

Frecuencia (%)

50.00 — A

45.00

75.00

Sacarosa (g.L-1)

- Hojas grandes - Hojas medianas - Hojas pequefias

Fig. 8: Tamafio de hojas de los microinjertos de limén Eureka respecto
a la concentracion de sacarosa. Adaptado de [38]

A partir de los resultados de los tratamientos con
diferente niimero de cotiledones del patrén en los
microinjertos de naranjo Washington Navel (Fig.
9), se puede observar que los tratamientos con un
cotiledén presentaron mas hojas grandes (31,94%
hojas grandes) que en los tratamientos con dos
cotiledones (7,94% de hojas grandes) o con cero
cotiledones (0% de hojas grandes). También se
puede afirmar que en cada tratamiento se presentan
mas hojas pequefias que hojas grandes.

Sin embargo, estadisticamente no se observa
diferencia significativa. En los tratamientos con 2
cotiledones se obtuvo 53,44% de hojas pequeifias, en
los tratamientos con un cotileddn se tuvo 36,11% y
en el tratamiento con cero cotiledones fue 72,22%.
Se reafirmaria que el tamafio de las hojas de los
microinjertos es independiente del numero de
cotiledones.

Similarmente, en la evaluacién de la influencia de
la concentraciéon de sacarosa sobre el tamafio de
hojas de los microinjertos de naranjo Washington
Navel no se observa diferencia significativa entre los
tratamientos (Fig. 10), pese a que el tratamiento con
45 g.L.-1 de sacarosa haya presentado 21,3% de hojas
grandes, mientras que los tratamientos con
75 glL-1 de sacarosa desarrollaron mas hojas
pequeifias (6,17% de hojas grandes).
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Fig. 9: Tamafio de hojas de los microinjertos de naranjo
Washington Navel respecto al nimero de cotiledones. Adaptado
de [38]
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Fig. 10: Tamafio de hojas de los microinjertos de naranjo
Washington Navel respecto a la concentracién de sacarosa.
Adaptado de [38]

El niimero de cotiledones y la concentraciéon de
sacarosa no influenciaron sobre el tamafio de hojas
de los microinjertos de limé6n Eureka y naranjo
Washington Navel. Esto se debe a que ya no es
necesaria la presencia de los cotiledones, la planta
principalmente absorbe los nutrientes del medio
de cultivo porque en este momento la sacarosa se
metabolizé y sirve como fuente de energia, para
el desarrollo de la planta microinjertada. [25]
Estos resultados concuerdan con las conclusiones
obtenidas por Navarro. [9]

Como una observaciéon adicional se puede
mencionar que pocos microinjertos (de Washington
Navel y limén Eureka) desarrollaron mas de 2 hojas
rapidamente, posiblemente por la predominancia
del desarrollo del &pice meristematico y en la
mayoria de microinjertos, el desarrollo de los brotes
del patrén representaron una competencia contra
el microinjerto, al que le resta vigor y retarda el
desarrollo de meristemo microinjertado, [35] como
se evidencié en los otros tratamientos, que fue
impulsado por la decapitacién apical del epicétilo
del patréon que se realiz6 durante la microinjertacion
in vitro, este hace que se pierda la dominancia apical
y se promueve el crecimiento de brotes axilares del
patron. [36]

Labajaconcentraciéndesacarosa (15a25g.L-1) causa
formacidén de xilema; mientras la alta concentracién
(30 a 40 g.L-1) causa formaciéon del floema, y las
concentraciones intermedias (25-30 g.L.-1) inducen
por lo general xilema y floema con cambium
entre ambos. [33] En la presente investigacion se
empled 45 gL-1 y 75 g.L-1 de sacarosa, la cual se
puede considerar como alta concentracion, y en
consecuencia se haya formado floema y casi nada
de xilema, causando un desbalance en el sistema
vascular y afectando el desarrollo de las hojas.

Hojas marchitas de los microinjertos prendidos

En la Fig. 11, se presenta una grafica de comparacion
multiple de la prueba comparativa Tukey para la
variable porcentaje de hojas marchitas y se observa
que los tratamientos con mayor concentracion de
sacarosa (75 g.L-1) presentan mas hojas marchitas,
cloroticas o caida de hojas, con lo cual se evidencia
la influencia de la concentraciéon de sacarosa en el
desarrollo é6ptimo de hojas de los microinjertos.

En la evaluacion de las hojas marchitas de los
microinjertos de naranjo Washington Navel,
los tratamientos no evidenciaron diferencias
significativas (Fig. 12), aunque el promedio de hojas
marchitas de los tratamientos con 45 glL-1 de
sacarosa presentaron el 30%, en comparacion
con los tratamientos de 75 g.L-1 de sacarosa que
presentaron el 50%.

ECUADOR ES CALIDAD: Revista Cientifica Ecuatoriana, 2019, Vol.



Llihua et al. Factores que afectan la microinjertacion de citricos

pag. 33 Vol. 6

70.00 —

52.45 —

34.90 —

Porcentaje de marchitez (%)

45.00 75.00

Sacarosa (g.L1)

. 0 cotiledones . 1 cotiledon . 2 cotiledones

Fig. 11: Hojas marchitas en los microinjertos de limén Eureka
sobre Citrange Troyer. Adaptado de [38]
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Fig. 12: Hojas marchitas en los microinjertos de naranjo
Washington Navel sobre Citrange Troyer. Adaptado de [38]

Desde el punto de vista fisiolégico, se afirma que
los brotes del patrdn tienen méas posibilidades de
desarrollarse y se recomienda el desbrotamiento de
apices axilares del patréon porque pueden ser la causa
de la decadencia de las hojas de los microinjertos.
[35] Esto demuestra que la marchitez se debi6 a la
predominancia de la generacién de los brotes del
patroén, impidiendo el desarrollo de los microinjertos
y a su vez provocandoles clorosis como sintoma de
la deficiencia de nitrégeno por una disminucién
en la formacion de clorofila, lo que dificultaria las

actividades enzimaticas, por ser componente de las
paredes celulares. [37]

IV. CONCLUSIONES

El mejor tratamiento de desinfeccion superficial de
semillas del patron fue 0,16% de NaClO durante
5 minutos y para las varetas fue 1% de NaClO
durante 20 minutos. La concentraciéon de sacarosa
tuvo influencia en el prendimiento, en el nimero
de hojas desarrolladas y marchitez, y no sobre el
tamafo de hojas desarrolladas de los microinjertos
de limén Eureka. El nimero de cotiledones no
influy6 en la microinjertacién de limén Eureka. La
microinjertacion de naranjo Washington Navel fue
influenciado por el nimero de cotiledones, esto se
evidencid al evaluar el porcentaje de prendimiento,
y ligeramente por la concentracion de sacarosa.
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