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Para eliminar el virus del material de propagacion
se pueden aplicar métodos como la termoterapia,
que elimina algunos virus como Ta tristeza de los
citricos, pero puede ser temporal o aparente y al
cabo del liempo se acliva huevamente el virus. [7]
Otra metodolngia es el cultivo nucelar i vitro, que
permite obtener plantas libres de virus pero con
caracteres juveniles y esto retrasa la produccion
de frutos en los primeros afios. [8] La proteccion
cruzada se considera como métoda de erradicacion;
[9] sin embargo, s prefiere la microinjertacién
in vitro de meristemos caulinares [9, 10] porque
&3 un mélodo de saneamiento eficas, pues supera
los inconvenientes de los métodos anteriormente
mencionados. La efectividad de saneamiento de esta
Lécnica radica en que los virus y agentes similares
en las plantas, suelen estar presentes en el flsema
y plasmodesmos, pero no en los dpices caulinares
de tamaio adecuado [generalmente de menos de
0,5 mm) porque no Lienen desarrallado ese Lipo
de Lejidn, mas bien presentan alta concentracién
de citoquininas y auxing, permitiendo la elevada
divisiom celular vegetal e impidiendo 1a proliferacion
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
biolégicas, logrando eliminar mds de 80% de virus
exocortis, xyloporosis y stubborn, y 100% de virus
de la tristeza de los citricos. [9, 12]

Por otro lado, clertos factores deben ser tomados
en cuenta para el prendimiento de los microinjertos
comn I sacarosa en el medio de cultivo y los
cotiledones del palrén. La sacarasa en el medio
nutritivo, es esencial para el desarrollo de una
planta in vitrs, debido a que la folosinlesis en estas
condicinnes de cultivo suele ser insuficiente para
satisfacer la demanda de carhono por la planta
Lsto se relaciona con la concentracion de €Oz en la
atmisfera del Lubo de ensayo, Ia cual no es siempre
la mas adecuada y con una iluminacidn de fuente
artificial que probablemente resulte insuficiente
[11,13]

Las semillas de los citricos se caracterizan par ser
dicotiledéneas; los cotiledones son los encargados
de aportar los nutrientes necesarios para la
germinacion y el desarrallo de la radicula por la
parte inferior y elongacién de la plamula en la parte
superior, enlos primeros estadios de desarrollo. [14]

Liihua et el Factores que afectan s microinjenacien de ciricos

Se ha reportado que utilizando 75 g1 de sacarosa
en el medin de cultiv se obtavo mayor porcentaje
de prendimiento [30%-90%), [9] aungue en ouro
estudio concluyeron que con 20-30 g1 de sacarosa
se favoreci el crecimiento de la planta i vitro
en general, [13] y que los coliledones del patron
aparentemente disminuian el crecimiento de los
apices injertados de diversos citricos. [9]

Teniendo en cuenta investigaciones anteriores se
decidié evaluar la influencia de los cotiledones y la
concentracion de sacarosa del medio de cultivo enla
microinjertacién de las variedades de limén Fureka
(Citrus limsn L. Burm) y naranjo Washington Navel
(Citrus sinensis L. Osbeck) de Ia regién Huaral-Perit
sobe el patron Citrange Troyer (Citras sinensis x
Poncirus trifoliota).

. METODOLOGIA

la investigacitn se desarrallé en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de Ia Subdireccion de
Biolecnnlogia del Tnstitulo Nacional de Tnnaovacion
Agraria, La Molina, Lima, Pera.

Se emplearon semillas de Citrange Troyer,
provenientes de California del Lote 44 51701
que habian recibido un previo tratamiento de
termoterapia en agua a 52°C e hidroxiquinalina
durante 10 minutos y conservadas en refrigeracion
(2-4°€), como patrones de los microinjertos. A
estas se les desarroll6 un protocelo de desinfeccion
superficial y de siembra empleando una muestra
de 150 unidades. Fl proceso fue como se describe a
continuacién: Se extrajo la lesta y Legumento, bajo
condiciones estériles de cimara de flujo laminar
(ESCO, LHC-6A3, 2013-86965, Singapur). Se
envolvieron grupos de diex semillas en gasa estéril,
sumergidos en aleohol 70° AIKOFARMA FLRL
(Perd) por un minuto, sumergidos en solucion de
lejia comercial 4% P/V (USA) (Tabla 1), adicionando
Lween 20 (dos gotas por cada 100 mI); se enjuagh
tres veces con agua destilada estéril y sembré en
tubos conteniendo medio solido de Murashige y
Skoog (MS) CAISSON LAES (4,43 gL-1) [10]. Luego
seincubaron en un fitotrén durante uno a tres meses,
a 2722°C, 70% de humedad relativa y oscuridad
total. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de
semillas germinadas, oxidadas y contaminadas.

Para la desinfeccion de 100 unidades de varetas
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de limén Eureka y naranja Washington Navel,
primerao se lavaron con abundante agua, detergente
¥ un cepillo; se cortaron los extremos (15 cm de
longitud  aproximadamente); sumergieron en
fngicida Benlate 509%WP - FARMEX SA. (Perd) 2
gL-1 durante una hora; en alcohol 70° y finalmente
en solucion de hipoclorito de sodio (Tabla 1), mds
tween 20 (dos gotas por cada 100 mL). Todas las
varetas se enjuagaron tres veces con agua destlada
estéril, y sembraron en medio sélido MS CAISSON
LABS (443 gl-1), suplementado con vitaminas
White [15] Se incabé en un fitotr6n (Thermo Fisher
Scientific, 3949, USA) por dos semanas, a 32°C, con
un fotoperiodo de 16 hora luz, intensidad luminosa
de 1000 lux y 70% de humedad relativa. Los
ensayos para la determinacién, la concentracién de
NaCl0 y tiempo de inmersion para desinfeccion
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 tempo, en plintulas
etioladas con tefido blando, lo que permitié
emplearlas en la microinjertacion.

Los tratamientos testigo para el caso de semillas
y varetas fueron tomados de un protocolo de
desinfeccién 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 NaCO (0,88%) durante diez minutos,
respectivamente

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

SN T P Tiempo

Tratamient [NaCl0] (%) (minutos)
a0n s
01610

H 020 |10

2 o800

5 070 |10

g ose |20

K 102
15012

Luego se realiz6 la microinjertacién; la cantidad
muestral fue 180 microinjertos para cada variedad;
seis tratamientos {combinacion de 0, 1,2 cotiledones
¥ 45 g1-1,75 gL-L de sacarosa); diez microinjertos
representaban a las unidades experimentles de
cada tratamiento, con tres repeticiones. El proceso

se realizé en condiciones estériles de cimara de
flujo laminar. Se tomé cada pléntala etiolada de
Citrange Troyer obtenidas de las semillas sembradas
anteriormente; se cortaron las raices secundarias y
parte de la rafz principal, ademds de los cotiledones
(0 1y 2, segin trammiento), dejando 4-5 em de
longitad del tallo y 2-3 cm de longitud de a rafz

Haciendo uso de un microscopio estereoscopio
se realizb un corte en T invertida® en el extremo
superiordeltallo, Luego, se tomo una vareta delimén
Eureka o de naranjo Washington Navel con brotes de
al menos 2 em delongitud; se procedié al aislamiento
del meristemo caulinar, usando un bisturf N°11 y
pinza de punta fina, y disects el meristemo, Después,
el meristemo aislado se inserts dentro dela incision
del corte T invertida del epicétilo de 1a plintula
del portainjerto, abriéndose el tejido epidérmico
se colocs a la altura del cambium vascular. Cada
pléntala microinjertada se introdujo dentro de un
tubo de ensayo que contenfa al medio de cultivo
liquido de MS, [10] suplementado con vitaminas
White, [15] con la concentracién de sacarosa de 45
gL1675g1-1 seghn tratamientoy ademds contenfa
un soporte de papel filtro doblado con un orificio en
el centro, en el cual se hizo pasar la rafz. Se sellaron,
rotularon e incubaron a 26:2°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 dfas;
el némero, amaiio y marchitez de hojas a los 63 dias
dela microinjertacion.

Se identficé como microinjerto  prendido,
aquella plintula que después de microinjertarla
presents hojas unifoliares en desarrollo, las cuales
correspondian ala variedad microinjertada

Para la evaluacién de longitdes de hojas se
dlasificaron en tres intervalos de tmaiio (Tabla 2)
empleando una adaptacion de la regla de Sturges,
[17] con el fin de efectuar las comparaciones
posteriores, Tomando en cuenta los siguientes datos
obtenidos en la microinjertacién: la longitud de hoja
de los microinjertos prendidos mis pequefia (1
mm)y la longitud mds grande (34 mm) y que eran 6
tratamientos evaluados
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bl 2: Interenln de lasificacitn para determinacion
el tamatio de hojas de micvoinjertos prendidos. [3U]

Tamatio ‘ntorvalo (mm)
ojss peguerias 112>

Hojas medians 11223

Uojas grandes [2335]

Analisis estadistico

Los datos fucron analizados mediante un ANOVA
cuando complieron las condiciones de normalidad
y homogencidad, mediante la prucha Shapiro-
Wilks ¥ la prueba de Levene, respectivamente; de
lo contrario sc aplict una prucha 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,

TIL RESULTADOS ¥ DISCUSIGN

Desinfeeeién superlicial del patrén Citrange
Troyer

La evaluacion de desinfeccion superficial se realizé
despuésdeunmes delasiembraelmejor tratamicnto
fuc el “lestige’, ol cual mostro menor contaminacion
(1,67%), mayor porcentaje de germinacion (86,67%)
ausencia de semillas oxidadas (Tabla 3)

Tabla 3: Porcentajes de contaminacion, germinacisn
 enidacidn de semillas portainjerto sembradas en
difercates tratamicntos. Adsptado de (3]

Tratamiontos(T)| Contaminacion{3%] Germinacién(%)| Oxidados(%)
Testigo 167908 86670 0k
T 300 63337 0x
T 1678 0% 554
T & | oA 93337 |
T 0% 0 100°

¥ Los promedios seguidos con la misma leta e s columna 5o
son sigmificativamente diferentes (P 20.05), s I prucba
10 paramétrica Kruskal Walls

Aungue el incremento en concentracion de agente
desinfectante y tiempo de inmersion ayudaron a
disminuir ol porcentaje de contaminacion, cstos
procesos también tuvieron como consccuencia
el deterioro de los tejidos de la semilla, tal como
se evidencia en la disminucién del porcentaje de
germinacién y el ineremento en el porcentaje de
semillas oxidadas. FI detrimento en la germinacion
a concentraciones clevadas de NaClO también cs
evidenciado en el experimento llevado a cabo por
Rojas, [ 18] cuyo resultado 6ptimo de desinfeccion se
obtuvo con un tratamiento de 25% delejia comercial
(aproximadamente 1% de NaCl0) por 10 minutos,

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

Los resultados del presente trabajo dificren de lo
encontrado en otro experimento que empled a los
patrones citrumelo y carrizo, el cual sefiala un logro
de aproximadamente Y0% de germinacion usando
04% de NaCI0 por B minutos en ambos casos,
aunque con un ligero porcentaje de contaminacién
(menor al 10%). [19] El éxito en Ja germinacion a
una concentraciin elevada de NaclO reflejaria una
mayor vesistencia de los patrones mencionados
respecto al patran Citranje Troyer durante el proceso
de desinfeccion. Es importante considerar que la
germinacion y la pérdida de viabilidad también
dependen de La constitucion genética. |20]

Aun cusndo la germinacion lograda en el
experimento  resulty  elevada empleando el
tratamiento testign de desinfeccion, las plintulas
emergentes presentaron una vigorosidad variable,
llegando algunas a no desarrollar el sistema
radicular, ¢ incluso otras demoraron en germinar
entre dos a tres meses. Una explicacion podria ser
la sensibilidad que posiblemente presentd Citranje
Troyer a la temperatura de conservacion (2-4°C)
Tal como lo evidencian Figneroa et al. [21] en su
experimento, un periodo de conservacion en frio de
3 meses no solo reduce el porcentaje de germinacion
de Citrange hasta un 200, sino también retarda el
proceso hasta dos meses

Desinfeceién superficial de varetas para la
obtencion de meristemos

La evaluacion del porcentaje de contaminacion,
oxidacion y brotacion de las varetas se reali
después de 10 dias posteriores a la siembra,

Segiin el andlisis estadistico, los resultados de la
desinfeccion superficial de varctas presentados
en las Tablas 4 y 5, para limén Eureka y natanjo
Washington Navel, respectivamente, muestran que
no hubo diferencias significativas (a un p-valor
<0,05) entie los tratamicntos para la variable
porcentaje de contaminacién, obteniéndose en todos
los tratamientos altos parcentajes de contaminacion,
El mejor tratamicnto T3 (con 1% de NaCl0 por 20
minutas) present’ 85% y 74,33% de contaminacién
en limén Eureka y en naranjo Washington Navel,
respectivamente.
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afectado el prendimiento del meristemo. Ademads,
es posible la incompatibilidad entre el patrén y la
varicdad injertada, To cual tambicn justificaria ol ajo
porcentaje promedio obtenido a 45 gL (13,33%)
en comparacién a los otros trabajos mencionados.

No sc encontrd diferencia significativa cntre los
tratamientos respecto al nimero de cotiledones;
tampocy hubo interaccion catre Ja concentracion
de sacarosa y nimero de cotiledones. No obstant,
ol tratamicnto que correspondfa al uso de 45
gL-1 de sacarosa y un cotileddn del portainjerto
(Iratamicnto 2) resultd con mayor porcentaje de
prendimiento que todos los tratamicntos, con un
promedio de 16,67%.

JII o

[sacarosa tg 1)

Fig 1 Porcente e prondlstanto e limin Corcka sebro
Crnge Traer adeptace dz 1361

En cuanto a los  rosultados  obtenidoes  en
¢l prendimicnto del naranjo Washington Navel,
el tratamicno que correspondia al uso de 45 gLl y
cro cotiledones fue mejor que los otros 5
tratamicntos realizados, alcanzando ol 30% do
prendimiento, osto se puede obscrvar en la Fig,
no se evidencid interaccion  entre  la
oncentracion e sacarosa y ndmero  de
catiledones,  tampocn hubo diferens

significativa en Jos tratamientos para concentracion
de sacarosa. 1l ‘nmero de cotiledones” tuvo

influcncia mostrando  difercncia  significativa
(pvalor<0,05) entre los  tratamicntos.  Los
tratamientos con patrones sin cotiledones tuvieran

2667% de prendimicnto, que cs mayor @ los

tratamientos con patrones con un catiled6n (16,67%
de prendimicnta) o con dos cotiledones (11,67%
de prendimicnto). Navarro, [9] sfirmé que observi
mayar brotacidn de yemas axilares del patrén en los
microinjertos con cotiledones, aunque no encontrd
diferoncia significativa on los tratamicntos por
oste factor; lo que posiblemente significarfa gue la
presencia de los cotiledones sirvieron como reserva
de nutricntes ¢ indujeron ¢ brote de yemas axilarcs
del patran, ya que inicialmentc b alta concentracion
de sacarosa sc cstd comportando como agente
asmético, [26] pera al misma tiempo interfirieron
en ¢l prendimicnto, obscrvandose bajo porcentajc
de éxito cn los microinjertos con cotiledancs.

Nimero de cosledones

Fig. 2 Porcentaje de prendimiento de naranjo Washingtan
Sobre itrange Troyer Adsptada de [36]

En general, el bajo porcentaje de prendimienta
de limén Eureka se debe al problema de
afinidad ¢ incompatibilidad con cl partainjcrto
Citrange Troyer; a  diferencia de  naranja
Washington Navel que es mds compatible con el
pateén, [27] y sc obtuvo més microinjertos
prendidos

La morfologia de los meristemos, es un factor
que puede influir. Un estudio realizado sobre los
meristemos de Arabidopsis thatiana, mencionan que
Ta estructura del meristemo no cambia (tres zona
contral, suporior y periféricas), pero sf Ia marfologis.
Ademds, afirman quelasespecies mutadas presentan
sobreexpresion o poca expresion del gen original,
cambizndole a una forma de mayor volumen,
achatada o alargada. |26] Fn csta investigacion, so
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Ll desarrollo de hojas en los microinjertos se
identifich por ser unifoliado, que se dispusieron
en forma de roseta, ohtenido luegn de 3 dfas de
realizada la  microijertacién,  considerandose
comn una unidad experimental a cada uno de los
microinjertos exitosos.

Los datos representados en la Figg § corresponden al
niimero de hojas desarrolladas pov el microinjerto
de limén Rureka. Se ohserva que hay diferenc
entre medias de los tratamientos de concentracién
de sacarosa de los microinjertos de limén Eureka,
aplicindose la prueba comparativa Tukey a un nivel
de confianza de 95%.

Se ha obrenido 6 hjas promedio desarroliadas del
épice meristemdtico de los microinjertos tratados
con 45 gl de sacarosa, ¥ 3 hojas promedio
desarrolladas en los tratamientos con 75 gL
de sacirosa. Posiblemente, podria deberse a la
influencia del buen desarrallo de vascularizacion
entre el meristemo ¥ ¢l patién que permitiria un
adecuado flujo de nutrientes y hormomas {coma
awxinas y giberelinas), [33] ¥ asi se favoreeca el
desarrollo de hojas del microinjerto. Sin embargo,
se encontraron investigaciones que a 75 gLl de
sacarosa en el medio de cultivo se promneve el
aumentn progresive de nuevas hojas. [9,12]

El niimero de hojas desarrolladas nofue influenciado
por el nfimera de cotiledones, ohteniéndose entre
45 a 6 hojas promedin, sin mostar diferencias
sigmificativas.

Para el caso de los microinjertos de naranjo
Washington Navel, los resultados mostraron que
los microinjertos prendidos que desarrollaron més
hojas fueran aquellos fratados contmaconcentracion
de 75 1" de sacarosa y dos cotiledones (5 hojas):
los que desarzollaron menos hajas fueron aquellos
tratados con una concentracion de 75 gl de
sacarosa y cero cotiledones {2 hojas); sin embargo,
estadisticamente estos promedios no arrojaron
diferencias significativas, tampoco se observ por el
factor “niimern de cotiledones” del partainjerta (Fig,
6)

ladas

N2 de hofas desarr
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Estos resultados se ven justificados por el
fundamento planteado de Agusti, [34] quien
sostiene que la microinjertacion se basa en la
actividad celular y propane que la microinjertacién
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 injertacion,
en condicinmes naturales de campo, para garantizar
Ja unidn del meristemo al patran, de este modn se
lograria mds injertos exitosos ¥ mejor desarrolla
de hojas a partir del dpice meristemdtico. 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 lns
hojas de tdos los microinjertos. Fl hajo porcentaje
de microinjertos con hojas desarralladas en naranjo
Washington Navel, puede deberse a la época de
muestreo de las varetas par la obtencién de dpices
vegetativo. [29] Lin el Perd la época de brotacion de
naranjo Washingron Navel es después de Ia época de
casecha (mediados de mayo, junio, julio, setiembre};
para el caso de limén Rureka Ja cosecha se realiza
durante todo el afio.

{ A a4
s51
L I |
20 "
o nn

Sacarosa (g1.71)

Fig.S: Nimero de hojas desarrolladas de los microinjertos unén.
Darcka sobre Cittange Treger: Adapeado de [30]
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Tamaiio de hojas de los microinjertos prendidos

la cvaluacion de Ta influencia del “némero
de cotiledones” en el tamafio de hojas de
microinjertos de limén Eureka, mostraron que los
tratamientos con doscotiledones presentaron mayor
cantidad de "hojas grandes” (58,57%), seguido de
los tratamientos con un cotiledén (51,43%) ¥ los
tratamientos con cero cotiledones (12,5%), pero
estadisticamente no hubo diferencia significativa
(p-valor>0,05) (Fig. 7). Lo mismo ocurrié 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

micntras que los tratamicntos con 75 gl
presentaron 40% de hojas grandes

e cotiledones (3L1)

ia (%)

Frecuen

Fig. 7 Tamatiodo hojas o os leroinjoros do limon Bure respecto al
nimero d cotledones. Adsptado de[38]

I oo I v [ rompsan

g i e e o v i el resport
ot e s, o e 351

A partir de los resultados de los tratamientos
con diferente némero de cotiledones del patrdn
en los microinjertos de  naranjo Washington
Navel (Fig. 9), se puede observar que los
tratamientos con un cotileddn presentaron mis
hojas grandes (3194% hojas grandes) que en
los tratamientos con dos cotiledones (7,94% de
hojas grandes} o con cero cotiledones (0% de
hojas grandes). También sc puede afirmar que en
cada tratamiento se presentan mas hojas pequen
que hojas grandes.

Sin embargo, estadisticamente no se observa
diferencia significativa. En los tratamicntos con 2
cotiledones se obtuvo 53,44% de hojas pequeiias, en
los tratamientos con un cotiledén se tuvo 36,11% ¥
en el tratamicnto con cero cotiledones fue 72,22%
Se veafirmaria que el tamaiio de las hojas de los
microinjertos es independiente del nimero de
cotiledones.

Similarmente, on la evaluacién de la influencia de
la concentracién 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 L1 de sacarosa haya presentado 21,3% de hojas
grandes, mientras que los tratamicntos con
75 gl-l de sacarosa desarrollaron mds hojas
pequeiias (6,17% de hojas grandes)
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“Tabla 4: Porvontafe ds conbamivaciin, oxidids y
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Tabila 5: Porcentaje de cantaminncidn, aidadas

¥ prinuceiin de hrotes do L varcLas de narsnju

Washizgion Navel en difereates tratamientes de
desinfeceion supericil. [35]
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La alta contaminacién de las varetas se puede deber
a que procedian de plantas lefosas de condicidn
adulta, cultivadas directamente en campoy cxpucstas
a muchos agentes contaminantes. A pesar de los
valores altos de conlaminacion de los cxplanies,
se pudo extracr yemas recién desarrolladas que se
ubicaban en la parte superior de la vareta. Estos
altos porcentajes de contaminacién también s han
reportado en varios trabajos. El emplea de 0.67%
[22] 0 0.4-1.2% [23] de NaCIO por 15 minutos no
fueron suficientes para la desinfeccidn de patégenos
externos, obteniéndose finalmente 56% y 50% a
100% de contaminacién, respectivamente, en todos
cstos tratamicnto:

Con rexpectn a la variable porcentaje de varclas
oxidadas, los mcjores tratamicntos fucron ol
testigo, T, T, y T con 0% de oxidados para ambas
variedades. Iin los tratamientos donde se oxidaran
gran porcentaje de varetas, s deberia s b actividad
de la enzima polifenol axidasa ya que se encuentra
en plantas lefiosas y aumenta su actividad a altas
concentraciones de NaCl0, catalizando la reaccién
enlre varios compuestos fendlicos y  oxigenu

molccular para produci quinonas, las cuales pueden
inhibir ¢l crecimiento ¢ incluso causar la muerte
celular de explantes cuando el tejido vegetal se ve
afectado por lesiones iternas. Pequefio et al, [24]
cacontraron que 4 3,24% del NaClO neasionaba un
aumento delaactividad delaenzimapalifenoloxidasa
en hojas y peciolos de Jatropha curcas cuando eran
desinfectados  superficialmente, manifestindose
pardeamicato de los ejidos. Por tanto, se seleeciond
al tratamicnto Ty para la desinfeccion superficial
de varetas de amhas especics, porque aun cuando
el porcentaje de contaminacién fue alto, las varetas
de esle Lralamienlo presenlaron menor porcentaje
de necrosamiento, y mayor nimero de brotes
desarrollados.

Porcentaje de prendimiento-microinjertacion

Fn la Fig. 1, sc esquematizaran los resultados de
porcentaje de prendimicnto de limén Eurcka; s
observé la “harra” del tratamiento 4 (75 gLt de
sacarosa y 2 cotiledones) muy pequeiia en altura
(a1 nivel de %), extn porque en esle Tratamicnto no
hnba ningfn microinjarte prendida, par lo que de
aquf en adelante ya no fue considerado ¢l efecto del
tratamiento 4 en las siguientes vaviables evaluadas.
Tamhién se observa diferencia sigaificaiva (s
p-valov<0.05 ydistinguiéndose con lasletras A’y "B")
entre los promedios de parcentaje de prendimicnto
de los distintos niveles del factor concentracién de
sacarosa. Los tratamicntos con 45 gL de sacarosa
presentaron mayor prendimiento (13,33%) que las
de 75 gL-1 (4,44%) de sacavosa. Esto contradice lo
encontrado en otros trabajos similares. Por ejemplo,
se ha reportado que 75 gL-1 de sacarosa influye
positivamente en el éito del injerto, obteniéndose
entre 30 a 90% de prendimienta de ipices de
uaranjos, de mandarine, pomelos y qumluats sobre
el patran Citrange Troyer [9] Asi también, con cl
uso de 70 gL-7 de sacarosa se reportd un 38% de
micrainjerlas, frente al 21% conscguido con ¢l uso
de 30l en la micrainjertacidn de mandaring
Kinnow y naranja dulce Suceari, ambos sobre Limén
Rough [Citrus jambhiri Lash). [25]

Los resulladas del prosente experimento podeian
ser oxplicados al considerar que por un tiempo,
la sacarosa a altas concentraciones en el medio
de cullive lambién sc comporta como un agenle
usmilic, [26] provocando deshid ratacion lemporal
en toda la planta patron, lo cual también pudo haber
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observé que limon Rurcka presentaba un meristemo
mis pequeiio y fcilmente identificable, lo cual
permilia realizar con mayor rapider y con menos
manipulacion su insercion en el corte “T invertido’,
a diferencia de naranjo Washington Navel, que es
una especie mutada, presentando un meristenio de
mayor volumen algo achatado, y la microinjertacion
se realizo con mayor cuidado y tiempo, tanto en la
diseccion de primordios cono en la insercion en el
patron,

Por otro lado, existen trabajos de microinjertaciones
invitrocn los cuales realizaron pretratamicntos alos
brotes apicales de algunos citricos y oLras especics,
como por cjemplo, en un trabajo, los brates de limén
Clementina y naranjo amarga, enee olras cspecics
se sumctgieron ¢n una solucién de zeatina 0,1
mg.1-1 antes de realizar la insercién en el patrén y
obtuvieron hasta 61% de prendimiento, [29] 0 en
otro, al sumetgir los brotes de toronja Star Ruby en
10 mgL- de 2,4-diclorofenoxiacético o en 1 mgL-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 opeion que se podeia considerar, aungue esto
implicaria mayor estudio para la comprension sobre
funcionalidad de los fitorreguladores. La destreza
del miceoinjertador; 1a rapidez con que prepara
of patén, ¢l aislamiento del dpice y su insercion
sobre patrén, [31] el grado de estrés que se le pueda
produciral meristemo o al patrén durante el proceso
de microinjertacién, ademds del material con que
se trabaja como edad del patrén [32] son otras de
Ias razones por las cuales el porcentaje de éxito de
prendimiento de microinjertos se ve reducida.

En la Fig, 3 se presentan microinjertos prendidos de
limon Furcka, ohsérvese que en el Lratamicnto Ty (75
171 de sacarosa y 2 cotiledones) no prendio ningdn
microinjerto. En la Fig. 4 sc mucstra microinjertos
prendidos de naranjo Washignton Navel.

Fig, 3: Microinjertos prendidos de limsn Eureka sobre
Citrange Troyer: 8) Tratamiento 1 (15 gL sacarosa
can 2 cotiledones); b) Tratamiento 2 (45 g1-L sacarosa
y 1 cotlledén); ¢) Tratamicnto 3 (15 gL sacarosa y
0 cotiledones): d) Tratamiento 4 (75 g1-L sacarosa y
2 cotiledones); ) Tratamiento 5 (75 g1 sacarosa y
1) Tratamiento 6 (73 gL sacarosa y 0
Adaptada de [38]

s desaerollacia del wicrinjertn prendio,
Testamvienta 1 (45 gl-1 sacamsa 3 2 corledan); 1)
Tratusicato 2 145 5L sscaross v 1 cotileddul; <)
Tratusicato 3 (15 411 sacaross v 0 cotledones): d)
Teatamienta (75 g1 sacarnsa 3 2 corledones): €)
Teatamientn 5 (75 g1-1 sacaross y 1 cotiledén): )
Tratusicats § (75 w1 sucarosa ¥ 0 coliedones)
Adsptado de [35]
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Fig. 11: Hojas marchitas en los microfsiertos de limon kureka
sobre Citrange Troyer Aduptado de [30]
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Porcentaje de marchitez (%)

Sacarosa (5L1)

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

Desde el punto de vista fisiologico, se afirma que
Ins brotes del patrén tienen més posibilidades de
desarrollarse y se recomienda el desbrotamiento de
Spices axilares del palrtn porque pueden ser la causa
de I decadencia de las hojas de los microinjertos
[35] Esto demuestra que la marchitez se debié a la
predominancia de la generacién de los brotes del
patrén, impidiendo el desarrollo de los
microinjertos y a su vez provocindoles clorosis
como sintoma de la deficiencia de nitrégeno por
una disminucion en la formacion de clorofila, lo
que dificultarfa las

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

IV, CONCLUSIONES

Tl mejor tratamiento de desinfeccion superficial de
semillas del patrén fue 0.16% de NaCl0 durante
5 minutos y para las varetas fue 1% de NaClO
durante 20 minutos. La concentracién de sacarosa
Luva influencia en el prendimiento, en el nimero
de hojas desarrolladas y marchitez, y no sobre el
tamatio de hojas desarrolladas de los microinjertos
de limén Lureka. T1 namero de cotiledones no
influyé en la microinjertacién de limén Eureka. La
microinjertacion de naranjo Washington Navel fue
influenciado por el nomero de cotiledones, eslo se
evidencit al evaluar el porcentaje de prendimiento,
y ligeramente por la concentracién de sacarosa
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Resumen
Fl objetivo de este trahajo fue determinar la
influencia de seis tralamienlos que combinan la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo
y el nimers de cotiledones del patrén, con la
posibilidad de establecer un protocolo oplimo de
microinjertacién y s posterior uso potencial parala
eliminacién del Virus de la Tristeza de los Citricos
(CTV) de las variedades infectadas. Se utilizaron las
semillas de Citrange Troyer y varetas de limon Eureka
y naranjo Washington Navel para la optimizacién
del protocolo de microinjertacion. Los resultados
mosLraron que el mejor tralamiento e desinfeccién
de semillas fue 0,16% de NaCl0 durante 5 minutos,
y para las varetas fue de 1% de NaClO durante 20
minutos. Adems, se recamienda como protocolo de
microinjerlo fptimo, el uso de 45 g1~ de sacarosa
con un cotiledén en el patrén para el limén Eureka,
y para el naranjo Washington Navel, la utilizacion de
45 g1t de sacarosa y un palrén sin cotiledones.

Palabras clave: Sacarosa, cotiledones, limén
Tureks, microinjertacion i vitro, naranjo
Washington Navel

INFLUENCE OF SUCROSA AND COTYLEDONS ON
CITRUS MICROGRAFTING

Abstract

The objective of this work was to determine the
inlluence of six treatments that combines sucrose
levels in the culture medium and the number of
cotyledons of the rootstock, in order to obtain an

" Corven s s Tty Nagione e Jascasidon Sgrari INIA)
5.1 Nolina 15U, La Molina, Lima, Tolétonos + 51 449 035 224,
Corroo clectronica: reabreradéinia ob po
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oplimal micrografling prolacol for ils subsequent
potential use for the elimination of the Citrus
Tristeva Virus (CTV) lrom Citrus infected cullivars.
We used seeds of Citrange Troyer and fresh flushes
of Fureka lemon and Washington Navel orange. Our
results showed that Lhe best disinfection treatment
for seeds was 0,16% NaClO for 5 minutes, and for
fresh flushes was 1% NaClO for 20 minutes, As well,
we recommended as optimal micrografing protocol,
to used 45 L1 of sucrose with one cotyledon in
the rootstock for Cureka lemon, and Washington
Navel orange, to use 45 or 75 gL{ of sucrose and a
roolstock withoul eolyledons.

Keywords:  Sucrose,  cotyledons, in  vito
micrografting, lemon Rureka, orange Washinglon
Navel.

L. INTRODUCCION

En Ta actualidad los citricos estan entre los lrutales
més importantes a nivel mundial; [1] China y
Tspana ocupan el primer lugar en produccion y
exportacion, respectivamente. Perd ocupa el cuarlo
Iugar en produccion a nivel de América del Sur, con
1112 100 T y el séptimo lugar como exportador
con 37 600 T de citricos en total. [2] Los principales
departamentos productores de citricos en Perit son:
Piura, Lambayeque, Lima, Ica, Junin y Cusco. [3]

Las plantas citricas son susceptibles a enlermedades
virales coma la tristeza, psorosis, o viroides como la
exacortis, [4] que influyen de forma determinante
en T produccion y rendimiento de las plantas. [5]
Para su control es imprescindible utilizar material
de propagacién con certificacién genética y
fitosanitaria. [6]
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ramaio de hojas de los microiajertos de naranjo
Washington Navel respecto a s concentracian de sacarosa.
Adaptado de [38]

Tl nmero de cotiledones y la concentracién de
sacarosa no influenciaron sobre el Lamano de hojas
de los microinjertos de limon Eureka y naranjo
Washington Navel. Fsto se debe a que ya no es
necesaria la presencia de los coliledones, la planta
principalmente absarbe los nutrientes del medio
de cultivo porque en este momento la sacarosa se
metabolizé y sitve como fuente de energia, para
el desarrollo de la planta microinjertada. [25]
Estos resultados concuerdan con las conclusiones
abtenidas por Navarro. [9]

Como una ohservacién adicional se  puede
mencionar que pocos microinjertos (de Washington
Navel y limén Eureka) desarrollaron ms de 2 hojas
rapidamente, posiblemente por la predominancia
del desarrollo del 4pice meristemético y en I
mayoria de microinjertas, el desarrolla de los brates
del paLriin representaron una compelencia contra
el micrainjerto, al que le resta vigor y retarda el
desarrollo de meristemo microinjertado, [35] como
se evidencié en los otros tralamientos, gue lue
impulsado por la decapitacién apical del epicétilo
del patrén que se realizé durantela microinjertacién
in vitro, este hace que se pierda la dominancia apical
y se promueve el crecimiento de hrates axilares del

patron. [36]

Labaja concentracion de sacarosa (15225 g L-1) causa
formacin de xilema; mientras Ia alta concentracién
(30 a 40 g1-1) causa formacién del floema, y las
concentraciones intermedias (25-30 g1-1) inducen
por lo general xilema y floema con cambium
entre amhos. [33] En la presente investigacion se
empled 45 L1 y 75 pL-1 de sacarosa, la cual se
puede considerar como alta concentracién, y en
consecuencia se haya formado floema y casi nada
de xilema, causando un desbalance en el sistema
vascular y afectando el desarrallo de las hojas.

Hojas marchitas de los microinjertos prendidos

Fnla Fig. 11, 5 presenta una grafica de comparacion
milliple de la prueba comparativa Tukey para la
variable porcentaje de hojas marchitas y se observa
que los tratamientos con mayor concentracién de
sacarosa (75 g1.71) presentan més hojas marchitas,
clordticas o caida de hojas, con Io cual se evidencia
la influencia de la concentracién de sacarosa en el
desarrollo 6ptimo de hojas de los microinjertas,

In la evaluacion de las hojas marchitas de los
microijertos  de naranjo Washington Navel,
los tratamientos no  evidenciaron  diferencias
significativas (Tig. 12), aunque el promedio de hojas
marchitas de los Lralamientos con 45 gl-1 de
sacarosa presentaron el 30%, en comparacion
con los tratamientos de 75 gLl de sacarosa que
presenlaron el 50%,
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