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R. E S U M E N 

El experimento se condujo en dos partt?s, en Ja pruaera se trabajo 

en proliferación, en donde se observó el efecto de la dilución de las s~ 

les minerales y la concentración de bencilamino purina (BA}; mientras -

que en.la segunda etapa se varió la concentración de auxinas en combina­

ción con diferentes condiciones de iluminación para examinar el efecto-

que producen en la emisión y desarrollo de raices de plantas cultivadas­

rn VITRO. 

El diseño experimental empleado fue de parcelas divididas, en 

donde se utilizaron 2, 3 ó 4 l"'f!peticiones y con 5 tubos de ensaye que -

constituyeron la unidad experimental. 

Se emplearon apices vegetativos de yemas axilares de Limón Mexic_! 

no que fueron establecidos previamente a las condicionas IN VITRO ; el .;. 

experimento dio inido con el establecimiento de Jo.s brotes;. para su ob- ·. 

servadón posterior durante cuatrci semanis para evaluar su grado de desa-
. . . ' 

rroÚo y proliferación; po~t~rforÍnente se hicieron transferencias cada :.. 
• • • ~ • A •O 

cuatro. semanas .útiliZando nuevos medios de ·cultivo. y en diferentes con-~ 

ce11trad~nes de BApara .encontrar las dosis mas adecuadas.Eh el enraiz~-
. mie~to se hicieron tres ensayos preliminares.· de donde se plante6 el es-.·• 

queirya final. permaneciendo cuatr'9 semanas ~n' ese medio y después fuéron, 

transferidas a u.n medio sin auxinás, en {forma) donde se variar~n las con­

diciohes de luminosidad, 

Para lós ~xperimento.s se uÚl iz6 conio medfo ~e cultivo las 

, mi~e;ales, modificadas del. medio'de.Murashigue 
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75%, 50% y 25% de su concentraci6n, complementando con 1 mg/1 de tiamin~ 

dicloro,100% mg/1 de Mioinositol, 30 g/l de sacarosa 5 9/l de Agar, aju! 

tando el PH a 5.5.; y como reguladores de crecimiento se utilizaron 

0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/1 ce BA para proliferación; en el caso de enraiz-ª. 

miento 0.5. 1.0, 0.93, 1.8 y 2.7 mg/l de Acido Naftalen-acetico (ANA) y 

0.5 -~ 1.0 mg/l el Acido Indolbutirico (AIB). 

La metodología empleada para proliferaci6n y enraizamientovesultó 

ser adecuada para evitar contaminaci6n en los tubos ya que en todos los­

casos el porcentaje de asepsia fue superior al 98%~ 

Las condiciones para logrwlos mejores- efectos en ~roliferaci6n -

fueron: una_ concentración de 75%. en e 1 estab 1 ecimi en to y un tiempo de -

permanencia de cuat_ro semanas máximo, asf como una concentración de 

0.8 mg/1 de BA para obtener un mejor número de brotes y una mayor l ongi- · 

tud de éstos, mientras que. para enraizamiento~ los mejores resultados­

fueron· al --_utilizar ANA- en cbncetl"aciones ·de ~M (2. 793_ mg/l }-y pentiane~­

ce(por espacio de dos semanas en un medio auxinico y d~s más. eii un ~edfo 
libre de éstas, primeramente en obscuridad completa ;(24 hr.SfyJa~ dos - __ · 

semanas resta~tes con un\IÓ'CQ¡jeriddo del6 hrs. bajo-luz b1anc(I; de está 

·. t:onna se favorece el enraizamiento IN VITRO de plantulas de citrus,Auran-
._. -,. ------.• -' -· ••• -.. • ,• < ----.--,-----.---
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I N r"R o o u e e ION ' 

México actualmente ocupa el sexto lugar como productor de cftr,:!. 

cos a nivel mundial y el primer lugar como productor de 1im6n Mexicano. 

En el pa'fs los cftricos abarcan el 30% de la superficie cultivada con -

frutales, es decir que existen 226,000 hectáreas plantadas con cftricos 

en donde se obtiene una producción de 2.48 millones de toneladas con un-

valor estimado de la producción superior a los 31 600 millones de pe--

sos .• (Ramfrez, 1982). 

Las especies de 'cítricos de mayor importancia cultivada 'en Méxt 
,- - -

co son la naranja (Citrus síntesis L. Osberck}, el linión Mexicáno (Citrus 

aurantifÓlia Cristm. Swing)·. La mandarina (Citrus reticurata B)anco) y la 

toronja .. (Citrus paradisi Mact)., (Ramfrez, 1983). -

Ramfrei (1982) reporta que existen dos problemas potenciales muy 
. . 

serios que atentan contra la dtricultura nacional: uno es la.vi~osis de-
, -' ; • - • • • • • • • - -,·~ ' • • ' •, r' ; " -

nominada .. tristezall,la cual es especialmente virulenta en la combináéión-, ''. ·.· ' - . .. - . - . . -· . . - "" -

naranjadulce naranjo agrio 6 con e1 lim6nmexicanoy~1 otro problema es~ 

la plaga:dénoll'inad~ Mosca' del Ílediterraneo (Ceradtis capitata Wied) la ;., 
- ' :- ,_ . .· 

cual cáus~ pérdidas económicas totales de la J~uta. 

Por otra. parte, Murasigue (1978).~e~ciona qúe los métodos d~ cul 

tivp .de tejidos in vitro pueden ayu-dar a lós mejoradores de plantas en 2 · 

dmi r~~ .~en~ra 1 es: .· .. 
' 1'. 

técni<:as ~ueden ayudá.r 6 .servir para acortar: '1 os ob"'. 
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2°) Nuevos aprovechamientos de1 material vegetal que son result! 

do del desarrollo de genotipos y que no es posible obtener-­

los por los métodos tradicionales. es decir hibridación y d~ 

sarrollo de nuevas variedades, obtención de plantas Ubres -

de virus y propagación clona1 rápida. 

Así, el método de cultivo de tejidos es una prom~sa para desarr.Q_ 

11ar un procedimiento práctico en la propagación clonal de cftricos. Si -

se forman suficientes brotes por apice y si éstos producen sus propias -

raíces, se podrían obtener una mayor cantidad de plantas provenientes de­

tejidos callosos en s6lo .5 6 6 meses (Raj-Bhandsali y Ary.tJ1978). 

Objetivos del presente.trabajo son: 

1) Observar el efecto de dilución del medio de cultivo y concentra-· 

ci6n de Behcilaf!Jinopurina sobre 1a proliferación de brotes de limón Mex.i ... 

cano in vitro~ 

2) Conocer el grado de respuesta.al enraizamiento variando la concen_ 
. ·, ' '•. : 

ty-ación de Acido Naftalenacético en combinaciones con diferentes condfciQ · 

de i l umi naci óri. 
'· ·. . ·,'··, 

3) Comprobar la efectividad de las tllcni.cas emplea'das en el cultivo-
. . 

para é1 caso pariicular de lim6~ Me~icano. 



REVISlON DE LITERATURA 

J.- Factores intrfnsecos, al medio de cultivo; 

Muchos medios de cultivo han sido empleados para el cultivo de tejidos 

en,cftricos. En los trabajos pioneros se empleó usualmente el medio de 

White (1943) con algunas modificaciones. Otros Medios también usados -

fuerón los de Gautheret, Haller, Nitsch y Tukey (citados por Button y 

Kochba, 1977), completando con sustancias org~ni cas ta 1 es como caseína 

hidro liza.da (CH), leche de coco (LC), extracto de levadura (El) y jugo 

de naranja (JN), frecuentemente incorporadas con varias combinaciones 

· y concentraciones de los regula-dores de crecimiento.· 

Los es.tudi os sucesivos respecto a 1 medio fuer6n generalmente limitados . 

a 'coritinua(el desarrollo de estructuras ya in vivo 6 bién)a prolife~ 

· raci6r1 de' tejidos desorganizados (Butt~n y Kochba, 1977) ._ A. partir del. 

medi~ de cultivo de~arrci1,1 ados por Murashigue y 'Skoog (MS) (1962) co.r ... -

. tinuaron 1os estudios .y fué estimulado<e1 p~ogreso, particu1arme~te ell 
lo que respecta a organogenésis y embriogenesis somática. 

Los eie'mentos minerales del mediÓ deMúrashigue y Skoog (MS} son gene­

ralmente adecuados, aunque'. no se han encontrado los óptimos .para cftri 
.º-· <; - '-,· '·', .. _. : • -·. - •• -. • - • .·, - _· .• -_. " _.,. . . . ' -· . - ' 

cos. Esto es de acuerdo conel punto de vista. que existe, sobre la con 
.~ .. , . , : . - -' _.. ·.,: . ·- · .. - - . -.. ' ' ,_{ : -
s i.Stericia<de ,¡os 'requerimientos i norg~~ico~ a pesar d~, '1 a 'variabi 1idad-

, tti t/cu 1 ti vo . de te~ idos como amhi.ente contro 1 ado. . . . . . -
. . - -

(Mur~shigue, 1974). La principal dÚeré~cia entre el ·medio, MS y otras -
'. . ' .. ' . . .· ... . . -

, • ,·form~i~Ciones es en la/concent.radó~ /la fuente ~e nitr6~en~~ Muchos-

lliédio$tÓntien~n'exclus,i.Vainente ni~rato/'~. diferend.tci~fM5 que i;pn'.'- .-.-.. 

·• :tien~··~elativa~~tite•a1t'a,~0~2~rit,rac_iin ,de a~Ónio. ~e ~dicicln a al~os·-, .. , 
• ~- :-·, ~: ~: - ~ • ,.-.-- < - -
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La sacernsa aarisf'9 eo los requerimientos de ea1•bohidratos on la mayor:!a 

de los cultivos de tejidns.Una eoncentraci~n de 5% tu' generalmente pr.2 

hada cotilo Óptima en el cultivo (heterotrÓpico) de tejidos y Órganos do 

c:!tricos (Kochba y Button. 1974). 

La sacarosa aparece colllo necesaria para el desarrollo de einbrioides ig 

.naduros o pequeftos ,p~ro es po:iible no incluirla para los ir:aduroa o la,t 

gos (Rangaswamy, 1959). 

La oinisiÓn de la sacarosa al momento de trans!'erir plantas al suelo es 

praoablein0nte uno ventaja para ser autotr6i'ica y con seguridad incX'o .. 

mentar la .basa subsecuente de sobrevi vcncia (Button y Kochba, 1977> .... 

La glicinu rué fnctor de incremento aj gnificr~tivo en la obtención de .. 

callos albedos de 1irn6'1 ( t!urashigue y Tuoker ~ 1969) 6generallnente en .. 

las concentraciones de 2-4 mg/l, lo mismo que ot;ros L-Aminoáoidos y • 

1.a c.aseino. hidroli :;ada favorecen este iricremonto. 

La suple:10ntación con suste¡iciss eoino aininoáoidns,ease:ína hid.Í'olizade., 

extracto. de lllnl ta. y levadura han pr('lve:Ído de, efectos benéficos en ........ 

otros cnsns (P.utton y Ko9h~a.tl9T(} .Estas respuestas pueden estar da- -

da~¡.,,P<>r ;r,los .factores1al suplir los. a1ninoácidns. l'al'ticulares 6 'i'edU'-'::' ~ ·.· 

,;1é1a px•ovisión de :nitrÓg~no no inclu!dos én algurios Ílledios bás:i~os. 
~?·:~:_·.·:: __ ;~<.·:_ - _- .. "· ;· -:.-· ·«:<_<-··.'_ _-·-. ·!-->-:_-:>-~ - - ' , ·. ,. -- .-.. -·. ->--_---~-.<_:_·< 
Chaturve<ii y Mitra (1974-)este,blécioron si stematica1nente niveles opti-

, • •• ,·' • • ••• ' ' • > ·' -. ''.- •• ,· ·' ·.,' 

·• Jiios de . algunas vitaüú.nas para la. proli f'eracion de. callos al hedos .Es:_· 

tos ni vel~s,que en algunas ocasiones s'on ~ltos p~~ otros g~nerósjno. 
_ .. en c!tric~s y.generali.'1.;inte St>n Íos siguientes mg/l): 

: , ttl:oinos~tpl 1001piridoxine RCI. 10,áeid.~ mieot!nieo 5, t;iamina 

ñC~ l.O. De éstos solo la.. tiá.utlná. parece .ser ~sencia,i,1ni entras, .que· . 

los siguientes· son inact:ivos:Acido ascorbieo,bi.ot1~·,pantoten9.~n--· 
de 1 ácido 
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El Acido ascorbico fué factor de realce del crecimiento en plantas ~ 

natsudaidai y la estimu1aci6n de producción de Pseudobulbos en .tejido· n~ 

celar de~ sinensis (Kordan, 1963). 

~.- Condiciones Ambientales del Cultivo. 

Los factores externos o internos pueden ejercer una influencia reguladora 

sobre el crecimiento y la diferenciaciOn dentro de las reacciones nonna--

les detenninadas por el material genético; De todos los par~metros ambien. 

ta 1 es que influyen en el crecí miento y .la di ferenci aci6n de plantas, la -

luz es uno de los m~s importantes ·(Boardan, 1977). 

La mayorfa de las plantas superiores es posible que se adapten a factores 

ecologfcos de luminosidad en un ampliorango. Dependiendo de la intensi-­

dad de la luz durante el crecimiento, se tiene que, plantas con igual ge-

notipo desarrollarán en forma diferente y el crecimiento de las plantas -

llamadas de .a1tÓs o bajos requerimientos de la luz puede ser induddo, E! 

tas adaptacio~es a la v~riaci6n en la ,intenÚdad de la luz y calidades de, 

]a misma .• incl~ye cambiqs morfo16gicos. ultraestructurales. fisio16gicos­

y bioqufmicos (Bjorkman. 1981}. 

2~1.- Luminosidad: 

Thorpe (citado por Scheider. 1982) indica que .la luz es el factor -
- o··, -· • ·- .-- -· ,. -· ·,.-,-, . ' . ,· . 

ambiental que más afecta la organogénesis y desarrollo de los.culti 
. '" - ''. . . -. - - - ' 

vos .!n ~ y ese, factor 1 uz puede ser subd1 vi d,i do en: peri6dcs de 

luz diario (fotoperi6do),diferentes intensidadesy calidad de luz•· 

asimfsmo se ha investigado la influencia· de 'ba.ndas de longitud de .:. 

< onda ~rigosta. sobre el crecimiento y desarrollo de cultivo de callos. 

sin einba~go comercialmente las fuentes, de. fo~ de 'b~nda amplia son • 

m~s .·~~~das; .. ··.·. · 

D~· a~Óérd'o ~ 'i1 ó, ariteri or , {M~raihigue 1977),_ 1 as 
--~- : : ·..;- - "~~,-- . - - ' - '· - ' . _. - - . . ' -_ -' _, _-. . - , . - : . )• ',···~· .. _·;>: 
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tud de onda azul y roja emitidas de lamparas fluorescentes pueden 

ser importantes para 1a propagación, no obstante existe muy poca­

infonnaci 6n acerca de la efectividad de l~mparas fluorescentes :­

comOnmente aprovechables sobre crecimiento y diferencfaci6n en el 

cultivo de tejidos. 

En les cultivos, en los que la organogénesis y/o la embriogenesis 

son manejadas, puede decirse en forma general, que resulta positj_ 

Vo mantene< una iluminación de 2000 a 3000 lux de intensidad por­

un periodo de una a 16 horas. (Kochba y Button •. 1974). 

Hunter (1982) determinó la intensidad luminosa óptima para el es­

tablecimiento de explantes de fresa, evaluando diferentes intens_t 

dades de don.de se obtuvo· el mejor establ eciini ento y crecfmi ento; 

·.a los 6000 lux se diÓ el mi1ximo crecimientl) y desarrollo de los -

···. propágulos y con ZOOO Jux observó la mayor iriiciación y desárrollo. 
. . . . 

(dtádo por Vi.1 legas ,,1982}:trabajarori c9n plan- .. 

t~~.de. manzano bajo ·2 fot~perfOd~~ dif~rentes. 16 'y 24 hr$ dfa. y 
'' _,. .. .· . ·, . - . -'c.-···. 

de rafees. 

-'-' -- ' . . . - . . ' -'-~: _. --.. , -_ -. - -. : . ·', . _. - . -·~ -. " -. . .;«' . 
• · 3 distancia~ diferentes 8.2_0 y 35 cni ·entre tubos Y, )§m.paras, y -. 

. ' ~ncontrarein un creéimiento ápropiado al utilizar 16 h.rs luz y 20-

cm d~ ,separaEi6n con una' temperatura de 2s2c. 

En particular sobre los cJtr.icos. la alta intensidad de luz redu­

ce la proliferación dé callo de albedo.·fl_avelos yvesfCu1as de:. 

j~go~·y ~sf callos desdifé~enciados pueden ser mantenidos en obs­

.lográr .el crecimiento .óptimo {Button y Kochba. 1977). 

(1978) trabajó. con explantes de citrus sines1s, y --
.. . . ._ .- -··, -. _:·. ·. . '._....,.._._,.~ 

a'uránHf01ia.,:1 o cClloc() ~n c~ma~as'.iluminadas' por 14mpara~ f.1.uo--. . .,.,, . - . . - ., ._. ··.:, _,: .. _-. .._•. ' 



- 7 -
niendo intensidad de JOOO lux. Laa lámparas se fijaron en la­

parte central y li.torel del ar,nero para t~ner ilU1ninec:1Ón Un! 

.for:r.e y ol1tuvo resultados favorables. 

2.2. Tee1peJ:'atura~ 

'tos erectos de la te.iperotura sobre el crecimiento y la di1'e­

renciaci6n no han sido estudiados adecuada1nente y en ausencia 
, , ; -

de datos 1nas espec1ficos sobre c1tricos, las temperaturas de 

2$-30ºC aparecen cerconas al 6pti.no requerido y son general -

monte las más usadas. De esta fcr1i1a se encontró que en la pr_2 

pugaciÓn por cultivo do tejido¡; de árboles cf tr:I cos probados 

(Citrus sincnsis y Cit1•us aura.ntifolia},la temparatura utill­

z~dh en las c~n~ras de il'Ul;1inaci6n, ha sido de 30°0 durante -

el periÓdo de luz(y 28°c durante el peri6do de lu~y ~8°c en-

·1a_ obscuridad con un pH de 5.8 en donde1 .óbtuvie:ron >:'eaultadQ3 
- . 

favorQ.bles so'.·re el crecimiento y la· di.fe~eneiaci6n {Raj Bha,!! 

saliyArya. 1973)~Hunter et al.(1982}trabajaron con explnn-• 
,, . ,. . '·,' -- . . . 

te$ y p:popác;ulo~ de fresa, que c;recierDn a_12,16,20J24,28,32,~ 

y 36~c para dete:r:~inal:' los efeptos sobre crecimiento y de ea':'-
.: ,, : ' ' . ' . -

rrolio;encontr'E?ric!o que ln temperatura -6ptima en dnnde_ ocurri.Ó 
' :-:-, .. : . .,: .. :_ . ' " 
el ma.x±1no_ crecimiento fue 28°c. 

- . . ~.' ., ·,' . - ' , . ; 
~auton tl ll•(l9~2)pr(lbo que .lá regeneracion de brotes veget,! -

. .. ·. .·~ ·. 

t:!.voeY- plan~~S c<mÍpletas de 4.especies·de.Citrus puede ser -

·obtenida culthando merist~¡¡¡os. radiculares In ~itro en un· me-
·-,···.·,·-._ . -- .. ----·· 

·_ d:io, api'c:)piado y mántenidns. ~n obscuridad'' 25~c. 
Lnne".fc:L~ado por Villegas~l982)menciona que en el ma.nzano cÚ,! 

t:t~ado In vitrb 8. 3. 'diferentes temperaturas entre d!a 'y·.no~b~: 
·:.o· .... ;~~:_·7-~,:, • , ~" .... -.. :-~·. :_·· .. ·,·,~~-_,' •. <·· . ·_. ·_·. -_-:,_;' _-:\,-:,_ '_- _ 

28-22,23-17 y 18..:12°c.se observa tm 1naximo porcentaje de'enrni .. 

•• _·- • • • • J en el ~fi~~2oc por. Í~· Íl~che>i-eo~ las . - -•· 
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temperaturas de 1S-122c se redujo el enraizamiento y los brotes pr~ 

sentaron clorosis. 

Plantas de cftricos microinjertadas y cultivadas in~ se coloc3!_ 

ron en una cámara de ambiente. controlado a 272C y aproximadamente -

1000 lux. Al cabo de un mes in vitro los injertos prendidos tienen 

en general 2 hojas bien desarrolladas, la rafz se ha incrementado -

y se encuentra lista para el transplante al suelo (Villalobos,1978). 

Tusa~· (1978) investigando por su parte sobre la tecnología de 

microinjertos en~ sobre plantas completas, las que introduje-­

ron en bolsas de poJietileno, y colocaron en cuartos con una temper!_ 

tura entre 27-282C, humedad relativa estimada entre 80-90%, ilumina­

ción de Hmparas fluorescentes de 3000 lux. de intensidad, por un pe­

ri.ocio de 16 horas lux y 8 horas obscuridad. 2 .seinanas después ya mos · . - ~- - - ~ -
trabanmeristemos apicales de 0.2 a 0.4 mm. 

g.3.Sustrato de .Cultivo . 

. El medio basal de Mu~ashÍgue y Skoog (MS) parece proveer en forma ~ 

signifit~Úva de los requé~imientós esericial~s 'para lá embriogenési~' . . . ,'" . . ~ - . ' . --· -- - . . ' . - - ' - - - . . . -_- . 

de cftricos in vitro. En ensayos anteriores sobre la il1cluccidn de -
. - '.. : '-·,~ - - . 

embriogenésis inicial en tejido nucfear ha resultado despr~~iable la 
1 ' • - ' 

falta de ~dición de suplementC>s l~s cuales promueven,~mbriogenésis -

cuando éstas fueron colocadas ·en el 'medio de M.S~ (Rangaswamj;l?59)~ · · 
- • • 1 - • • • • - • 

Células solas o simples proliferaron mucho mejor cuando se propaga~-
, - ·-~ :·' > ' . --~ ,. __ . .· .. ·--...... :-', -~ ... ---·=-.:·:.- .. ' · .. ," 

.ro.n. sob.re una superf1 ci e de medio s61 ido~. que cuando fueron mezclaw-:. 

dos con €1 •. observando ade~ás una regene~aci6n sucesiva de protopla!. 
.- ' ·, '· . . . .. ,· · .. 

inedia s6lido,(Vardi1et !l-1975). 
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Raj Bhansali y Arya ( 1978) al utili.zal' en combinaei6n ei toeini­

nas junto con extracto de 1nalta en medio sólido demostráro'n,quo 

son eficaces para ostiinular la difereneiaeión embrionaria en -­

Citrus y qua el ei•eciJniento de callo trunbi~n aumenta con.forme. -

se incrou1onta la c<Jncentración del extracto de malta.Asimismo -

se mostró que el extracto de malta a 1000 mg/l es Óptimo pa!'a -

la .formación de embrionos en te Ji dos de Ci trua aurantif'olia,mie_u · 

tras que para Ci trus sinonsi n ne ce si tó solamente 500 mg/1 do el! 

t11 substancia, 

En la organogénosis dtri~a. º"bre un modio de ru perficie s6lida 

o.6 a l .O:t de concentración de agnr, se encontró qu.e la concen~ 
. : -

traéi~n Óptima para Citrus nurantit'olia ·!'ué 0.7% y. de o.8% para 

._Ci trus si non sis .La menor concentración no rué. orí. Úca. part{ el -
. . 

desarrÓllo de brotes per6 laS .nayoros ·· concentráci,mes afectaron 

dostavorr..blein..;nte. el creéiiiiionto ·da ést,Qs.A~nqu~ ·el 1%,de cono~!!· 
tro.oipn de ago.r no tuvo mucho efoecto··~.obre' él nútnel'o de -~~st~gos' 

- ~: • : • • 1 

for.nados1 su cl'ecillliento se viÓ afectado adversa111ente •(Raj .Bhans_! 

li y Al'Yn;l978) • . 

Enia: mayoría de los trabajos con.Citrus se ha.emplerido medio -

s.Ólido con 0~8 a 1•0% de:';¡;ar.Sin eml:;argó ·parece existir unali. 

gera Ventaja con él USO de medj óS l{quidn1 para el culftvo de.: 
" . ' ' ' \ 

Órganns ;r ~ejidos,, observando un ínay~r desatrollo de Í(ls embri.2, 

nos.(Koohb~á et al. 1974). 
-.,, ... ,' --.. ,: 

J,.- Factores a considerar en.la Proliferaefón 

J.l. •. Efecto. de .la luz. \: .... ·-

' Pa;'thie~ (19,79 )~pina que·• el o;eoiiniéntp y los. pr~e;~~Q~ de déSál:'l".2 

llo · de las plantas puad~ ~ª?' tnllM t1 c~~o· Q,ori$~,d~~~'bÍ~¡na?it~- ~~'r: ,~2.. · 

. (liQ de t:ratalllientos' cc>n lita~ia(lrir.e~ :4~, c:reci!lliento~ 1 diteren~e~.- .· 



Los efectos de las citocininas en combinaci6n con altas y bajas -

· intensidades de luz, han sido descritos, utilizando Raphanus 1!!1!_ 

~y SinapJ~. alba, los que creciendo bajo condiciones de poca luz 

y adicionado citocininas, han demostrado cambios en el metabolismo 

y la estructura de .los cloroplastos el cual es muy 'similar al re-­

sultado en plantas que crecieron en condiciones de alta cantidad -

de luz (Zerbe y Wild 1980 a). 

Holzapfel (1982a) piensa que los efectos y cambios m~s fuertes so­

bre .las plantas en crecimiento se producen al utilizar las cítoci­

ninas en combinación con la luz azul. 

Plantas tratadas con citocininas muestran cambios en su metabolismo 

. y .en la estructura de 1os· cloroplastos, los cuales son en muchos -

aspectos, si mi lares a .las pi antas que crecen en condiciones de alta 

luminosidad (Buschmahn Lightenthaler. ·i97~). 

la regeneraci6n in .vitre da muestras de ser afecUi/ade acuerdo al t.t -,·--- ; ·-.. . ' 

po· o márca de 1 ámpa~a fl uorece~te. S~hei der (1982) observ6 ex plan.:-

tes foliares bajo 6 diferentes tipos de. Jáinparas fluorescentes ··-:"'· 
; ·.'·' 

(~ró-lux, Fluora 77,.Cool Withe 20, Interna 39, Wann-White de luxe;. 

... y l.umiiux 31), en~ontrando mejoresresultados bajo los tipos de : -~ 
' ' . ;.·. '·-.·' .·. , - -

lámpara "Interna>y.War111 Whitede luxe"; ambos tipos de lámpara emi-

.tieron altas .cantidades de luz naranja roja • 11 Fluora 11 fué la lárnP~ 

ra que marcó las diférencias .. inferjores y éstas se incrementaron·· -

· · aumentando 1 as intensidades de 1 uz, pudiendo ser a causa de una eml 
' . '. ; . . ' 

.. si6n superior en el rango de ultravioleta (U.V;}, pero al evitar la 

.. cercan;a al rango ti.v. fue p~sible·evitarel efecto inhibitorfo~ . 
' ·.· .. .·,:.- . ., - - ', . - -· -_ . - --- ·-·-,-

•relaci6~ cloroÚla:ditocromo. . . - ' . ' . 
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comparar la capacidad de absorción con la capacidad de transporte 

de electrones en los tilacoides. Una relación estrecha ha sido o!?_ 

servada entre los cambios de esta relación y la tasa de alta sat~ 

ración de transporte de electrones y l'a fijaci6n de co2 en la de­

pendencia de luz de la curva de fotosfntesis. (Grahl y Wild,1975) 

3.2. Citocininas. 

Las citocininas incrementan la proliferaci6n y la estimulación en 

la formaci6n de yemas adventicias, pero también inhibe el desarro 

. llo de raices (Chaturvedi et.al., 1974 A). 

Las citocinfnas son conocidas por su habilidad para estimular di­

visones celulares en tejidos maduros, diferenciación y la inacti­

'vación de células mitóticas en cultivo de tejidos. También se sti­

'giere que las citonininas juegan un papel importante .eh el proce­

so de regulación de una célula vegetal a través del, ciclo de divl 
. ' 

sión, .la hormona parece activar la transición de lá fase G2 a· mj~·· 

tosí s, sin embargo. 1 as .cftoci ninas son capaces de inducir Ün 6r-... . . . . - ; - . ·, 

den o arreglo en las respuestas fisiológicás y del desarrollo.·"'.-
- . '. ,; - ,,·. 

(Fosket y Tepper, 1978). 

No obstrnte. no se ha podido determinar como, las citoéinirias Ruedan 

estimular el crecimiento y organizacióncdef tejido en el cultivo:. 

de<nucelas (Kochba y SpiegeJ.;Roy,1973). 

Skoog y AmstrQÍig (1970) encontraron que én altos niveles de/satu• 

rac.iónde citbcininas (i0'-4M). s9lo aquellas en las que el substj_ 

·. tuyen~e era un radical benciÍo. como Benciladenina (B,AP) produje'-
, ' ' . . ',·- , . '. ' ·. . . . . ··' 
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factor de su actividad, es decir, ninguna de las otras citocininas 

indujo 1 a fonnaci 6n de yemas adventicias cuando se encontraban en-

altas concentraciones. 

La concentraci6n de Benciladenina afecta el h~bito de crecimiento-

. y el número de los subcultivos de tal forma que a concentraciones­

altas (1~) estimulan pro1iferaci6n de br.otes y yemas, mientras -

que a concentraciones bajas (0.1.t'M) se fonnan pocas yemas axila­

res. (Kane, citado por Villegas, 1982) • 

. Raj y Arya (1978) proba ron diferentes ti pos y concentraciones de ci 

tocininas: Kinetina de 0.25 rng/l; Benciladenina (BA) de 5.0~80.0 -

mg/1; Sulfato de Adenina 5.0 a 80.0 mg/l y sus resultados muestran 
' ' 

que la Kinetina y BA a 1.0 mg/l produjeron los embriones más gran'." 

··des, y el mayor número de embriones se observó en el medio suple-­

mentado con BA. 

· Pl,umer y Fosard (1981) probaron 2 Citocininas, BAP y Kinetina sobre1,1n 
" ' 

de concentraciones · ( 1.0,3.16,10,31-.6 y 100 mg/1) para 
'. '· . 

efecto de. las mismas sobre el Mbi to de c.recimi en to -·; . 

observaron que el BAP promueve fornia---. 
' ' '• ' - . 

cióndeyemasadventiciasentanto qu~ laKinetina-estimulá el creci_ 
. ' 

de yemas axilares; las concentraciones más adecuadas fueron-
•, - - , .. 

3.16 respectivamente,, además de queí cuando nó ~stuvieron 

presentes las citocil1inas. el crecimie~to tuvo dominancia apical. 

'La Be~Ci 1 adéni na a lO¡iM, es t~mul 6 la producci6n de l/ás,tag~s multi -

.•. ~1 es provenientes de nudos j6Ve,nes y de nudos maduros en todas 1 as­

. variedades experimentadas de 5 especies e hfbridos de Citrus, con -

'1p :que' se Jndu,jo brotes acfveriti cios de 1 os entré.,.nudos del ·tal lo de 
.. . . '. \ . .. ' . . ' 

' ~átiedadés'.,depMnt~las,'.asfmismo; se produjeron vásta9~s.n1ultiples · 
· .... ~~~ - ' .. - . 
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de fragmentos .a.p>e.alts de algunas de las variedades de Citrus. To­

das las variedades de Citrus estudiadas (C. sinesis, C.aurantium, C. 

reticulata, y C. ~.!).) mostraron variacilln en su habilidad para regj¡ 

nérar plántulas..!.!!. vitre como .una funéi6n de origen y madurez del -

explante, es decir, dependiendo de la especie, edad, posición y ~po-

e~ del año. (Barlass y Skene, 1982). 

Gilaldi et 5!l· {1979) desarrollando un método de asepsia para el cu]. 

tivo in~ de explantes provenientes de yemas de árboles cftricos, 

~obre un medio basal de Murashigue y Tucker, utilizar6n una concen-­

traéilln de 10-5 M de Benciladenina como suplemento y obtuvieron en .,. 

sus resultados un 58.5% de explan.tes con crecimiento veget;üivo, un 

promedio de 2 yemas vegetativas por explante y un.a fonnaci6n de callo 
.. 

.• de 83% de explante. 

Plantas provenientes de callos de hoja de Citrus grandis y Cfttus si 
. . 

··. nensis establecidas en cultivo in vitro contfnuo produjeron el nllmé -- ·- - ,, ·----- . ' . -
ro· máximo de yemas vegeta ti vás en .un t~atami ento. con.t~rii endo 0.25 -· 

rng/1 de Bencilamlnopurina (BAP) mas O.l mg/1 de ácido Naftalenacéti- . 

e~ (ANA): el rango de variación en la concentración de. dtocirifna·· -

fué de 0.15~ 0.25 y 0.40 mg/l, mientras que el ANA se mantuvo.cons~ 
. , 

tante, {Chaturvedi y'Mitra, 1974 b). 
-· . . - ' ' . 

· Grimblat (1972) probó 3 concentraci6nes dé BA(O,l, LO y JO mg/J) s.Q_ · 
' . .. . 

bre la diferenciación de esquejes di¡! Citru~ madurensfs in vitro en un· 

inedia basal (MS) s.upÍem~ntado con O.lmg/1,:de~ANA y 500.mgde e~trac- .· 

to de mal fa y obtuvo un máximo de ini¿iaci6n de .Yemas d·e l . . .· - . . . ·. 

co,; 10 mg/1 de' BA y el mfnim(J o6urri6 sobre expl~ntes ,sup,l 0 m<>nTJUlf\<' 
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Altman ~ .tl. (1982) cultivaron l!! .tl!.!:2. explantes de vesfcula ju­

gosa con crecimiento activo establecidos de pequeños limoneros c;.:.­

trus limón en medios definidos, empleando el medio basal de Murashj_ · 

gue y Tucker, completado con Benciladenina (BA), Acido Indolacetico 

(AIA) y Acido Giberé1ico (AG3). y se encontró que las tres honnonas 

en conjunto, aumentaron significativamente la acumulación de peso -

fresco durante un peri6do de 16 dfas de acuerdo con el siguiente 6.r: 
den: AG3, BA, AIA y medio basal~ La acumulaci6n protéica por expla.!). 

te en medio basal, alcanzó un pico en el decimo primer día de cult.!_ 

vo pero tanto el AG3 cO!'íiO la BA, estiumularon una acumulación pro-­

téica posterior . 

La embriogénesis no resulta ser estimulada por el ~cido giberelico­

. {AG3 ) pero la germinación y el crecimiento de embrioid.es largos si­

es promov,i do ( Rangaswami. 1959). 

·El §cido giberé1ico parece ser que no logra estimular el crecimiento 
.-. ··- . 

··.... en el e u1tivo de callos derivados de yemas vegetivas (Altman y Goren 

(1976) opina que en la mayoría de Jos casos para producción.:.. 

de ca11o .es usado exclusivamente el 2~4'"0.a conce11tracfones de lff-6y 

10-~, pero si se adicionan citocininas (ya sea Kinetina Zeatina o-

. Benciladenina) en concentraciones de 10-6 y 10-~M se pueden-obtener. 

efectos tienéfi cos. 
. . 

:4·'" Factores que influyen en el Enraizamiento~:. 

La niultiplicad6n ~egetativa de árboles frutales 

· tejid()S in vitr6 tia.sido muy utilizada pará'dif~rentes espe~ies yvarian-. 

:,do las técnicas¡ siri embargo el.e11raiZ~11]ientC>·h.a r~sultéld~;sJ~pre una f! 

. técnica de ~icr~;ropa9aci6.11. 1 Las .. coi1dic.io~eS·de cultivo:. 
,'.,' ,·,,. ·._ ··, ·. ' • '·· ·,.' ". . •• .. : 'fe , ·. ' - -

.. ,, ; .. '-~·; 
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di~igidas a la inducción y crecimiento de raíces han variado de una 

planta a otra,dependiendo t~rnbi6n del estada fia1616gico en que se­

msn-ejan ( Werner y Eoe, 1980). 

Aux:inas sintétj cas, pol.ifen(Jles y cnfllctores de enra:I zainiento en f'i,! 

nernl, :ion buenos pI'ornotl'.'>res, pero no es 1nuy alentador el hacho de 

que su uso necesita de prncedimientos einpÍricns en muchos casos 

( Druart, 19132), la discrepancia entre los resultados C?Ue se han ob 

tenido puode ser ori¡;inuda, pnr la .falta de tomar en considoraciÓn-

11'.S etiupas fisiolÓgiCTJS sucesivas en los procoS"'S ele onr11iza.1niento 

y sus rer¡uo1•i1nientos espcCÍi'lcos de nutrientes y regula.dores. 

4.1.·Efectos de lu obscurjdad. 

El ef'octo positivo de la obscuridrid sobre el enraizamiento ha si­

do probado en sus fases de inducción e inicjaci6n de varias espe­

cies vecetalos, sin embr.rgo, no se puad.e generaliznr con todns -­

lai;¡ especies c:ue. la obscuridad da buenl'>s resultados si e.s aplica­

da en la fase de inicinciÓn pnra después continuar con iluminación, 

siendo preferible sÓló durante la inducción {Grahl. y Wild, 1975). 

Welancler yHuntriese~ {1980) qpinari qu~.es posibie esperal:' di.fere.u 

tes 'res~l.lcstas al oulti.vl') .!!!·~··.de los. esquejes t0inados de di~ 
versas plantas;diferentes periÓd..,s del. :añ<l ó. en. l~s fa.ses de ere-

' . . 
cimiento juveni 1 o adúl to e.n. que se encuentre~ Druart tl .!!~ 0982) 

ob$6fva'r~Il que las primeras raíces podrían' ser ,visibles entre. el­

S!)pti.nÓ y doceav.o. d!o. sobre el<inedio de 'enraizEliríiento(fases de -:.. 

iniciación) ;dezpués de un ines ~obre éste medio ¡ en ~uatr~ dita-­

rentes condiciones de l.Uz encontraron que .en condiciones de. Iuz-

luz se .ciió un menor P()rcentaje de plantulas enraizadas. y en Qbscg 

ridad~obscuridad fué mayor por cercá de 401t;titieptra~ que, eri 

otras dos condioioo~s de lunlinosida~ ohaour'1ded • .... (.Ú?y16 hX's. 

· ·iúé .superic:~ ·~1< primero/ el cue.l indica· un. efecto de la obsouri-

de · 1niciaci6n qu., ·es ~u~er:f.or. al cle<~i· 
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Los mismos autores (Druart et al. 1S82) a través de la obscuridad -

favorecieron la fonnaci6n de raices en una gran proporción de plan­

tas, pero no siempre fue alto el número de raices por planta; sin -

embargo, bajo condiciones de obscuridad-luz no produjo más raices -

que las obtenidas en el régimen de completa luminosidad. Comparando 

ambos efectos concluyeron que el efecto de le obscuridad sobre el.­

enraizamiento fué mas benéfico en la fase de iniciaci6n que en la -

inducci6n. 

Gaspar (1977) desarrolló un sistema de modelos usando la variación-

en la actividad de peroxidasas como un marcador en las fases de in­

ducción e iniciación de· la formación de raices y este sistema prob6 · 

ser útil en el incremento de enraizamiento de por lo menos 3 tipos­

de esquejes ( Cynara scolymus. Prunus pers ica y Prunus accol ade). El 
. ·'. ' ' . ' ' 

procedimiento consiste en encontrar los factores qufmi cos y/6 ffsi -
•'. .· '\ - .;·· ,' -_·. . 

·.·. co controlando el incremento y decremento. ds .10: aétividad de peroxi .. •·.· 
,. . - . . - ·'-. - ,·' . ·.. . .. "· '..\-;"'"' 

dásas en el éurso de lá inducci6n e iniciación de estas fases res­

pectivamente. El.efecto·. de 1 a obscuridad sobre el nivel tri tal 'de -
1 ··: '. ' ' •• • ·: .'; ' '" ,--, •• •• • :. 

cpmpue'sto fenolicos ha sido tambt'én estudiado y relacionado con la- . 

variaci6nde peroxidasas. .·, 

Úectodé la intensidad de la luz~ 

. Holzpfel (1982 b) prob6 qu~ el áéido indcilaéético (AIA) jnduj~. cam-' 

biÓs. en el metabolismo observ~ndbl o bajo. dife'rentes intensidades d~ 
la luz· .• La ap1icaéi6n delAIA l'.'edujq las concentraciones de lcis r:o!.!! 

·.;'. .- -:. . -· " . ". .. ·, ·._- . 

ponentes' bioqufmicos muy por debajo de su nivel el cÚal no pudo ser 
. . - '· - ' . 

radiaé:i<Sn··d~· diferentes 
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tenido de carbohidratos, almidones y protefnas qued6 completamente 

sin influir por la intensidad de luz¡ en lo concerniente aJ peso -

seco y contenido de clorofila y citocromo f fué un incremento minj_ 

mo. Como el modo de acción de AIA sobre los parámetros investtga-­

dos muestra la misma tendencia es posible suponer que el AIA opera 

en un punto crucial en el metabolismo celular. 

Menciona el mismo autor que los cambios de todos estos parámetros-

por aplicaciones ex6genas de AIA son característicos de reacciones 

de ad~ptación a baja intenGidad de luz. 

En niveles bajos de luz existe un.:i alta relación clorofila-citocr.Q_ 

mo f correlacionada con una saturación de luz baja en la tasa de -

fijación co2 ; (Zerbe y Wild, 1980 b) trataron plantas· con AIA obt~ 

niendo un valor mfnimo de tránsportación fotosintHica de electro­

nes y fijación de co2 en rel~ción con las plantas n() t.ratadas. 

Vi11iers y.Ashton,(citados por·Holzapfel 1982 b) obtuvieron ·resul­

tados similáres después de probar tr~tamientos con.AIA y obse_rva-.:. 
.- _. ,·' " · .. : ' 

ron un decrémerito en 1a fijación -de co2• reducción de la tasa de -

. respiración y una .disminución en la sfntesis dé RNA~ proteinas y 11. 

pi dos. 
. . . 

En otros_ experimentos se prob6 que en los tratamientos con AIA. -

las ~1antas tratadas produjeron efectos similares o cáracterfsti-. 

cos .dr/ la adaptación a_ condiciones de poca .luz (Zerbe \l Wild, .J.980. 

Auxinas • 

. ~Eng_eneral las auxfoa~ inducen la formación de ~alc~s)1 cuand~ son 
,. , '"-··' 

~~,;conjunto. con las citocinfoas fos 2 :reguladores 
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tiumular la embriogénesis {Kochba, 1973), 

Gresshoff (1978) encontro que la rizogénesis en algunas ocasiones -

puede ocurrir en fonna esponUnea después de algunos subcultivos de 

callos establecidos recientemente, pero después y de la misma fonna 

empieza a producir solo callo; sin embargo en su generalidad es po­

sible obtener primordios de raices en tejidos frescos, debiendo ser 

promovidos inicialmente por altos niveles de auxinas. 

Navatel (1982) opina que el enraizamiento in vitro de árboles fru­

tales, es sin duda la fase m~s diffcil de superar, sobre todo si se 

considera que no solamente el porcentaje de plantas enraizadas es -

importante, también la calidad del enraizamiento obtenido, es decir 

.que sean raices funcionales, puesto que ello va a condkionar en -

parte el éxito en el establecimiento a tierra. Estos resultados de­

~enden de la riqueza del medio de cultivo en elementos minerales y­

en auxlnas, pero igualmente, a la fase precedente al enraizamiento. 
\ ·,; ' . · .. '· ·.· ', 

En,base a ésto tlavatel {1982) si.igiere 1a utiÜzaci6n de ciertas tés_ 

nicas' que incrementan porcentaje y ,ca lid.ad del enraizamfcnt.:i, éstas 

son: 

a) Pasar las plantas a una fase de 1'alar9amiento 11 ~ ~s decirj trans-. 

· ferirlas a Ln medio de cú1tivo sin auxillas. ni citodni!}as durarr. 

' te 2 'ó 3 sernánas; lo que va a permitir obtener y n¡ahejar p 1 antu-

·.· las~ más homogeneas y que será,n ~fis activas al estfmu1o auxfnico-

, púa lograr su e~raizamiento •. • 

Trandferir ~ fija~ un Hmite de permanencia d:é las plantas sobre 

el. me.dio contenfondo la auxina. ~on duraci6n d~ 4 y 8 semanas,­

·•·.~ª!'.'ª despúl?s ser. transferidos aJ ·mismo medio pe'ro sio auxinas. -

·.·. En presencfá. de.las. áuxinas se. favor,e~e la iri~úc~iÚ ,de ·las, ~af­
mismo medio~ sé lílhfbe ~1 alargamfori. 
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to de las mismas. La utilizaci6n de esta técnica· no aumenta en -

forma importante el porcentaje de plantas enraizadas, sin embar­

go favorece la calidad de enraizamiento y es ello lo que permite 

... obtener un mejor establecimiento a tierra . 

. ···. Gorst. il ~ (1981) probaron la influencia de las auxinas y mi­

nerales sobre el enraizamiento de Euca1 iptus f'icifolía in vitrq: 

en un medio basal descrito por ellos y adicionarido 6 auxinas {AIA, 

·Ara, ANA, ANO, ApCP y 2,4·D) cada una de s,,.M en un solo tratamie!)_ 

to de emplio espectro y 10 auxinas probadas en forma individual­

(AIB,AIA,ApCP,2,4-D,ANO,ANA, AtlA, AIProp, AIPyr, 2,4,5:..T) cada -

una a s~ .... M, combinando 2 concentraciones de riboflavina, una en­

. presencia de 10.J.iM y en ausencir. je tal vitamina; obteniendo un­

enra iza mi en to de 1003 con 1 as aux i nas ANA, AI Prop y AIPyr, cua!!_ 

do la Riboflavina fué exi:lufda y que aparentemente las auxinas -

.. :.eran inactivas en presencia de Riboflavina bajo la foz. 
. ' . . ~ . ' ' . ' . 

Villegas (1982) reporta que al utilizar. l mg/1 de. AIB en el me--. . . 

diÓ: de cultivo se, promueve alta devisf6n celular favoreciendo ~ 

crecimiento de cano y este impide qLie se desarrollen las rafees; 

el fluoroglucinofpor su parte tiene ún efecto b~néfico sobre el-

enraizamiento_ ya que cuando n~ se utiliza~ la formaci6n de callo 

'se inéremeryta. al aumentar 1.a concentráci6n de AIB, y las ra1'ées 

s.on defonnes. 

PYume"r Y Fossard (1981) i'ntentaron indué:ir la formaci6n de rai-­

utilizando un medio basal que denomina~rin "!;"probando aux.i-

i_ndividuales y eliminando la.s citocininás(el ~edio contenfa 
' . . . . . . \ . 

·coócentraci ones de todos • l ós. reguladores . de . credmi en fo.·. 
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con excepci6n de la riboflavina; las auxinas que se probaron en 

forma individual a 6.l"M y l~M. fueron: AIA,AIB,ANA,ANO,ApCP y 

2,4-D, y la auxina que les dió mayor formaci6n de raices fué -

ANA a una concentración de l~M. 

En especies de Citrus, (Mitra y Chaturvedi, 1974 A) con porcio­

nes de tallo en un medio complementado con extracto de malta, -

obtuvieron alta multiplicaci6n de callo, pero no se di6 la bro-

tación de yemas o crecimiento de raices, sin embar9oen un sist_g_ 

ma similar, en presencia de extracto de malta, Benciladenina y 

Acido Naftalenacético observaron un incremento en el número y -

vigor de las raices obtenidas. 

En algunos casos el 2,4-D es más activo que ANA, el cual a su -

vez es más activo que AIA, sin embargo parece que las auxinas -

no son esenciales para la proliferaci6n de callos de cftricos -

particularmente en expl antes. de tejidos de fruta inmadura (Koc!!. 

ba y Spiegel Roy, 1973). 

Uno de los efectos más notables de AIB en el cultivo de tejidos 

de ~ ha sido en general la promoci6n de la formaci6n de -

rafees y en algunos casos crecimiento de brotes (Primo y Aranda, 

1976). 

En experimentos sobre enraizamiento, utilizando varias concen--

traciones de ANA e~M:.O.l,l.0,3.16,10,31.6 y 100 en com.bina-­

ciones con 3 niveles de BAP ~M): 0.1 0.0316 y 0.01, se logr6 -

un máximo de 40% de enraizamiento en el medio que contenfa 31.6 

.l'M de ANA y 0.0316~M DE BAP (Plumer y Fossard, 1981). 

Plántulas c!e ~ des.arrolladas in vitro presentaron un requ~ 

dmiento d.e aHos niveles de auxina ex6gena para lograr. el enraic, 
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Barlass y Skenef 1982) sobre un medio basal de White (1943) com-

. pletando con ANA o AJB se· obser-vo que. para que los v6Úagos d~ 

sarrollados .!!!. Vitro enraicen en un porcentaje aceptable se nec~ 

si tan l'}IM de ANA ex6gena. Tambi'én compara el efecto de ANA y AIB. 

en plántulas "jóvenes" y "maduras", el primero dé los reguladores 

a concentraciones de 0.5 y 5.J"M con plantulas "Jóvenes" y se obt.':!_. 

vo·un 25% y 80% de enraíce respectivamente; el segundo (AIB) a 5-

/«M dió un 10% de enraice, siendo eliminado por su inferioridad en 

ta 1 procentajeJ en pl antul as "maduras" a 5 y 1qf'I M de ANA se enco!l 

tr6 un 25 y 80% respectivamente y la presencia del ANA a 25~M no 

· elevó más el porcentaje de enraice tanto en las plá11tulas "jóvenes" 

como en las "maduras'', Las plántulas ªjóvenes" de la naranja trif.Q. 
. '• 

liata enraizaron fácilmente en el med.io que c?ntenfa ~M de ANA -

(60% con 2 raices por plántula) ylQ,..M de ANA (90% con 5 raices '­

. por plántula), En este caso. las raices se produjeron despu~s de 3 - - . -. . - : . '-. 

·,s~manas'de exposición a 1g,.M deA!llA (ta~to para plántulasde Ci-..; 

'trange j6venes como maduras). Una vez q~e f~s. raices .habfan) ni-­

~i ado,' 1 as pl antul as j6venes pasaron del·. medio de· enraice al me".'­

dio basal de White (1943) libre de auxinas. dondo coiltinu6 la pro-

.·. lo~gaci6n de la rafz. 
,· :_ 

Grfnb1at'(19?2) obtuvo formación inicial de rafées en expl~ntes ':'.. 

d~ citrus madurens is sobre un medio basa lde Murashtgue y Skoog~ 

(1962) sµplementado con 0,1 mg/1 de ANA y 500 mg/l .de.'ext~arto de-:­

malta., el enr:aice ocurri6 3 semanas después de la implantación · -
' - . . ' . ~ ' .. ' ; 

~el esq~eJe. la iniciación de las r~ites ocurrió. cÍéspu_és: de:fa 

.·fa~ación Ú yemas y' brotes, siil embargo ambos cr.ederon simuTÚ- 1 

\~áfüente i.ia rafz ·alcanzó a:1fegar·aifon~o d~f tÜbo.de:~nsay~ ".' ··· 
... -· - ' - ' . . . . . -- ··- \' - '. ' ~- - :. . - -
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empezando a enrollarse. No fueron observadas raices laterales -

sobre la nueva planta mientras estuvo creciendo en el tubo de -

cultivo. 

Altman y Goren (1977) para dar orfgen a la rizogenésis en callos 

y plantulas diferenciadas de cftricos, probaron varia~ auxinas: 

AIA,AIJA,AIB, y 2..4-D, a una concentraci6n de 0.1-05 rng/l las tres 

primeras y 0.25 mg/1 la última, y únicamente se produjeron rai­

ces en un medio que contenía 0.5 mg/l de ANA, y callosidad en -

lugar de ratees con 2,4-D. 

Para la iniciación del enraice en explantes de Citrus sinesis y 

Citrus aurantifolia se emplearon varias auxinas como: ANA,AIB, 

AIA, y 2,4-D (cada· una 0.5,1.0 y 2.0 mg/l) y la Kinetina (O.l~ 

a2 mg/l) en diferentes combinaciones (Raj y Arya, 1978), los -

cultivos se incubaron en la obscuridad y las respuestas organo­

genéticas se notaron después de 30 días para luego ser transfe­

ridas. a un medio que conten~únicamente sales inorglnicas. La -

i ncorporaci 6n de ANA (l. 0-2. O mg/l) i ni ci 6 1 a formaci 6n de ra fz 

en ambos tejidos en un mayor número que el AIA y AIB mientras -

que la formaci6n de raices se inhibió en un medio que contenfa-

2 ,4-D (0.5-2.0 mg/1); El desarrollo de raices se intensificó -

enormemente al reducir la concentraci6n de sacarosa de 5 al 2%. 

Navarro et~· (1979) cultivaron in vitro 6vulos provenientes -

de frutos pequeños (ocho semanas de edad)de Citrus sinesis en -

un medio básico conteniendo las sales minerales de MS suplemen­

tado con 100 mg/l de Inositof, 1 mg/1 de Clorihidrato de Pirido­

xina, 1 mg/1 de Acido Micotfnico, 0.2 mg/1 de Clorhidrato de -
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Tiamina. 500 mg/l de Extracto de Malta, 50 gr/1 de Sacarosa y 

10 gr/1 de Bacto Agar, agregando también Acido Giberelico 

(1 mg/1) o Sulfato de Adenina (27 rng/l) para lograr la embrio 

génesis de óvulos. La formaci6n de rafees se produce a la 2a. 

semana del cultivo y la de tallos entre la 3a y 4a semana, oE_ 

teniendo un porcentaje de embriones con rafz y tallo del 77% y 

al cabo de 4-8 sc:manas del cultivo de embriones se lograron -

plantas con una altura de tallo de 2-3 cm. 

Embrioides de~ obtenidos anteriormente, formaron las 

rafees sobre un medio básico de MS suplementado con Acido Gi­

berél ico (AG 3) y/o sulfato de Adenina (SA), que ocasionaron -

la iniciación de raíces en las primeras fases de desarrollo -

de los embrioides, sin embargo afectaron la emergencia. La S~ 

carosa de 5 a 6% fué la concentraci6n 6ptima para el enraiza­

miento. (Kochba y Spiegel-Roy,1977}. 

Chaturvedy y Mitra (1974 A) experimentando con la propagación 

c10na1 de ANA jAIB sobre el enraizamiento a concentraciones -

de 0.1, 0.25 y 0;5 mg/1 de cada una, encontraron que las raf­

ees más vigorosas fueron las del tratamiento que contenía 0.5 

mg/1 de ANA y los primordios de ra1'z fueron visibles después­

de 10-30 dfas de incuba¿i6n. 

5. Conclusiones sobre la Revisi6n de Literatura. 

Es factible la obtención de plantas de cftricos a partir del 

cultivo de tejidos, utilizando generalmente los elementos mine-

·rales del medio de Murashigue y Skoog (MS), aunque no se han err 

cont'Y.Ado los óptimos para c_itricos. 

D~ los parámetros ambientales que influyen en el crecimiento y­

diferenciaci6n de las plantas. la luz es uno .de los más importan. 
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tes porque puede ejercer una influencia reguladora dentro de las 

reaee1ones normales determinadas por el material genético. De ·1a 

misma for;na los caribios y efectos lll<1:s fuertes en el crecimiento 

y los procesos de desarrollo de las plantas se producen a1 util.!. 

zar reguladores de crecimiento vegetal y diferentes tipos de luz. 

La mayorfa de 1os cultivos in vitro de cftricos han sido manteni 

dos sucesivamente sobre un sustrato de mr:dio s6hdo de agar, en-· 

donde la concentraci6n óptima parece variar en cada especie, sin 

embargo una mayor concentración afecta desfavorablemente. Existe 

también una 1 igera ventaja con el uso de medios lfquidos como su1 

trato para el cultivo de 6rganos y tejidos, observando un mayor­

desarrollo de embriones. 

Con respecto a la concentraci6n y tipo de citocininas, se sabe •· 

que afecta el hábito de crecimiento, el namero de subcultivos, -

nQmero y tamaño de e~.briones. variando en cada citocinina proba­

da la concentraci6n r-Js adecuada, sin que existan diferencias e.!!. 

tre especies e hfbridos de ~· 

Para los efectos de proliferaci6n de explantes de cítricos se r~ 

porta que existe variaci6n en su habilidad para regenerar plánt.!!_ 

las i.!! ~. como una funci6n del origen y madurez del explante, 

es decir dependiendo de la especie, edad, posici6n y época del -

año. 

Las condiciones de cultivo dirigidos a la inducci6n y crecimiento 

de rafees varfan de una planta a otra y dependiendo también del­

estado fisiol6gico en que se manejan para considerar sus requer.t 

mientas especfficos de nutrientes y reguladores. · 
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El enraizamiento fn vftro de 4rboles frutales, es sin duda la 

fase.m.fs diffcil de superar porque debe considerarse porcentaje 

de plantas enraizadas y calidad de enraizamiento, ello depende 

de la riqueza del medio de cultivo en elementos minerales y en 

auxinas a una determinada concentración para lograr la inducción 

de rafees, ya que al utilizar concentraciones elevadas favore­

ce el desarrollo del callo. Se reportan diferencias estadfsti­

cas sifnificativas sobre el enraizamiento de cftricos in vitro 

dependiendo del tipo y concentraci6n de auxinas ex6gena y en -

cornbinaci6n con extracto de malta, citocininas y en presencia-

º ausencia de luz. 

El efecto de la obscuridad sobre el enraizamiento ha sido prob! 

do como efectivo en la; fases de iniciaci6n y/o inducci6n de raJ. 

ces de varias especies vegetales, aunque no se puede generali-­

zar con todas las especies vegetales, ni la fase sobre la que -

tiene un mayor efecto. 

Cambios en la intensidad de la luz tienen éfectos reducidos so­

bre el metabolismo celular,,si es que fué aplicada auxinas en -

fc.rma ex6gena~po~ue existe una interacci6n en las plantas tra­

tadas qpe produce efectos similares o caracterfsticos de la 

adaptaci!ln a condiciones de poca luz. 
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MATERIALES Y METOOOS 

l.~Localtzaci6n: 

· Esta investigaéi6n se J1ev6 a cabo en el laboratorio del cultivo de t.!!_ 

jidos del Centro de Fruticultui·a en el Colegio de Postgraduados en Ch!. 

pingo, México. 

Se uti 1 izaron yemas axi 1 ares de brotes de crecimiento activo de lim6n­

Mexi cano Citrus aurantifol ia. Después de estar ya establecidas las ye­

mas en las condiciones del cultivo in vitro , se inici6 ~l experimento; 

en la primera parte fueron sometidas .a proliferaci6n y posteriormente a 

enraizamiento. 

·•· 2.- Medio del Cúltivo: . . . 

El medio básico empleado fué el de Murashigue y'Skoog'(MS)(I962). con -
. . 

algunas modificaciones, el cual ha sido utilizado: comu.nmente para la -

propagaci6n in vitro de porta injertos eul ti vares de uria. gran d1.versidad 

.de esp~ci~s·(cruz, 1983) •. 

E1 medio de cultivo MS se elaboro de la siguiénte manerai primero fue-­

. ron preparados' grupos de sales, minerales (SolÜciones MADRE' I,II 0III,,IV 

, y V; Apéndice A) de las cuales se emplearO~ 10 ml de cada tiña, para pre"" 

parar un· litro de medio de cu.ltivo a una concentraci6n del 100% y se - . 

. vertieron sobre unmatrás afor-ado de 1.1 itro que cónt,ehf(l 6.00 p1l de aguá 
. . . . . -

tridestflada, sigúiendo el 6rden correspondiente~ Se suplemento' el me--

dfo con 10 ml/1.de t1amina, 5 ~Í/l d~ mfoinosito,1 1 30 ~r/l de sac~rosa • 
. 5 gr/l de Agar-Agar y el PH :se ajust6 con todos los casos a 5.5~ con -

~OH o HCL lN y Tuá medido con un potenc16m~tro. Pa~a~ue Se df ~olv1era 
•·. ¡ E!la~ar Se CÓ}<!_C,6 en :íbafiO marfaU dentro de Una Ol]a de presi6~' (go~c • ' 

.· ... ·dur~nte .. 15 JÍ¡fnutos) 1 ··p~Stedonnent~ ~e.vaci6. ell ~llbOs ~e·.énsily~ de'tc>n.-. 
<' 1 
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plano de 160 x 25mn utilizando una jeringa de flujo contfnuo, agregan_ 

· do 12 ml del medio de cada tubo. los cuales fueroo tapados perfectamen. 

te.con papel aluminio y colocados en una autoclave a 20 lb de presi6n~ 

a 121° e durante 15 minutos a fin de esterilizarlos y dejarlos enfriar 

en posición inclinada para que exista mayor superficie de contacto. -

los reguladores de crecimiento variaron de acuerdo al experimento que­

se estuviese realizando y de la forma en que se mencionaréi • 

3.- Pro1i fe ración: 

La primera parte de pro1iferaci6n est~ dividida en implantación fnfdaT 

y 3 transferencias subsecuentes; eaJ1 una a su vez lleva caracterfsti-­

cas propias. un esquema partkulary parámetros diferentes. 

3.1. Implantación inicial . 

·· ·. · Se utilizaron las sales'minerales del medio MS en cuatro coricentr! 

ciones (100,75,50 y 25%komplementado con dos reguladores de ere-·· 

·. éimiento vegetal w estos sori: Benci1aminopu11na (BA) y Ácido Indol 
·'·""-· [ - ' '.. -. . .. - _. - - ,·, -
b~tirico (AIB) ~ éste a coocentrado~:s de o.4, 0.8 ji.o 



CUADRO 1 

TRATAAUNTO 

l 

2 

3 

4 

5 

8 

. ·;_9· 

'10.. 

TRJ\TAMIEtlTOS CONSIDERADOS PARA LA IMPLANTACION 
DE LIMON MEXICANO 

CONCENTRACION 
DEL !'IEDIO (MS} BA; 

(%) (mg/l) 

100 0.4 

100 0.6 

100 0.8 

100 1.0 

75 .o.4 
75 0.6 . 

:0.8 

1.0 . ' 

- za·· 

AIB 
(mg/1) 

0.2 

o.z 
0.2 

' 0.2 

·.·. 0.2 

0.2 .. 

0.2 

'0.2 

0.2 
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3~2· Primera transferencia. 

Para la primera transferencia se emplearon aquellos tratamientos que 

durante la fmplantaci6n.inicial, los explantes mostraton una mayor -

respuesta respecto a la formaci6n y desarrollo de brotes, con el pr~ 

p6sito de observar la respuesta y grado de proliferación de los bro­

tes formados. los tratamientos elegidos asi fueron 2,3>4,10.11, y - · 

12 del cuadro 1, conservando los deimis explantes en el medio de la -

implantaci6n inicial . 

. 3.3. Segunda transferencia. 

En la segunda transferencia fUeron repetidos los mismos medios de la 

primera, es decir, los que corresponde a los tratamientos 2,3,4,10,-

11 y 12 (cuadro 1) con 1a diferencia de que se utilizaron explantes-

. provenientes de la implantación inicial y que pennanecieron en dic:~o 

medio por espacio de 6 semanas, a .diferencia .de la transferenci.a ª!!. 

· terfor. que estuvieron 4 semanas en él .rnismo niedfo; ésto rué pensado 

'con la idea de encentra~ diferencias en el tiempo de exposici6n al ..:. 

medio antes de ser transferido. 

Tercera· transferencia. 

En esta ocasi6n se pens6 É!n aumentar la concentraCfÓ'n de BA a LO -

2~0 y 3.0 mg/J y laconcentraci6n de AIB se mantu'vo'constante o.z -7 · 

mgfl, las salesminerales.de.MS fue~on dllufdasal 50Xporhaber si~ 
' .·· .. ' . . ·, ' - . ' ·. . '"· '. 

do cOnsi.derada la .má's ádecuada, mientras que la Ti.amina Oicloro. el,-· 

. Mioinositol. la Sacarosa y el Agar fueron repetidos a la misma con.;-. . . . . . 

.. centr¡1ci6n (es decir i .. o mg/l 100 '1119/1. 30 gr/1 y 5 gr/1 resp~étiva- .• 

ment~l aJustandon~el/am~nte.~l PH~s.s· co:n MOH .•(IN)~ Con·,1: inten- . 

cf§n :de haset más objétivÓ el es~uema exp~timental" para p~oJ f feraci6n ·· 
- .:·. . . 
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se presenta un diagrama de flujo. (Figura 3-A). 

4; Enraizamiento. 

La segunda parte del experimento. enraizamiento, esta: dividida.en cua-­

tro etapas tmnbi ~n, designadas como: 1° ensayo, 2º ensayo, 3er ensayo y 

esquema final; este último fué subdiVidido en dos fases porque se repi­

tió pero con dos variantes. De la misma fonna que en la primera parte -

cada etapa l1 eva caracterfsti cas propias, un esquema particular y pará­

m~tros diferentes, 

. .4.1. Primer ensayo, 

Se utilizaron las sales minerales de MS a 50% y 2 concentraciones­

de ANA {0.5 y l.O mg/1) junto con BA (0.1 mg/l). y d~s semanas de§' .. ··. . ··. -
pués de manteneren ese medio la mitad correspondiente a una Y o-­

tra concentraciones de ANA fuéron transferidas a un medio que no -

contenía reguladores de crecimiento, para permanecer tres semanas,• 

~s en ese medio. 

Segundo ·ensayo. . 

Par.á el segundo ensayo fueron utiliz.adas dos. concentracionés de S! 

les mine.rales ( 100 y 50% ) , 2 concentraciones ;de ANA (0.5 yl.D 

mg/l) y dos condiciones. ·de culti,vo ;{bajo luz y coinpl~ta'obscurtda~) · .. •·. ·. 

concentración de BA fué de0.1 J09/L'(C..,11JvoZJ 
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. CUADRO 2. TRATAMIENTOS CORRESPONDIENTES AL SEGUNDO 
ENSAYO OE ENRAIZAMIENTO. 

CONCENTRACION 
. DEL MEDIO 

CONCENTRAC.TON 
DE LA AUXINA 

CONDICIONES 
DE LUZ 

100 % 

100 X 

100 %. 

100 x· 
50% 

. 50 % 

0.5 mg/1 ANA 

0.5 mg/1 ANA 

1 .O mg/l ANA • 

LO mg/l ANA 

. 0.5 rrig/l ANA 

·. 0.5 mg/1 .ANA 

· .. 1.0 l!Íg/l ANA 

LO mg/1 ANA.· 

Bajo luz (16 hrs) 

. Obscuridad (24 hrs) ·. 

Bajo lúz ( 16 hrs.) 

· Obscuridad (24 hrs.) 

Bajo lu~ (16 hrs.) 

Obscuridad (24 hrs} 
. - . ' :: . . ' 

·. ·. Baio luz (16 hrs) 

·:•.·. 

SÉemple6 s61amente tiná concelltrac16n del medio de cultivo {50%) 

y se 'CambHi 1 a hormona aux fni ca ANA por AIB ~ probando 1 a a dos con. 

cen~r~ciónes ·diferentes (OS y 1.0 mg/1); ·par~ este caso se u~6 ·> ... 

uniA\co~centraci~n ·un pocomayor de BA con respe~to a los eilsayps­

'anteri ores. es decir O. 2 mg/l. · 

Esquema final .del. enraizamiento. 

· Esta anima etapa se divjdi6 e'n dos:fases. con earacterfsticas 

mé:iantes •. p~ro en la segunda se inclliyen 2 variantes, es,,decir, .; ' 
- ,.-,---.; ': 

,,, 



luz roja contfnua,.eliminando 1as horas de obscuridad, la otra· 

variacic5n manejada fue, que todos los brotes al momento del im-· 

plante fueron inclinados hacia abajo. 

4.4.1. Primera fase. 

Fui!. utilizada una concentración del medfo de cultivo· 

{50%), 3 concentraciones de ANA (~1=0.93/mg/l; lf!t.M=l.862 

mg/l ;l~M.,2.793mg/1J 3 .condiciones de luz empleadas (luz -

blanca, luz roja y completa obscuridad) y todos los tubos 

fu~ron transferidos a un medio sin reguladores de creci-­

~iento en la 4a. semana para permanecer otras cuatr-o Sen@.· 

rias en ese med.io. La concentracf6n de BA que uso siempr~. 

fué 0.2 mg/1. Cuadro 3• 

Segunda fase. 

Con las mismas car-acterfsticas que la fase anter-ior. pero 
: - - . .. ' .. - ' 

conla modalidad .. de permanecer solo 2 semanas encondiéicf 
'': •· .. - ._ • ' ' •'' : '· .. f. -: -~ 

11es de Juz blaílca~· roja y obscurida~completa y 2 s~man~.~ 
·.bajo'luz roja conÚnua, para después:ser transferidos a· -

.un medio sin. auxinas y con i2 hfs. por: dfade luz .roja, -

otra~, .cuatro .semanas,· CUadr.o. 3. 
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CUADRO 3. TRATAMIENTOS ESTABLE CIPOS EN EL ESQUEMA FlNAl DEL ENRAIZAMIENTO 
EN su la. y 2a. FASE CON RELACION A'LAS SEMANAS DE PERMANENCIA. 
EN EL MEDIO Y BAJO CUATRO DIFE~ENTES CONDICIONES DE .LUZ. 

5.1' M 1. Blanca ( 12 hrs) 

.2. Roja (12 hrs) 

3. Obscuridad (24 hrs) 

4. Luz roja (24 hrs) 
Contfnuas con todos 
los tubos; 

'· · l. Blanca {12 hrs) 

2. Roja (12 hrs) 

· 3 •. Obscuridad (24 llrsJ 

4 Luz roJa (l4: hrs} 
contfnuas con todos 
los tubos. 

····1. Blanca(12 hrs) 

.·. 2;. Roja (lZ tírs ). 

· ·3 •. 0bscuridad .(24 hrs) 

'~. luz roja. (24 hrs} 
contfnuas con todos . 
los tubos. · 

·-~~ 

luz roja (12 hrs) 
por. dfa · con todos 
los tubos~ · 

4 4 2 

4 4 2 

4 4 2 

.2 

'·4 '·' .. 4 2 
' -~ 

4 2 



-34·-
5. Implante del material. 

Para el implante de di~ho matorial vegetativo ( eea éotti de 

la ;!.mplantac:16xí, transfe:renei.a 1 ensayo) se utilizó una cea 
pana de airo con rlujo lainina~ y mecheros de alcohol para­

mantener las condiciones de asepsia. Antes del implante, t.2 

dos los tubos fuoron flameados por la boca del tubo que ha­

b!a sido tapada previamente con aluminio. Se implantaron -­

inicialmente brotes que ya estaban adaptados a las eondici.2 

nes !!! :!.!!I.2 y en cada una de las transferencias eran aepe-

. radoa cada uno de los brotes para ser colocadns en tubos 

con medios de eulti vo nueve>a uti 1i2ando para ello blstur! y 

·pinzas de di seceión, los cUe.les eran Ct>loce.dc\s en alcohol -

.u 96f, '1 pasados. por ruego antes. de cada corte. 

Después de cada itnplante del 1naterial vegetativo d,entro d&l. 

tubo de ensf.lyoí la tl:1pa de aluminio se introduce en alcohol 

ai 9656 T se !'la1!le~ antes de' cubrir o tapa:r el tubo• 

6. co.ndiciories .de .Incub~ción. , 

. , LOS 'brotes qt:Je .fueron SOfüetidos a C<'nd:i ri:! ones .de luz blanca~ 

. so incubaron ·en el cuarto de cultivo con ambiente oontróla-

· .do,éi fótopér:!odo se .I'egu.lóa 16hr: iuzpor d!s,, utilizan­

dc:> un reloj ulidtex Cycl0tnaster~eon une' inttndl'lad lum!ni~a ·. 

de 15'()0 lu~ apr0Xi1~a~autonte, c9n iu:-. emHida' por l~mpara. :-,;.. 

. fluorescerite; la t'emperatura se: cnntroló a >27 +:.1°0, e~pie:-
- ... ', ' .. ,, 

á.ndo u~ .calentad~r IEM snlar autói.1at1co. Se.éolooaron los -
. . . . ' . \ 

tubos<sobí-e repisa.!l de cristal 1.se. mantqvQ. eer;;:ada la 

ta.para ev:itsr lai~tro~u~~itÍn.de cuerposópart~c~las 
trafii·a~ . 

•·Lt)s tubos 'déstinados. a c()lllpletá qbscuridÍl~ ··~erori 

dos sobre. una caja. ~e tt1!14era.~~~ ~sino Ol¡IBrtO~di~ba, 
':·;: 

' .... ·, 

.·.• ·.·.··_:-;./,.,_ ·'' - . ·. ,·,f.·... : 
.. ':, .:--.->~_'.:.;·, .. _, , .. .• :··~/;~~~-(-~--·-: <:...·- ·-;>"'·" 

,·'-~- 1. :' _; • ,·,t-=-··', ": ,_ ""':·~- . _ . _ . , · ,,;· ._t , 'L_. ,·· _lllllllill .............. -
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estnba forrada por dent.:r>o y por fuera de negro y colocada sobre 

una silla p~ra que no estuviese en contacto con el suelo rr!o. 

Se uti 1i zó también un aparato de control e.1nbiental marca CONVI­

RuN con el cual ee manejó el fotoperiÓdo de diferentes horas 

luz (12,16 y 24- hrs de luz blanca o roja según el caso) y la 

tempera.tura a 28°c de d!a y de noche. 

'i .l•íaterial y Equipo de Labnratnr:io. 

7.1. Materiales: 

• Tubos de ensayo de .ronde plano de 25Xl60mm. 

• Vasos de precipitado de 20 y 100 1nl. 

·- Hatraces n:foradr:>s de 500 a 1000 ml. 

• Mat~·aces ErleMeyer de $00 y 1000 ml, . 

• Pipetas graduf:'das de 1.5' y 10 rnl • 

• Rejillas circul.ares met~licas 

·~ Pinzas de disección 

. • Ligas de hule del Mo •. 18 y 64. .• ... 
· ··. ~ Úangos para bi stur! 

~ lfo.vajas para bistuI>:Í 'No. 11 

.. ~1echeroa. de ·· .. alcohol 

· .. ~· Pa.pél alu~l.iél 1001 usós 

.\ !1l~rcador ·· Esterbrook 

Re.activos. qu!inicos • 

. · .7 .2 . EqUfpo .. 

• AUtoclave. verÜcnl 1nodelo 

·· ..• 'Esterilizador de pro:¡i~n 
- ' .. ' ' 

' .. ' - . . . - ' " - \ ~ - -, . ~-:. ... , ' . 
• Potenciometno de presion 

•··. fo,~éncig~et;o fCornin$'Mo~eh 



-Balanza grnnatar:l.a digital (Ohaws 1$00 D) 

.. Jeringas de flujo cont!nuo ( Cronwell 10 rnl. ) 

• Cuarto de implantación con campana de aire con 
!'lujo la1Tlinar. 

•Cuarto de 1ncuhaoión con .control de temperatura y 

fotoper:!C1do 'Y 12 lámpqras fluorasoente~ 

- Calentaa.~r (snlar autoinútico IEM) 

• 36 - . 

-Conviron cnn c~ntrnl- da: fotopor!odo tipo o calidad· 

de luz y transferencias. 

8. Fechas de i111plantac:i6n y tranefel'encias. 

El 26 de abril de 1983 se realizó el implante inicial pa:ra pe!!. 

1nnnecer cuatl."o semanas y hncel' 'la priinere. transto:rencia el 23 

de me.yo de 19831 dos seine.J\ns más y áe to1D.aron.tubos de. implante 

inicial pura hacer le. 2a. transferencia el 8 de junio de l9BJ; J 

finalmente el 22 de· juÚo de 19R3 se realizó la )a •. trans~ere,a 
.. 

. cia,, después de haber perlllanecido siete semana.a en el mecil() -- . 

implante· :ini~ié..l (Í'igura ·1,). 

reepe~to al ehra:izal~i,,;nto el lo, 2o f'3~r ensaye) se ree.li-. 

q~e· se h~o:!a~ln~ tres transf~rencias . para p:r-~ 
1Ü"erab16n (es .dec~r,. el23 de 1~.ayo, :g de Jtinio y.22 d1kjuUo~ 
19,83 respectiva "ente}~. Para; el. esqu~1na final ~e e~aiiamiento-
en S\l primera rase ·rua:l'on iinplantadns los brotes el pl'imero do· 

julio/83 pare. ser transfer:idns posteriot'tn':lnte a un m.e~o sin -

auXinas el,. l'l •. de ago~to;/83,,.m:l.~rttras que en l~ segunda fase.:. 

.·. los ,.brotes fueron cnl~ca.d()s .el 16 de ~gc,sto/8) eh un medio con . 

atl:dnas y llevadQS a un medio s~n eli~s .:(. 1'~~~2). -
: ' _' _- < -~ , ' -

En tódOs los oai:il;s se'hiciero~ cuo.t:ro observaCi'ones seinanalés• 
' .. - •· . .· . '" - . . • . ' • =- ~ - • 

.. 4e inv~stigacion. pel>_o,<s~ '··~onsl~§~ó que, ,111.:,~e-sund~it~~:ce,;' y· 

.. · '" ~xistian 'orunh:ttia 6u~litati~os• .,¡~ :oilant~t•t1vó~, 
·,.',º - ··.-.' •.,¡ 
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sin existir efo;ctol3 :1inportantesen la primera séinana de obser-. 

·vs.ción. 

9.n1seño experimental: 

9.1. Prolif~ración. 

Se utilizaron brotes de ·liinÓn Mexicano pl'oveniontes de 'Y.! 

lllªª axilares ya adaptados a las eond1oiones !!! .!.llis• El 

disefio experimental e1npltiado :rué pareela.a divididas 

.< D.P.D. ) con arreclo eompletatnente nl azar; se realiza­

ron 4 experimentos que se condujeron en forma indopendien 

te, en donde variaren los. factores de estudio y de ésta -

forma se e:Xponen p()r separado ( figuras l '1 .3 ). 

9.1.1 l1nple.ntaeión inicial. 

Fuerr>n dise:l'iad1:1s µn total de 16 tratamientos con 

cuatro ptlrcolas de acuerdo a la concentración de'!. 1ne ..... 
dio (100,75.S0,2.>%) y cuatro subparoE?las para BA--. 

(o.lr, .o.6, o.a y i.o ml/l), con 3 rel'~ticioJ:lcs de S 

.. tubos ea.de. una, por 5 tubos de ensay-e. el 
' . . .' 

tubos tué 240 • 

. tos factores de estudio tuerC1n~ · 

.· ~?Jodios: .. Comploto (100%.de conc~ntrao~6n 
, inineralos de M~) y di.luido ( 75 ;50 y2$~ de. l~ 

·,centraoión del medioJAS)~ 

••. -Regtilidores de creCimiento: d~~is de 

l'lrta (J3Al•o .. 4,. o.6, o.a i :i;.o i\;g/1 ) . 

-cat~goHas ~~ evalua~1ón~ .7 .. 

a)'Prolit~raciÓn () 2· br¿tes 

. Ct\1.:r:; 2'·.b~.º~'8>.·• 
~;e~Úud.¡l'lto y ProÚteX>ac16~ l~~t~ i(,\.~··,.._(;:J~· 
l~ 't;irot~.sJ · 
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e) 'l'otal de. náinero de b¡:ntu pequen.os ( $ l C1Jl 

r) Total de nÚl.~ero de brote$ grandes ( ) l em ) 

g) Total de brotes obtenidos 

. 9 e'l .2 • Primera y segimda transferenoi a. 

se· agruparon en este caso las dos transferencias 

porque son exactamente lns mismos tratainientos .. 

cnn la Única variante de que en la l&iotr.arisfelle,!! 

cia se uti liza1•on brotes dol implante ini c:!.al -­

con 4 semsnua de perinE>nencia en ese medio, mien­

tras que para la 2a. transferoncia se emplearr>,n-

br(')tes del implante-inicial con 6 semanas de per 

.:1nammciá en et mis11l(') medio• 

~o 3aa· fortlla.tenemos q~e, fueron planteadns 6 
> • ~ - • - '. 

·tratamientos con 2 concentraciones· del medio --

( 0.6,0.a,1.o mg/l) .. con ... -. " . ·. , .. ·.-

do·s rep~ticionea. de 5 .tubos cada Una Y' la, Uni!lad 

··~_e~per:tinental ~est~vo oonetituÍda pq~, s tubos:· de -
~risuyel,, e~ tota~ de ,tubna rué l~O- qtte 

. de~ 60 a cada t~an;te~encia. 
·Los factoreis dé ast~dio fueron: 

:..Medios:·. completo (loo%' MS) ¡ dilUÍdo (50% MS' J · 
crcciini snto.i dosis de 

~cé.tegorias de evaluación: 

. crec:!.utiento. ( a.b;o,d :_l¡. ) 

~~·r~era .· t~an..;.srerenoia ~ 
, .·· F~e plantffada con solo 3 trata,mi~ntoa1 .. es 
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tada con. respecto a los casos anteriores c1.2 • .i 
ma/l), mientras aue ln concenti-aciÓn del 1nedio 

se conservó dilu!do a la mitad (50%), para esto 

fueron 'Utilizadas 4 repeticiones cnn 5 tubos c,a 

da una y tambi~n estuvo constitu!da por 5 tu·­

bos la unidad.experimental, el total de tubos -

empleados rué de 60. 

Los factores de estudio fueron: 

•Reguladnres de croci~iento:dosis de DA m~a al­

tas que 1.as anteriores (1,2 y .3 mg/l). 

-categorías de evnluaci~n: en prnliferaciÓn 7/0 

creciin1.~nto { a,b~c,d ': 4 ). 
9,2. Enraizamiento. 

se·. tnmar"n. brotes provonientos de illlplantac:t.ón .:.. 

inicial para bace:r .los t~es primeros ensayos,po,s 
. ' ·.· . ·. 

y para el escplem~ fin~l de enrafaam!, 

utiliza.dos brotes· di!; las tres trans- . ,-. -

.ferenéias ~e proliferacitSn Y8. ~v~i~adas; El di~,a> 

. ·_ - . , - ·. . . . ,, ·,. - ' . ., . -

ño experimental utilizac1o fue parcelas di viaidas 

(:O.P.D.); s¡, J;"eaHzari:Ín tras ensáyos e:x:pe,ri1nent_! 

los antes de plantégr el esquemafinal,.ruerone• 

.c<:>nduCid.M y analizndns independi~nte1nente yn que 
variaro.n los . .factores de estudio Y' por si 11'lisino 

' . . ' 

... se irán tratando pol' separad() ( figura 

en$ayo:. 
:: : ., - --.- , .... :·. ', t•. : .. 

Se partio in:lcialme.nte· 
·:. _ _ .;:,. . ,_'.· . ';, '. ., ''_ .·. 

8tlQO•la.concent?'aCion .del 

ep p;f ~.:1.o mBfl J f una C:on·c~ntHciln .;. 
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del medio de 5~1 pero despuós do 2 semanas de • 

ineul:iación la mitad de lns tubos de cada· trata--

miento fueron llevados a un 1rtedio que no oonte-­

n!a rogulactm~es de ·crecimiento, se utilizaron 2 

repeticiones con 5 tubos cada una, la unidnd exp~. 

ri~entnl estuvo constitu!da por $ tubosde ensayo 
. -

y. rué 20 el total de tubos utilizados. 

Los factores de est11dio fueron: 

Regulf;dores de crecimiento: dods de Acido Naf-­

taleno.céti co (A!:A) (O.$ y 1.0 ing/1) 

~Perinaneneia en el mediot cuatro semenas de per• 

mo.necer en un medio con auxinns y o·tro tra.truni­

ento onn dns seinanas·de e;r.pósici~n alas auxi-'."' 

y dns se¡11anas 'en un rnedio Ubre 

de crecimiento. 

·.· -catt)go~:!~s· de evaluac~ó?l(6J 
•.. u) sin oiÚnbio. per;nanente. 

;\;'· - - ··. ·. . - ' .' --, 

. v} engrnsa~iento 

, w).ini~:l.aeiiln de callo 

.x) callo bién forinado 

:. ·:y) prilmordio .de. ra!z 

. zY ~att b:tén rormada 
. - ' -
S3gundo ensayo • 

. Con ün total de l¡. tratainiefttos se 
~~-: . -

·sayo, e111pezándo MÍ.1 una coricent<raci.;ri 

(,50~) ,dos concentracinriet( de. All'A ·(0•.5 y)~o mg/1) 

·; ~"ª ~o~djoion~a· de irioubac¡6n:. (bajó lu~ {6 hri{ 
; en completa obijcu;,_.idad 24·· b~s).De. est¡.fo~~li se 

2repeticinnes dé.?:tu~o'S,~ada.ul18., ia ··~;,{. 
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unidad expef'iment!.ll se form6 con 5 tuJ-:os y 20 tu- .. 

bos empleados en total. 

Los factores de est•Jdio fueron: 

-Regulridoros de crec!miento:dosis A.NA (0.5 y 1.0 ins/l). 

-condiciones de luz: la mitad de lns tubos corres-

pondientes a una y otra concentración de ANA fue­

ron colocad,.,s en coinpleta obfJcuridad ( 24 hrs l Y' 

el resto bajn luz blanca ( 16 hrs ). 

~Cutegor!as de avalunciÓn: los mismas establecidas 

on' el prirr,er tmsnyo de enraizamiento. 

( u,v,w,y~x,z: 6) 

9~2.3,, Tercer ensayo. 

._ --~- ,'\' ' 

, Bl'regulidnr de Cl"i>ci1niento áwt!n:ion !'u~ cambiadó., 

, por Acido Indolbut!rico (AIB) probn40 en 2. concen• 

traciones FHferontes (O.$ y l.O mg/l}y un,a concen• 

tración.de citocininas, os decir Benciladenine. 

· ;cl3.l\r1 un, poco mayor que. la utilizada· en los. d<>s .. ~ 
. .· .. , . ' ' ' 

en~~yos ante:t-:i,()l>es.Se · pltintearon · 1~ re~oticiones 
tubos .ca.da una por ~~dlld experimental y un 

deJ~o tul:los q:ce se utilizaron. 

i.~s factt:>res · de estu_dio :f.'1Jeron: 

""'Reguladores <de .crediniento: . .fue cambi.ada la áux1l ·. 

na. ANA por, A!B en. conce~tr,aci one s de 0~$ ,- ~ •. <). mg/l , 
f la concentración de la· ci tncinina BA rué: el~~~·. , 

.. dá de. 0.1 a <0 .. 2 mg/l. 

·~C~tegor:Ías de evaluación: las ya establecidas 

... ~a enraizamiento 
·,;, - ' , ' . . ·.: ,-. 

9·~2.4. Esq\lelll~ final •. 

. $ubdivid.Í'do en·dos ·fases, este esque1)1a 
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raizainiento, ae plnriteó pensando en obtoner muy bu~ 

no:s resultodns, ello en base a la tendencia de1nos-­

trada Pºl' los brotes p'"ra tor1nar sus propias ra.icos 

y seg1fo cada unt:'I de lra ensayos anteriores. 

El plantea1nif:'ntn tué muy semejante para una y otra 

.fase, por lo t;;into, so agrupar~n on l"'s aspectos B,2 

nerales y en los particulares se harán mención so-­

bre lns variantes establecidas. 

El total de trntamient:os fu~ 18, nueve por cada fa­

se, se cstablociÓ una S"la c~ncentración del 1nedio;.. 

de cultivo {5~), 3 concontracionos .altas de ANA- . 
. . 

( 5.14 M ~ 0.931 ing/l, l~,M.:. 1.862 ing/1,, l~.M. :; 2,•1 

·93 . ;ng/1), y se empl&aron 3 condiciones de luz (luz ·· 

blanca por 12 hrs, luz roja por i2 hrs 7 obscuridad 

por 24 hrs ) • Fueron utilizadas 2 répett,ciones con 

5 tubos cada una, con , tub()s ·.también quedó formada. 

y el total de tubns tué 180 .. 

90.a cada.tase. 

Para. la priinera fase se mantuvieron tt:1das los tubos 

·. ;;n las.Ycal'ldicinnes d.e luz ,(blanca,?"nja; ~b.~curi­
dad) ta:-:tn en lo.s •. cuatro semanas que permaneoier"n 

,• ' 

en un .1r:edio con auxi~ils, ººº" en las< otr;as cuatro ,-

< semanas que fueron Uevad~s a. un ~?:odio sin :vegulad,2 

res.di creoi1niento. 

En la. Regunda fasa,cforante ·.las cuatl'o se•nanas que .· 

.lt:1s brotes· en .el iiledÚ> con auid:nas, 

incubaron bajo 3 c.'>ndicioneu ~ l~z 

······•.·•·. •'08 1 ~oja. p~r12.·~.s.~Y: ob.scUl"i,dad• 1a~ 24 hrs) para 

ser .1lo;e:~6a todos ·.iris . . ~ ~ . , - . \ . -

··;·,., 
.;.: ·' 

L::, 
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t:!nua ( 24 brs) las dos semanas restantes y al ser 

tro.naferidns a un inedio que nn C"nten!a :reguladores 

de crecillliento se volvieron a colocar por espacio -

de· 4 semanas lllás a luz roja 12 hrs pol' d!a. Una se-· 

gundo. variante en estt. fase fué q; e todos los br'o -

tes al moinent,, de la transferencia fueron colocados 

acostadr.s o casi de cahe::a, puesto que la superficie. 

del •11edio lleva un declive de 4Sºaproximadrunente. 

Los factores generales d~estudio fueron: 

-Reguladores de crecimiento: tres dosis de ANA-

(~M.:: 0.931 mg/l; l~M = 1.862 mg/l,l~M::. ¿, 793.mg/l) 

-condiciones de luz: pára la primera. fase fu~ luz-•· · .· 

b1nnca (12hrs), 1uz roja (12 hrs) y obscuridad ~-

( 24 hrs ) por enpacio de 8 seimanaa;mi~ntras q\le 

en la fnse secundo, 2 . semanas. con ·luz blanca •-"!. 

{12 h:r>s), luz rojel( 12,hrs).Y obscuridad <24 hr1.i), .. 

semanas solo con ltiz roja C24 hrs} y las 

4 se1:Janas la luz .roja 

en eimedio:para·ainbos 
-- . . .• . . .. , .. 

,cia 'de los brotes en un medio con auxinns fue de.; 

semanas y las otras cuatro semanas tl'llnsforidqs 

lil:Jre de rflguladorea 

· ~Categor:!as de e~alu_aei~n: 6 que 
. . 

'to.bl0cierCln desde _uri principio para enr!lJ:2aÍid.entq 

_ ( .ti,v,w,JC,,Y~7...::.6) • 
. 10• ~ama de datos. 

Lá' t~ma ~e d?-toa, ~é ~en11zii ~n.baae a .las c,ategor!as 
de. eYaluación eJJtcbi~cida; ··as! teri"e•n<>s 4 pali·a~~~.U.f~ 



ración y 6 pe.ra enraizru.'liento, en donde se hao!an ob­

servaciones semanales sobre el desarrollo general do 

los brotes establecidos. 

lQ.l. Proliferación. 

De los $ tubos que consistían una unidad experimental1 

se cnntaba el número de .tubos que oorrespond!a a cada 

eategor!a: a,h,c,d. 

Solo pflra el caso .de la implantación inicial se cons!, 

del'arcin otros parámetros por considerarse que da una­

muestra general del comportamiento en todos los casos 

pu-::sto que se manojeron todas las variables; de ~sta 

fortna se consideró: e,!' ,g. 
·· .. · F.n los experimentos sobre prnliferación, la vari ablé-

- .. .,, . 
tamaño de planta se evaluo en la ia. y 2a. trans1'e-· 

rencia,para la 3a •. transferancin se obsorvó el total 
.. ,·· . '.. , -~- .' · .. :~:,·": ··"~_··. ···1' . 

de brotes y en· la implantacion se midió la interaccion 

e~t?'e la oonceritraoiÓ~ de las ~alcs nJ~ritivasj;.de la 

, citociriinao 

tubos CÍoL~o un~Jad' experiir.ental 1 se establei:ie-..; 

~ategor{as de evalu.lil.oiAn por oonsidel'grse que ".'. . 
dichos parrunetros cumplían todns l~s pod bles. s~cesos •., ; ' ; .· .. . , .. , ' ' . . . -.. . .. 

, ... "' -· '. · ... ·_.;, - .. _,.. . . ·. - ' . . ' > 

9.Pasos de la rizogenes:ls.,de mndo que se hicieron ob-

servocinnes sobre. el número de tl,lh()S c¡ue ·. correepond!a ' 

,a'cndn•oo.tego~:Ca:u.,w,v,x,y.z~ 
. '_,- ~- .. _·_.·' .. : - - :,_ .,.-. __ - ' ___ .·· : ' .· 

'• El tipo *~ oonc~11tvaoion ,do_ auxina rué evf11Uada en b,! 

~~'se a la iniiJ.c~iÓ~ de raÚea • 
. Í.~s r~sU+,~tdoe 'tí~tu~e,;l~~ condioioné~tdej,ncubaci6n,· es 



hechos considerando la interacción eonel nivel de aux.!_ 

nas. 

10•3· Containinación. 

Fueron evaluados y contados los tubos qua presentaron 

contaminación y utilizadns también en los respectivos 

análisis de varianza pül"'a p:roliferaci6n y enraizrun1en 

to y los dates se incluyeron en las categorías más b.! 

jas., es decir, D y U respectivamente. Sin embargo se 

prMentan cuadro y gráfica sobre el porcentaje de cul, 

tivoa asópticoa para proliferación y enraizamionto. 

11. Análisis de dstos. 

De cada una de Jas variables en estudio se obtuvieron 

las medias aritméticas .y porr.entajes y se presenta grá 

ficamento, además de qui se llev6 a cabo. u.n amhisia• 

de variam;a y comparaciñn .de medias 

• 45 .. 



RESULTADOS 

1. PROL!FERACICN: 

Para estudiar el efecto sobre proliferaci6n se cons:ideroron las variables, 

nWllero de brotes pequeños, número de brotes grandes y el total de brotes -

en promedio que se obtuvieron, 

D; acuerdo al Análisis de Varianza practicado en los diferentes experimen­

tos se encontn? que hubo diferencias estadísticas significativas entre ~­

tratamientos, por lo que se procéd16 al cálculo del tMSH de 'I\.l.key al nivel 

del 5%. 

1.1 EFECTOS DE LA CONCENTRACION DEL MEl:iIÓ, 

En la canparaCión de medias'sob1"' l~. variable número _de brotes grandes_._ 

(>l cm) en la implantación inicial, de acuerdo a la prueba Drl'.SH de 'nikey­

sé encontró que la concentración d~ las sales diluída al .75% presentó -
. . 

una media de 2. 83 que difiere de 'las 2 concentraciones más. próx:lmas - -- . 
' .. ' . - . -~ - . _. '' 

• (100 y · 50%); ·mientras que !l.aS variables, brote~-pequeños y total de br<>'­

. tes no dif'ieren sign!t'icatiVamente ios . tratamientos entre sí (cuadro .14) ~ 
. ·-. -_ _ ___ , ___ , ' ,· '· - . .- . -, 

En. la g:f:'~iea .1 se v:isual:lZa que eri la cóncentrac16n del medio a 75% se ~ 

o~tiene un irayor número de brotes en total. y mayor ~ero de brotes ~­
d~s,(>l 0rn) no as:! con e~ ntfrnero de broté; Jil~~eños (~Lclll), 

· · ú:lt.iino rrayor de 50% de la éoncen.traci6ndel medio . . . ' . . .. , .. ,. . 
:,.,· 



CUADRO 4 • CC!l!PAF.ACION DE MEDIAS PARA IA VARIABLE NUMERO DE 

BRO'IBS OB'l'ENIDO EN PRa.JEDIO DE ACUEROO A SU TA!t'~ 

00 DEPENDIENOO DE LA CONCEllTRACICN DE IAS SALES 

~.LES DEL MEDIO 

(IMPI.ANTACIOO :INICIAL) 

CQNC'."N'IHACION l\JUüERO DE BROlES PRCMEDIO 

.)fÚS .SALH /'tiNtRAU5 PF.QUEFJOS .Y GRANDES ~ 'lUrAL V 
Oct. Mt: DtO . 

100% 

.75% 

VALORES CON LA 

5,66 a 

.5.66 a·· 

5,75 ª· 
4.83 a 

AOíEROO CON LAPRUEBA I.l>'ISH 

]f .ix:· = 0.05 = 
~/ .• i!< = 0.05 = 

1•91ab 

2.83a 

. i:oo ab 
o,33p 

7.58.á 

• q.7 ... 



}l!fecto do la eoncentrflci~n do .'tas se.los minernlee del 

modio sobre ol n~1~ero do brotes obteni<los de L:imnn. 

_!a vi tro clo ncuordo nl ti>mafío. 



¡. 

' 
1 -"· l ~ (:aso de la p:r1mera y segt.l!Xla transferencia,, oo ~ 
¡ · ·n en conJunto porque no fué considerado algún cam-
1 

\ 

: mificativo ya que rruestran conportamientos semejan_ 

: :1esto que a nayor concentraci6n del nEdio se tiene­

:~.:or prolif'eración y visceversa· (gráfica 2), el aná-

'.·~.rndfstico se presenta en el cuadro 5 para que sea 

.,~,,CION DE MEDIAS PPRA LA VARIABLE NUJIEFlO DE BROIES -

' .• :X:. EN PRQ\1EDIO DE ACUEROO /1 SU TAJl'AAO. DEPENDIEN!Xl 

r:JtJCENI'RACION DE LAS SALES .MINERALES DEL MEDIO DE -

··:r:: (PARA Lft la, y 2a. TRANSFERENCIA). 

NlNERO DE EROI'FS PRCT-lEDIO 

6.oo a 

I~ ,00 a 

3,66 a 

3,33 a 

.GRANDES V 

3 ~33. a 

2.83,a 

·2~00 a 
' . . 

·. ' (67 á . 

TCfl'AL ]/ 

9,33 a 

,, . . . ; .. :. !:ETRA 

[!-:.' : ·:.: TUKEY, 

2 .. 

3 ,e,~ 



t 

o 
"' 

GRi\FJCA · .2.- Efecto <le la cnncont.;rF•C:I ~n rJe loa anlea r.:1 nornloa 

del r,•ocl:l.o do Cult1 vn sohre ol n1Sme1•0 de br.,toa nb~ 

tenidos on la lo. y 2o, Trnnoforonois. 

,., ... ' 

iJt·<.ii·í•1.<·:.i \~l <;r,;<11 ~~ 
' \~',_;: .··. '· ,,;:, :;;\. ~~·~ .i·":::<· 

~ :: ·. ;~; 

:<~~::: ';·'·i' 

.·,·:.:::.;.,,,,,·.:;·,<.:· 



<1RAFIOA ,) ... Rt'(!ot"o11 de la oonocntr11ci6n de la11· aalee u1ineraloa 

del n1odio de oult1vo sobré la lon~itud uu1yor lleJ.oa 

1$ brotoa ohtonid"s eri la lo• y 2n. Tranaf(!renoi••. 
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!);;Í la miS'lla forma se cuantific6 y analizó la nnyor longi­

tud de los brotes obtenidos en la pr:!Jrer y segunda transft 

rencia, es decir~ de aquellos tratamientos que se cooside­

raron cercanos al óptlrro y con .el fin de ar-alizar no solo­

los efectos prol!ncos, tartb1en el tamafu y/o longitud -

rrayor de éstos brotes; así tenerros que al 75% de la con­
centración de las sales minerales del nedio obteneros la -

imyor longitud en lml, s:!n errtia.vogo ésta m difiere s1gn1f1- · 

· .. cativamente del resto de los tratamientos (cuadl:'O 6); La -

gráfica muestra la tendencia de la curva de acuerdo a la­

concentraci6n del medio y la longitud en nm de los brotes-

obtenidos. 

001.PARACION DE r.IBDIAS PARA !A VARIABIE wxrr:ruo MAYOR DE -

BROTFS OB'IENIDOS DEPENDIEM)O DE lA CONCE?IlRACIOO DE LAS -

SALES MINERAIBS LEL MEDIO DE LA la; y 2a. TRANSFERENCIA. 

· CONCEN'IBACICN 
DE t.As SALES 
fl[NERA!,.ES . DEL .. 
MEDIO, . 

100%. 

75%' 

50% 

25% 

iL66a 
10.66,a 

9.16 a";. 



J.2 EFEC'roS DE LA CONCEN'I'FlACION DE CI'IOCININAS. - 5.3 ... 

En este caso la conparar:ión de redias para la variable n.úrre1u de brotes 

¡::equeños ( ~ l cm) m.iestra diferencias significativas para el tratamien­

to en el cual se utiliza una concentración de o.8 mg/1 de B.A. con i.ma · 

~dia 6.66, siendo que las concent:raciónes de o.6 y 1.0 mg/l tiene una­

media de 4 ,83 y 6.41 respectivamente sin presentar diferencia estad!st!_ 

ca altamente significativa (cuadro 7). De igual fol.lm la gráfica 4 nos-

indica que el nútrero total de brotes pequeños es nas alto a una concen-­

traci6n de O, 8 mg/l de EA, mientras que el núirero de brotes grandes -

( > 1 cm) es mayor a rred.lda que di~inuye la concentración de citocil'li-

nas. 

CUADRO 7 CCMPARACION DE MEDIAS PARA LA VARJ.ABLE Nl.Jr.ERO DE moTES, DE -

ACUEROO A SU TAMAAO Y DEPE1IDIENDO DE LA CONCENI'RACICW DE 

CI'IOCININAS. 

. CONCENIRACICN 
. CI'IOCININAS 

0.4 Itg/1 

0.6 mg/1 
0 .. 8~11 
LO ilig/i 

(IMPLANTACION INICIAL) 

NUMERO DE ERCYI'ES PRa.JEDIO 
y ~/ 

PEQUEROS · GBt\NDES . 'l'Ol'AL .. 

4.oo b 
4.83 ab 

6.66. a· 
6.41 b 

.2.pa·a 
'.1..50.a 
l.25a 

1;25 ª· 
7,9t·a 
7,66 a 

' .VALORES CON !A MISMA LEÍ?JiSCN ESTADISTICAMEN'IR IGUAtEs• fu, ~CUERDO ; 
.CON LA PRUEBA. t:MSH DE 'I'tKEi' • . . . . 

!/ ·.°' .. 0,05. = 2,64 

?/ oc_.=. 0,05 

º!95 .. 



f,Pecto de la cnhc~mtrne::1 ón da C:l.tooininas anb~e 

el nÚ1'lorn <le brotes obtenido~ de Limón. ?.1exic1tno 

. l!i ~ do ncuordo nl .to.maño •. ( lmplnncncl~n) .. 



CUADRO. 8. 

Asimisrro oobre 5,li\ !,a1 'J 2a, trMst'e;r-encia.1 en donde se -

hize un enálisis conjunto, fueron evaluados el número y­

tanaño promedio de 1os brotes obtenidos. 

La cóncentrac16n de O, 8 · irg/l de BA. di6 nayor número de -

brotes en todos los t;;unaños (gr-áfica 5) y con ello mejo-' 

randa el promedio de los brotes grandes, corro puede ser 

observado en el cuadro 8 que muestra un CO!Tportam:iento -

di.fe:rencia1 para los brotes pequeibs y el total de éstos 

con la concent:raci6n de citocin3.s a 0.8 mg/l. 

CCMPARACION DE MEDit..S PARA VARIABLE Nül\'JERO DE l?RO'IES 
OmENIOOS EN PROMEDIO DE ACUERDO A SU TAJIW!O DEE'EN"­
DIENOO DE LA CONCENl'HACION DE crro:::ININAS {PARA LA -
la. y 2a. TF.ANSFERENCIA). . . 

!JUr.SFW DE BRO'lES PRCNEDIO 

CCNCEN.r'RACION 
CI'!CCIND'!AS 

.V E_! ~l 
PEQUEOOS· GRA.NDF.S 'IOl'AL 

.. •gl' l 

2;62 'o 1.50. a 

3.12,a 

L75 a 

4.1? b 

9.8.7 ·ª· 

v-Ai.oR&'> cüN iA M!s-~ · T.ErnA. ooN E'STADr~TrcAMENTE rauALES DE . · • 
. ACUERDO car LA PRUEBA tMSH DE TUKE'l . . 

- S$ • 





$l.RAFICA 6.- Efecto de la concentración .do Citocin:lnaa aabro ol tu!mol"o do . . , ' · ... ' , . . ' -

brotes obtenidos de. Limnn Uexioano !n ~·)a TranllforondA 



se evaluó de la misma forma,una mayor concéntraci6n de cito~ 
cininas en la tercera transferencia, en donde se manejaban 
l.0,2.0 y,3.0 mgll de BA y se obtuvo un fuerte decremento -

1 

estadísticamente significativo, es decir, lejos de favorecer 

la proliferaci6n, la inhibi6. ( cuadro 9). 

El tipo de brotes obtenidos fué de tamaño pequeño y la media 
respecto a su roñero fuli 3 en el mejor de los casos, que di­

fiere mucho de los obtenidos en la implantación inl.cial 
{ gráfica 4) , pero se debe considerar que se tomaron ~stos 
brotes para ser transferidos 4 semanas después, por lo que; 
a igual concentración de citociníl'las (1.0 mg/l de BA) se -..: 

obtuvo un resultado diferente y menor en un 50% (gráfica 6) 

. . 

CUADRO 9. COMPARACION DEME:DIA:S PARA LA VARIABLE NUMERO DEBRO 
'i'F.S DEPENDIENDO DE UNA CONCENTRACION.MAYOR DE CITO':' 
CXNI?l/l.S ( Ja. TRANSFERENCIA) .• 

CONCENTRACION 
DE CITOCININAS 

l.O mg/l 
2.0 mg/l 

· ... 3.0 mg/l 

VAtORES·CON 
ACUERDO CON 

PROMEDIO 

.• 3. 00 
0~50 
o.so 

NUMERO DE 



~ acuerdo al rango de concentraciones de citooininas mas 

. adec:.mdas (O. 6, O. 8 y 1. O w.g/l de EA) se midió la long! 

tud mayor de los brotes obtenidos y el resultado si tuvo 

difer-encia significativa estadística, oscilando estos - -

promedios con relación a las citocininas en 9.621 11~75-

y 10.87 mn respectivamente, es decir, nuevamente una con· 

centraci6n de O. 8 mg/1 de BA report6 los mejores resu,1. 

tados. (cuadro 10 y Gráfica 7). 

CUADRO 10~ COMPARACION DE i·'!EDUS PARA LA VARlAELE LONGI'lUD MAYOR DE 
BRorw oB'mNioos DEPENDIENDO DE LA CONCENTRACION DE CI'ro . 
CININAS EN LA la. Y 2a. TRANSFERENCIA.. -

. ·•TRATAMIENTO 
CONCEN'.ffiACIOO · 
C1TCCININAS 

0;6 mg/l 

0;8 ~/1 

·l;Omg/l 

UNGIWD~ 
MAYOR (mn) 

9.62 a 
'.·' -

lJ..75 b 

10.87 b 



' ' . . 

7•• Efeoto,do i'1:oono~nt~ac16n. de Oit~o1rii~Ú .·.- . . . _,.- ·.·. - - - .. 



1.3. CONTAMJNACION. 

CUADRO l1 

fil'APAS 

Los tubos que presentaron contaminac16n tuercn silTplemente 

contados para desp..1és hacer una evaluación general de la -

asepsia en la metO<lolog:1'a errpleada. re esta forna se prese!! 

ta el cu.adTO 11 que muestra un reducido número de tubos con­

taminados, raz6n por la cual se incluyeron en la últjma -

categoría de p:roliferaci6n para mce:r el análisitde varian­

za (Gráfica 8). 

EVALUACION DE LA CONTAMINACION EN LASE.TAPAS DE PROLIFERA-­
Gim CONSID.ERANOO EL NUMERO DE 'Il.JBOS fl.lPIE.ADOS, I.DS Ccm'AMI 
NAOOS Y EL PORCFJJTAJE DE ASEPSIA. ,_ 

Nlr1.DE .TUBOs 
FNALUA003 

NtM.DE 'IUOOS 
CCNTAMINPJ)QS 

PORCENTAJE. 
DE ASEPSIA 

lnplantación 220 o 100% 

la.'Irarlsferencia 60 

2.a •. Transierencia 60. 



GRAP):CA H,- Porcentajo de Cultivos As,eptictrs y rontt11ñn~,<!n:s 

porn la parte de proliferncj6n en sus etapas de 

I1nplantac16n y Trnns.ferencina. 

, )t;t'Pt.AN,~/\,1oJ1, 
,lllllCJAt.; 



En el caso de los ensayos experimental.es so1o se efectúo 

un análisis porcentual de 1os resultádos y éstos se en--

marcan en los incisos correspondientes; para el esquema ... 

final en donde se plantearon var:laciones en la concentr!! 

ci6n de auxinas, condiciones de :!ncubaci6n y tiempo de­

pennanencia en .el medio, 

2.1.· EFECTO DEL 'ITPO Y CONCENTRACION DE AUXITl/A. 

· Fué el Aéido Naftalenac~tico (ANA) la auxina más B!ple!! 

da, sin embargo fu6 probada tamb,i~n el Acido 1Íldolbut:1'.-

. rico (AIB) con el prop?sito de. hacer una comparación ..: . 

en ·sus ·efectos ;: para lo cual se hizo. tma ev6.luac1Ón por_ 
··. .. .. . . . -
_centual, utilizando 2 concentraciones para ANA y AIB (~ 

dro 12). De esta forma la Grá'.fica 9 sri-ve para hticer la.,. . 

co!f!Paradón ·visual y · .. en. dond; µi~deoose~ar$e ··la dll'~ 



AUXINA 

A.'iA 

ANA ' 

Ala 

AIB .·: 

CUAI:RO 12. EVALUACION PROCENl'U.AL DE LAS AUXINAS · 
'. JINA Y AIB EN DOS CONCENTMCirnES, .30 

ERE LAS CA'l'EGORIAS DE ENRAIZAMIENT07 
DATOS OORRESPONDIENTES AL 2o.y Jer. 
FNSfilO. 

COHCENl'RACION CJl.TEGORIAS DE ENRAIZAMIEN'ID 
mg/1 'l' u w X y z TOI'AL 

0.5 o 20 o 60 o 20 100%. 

1.0 o 20 o 40 20 20 100%. 

0.5 o 40'50 10 o o . 100% 

1.0 35 o o 100% 



GRAFIGA 9.- i~valunciÓn Por•centual üe lns Auxinas JU~A y AIB e 

an don conccntraci"m;s sobre las eatot,!'IPin.s de -­

e:ni•a.iznmionto.Dntos eo:-respond"Iontes n;t, 2o.yJo. 

on::inyo. 



2.2 EFECTO DE DIFrnErlI'ES CONDICIONES DE lNCUBACICN 

CUADRO 13 

- . . 

Con respecto a éste parámetro fueron evaluadas cllferen­

tes comiciones, en donde se reali7.aron erwayos preli­

minares con el fin de rt.""ducir la amplitud de las varia-

bles estudiadas y ·definir un ei::querna nnal de enraiza-

miento. 

Se empezo po1• variar la concentraci6n hormonal de Acidó 

Naf'talen-Acético (ANA) con 0.5 y I.O rng/l y 2 condkio-

nes de incubación: cuattu semanas en el mismo medio con 

auxinas y 2 serr.anas en un medio libre de éstas (Cuadro-

13); Para erectos dr; evaluación se hizo un análisis P"! 

centual basado en la comparaci6n . entre una y otra condición 

(Gráfica 10) 
. -

ANALISIS ?ORCEHillAL DE ros ~IPERENTESCONDICIONES DE -
INCUBACIGN. SOBRE LAS CA'IFJJORIAS DE ENRAIZAMIENI'O. DA'IOS 
CQRRESPONDI~.'TES AL ler.SENSAYO. 

0.5 : o· 40 
'.I). LO o 20 

' ' .~ 

· , CATÉGORIAS !:E EV ALU~CI<N 

o 60 
o ·So 

:o 
o 

o 
o 

100% 
100% 

2 semana.~ 
con.auxinas {rI) 

; Y 2 'S~'1a.S 
.o.s o o .. 20 o 80 100% 

2o 100% sin éstas. o o 80 



óHl\FlCA lo.- Annlisis Porcontuul <le dos diforcntos condiciones 

de incubación sobre las catocorino do enraizn--

1nionto. Datos corrospondJent.Js nl lo Enoayo • 

.. 

'º 
.. "º~ 

~ 
:JO 

l0.1 

~~ a a 
\J\ o 

o • 
o rl 

.I ..JI .Z .1Z I _zz ..r JI. 



Con el objeto de evaluar el efecto de la obscuridad 

sobre el enraizamiento se planteo manejar dos con-

centraciones de ANA (O. 5 y l. O mg/l) y subdividir-

las a manera de colocar la rrútad de tubos en can--

pleta obscuridad pera eimnas cvncentraclones y el -

resto incubarlos bajo luz, para posteriormente ser 

transferidos todos los tubos a un medio sin hormonas 

y bajo luz 16 hrs. ( Gráfica 11). Los resultados, -

de la misma fonna que en los denás ensayos prel~ 

res, fueron cultivados con un análisis porcentual reE_ 

pecto al comportamiento de las condiciones de luz y 

obscuridad sobre enraizamiento (Cuadro 14 ) • 

CUADRO 14. EVALUACIONES EWBASE A UN ANALISIS roRCENIUAL DE 2 ~ 
CONDICIONES DE ENRAIZAMIENTO.DA'IOS CORRESPCNDIOO'ES 
AL 2o. ENSAYO. . 

·CONDICIONES DE CCNCENI'RACION CATEGOR!f.S. DE E.VALUACION 
INCUBACION DE mg/1 ANA T .u w X y z TOrAL 

Bajo Luz 16 hrs 0.5 o 20 o 60 o 20 100 % 
1.0 o 20 o 40 20 20 100 % 

Completa 0.5 o o o 40 20 40 100 % 
Obscuridad 1.0 20 o o 20 o 60 100 % 

1:.1 T,U,W,X,Y,Z = CATEGORIAS DE ENRAIZAMIENTO, 
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IDO 80 

GitAF:i:CA 11.- J\nnli::ils l'rn•c•Jntunl respecto al c11mporti:.1::ionto do dos 

OS mg/l AlIA 

60 

conconti.•aciono s Auxino.s y dos con di ci nr.c s do Incuba-­

ciÓn ::io!Jre las cntocr•rias tlo onrnizninicnto. 

1.0 mg/l AI!A. 

20 o .10 'IO 8() 
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En el esquema .final de enraizamiento se condujo la eva­

luación de tres concentraciones aux!nicas más altas que 

las probadas anteriormente, junto con tres condiciones 

de luz; es decir tres concentraciones de ADA 

0.931 mg/l; lOp !.! = 1.862 mg/l; 15,r M..: 2. 793 mg/l ) y -

las condiciones de luz 1'ueroh blanca y roja ( 12 hra.) 

y completa obscuridad por un período de cuatro semanas 

. para después ser transferidas a un medio sin regulado,. 

res de cracimicnto y peri<J;¡necer bajo las mis.nas eondi-

ciones de luz. 

De esta forma el análisis de varianza fué desarrnlla-· 

do sobre los efectl"IS producidos en el enraizamiento 

despuós de ocho se.ranas de tratamiento { cuadro 15'.). 
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·CUADRO 15. ANALISIS PORCEmUAL DE LOO El<'EC'IDS PFODUCIDOS SOmE LAS 
VARlABLJ:<"S DE ENRJ\IZAMIF.NID DE PLANl'AS. SCMEI'IDAS .A· 3 
CCTIDICIONE3 DE LUZ, DESPUES DE 8 SEMANAS. DA'IOS CO­
RRESPONDIENI'ES A LA la. FASE. 

VARIABLES 

S:in Cambio aparente 

CONDICIONES 
DE 
LUZ 

manca 
F.oja 

Q)scuridad 

Blanca 

fuja 

.Obscuridad 

Blánca 

Roja 

Cbscuridad ... · 

ooscuridact 

··Blanca: 

FORCENTAJE 
fUR CADA TIPO 

DE WZ 

3.33 
o.o 
0,.0 

o.o 
23.33 

33.33 

. . ' ·26.66 

16.66 

·:p.o· 

o~q: 
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As1misnxl, se efectúo el análisis de var:ianza de la interacción 
existente entre los medios ae cultivo ( con aux!nas y llb:res de 

éstas) sobre la variable de neyor int~rés, esta es, el l'Jlnero -
de plantas con raíces ya desarrolladas, ( Olac!ro 16}. 

CUADRO 16. Dm'RACCICN EXISTENTE f1>.'TRE LOS MWIOS QUE COl'IffiIAN '1HS OON­
CENIBACIOt!EE AXINICAS ( ANI\ ) y E[, mero AJ, SEP. T!v\NSFE!UI:ü5 A 
UN ~".EDIO LIBF.E DE IBGlJLA!XlRES .SOEre LA VftJ'J.Af!!.E., Nl.ll·ERO DE -
l'Lft.NTAS CON flAI CES YA DESA.PJ'tCU .. ADA,S. 

COIPARACION UMI'JE DIFERENCIA I.JMI'IE SIGNIF.I 
OO'RE MEDIOS INFWU:OR Dll'RE MEDIAS Sti!'r1lI OH CANCIA. 

9-1 0.00298 0.55556 l.108l3 ... 
9-2 0.00298 0.55556 1.10813 ••• 
9-3 0.00298 0.55556 1.10813 •u 

1-9 1.10813 0.55556 0.00298 ... 
2-9 1.10813 0.55556 0.00298 ... 
3-9 l.loBl3 0.55556 0.00298 ... 
VALORÉS OON LA Mr::W. MARCA SON ESTADIST.rCAMEm'E IGUALFS, DE ACUEROO CON 1..4 PRUEBA 
!ll1SH DE TUKEY. • 

ALFA o.os 3.9 
MEDIO 1 .. 5,,. M= 0.931= ng/1 

MEDIO 2 = 10.rfll= l.8ó2= ng/1 

MEDIO 3 = 15 .f'fll= 2. 793• !!g/1 
MIDIO 9:Sill AUXINAS 

*** : SIGNIFICATIVO M.,, 0-.05 % 
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E'r1 la segunda fr-.se del exper:llrento, en donde se mantuvieron durante dos 

F .. err,l;lnas ba'lo tres diferentes condiciones de luz 12 hrs. 

Y dos más ,bajo luz roja continua en un nedio con tres dif'e:rentes conce!)_ 

traciones auxfuicas y después fueron transf'eridas a un medio s:!n regula~ 

dores y bajp luz roja con un :rotoper1~do de 12 hrs luz ( Cuadro 17). 

CUADRO 17. ANALlSIS DE VARIANZA DE LOS EB'EC'IDS PRJDUCIOOS SOBRE LAS VARIABU"S 
DE ENRAIU1MI.EN'ID DE PLAffrAS PROCFnENI'ES DE MEDIOS CON DIFERENTES 
CONCFNI'RA.CIONES AUXIl\'ICAS Y DESPUFB DE 8 SEPA.NAS, DATOS CORRESro}f­
DIENI'ES A LA 2a. FASE. 

PC1HCE1ll'AJE PRCMEDIO SIGNIFICANCIA 
VA.'1.IABLE MEDIO roR CADA CDN EL DEL 

ALJXINIXO CDNCENTRA- 'Iül'AL DE Ph"CMElJI O. 
CION TUOOS 

( M J 

OOFDSAMIEN'.ID BASE 5 fi.66 0,33 a 
10 3.33 0.16 a 

15 10.00 a 

. INICIÁCION DE CALLO 5 liq.66 ... 2.3J, 
10,: 0.,83 
15 0.66 

·-···· 

e~ • . 

5 
10 

·· 15 ~ 46;66 a: b 

RAIZ 'DESARRottADA 5. 13:33· . ,. i6.66 0·~83 10 
·,:· •. 

. l.33 J,5 30;00 .• ·· 

vALORE.S CON LA Ml:SM: u:':mA. SON FSTADrsT:rcJ\Ml!NTE ·:rciuAÍ:Es; bE: ACUE:iiOO~:CON ~tA mUEBA:>~ • ·. Dfi$'nE:,,riKEt .. , ';'· <· .· ·. -';• ¡/C.<,,• .i ',· ·.·', ,, ' .... · <.>' < 
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2. 3 OXlI'AMINACICN 

Este pará.'!Etro :fué evaluado, corro ya se elijo, en base a porcentaje de cul­

tivos asepticos, para lo cual se contabillz6, en núnero de tUbos que preserr 

tabo.YJ cont3!linación, lo_ cual.se muestra en el cuadro 18. Para hacer el aná­
lisis estadístico de éstos tubos, füeron jnclu!dos en la última categoría de . . 

cvaluaciór; para enraizar:úento Gráfica 12). 

CUADRO 18 1 EVALUAClON DE LA CONTAMINA~ION EN LAS ETAPAS DE ENRAIZAMIEN!'O 00!! 

SDERAl'IDJ EL NrMERC1 DE TUBOS FJl!PLEADOS, LOS CONTAMJNAIY'.JS Y E!, POR­

C-i.NTAJE DE ft..SE?SIA. 

EI'APAS 

ler. ENSAYO 

2do~ ENSAYO 

3er. fusa.yo 

ECQllEMA FINAL 

la~ FASE 

e/ Awdnas .··. 

si Au:iina 

:?a. FASE 

Núm.de Tubos 

Evaluados 

10 

10 

90 

Núm. de Tubos 

Contaminados 

o 

Porcentaje 

de Asepsia. 

100 % 

ioo··x 



~ 
•• 
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GR,•.PICA 12.# PÓx•contuje do Cultivos Asopticos .y Cont111n:tno.d"s 

para 111 p nrte ue enrniznini onto on sus ensayos . -

y ol esquema final 

rlNAJ. 
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D I S C U S I O N 

l.PROLH'E?.AC!ON: 

En l& bnse de los resultados obtenidos se observa; que la concen­

t1•aci,:;n de sales itinerEilos del medio de cultivo que diÓ inejor re­

sulta.do p::.r:: efectos do prolif'oruciÓn varió de acuerdo al tiempo 

de pcrt::ur.onciP- en el medio, es decir, para la i1nplantoc:l.Ón inicial 

con la di lución de sc.1.es o.l 75 °/o S\3 obtuvo un total de brotos 

p1•01.1edio ina;;ol' que con cualquiera. de lns otras concantra.cionos -

proo::.>..:.!:1s c.unque no d.i:í'ieren signif'icatiV!<1:iente una de otra, sin 

e .. :bar[:o, p;..ra el nÚi.1i;;ro de brotes .rrandes si hubo diferencia es­

tacl!stiou si¡:;nificctivc el ?5 °/0 de la cl'lncentrac:i.Óri del modio. 

E;:iste ur:.a .te::tlc::cia dj_f'e1•0:1te al analizar los datos de la pri--

me:re. y so3unda tra.!1síoroncia, en dnnde c(")n una concentración dol 

lOC '710 so obtuv:i.crrin un total de brotes promedio. i:ia;."or y 'estad:(~ 

ticai:ic.mt.e si0nificativo U.el rosto .de los concentr11ciones evalU!, 

dns, sin o::istir .ts.l d:i.fornncie nnrn el númaro de brotes peque:.:-

. aos y/o ;'.c!ran<loo • 

. L"s . i•é sul tat\no en contradns difiel"en con lo obtenido. por V:l.lle'gas 

( 1982 )~. qµ:!.cn jndica que existe una diferencia significnti~ri -

est~d::f.sticn: fnvornbla ,ü utilizar una concentración del ,50 % · im. 

; el :r.edio, n di.f"orencio. del 100 ° /0 para lor,rar L'layor formación do 

brote:; existia~·.<lo además esta diferencia al eva.lunI' dffprontos .. 

culÚvares en intcro.cci6n con el medio de cultivo. 

~ cuanto al. tai:w.:"io y/o l.onC"itud det los protes óbtenidos, el aná 

U sis de. vnrianza no muostrá diferencias estad!sti ca.a 
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en lo diluci6n del 1.~edio D.l 75 "' se obtiene una lon~tud pro­

medio 1niryor de loe brotes; de la. trtisma fnrma Piznrro ( 1983 ) . 

propone 11.ue la concentración de lns sales minerales del medio 

de cuHivo nn tiene rospuast!? significotiva en el desarr~llo 

de brnt•:::s y s:l. existe tal <life:r-encia en la interacción. do mil• 

terial ve;ctctivo-modio de cultivo sobre ln variable desarro-

lle de brotos por lo r:;ue se piensa que las diferencias no es• 

tán en la concentraciÓh del ,nedio da cultivo,sino qüe probo. - . 

blei.wnte se deben o. la etind ",¡" procedc::1cia del mo.terial vegot~ 

tivo. 

El unálisi s e stac.ü'.s ti co sobre le concentración do ci tocininas 

indica q1.-1e con o.8 1:1G/l de BA se obtiene un ma:ror nÚL1ero de -

brntos tnte.l es en pro1ncdio, apareciendo una diferencia esta.:. 

::Iisticn.::cnto sir;niHcr.tivo. solo en el cnso_dr, la primera y~.!:. 

r.unda transferenci n·, p~ro on l!1 impl~ntación ini ciEÍl_ existe º.:'!. 
1" . . 
ts s:i::;nifico.nc:Í.c en ol. nÚ·'.'::lro üe b!'otes pequeños, no asi para-

- . ~ 

d totél e.e brotos obtenidos en donde :::e. obtiéne. un promedio -

¡n:::.::or J no diferente ostncb':sticn1:1onte; la ·peculiaridad del -­

:iscnto consiste en ql.lc el núm:::ro de brntes grandes uwnenta con 

fO!'::le diS.:'.:i.nt'j"e le. ooncontra,ciÓn do Ci tocii:iinnS 1 SÍO embargo I. 

no e:ti:ate diferencia sigri.1'icativn; resultado quo concu.enta~t»tlo 

e;.:pu;;sto por Cilaturvecii y i.íitrá ( 19"/4 b). 

De la 1ni Sllla fo1•1nn se evnluó una· 't.:;.ayor concentración, de ci toci;;. 

ninas en 1.a~'tercerá transfere:ncia. en donde se manejaban 1.0~ 
. . 

·2.0 y J.O m¡;/l de BA "1 se obtuvo un fuerte decremento, e~tad:!s 
- . . ' ,- : . ·-

ti crunente ,si ;;rii!iCativo, ·cuando se ;incrementaba la concentra ... ..., 
- ,· . ' . , " ' ' 

, ¡: . -. . . .'· - - ,. . .-.. .. ,, ,•, . - .· .-.; ; 

.· cian,es decir,. lejos de fnvoi~e.~er la pr9liferi;cion,.lo. i1lbi:bio-. . " . . . , - - ~ . -

· .. ·a peear .. cle que·~e u~iliz6 una e_ohcentraei6~y~ e:veluadA. el.E!<--
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{l.O 1nr;/l de BA ) en la iinplantaciÓn inicial y que el resultndo 

difiere en un 50% menos; ello pudo deberse al tiec1po de pcrina--

nencia en ol medio, antes de hecer la tercera transferencia --

( cuatro seco.nas ¡nás } • De esta 1;¡anera se oba·'·rva como afecta -

en forma des.favor;:ble un mayor tie1:ipo de permanencia en el me--

dio. Zstns resultncios srm serne)o1tta.t e los obsorv9dos por Skoog 

y An:stron¡::: ( 1970 ) ; Grinblr. t ( 1972 ) ;Borlas y Skene ( 1982 ) 

0uioncs cnn 12if0r::·:tes especies de Citrus mostraron aue existo 

co:'io una función de ori.!'.'en ~· triedu:rcz del c:,plo.nte, es decir,de­

pecdiendo de la especie, CdRd 1 posici~n y 6pOCB de &fiOe 

~l :r;::,.n:;o C:e cnnccnt!"&cin;;,,s éi.e citocinin~s más adecuadas ( o.6. 
O.O ;¡ 1.0 t:J.«I/l de SA ) f:.icrnn probizdas pera deter1;:iinar aquella 

con la cuc.l se obtiene cnii. lon¡::-itud 1;,s.yor que brotes y aunque -

no existió diferencia. est:.distica sir;nificatiVf:!,, rué nuevamente 

ln concc:1tre.ción ue l:.ó. ~'lg/l en donde se obtuvo una longitud ln,! 

yor, E•S decir 11. 75 .:11!1. (!Ue difiere con Raj y Arya (1978}aun()Ue 

no se menciona si existe diferencia estaclisticn significativ,. • 

. En relación con 1!! contaminación, la evaluación fué hecha en b9., 

se o la relación del nÚ1!1<:ro de tubos contamine.dos y evalUadós -

p::ira obtene:r- ·:il poÍ'ce:it'°jc de nscpsia, es decir de !~OO tubos --· 

cvalu11 dns, dos p:::>es0r.t11.1•n::: cr.mtcminaci6n, lo C'ue e('uivale .a un 

99.5 ::; de cultivos niHÍpticos, crm lo curi.1 puede decirse que l,a -

metodolo¡:::Ía einplentla os acecunda. 

2. El!RA!ZA:T~HTO. 

De acuerdo al tipo de auxina probnda, rué el ncido lfaftalona'c6-

tico ( A:iA } con la que se obtuvo un.mejD:r resultndo que el Aci 

do Indolbutirico (AIB} sobre la .ror.uació~ de callo, primordio <ló .· 

raíz Y raices desarrollo.d~s, ello en concordancia e;,~ Chat\U'vedi 
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y 1~itra (l974·A), Borlas y Skene (1982) quienes también ase{;!! 

rnn es el ANA la auxina de mayor efecto sobre el enraiza1niento 

de Citrus cultivados i!l vitro. 

La concentr!lción auxin:.!co prnbada en los ensayos experisnenta­

les P:1N< e-:Lrnizn1ciento rué d.e o.S y 1.0 mb/1, tal c,...,110 l~ re -

¡:'f')rtn.n Raj y f,ryc. (19·,-.:i.))C!rinbht {1972),Altman y Gorcn (19T(}, 

Chatu::.->vodi y :'itra (1971:.-A) y pnr t11l rnzt5n fueron evnluadas -

pri1::.ora, ,c:-ito a,r,bri s cnncentrn c1 nne s •Se olltuvo un enrai zam:l.ento 

del 20·; en condicinncs n<"'l'::'!1üea y un máximo de 8()fe al encrmtra~ 

se en ol.lscuríu--:d o ce:r• trn.nsfcridn<l a un ,;;edio libre de ouxi--

nus,por ello so pensó en aumentar 111 conc.ent::.->uciÓ.n de nuxina -

pr.i•a elevnr los resultv.~ns J de ésta fr:irma se utilizó 5,10 y -

15~M de.;,:;;. (o.93,1.$ó y 2.í9 mc;/l) en ccncnrda:-icia con Gorst 

et al.(1981), Pl~nor y ?ossar' (1981), Barlas y Skene { 1982), --
c~n lo c:uc se obtuvo un cnraiza1:iinnto sli:Cnimo de 13.33;.r y 

, 
un ma 

ximo de 30;;.· 

Con rcs1.,ecto nl tie1:ipo de perUJe.ncnciá en el medio aunnico, el 

~núlizis de varic!"lza inrtlcn c;ue si exi~te d.i.fercncio este.d:Íat! 

ce: .::.lta; 'ente sirmifi coti vn al cr-i:ipnrar el estnblecit::tionto en -

un medio cnntenien<lo nuxinas pnl' espacio de cuatrn semanas y -

tronsf':!ril' les plantulas a un medio li b!'e de ellas para perma-

nccc!' un tie1:ipo de cuatro sei:ianas inás y evaluar el efecto so-­

bre la variable núm .. ;ro de plantas con ra:l'.ces yD desarrolladas; 

sin embargo c<"n lOs resultados del primor ensayo pii.rece sel' ·de 

mayor efecto .en enrz.iza::.ionto el hecho de manterior por espacio 

de dos scL1anns los implantes en un ciedio . conten:i endo au.r.ina:s .y 

.dos semanas niás sin éstas .Lo cual refleja simi li túd con lo ---
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reportado por Navatel (1982), quién manifiesta que las plántulas 

deben aoondicionarse en un medio libre de reguladores, para ser 

transferidas a un medio con auxinas y el efecto sea mayor al pa­

sarlas nuevamente a un medio libre de auxinas. 

El fotoper:fodo, as! como el tipo de color de luz emitida fueron 

otras dos condici~nes de incubaci6n estudjadas en conjunto ~n -

donde se probó el efecto de: a) 16 hrs luz Blanca y 21.¡. brs obs­

curidad,b) Luz blanca y roja 12 hrs y 24 hrs de obscuridad, c)­

tuz blanca,roja y obscuridnd 12 hrs (dos semanas) y 12 brs do -

luz roja (dos semanas),en los diferentes experimentos desl!l'ro-­

llados y después de cuatro semanas los tubos fuel'on coiocados .. 

en 16 hrs luz blanca y roja~Y 24 brs de obscuridad y 12 brs luz 

roja,respectivair.ente,pura hacer observaciones de evaluaci6n un­

mes más tarde.Ello di6 por resultado mejores efectos sobre el -

enraizwnionto al mantener las plantas en completa obscuridad -

C24 hrs)y nl transi'erirlns al medio sin auxinas y proporcionarles 

luz blanca con un fotoper!o~o de 16 hrs.Lo que conouel'da con 

Druart !!:, .!!!1 (1982) ouienes encontraron que con el efecto de la 

obscuridad-obscur'idnd ( 24 hrs) os inayo?' e! po?'oentnje de enrai­

zaminnto, lo quo indica que la obsoUI'idad favorece la 1'orinac1Ón• 

de raicos en forma suporior durante la fase de inioiaci6nque -

durante la inducci6n. 

, Paro finalizar, los experimentos desarrollados en las etapas de 

enraizamiento resultaron con un porcentaje m!nii.n~ de contamina­

ciÓn,pués de 420 tubos avaluados en total., el número de tubos -

contaminados rué de S, lo que corresponde a un porcentaje .de • .... · 

asepsia de 98.81% con lo.quel'esulta ser aceptable la motodoio-

. g{a e111plelida para obtener reducido númoro d~ ;u'Í:>os cont8Jll:tria4oa. 
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- La Concentración de sales minerales del medio de cultivo 

m~s adecuado para efectos de prol1.f'eraci6n .ru& 7~~ en la i!! 

plantación inic1al y 100% para la la. y 2a. transferencia. 

- La coneentrac1An de Citocin:l.nas c~n la~ual se obtuvo un ma-­

yor nÚlll<3rO de brotes prt'lmedio y longitud, t'ué 0.8 mg/l de BAJ 

decreciendo fuertemente el prt'lmedio de brotes obtenidos con­

forme se incrementa la concentración de citocininas a 2 y 3-

mg/l. 

- Un mayor tieinpo de p:::r1nanoncia en el medio de cultivo a.f'ecta 

des!'avorable1nente la proliferación de brotes de creciendo el­

prO.llledio de brotes obtenidos hasta en un 50%. 
- El Aeido Naftalenseético rué la auxina con la cual se obtu--

,,. - i 

vieron los mejores resultados sobre la formacion de callos,-

primol'dios de l'dz y raices completa.nante desarrolladas. 

•Las concentraciones aux:!nicas de 0.5 yJ.O mg/l d:ier~n por -

resultado un 80% al ser transferidos a un medio sin auxinas, 

mientré.s que·en las Ct'lncentraciones 'más altas de, ANA como 5.r. 

-10 y l~U (0.93,1.86 y 2.79 mg/1), se obtuvo un enraizamien 

to máximo de 30 % • 

.. Los mejores r-esultad<"S con respecto al tie:npo de permanencia 

en un medio .aux!nico, se obtuviernn al.coloeat"las por espacio 

de 2 ·semanas en un 1nedio conteniendo auxinas y trans:fel'irlas 

a un ~edio libre de éstas. 

"'La permanencia en la obscuridád completa <24 hrs)por.espacio 

de 4-. semanas permitió incrementar al máximo el pox'centaje de 
\ .· ' ' l . '.,_ ,, 

enraizam:l.ento cuando f'Ueron transf~ridas a un medid libre 'de 
. . ' . ~ 

reguladores y permanecer las plantas cori ·\mrotoper:!od~ de ... 
16 luos de luz l:ilanca. 
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APENDICE 



I. 

II. 

III. 

IV. 

CUADRO 1.A.- SOLUCIONES CONCENTRADAS DE LAS SiU:.B& 
!UORGANICAS DEL MEDIO MODIFICADO DE 
MUP..ASHIGUE Y SKOOG (1962)", 

NITRATOS g/l 
Nitrato de Amonio (NH y N03) 165~00 

Nitrato de Potasio (KN03) 190.00 

SULFATOS 
Sulfato de Magnesio (MgSO 4 7,H2o) .· 37.00 

Sulfato de Manganeso (MnS04 H20) l.690 

Sulfato de Zinc (ZnS04 H20) 0.860 

- 8.) .. 

Sulfato Cúprico (cuso 4 SH2o) 0.0025 

HALO GEN OS 
Cloruro de Calcio (CaCl 2 H20) 

Ioduro de Potasio (I<I) 

Cloruro de Cobalto (CoCL2 2H
2

0) 

P.04 B03 , Mo04 

Fosfato de Potasio (KH2 P0
4

l 
Acido Bórico (H

3 
B0

4
) 

Molibdato de Sodio · (Ni:iMoo4 2H20l 

44.00 

0.083 

0.0025 

17,QO 
0~620 

· o •. 02s 

V. NaFeEDTA 

Sulfato Ferroso (Fes0 471i20 ) 

Acido Etilendinitrilotetra:-Acetato (NaED'l'A) 
2.784 

3. 724 



CUADRO 2A.- SIGNIFICANCIA DE LAS PRUEBAS DE F. PARA 
CADA VARIABLE DE ESTUDIO EN LA la. FASE 
DEL ESQUE.MJ\ FINAL DE ENRAIZAMIENTO. 

FACTORES DE VARIACION 

V A R I A B L E 
AUXINAS LUZ AUX.-LUZ c.v. 

SIN CAMBIO APARENTE NS NS NS 280.62 
ENGROSAMIENTO BASE NS NS NS 58.56 

INICIA CALLO NS NS NS 98.85 
CALLO DESARROLLADO NS NS NS 63.58 

PRIMODIO DE RAIZ NS NS *** 519.61 

RAIZ DESARROLLADA *** NS NS 152.97 

N.S. = No Significativo 

*** • Significancia al o~os 

c.v. Coeficiente de Variaci6n 
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CUADRO JA.- SIGNIFICANCIA EN LAS PRUEBAS DE F. P.AIU. 
CADA VARIANTE DE ESTUDIO EN LA 2a. FASE 
DEL ESQUEMA. FINAL DE ENRAIZAMIENTO. 

FACTORES DE VARIACION 

VARIABLE 
AUXINAS LUZ AUX-LUZ c;v. 

SIN CAMBIO APARENTE NS NS NS 

ENGROSAMIENTO BASE NS NS NS 148.32 

INICIA CALLO NS NS NS 74. 24 

CALLO DESARROLLADO NS NS NS. 42.68 

PRIMODIODE RAIZ NS NS NS 

RAIZ DESARROLLADA NS NS NS 92.71 

N.S. : No Significativo 

*** = Significancia al O.OS 

C.V. :Coeficiente de Varíaci6n. 
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