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B exper1mento se conduJo en dos partes en la primera se trabajo ""'
- en pro]iferac16n en donde se. observé el efecto de la diiucwﬁn de Tas sa :  i
;]es minerales y 1a concentracién de bencilamino purina (BA).{mientras S
que en.la ségunda etapa se Qarié la concentracién de auxinas en combina-
cidn con diferentes condiciones . de jluminacidn para examinar el efecto-
que producen en la emisién y desarrollo de raices de plantas cu]tivadasé';

1IN v‘mzo.

» E1 disefio. exper1menta1 emp]eado fue de parcelas d1v1d1das en 4;;{L;w
,:'dunde se uti]izaran 2 364 repetwcwones y con 5 tubos de ensaye que i

 7const1tuyeron la unidad exper1menta1

‘: Se emplearon apwces vegetativos de yemas axilares de L1m6n Mexicaf'5511<

1\2no que fueron establec1dos prev1amente a 1as cond1c1ones IH VITRO 3 el

~L1 experlmento dio: inicio con e] establec1m1ento de los brotes, para su ob~

,‘servacién poster1or durante cuatro semanaspara evaluar su grado de desa~
'“~rro11o y prolwferac16n~ posterqormente se h1c1eron transferencias cada -j
: cuatro semanas ut1lizandn nuevas medios de cu}tavo y en diferentes con-

centrac10nes de BA para encontrar Ias dos1s mas adecuadas.Eh el enra1za

'*’wi nto se hacieron tres ensayos pre11m1nares, de donde se. planted el es
' Hquema fxnal permanec1endo cuatro semanas en ese medxo y después fueron
’ Jtransfer1das a un med1o sin auxinas en(fornm)donde se var1aron las con—ff

: Vfdzc1ones de’ 1um1nos1dad
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75%; 50% y 25% de su concentracién, campléﬁeﬁiando con: 1 mg/1 de tiamina.
dicloro,100% mg/1 de Mioinositol 30 g/l de sacarosa 59/1 de Agar, ajus>j‘, 
: :tando el PHa 5.5., v como reguladores de crecimwento se uti?izaron -

0.4,»0.6,,0.8 y 1.0 mg/1 de BA para proliferacitn; en el caso de enraiza
© miento 0.5, 1.0, 0.93, 1.8 y 2.7 mg/1 de Acido Naftalen-acetico (ANA) y

‘o.s-y I.O-mg/l el Acidb fndo]butirico (AIB).

“L;ti11bre de éstas, pr1meramente en obscuridad comp]eta ( 4 hFS) y 135 d°5 ‘i

“La- metoda]ogxa emp]eada para pro11ferac16n y enra%zamientov&su]to
ser’ adecuada para eV1tar contam1nac16n en los tubos ya que en todos los—

] casos el porcentaJe de aseps1a fue super}or a1,98%1

Las condxcwones para 1ogra~los mejores: efectos en pro11ferac16n -

‘ 1fueMon “tna concentraciﬁn de 75% en e1 estabiec1miento y un t1empo de '%'fﬂfi

kifpennanencwa de cuatro semanas méx1mo, asf como_una- concentr3016n de . 5-‘

0. 8 mg/1 de BA para obtener un meJor numero de brotes y una mayor lungi-;{vf”
.tud de éstos m1entras que para enra1zamiento b ]os meaores resultados-i ] ¥
f77fueron a1 ut1112ar ANA en concetrac1ones de guM (2 793 mg/l) y. permane— jﬁ

‘:ﬁacer por espac1o de dos semanas en un med1o aux1nico Y. dos mas en un med1o

i ,:semanas restantes con un #dtoper1odo de 16 hrs baao luz blanca de esta ft 

,Bfonn* se. favorece e1 enraizam1ento IN VITRO de p1antu1as de Citrus Auran-;f”;




CINTRODUCCION

.

h‘ﬁéxfﬁo éctualmente ocﬁpa 21 sexto Tugar ‘como productdi dé eftri

o5 a nive1 mund1a1 y el primer lugar €omo productcr de Timﬁn Pexicano.

En 91 pafs 105 cftrxcos abarcan el 30% de la superf1cxe cultivada con -
frutales es decir que existen 226 000 hectéreas plantadas con cTtricos ‘
en donde se obtiene una produccién de 2. 48 mi1lones de tnne]adas con un-
va}or estvmado de. Ta producc16n : ;upgrlor a 10s-3,600 millones de pe--

',gsos. (Ramfrez, 1982)

Las especues de cftr:cos de: mayor 1mportanc1a cultzvada en Méxa

'v;co son . la naranJa (Cztrus sfntas1s L Osberck) ei }1mﬁn Hex1cano (C}trusf;:7~

: :w  aurant1folta Crlstm Swing) La mandarvna (Citrus rettcurata Blanco) y 1af'\

}?toronga (C1trus Earad1s Mact)‘,_(kamfrez 1983)

Ramfrez (1982) reporta que exfsten dos prob?emas potenCIales muy;; 5

:7cua1:ca _alpérdidas econ6m1cas totales de la fruta‘v :

: fg?Por otra parLe Nuras1gue (1978)-menc10na que }os métodos de cu]f‘
‘tivo*d' tejidos 1n vitro pueden ayudar los meJoradores de plantas en 2

cam1nos ,enerales:i

1) Algunas técn1cas'pueden ayudar 6 servfr para acortar Tos: ob- .




,i.,,; oL

2°) Nuevos aprovechamwentos del materiaT vegetal que son resulta
: "do ‘del desarrollo de genotipos y que no. es ‘posible obtener--
3 los por los métodos tradicionales, es decir'hibrzdacién,y de g

sarrollo de nuevas variedades, obtencién de plantas libres -

- de virus y propagaci6n clonal rdpida.

"Asf, el método de cultivo de tejidos es una promesa para desarro
"'1Iar un proced1m1ento prictico en 1a propagac16n clonal de cftricos $i -
t'se forman suficientes brotes por ap1ce y si éstos producen sus prop1as

: raxces, se podr1an obtener una mayor cantidad de p]antas provenientes de- )

k;terdos caT?osos en s6lo 5 6 6 meses (Rag-Bhandsa11 Y Ary§11978)

: ObJet1vos deX presente trabaJc son

1) Observar e1 efecto- de d?]uc16n de) med1o de cu1t1vo y concentra-.f“

;c16n de Benc11am1nopur1na sobre la prol1ferac16n de brotes de 11m6n bei-"
itano in. thro.':" i k T

2) Conocer e] grado de respuesta a] enra1zamlento v 7'"/

ftracxén de Ac1do Nafta?enacét1co en combnnac1ones con. d1ferenfes condic1o*::;'y
»nes de 1Tum1nac16n..,’i}m i : “‘ - .
3) Comprobar Ia efectvvidad de las técn1cas empleadas en e1 cult1v

e tealdOSAE"L

:7 casa particular de I:tnén Nexicano. ~’? 



. REVISION DE LITERATURA

1. Fqéfbrgénihfffnsecdsgél MEdi¢ de cu?ti&oﬁffbi»n

'Vf:fMuchnskhédios:de cuftiVo han sidd'empleados péré”51 cu1t1v6 de fejiﬁosi

‘an cftrrcos. En los trabagos pxoneros 5@ emp1e6 usualmente el med1o de

White (1943) con algunas modificaciones. Otros Med1os tambﬂén usados -

fuekdﬁ'los'de Gautheret “Haller, Nitsch y Tukey (c1tados porvButton y
j Kochba 1977), completando con sustancias organicas ta1es camo case1nab

”?*khxdrolxzada (CH) leche de coco (LC). extracto de levadura (EL) y. JugO"

e Zde naran;a (JNY, frecuentemente lncorporadas con’ varvas comb1nacwones .
oy concentrac1ones de }os regu]adores de crec1m1ento.' j ‘ : »
f:Los estud1os sucesivos respecto a] med1o fuerén genera?mente 1imftados;
‘a‘continuar eT desarrnllo de estructuras ya ln vivo 6 bién Ia pro71fe-_:/f‘\
”‘?frqc16n de tledos desorganizados (Button ¥ Kachba, 1977) A part1r del5f
("10 de ultvvo desar ollados por Muraﬁhjgue y Skoog (MS)'(IQSZ) con-

u]t1nuaron'1os estudios y fuén“stimulad ,eT progreso, “art]cularmente en-
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Le sacarosa seriafsce los requerimientos de carbohidratoa en la mayorfn »
de los cultivos de ‘tejidos,Una concentracidn- de 5% rué ganeralmente pre
hade como "dptima en el cultivo (heterotropico) de tejides y Qrganos de

“eftricos (Kochba ¥ Button, 197&). ‘ ' - ' SRR

La sacarosn aparece coulo nece saris. para el deaarrollo de embrioidea in

maduros o pequenoe,p PO a8 pnsible no 1ncluirla para los maduroa ) lar ,
gos (Rangaswamy, 1959). ‘ : ‘ v : )
La omision de 1a sacarosa 2l momento. de transferir plantas al suelo L1
prouablemente,unu ventaja para ser autotroficg y con aeguridad.incrq‘-
menfar 1é basa subsecuenté de sobrevivenciaf(Bubton j Kochbé; 1977);ﬁ;
‘La glicinu rue factor de incremunto significztzvo en la obtencion de .
~callos albedos de 11n01 (knrashigue v Tucker,v1969),generalmente en .  —k
las concentraciones ae 2-h mg/1, lo misma que otpos L«Aminoacidna y .‘-_i'.,‘:»iii»
 1a caseina hidroli~ada ra§orecan este 1ncrewento. : ‘ ':' ’»
1La suplexontacion con sust%ncias coma aminoacidns caaeina hidrolizada,fi ;

: extracto de malta y lavadura‘ an” provefdo de erectos banericos en ---"é»

lo son en citricos y generalmente son los siguientes mg/l).;

ﬁlcs siguientes'son inactivos.Ac:do ascorbico biotina,pantotenato-—

Ccolina,récido folico Y écido paraminobenzoico.




£l Acvde ascorb1co fué factor de realce del creC1m1ento en plantds Citrus
: natsudafda1 yla est1mulac16n de produccién de’ Pseudobulbos en. tegido nu

" celar de Citrus sinensis (Kordan, 1963). .

.- Cond1c1ones Ambientales del Cu1t1vo

I LX)

-Los factores externos o internos pueden eJercer una influencia reguiadora
; sobre el crecimiento y la diferenciacifn dentro de las reacciones norma--
: Teé determinadas por el material genético; De todos Tos parémetros‘ambieg
ta]es que 1nf1uyen en el crecimiento y la d1ferenc1ac16n de plantas, la -
" 2 }uz es uno de los mas 1mportantes (Baardan 1977) 4

La mayor?a de -las plantas super1ores es pos1b1e que se adapten a factores

. eco]ogfcos de 1um1nosxdad en. un amplxo rangc Dependxendo de 1a intens1-- *‘:;;

?idad de Ta 1uz durante eT crec1m1ento, se t1ene que, plantas cun 1gua1 ge~ jf.- -
it notipo- desarrol]arén en forma dxferenze y e] crec1m1entc de Tas: planta" —/5:
"~ _11anadas de a]tos 0 baaos requer1m1entos de 1a Tuz puede ser 1nduc1do. Es' \
'_’tas adaptacicnes ala var1ac16n en la fntensxdad de la 1uz v ca11dades def,"'t'

‘fla m1sma,_1nc1uye cambio morf016g1cns, ultraestructurales fisio]691cos-

kb1oqufm1cos (BJarkman 71981)

 2'1,- Lu:inos1dad e : : S N -
;Thorpe (c1tado por 5che1der, 1982) indwca que la luz es el factor -l*'

7'1jf~amb1enta} que més afecta 1a organogénes1s y desarro]lo de 105 cu1ti'?r.

'fvos In Vitro Y. ese factcr tuz puede ser’ subd1v1dido en periddcsde i fyl,

qu d:ario (fotoperaﬁdo). d1ferentes 1ntenswdades y catidad de 1uz,j'i“;“

-’asimismo se ha investigado 1a 1nf1uencia de bandas de Iongitud de--'f



=6

- tud de oﬁda azh] y roja emjtidas dé lamparas f1uorescéntes pueden

~ sek importantes para 1a propagacidh. no obstante Existé nwy'pacaé'-*

- 1nformac16n acerca de la efect1v1dad de 16mparas fluorescentes y.

cominmente aprovechab}es sobre crec1m1ento y diferenciaci6n en e] '

i cultivo de te31dos

ﬁEn 105 cu!tvvos, en los que 1a organogénesvs y/o la embraogeneSIS'
son maneJadas, puede decirse en forma genera1; que'resu1ta positi. -
" 'vo mantenes tna iluminacicn de 2000 a 3000 lux de intensidad por-

LLoun pefiodo de una & 16 horas. {Kochba y Button, 1974).

:gﬂ‘.Hunter (1982) determing la intenSidad Tuﬁfnosa Gptimé para el es- . ;fﬁv

-tablec1m1ento de expTantes de fresa evaluando d1ferentes intensiklr
';idades de donde se obtuvc e] meaor estab]ec1m1ento y crecimiento"jV ':
: Tos 6000 1ux se 616 el max1mo crec1m1ento Y desarrolTo de !os -15 '
bropégulos y ‘con 7000 1ux observé ]a maynr in1c1ac16n ¥y desarro]]o

fide rafces
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- niendo intenaié&d de 3000 lax‘ Las 1ampuras ‘se fijaron en la«
parte central y latoral del &rNero para taner iluminaeidn uni

forﬂe y obtuve resultados favorables,

.2.2; Temparatura, “ _‘ .

Los efectos de la tempzratura. sobre el crecimiento y la difa~
renciacién no nan,sido estudnados adecpadamenbe ¥ en ausencia‘
de datos més éspéc{ficos‘sébre citricos, las temper:turas do
25—30‘0 aparacen ceréanas al dptimo rgqucrido y'aoh general -
ménta 1as mis usadas. De esta forma sgﬂencontré qQue en la pro-
paggcién.por éuiti#é de tejidng de érboles>c{tficqs probados

(Citrus sinénﬂis y:CitPu0 Aurantiroliéfrlé temporatura uﬁili- 

‘Be da ‘en- las cém aras de iluzinacfon, ha sido de 330G dnrante -,-,:k
‘fsl parioda de luz{y 23°C duranta el perlodo de lug)y 28°C an-;r‘b

: ;'la obacuridad con un pF de S 8 en donae, obtuvieron resultadcs

";‘fQVOrablaa so re el crecimie"to y la difcrenciacion (Raj Bhan,,f’

.hisali y Arfa. 19;3).ﬂunter et al (1982)trabajaron con explan~-“f o

: fte«.y proparulc kde rresa,vcue crecieron a 12 16 20,2&,28 32(

para dﬁta,‘ipgn516$ 'fectos sobre crecimiento y desa--v;

_;rrollo,encontr'rdn qua 1a tsmperatura optima en- dnnde ocurriof'

ento fus 28°C. 5 ,n.,fi‘*

*f ;e1 maximo crec;

i Sauton et al (lgsa)pr“b° °u3 13 Peseneracion,de brotes vegetalﬁhm

'tivo' y planta: completas de h especies da Citrus puede ser

'it}oo enida cultivando neristeaos radiculares In vitro en un me-ﬁ;' "

i:dzc apropiado y mantenidas en obscuridad 2500.;;

lltado por ?illegas 1982)menciona que en el manzano culk“"




temperaturas de 18—12°C se redujc el enra1zamfento K ]os brotes prei>7

—sentarer c10r051s

‘kPlantas de citr1cos m1cr01njertadas y cu1t1vadas in v1tro se coloca : ,?‘
ron en una cémara de ambiente contrnlado a 27%¢ y aproximadamente -k,l;”f::;;
‘:. 1000 Tux,:Algcabc de un mes in vitro 105 1nJertos prendidos tienen
”7:'én géne?é?*Z hojas bien desarrolladas, 1a rafz se ha incrémentado -
Vy se encuenﬁra lista para el transp]anie al suelo (Villalobos,1978).
‘Tuéa et 2}, (1978)‘investigandb por su parte'sobre la'tecnoldgfa de :
-m1cro1r;ertos en citrus schre p]antas comp]etas. las que 1ntrodu3e--
‘U-f:*ron en, hﬂiéas de po]1et11eno y colocaron en cuartos: con una tempera
‘U;iktura entre 27 28¢ c, humedad reTativa est1mada entre 80 90%, 11um1na»v
;;c16n de Tamparas. f]uoreqcentes de 3000 lux: de 1ntens1dad, por un pe~_,fj}“”{i
*. f1odo de 15 horas lux y 8 horas obscur1dad 2 semanas después ya mos ;[kf5l7iﬁ
v 52traban me*rstemes ap1cales de 0. 2 a 0 4 mm.“

. ;Sustrata de Cu]t1vo.'

ffET medfo basa1 de Murashxgue y Skoog (MS) parere proveer en forma

L,;-cuando éstas,fheran colocadas en el med1o de MvS“Z(Rangaswamy,IQSQ)

A:fCélulas solas o s1mp1es pro1iferaron mucho meJor cuando'se‘propaga--

~,ron sobre una superf1c1e‘de med1o sdlido, que cuando,fheron mezcla-

5 dos con él. observando ademas una regeneracxén sucesiva de protop]as

: ;tos cuanda stuvweron colocados en el medio s61ido:(Vardi,et al 1975)




Raj Bhansali y Arya (1978) al utilizar en combinacién citocini- -
'nas Junto con extracto de nalta en medio sélido demOStraron,quot]:
son eficaces para ostimular Ja direrenaiacién embrionaria en e
lcitrus ¥ que el crecimiento de callo tambien aumsnta conforma~- ;*i
‘se incromonta‘la concentracion del axtracto de malta.Asimisma -kf
‘se mostrd que sl extracto de . malta 2 1000 mg/l es 4ptime para ER

1a formaclén ds embrinnos en tejidos de Citrus aurantirolia,mien

'tras que para Citrus c-:lmm:si« necesito solamente 500 mg/l do es’

'.bta substancia. o ,
- -En 1a organogenesis Cltri”& snbre un medio de a:perficie solidailr
'iO 6 a 1. Oq de concentracion de. agar, se ancontro que la conoen~ >:f

tracinn oytimn para Citrus auranbifolia fué 0.7p y de’ 0.8 paranw“

fFCitrus sinen is.La mencr concentracion no fue cr{tica para el —:ﬁ_?

ﬁfdesa"r011o de brotes pnro 1as ”ayores concantracinnﬂs afectaron‘;

p:fi'_f?ﬁdosfavoreblembnte el crecimiontn da és t‘ .Aunque el l de con'“

“7ftracion de ag“r no_ tuvo mucho efecto sobre al numero de vastagas’ “

e formados,su crecim;ento se vao arectado advarsament

| o (Raj sh"ns
g 'Arya 1978). '

Wn‘la mayoria de 1os trabujos cnn Citrus se ha empleuda m'dio

'sélido con O 8 a l Oﬂ de g”&r Sin embargo parece existir una li

*Vgera vantaja con el uso de mednos l{qumdns para el cultivo d‘

‘Agorganﬂs y tejiﬂns, observando un mayor desarrollo de lns embrio
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: Los'efectos'de Tas'citocininas'en'éombinacfdh;éon altas y bajas -

2 1ntens1dades de qu han sido- descritos. ut111zando Raghanus sati

“:;_ggg_y 1nap~*_“ » los que creciendo bajo condiciones de poca Tuz
‘ :y‘adicionadobcitoc1n1nas, han demostrado cambios en el metabo?vsmo5
y:la estructura de los cloroplastos el cual es muy similar al fg—e

sultado en plantas que crecieron en condicioneé de alta cantidad -

 -de Tuz (Zerbe y Wild 1980 a).

xHo]zabfe) (1982a) piénsa que ]os-éfectos ¥y cambios més fuertes SO~
“’bre las p]antas en crec1m1ento se producen al ut111zar las citoc1~ _
4‘:n1nas en comb1nac16n con 1a luz azu?
v’_P}antas tratadas con c1toc1n1nas muestran cambros .en su. metabo]vsmo'
‘enHIa estructura de Tos c]orOplastos 105 cua]es son en muchos - }f i
~,a§pectos, s1m11ares a }as plantas que crecen en cond1c1ones de a]tarA:

;g;lum1n051dad (Buschmann L1ghtentha1er, 1979)

: La regenerac16n 1n vitro da muestras de ser afectmbde acuerdo al titi;f"
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l:lijcomparar la capac1dad de absorc16n con la capacidad de transporte
':de e]ectrones en los tilacoides Una relacldn estrecha ha sido ob
kservada entre los cambwos de esta relacién y la tasa de alta satu
. rac16n de transporte de e]ectrones y la f133c16n de C02 en la de-
“pendencia de luz de Ta curva de fotosfntesis. (Grah] y Wild 1975)“
3.2. Citocininas.
Las citocininas incrementan la proIiFerécidn y la estimulatién en

la formacidn de yemas adventicias, pero tambiéh.ihhibe el desarrg -

,110 de raices (Chaturvedi et;él., 1874 A).

Las citocininas son conocidas por su habiiidad péra estimufarldiQ :

- jvvsones ce]u]ares en’ teJ1dos maduros dxferenciacwdn ¥ 1a 1nact1-"' .

'brlvac16n de cé]ulas m1tdt1cas en cultzvo de tej1dos. Tamblén se. su-ﬁfi
~fgxere que Ias c1ton1n1nas Juegan un papel 1mportante en el proce-};k
'vmjvso de regulac1dn de una cé]u]a vegeta] a través de] c1c10 de divxs “f'k:'

 f,‘s16n 1a honnona parece activar Ta: trans1c15n de 1a fase G2

”t;tos1s, s1n embargo, 1as citoc1n1nas son capaces de 1nduc1hhi_;,

sfwuﬂémca yde]duannﬂor

:jden 0 arreg]o en las respues a

ﬂ,‘f(Fosket y Tepper, 1978)

N 0 obstcnte no se ha pod1do determvnar camo 1as c1toc1n1nas puedan

'L est1mu1ar el crec1m1ento v organ1zacidn de] tEJldO en. e! cu1t1vo-f'l R

L de nucelas (Kochba y SD18991 ROY 1973)

\lSkoog Y Amstrnng (1970) encontraron que en aItos niVeles de satulr

raczdn de c1t0c1n1nas (10- M), solo aque1]as en 1as que el substlt'

tUYente._era un rad1ca1 benci]o, como Benc11adeninaf_BAP) produ3e~' Lo
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,f5c£0r deESu actividad, es .decir, ninguna de las otras citocininas .
; indujo.1a formac16n de yemas adventicias cuando se ehcontraban en- :
o altas concentraciones.
la concentracwén de Bencw]adcnwna afecta el hébwto de crecimiento-
':y,e1‘numero de Tos subcultivos de tal forma que a concentraciones-
‘ 'é?taéf(lgﬂm) estimulan proliferacién de brotes y yemés. mientras -;f
“que . a gdnCentréciones bajas (O.%},M) se forman pocas yemas axila-
res. (Kane, citado por Villegas, 1982). .

_ RaJ y Arya{1978) probaron d1{erentes tipoJ 3% concentrac1ones de . cr

:;tchnwnas. K1net1na de 0.25 mg/) Benciladenina’ (BA) de 5.0~ 80 0 -

ma/1; Su]fato de Adenina 5 O 5 80 0 mg/ly sus resuTtados muestran_

:ifque la K1net1na y BA a 1 0 mg/l produaeron Ios embr1ones mis gran-':,;; &
."'fdes y el mayor numero de embrlones se observé en el medio sup]e--f7 B
tmentado cnn BA. - A

Tumer y Fosard (1981) probaron 2 c1toc1n1nas, BAP y K1net1na sobreun

Vréngo amp1zo de concentrac1ones {1, 0 3 18, 10 31 6 y 100 mg/l) para

: eterm1nar e] efecto de las m1smas sobre e1 hébwto de crecwmlento

‘e”'Er1stemon australasxus y observaron que e] BAP promueve fonna---;jxiu;;;}
ic16nde:yemas advent1c1as en tanto que la K1net1na estlmula el crecw[ S

_(1ento de yemas axi]ares-‘las concentraciones més adecuadas fueron-"f':”"‘

31-0 y 3 16 respect1vamente, ademés de que cuando no estuvxeron '}'?fva

:presentes 1as c1toc1n1nas e] crec1m1ento tuvo dom1nanc1a ap1ca1.
a Benc1]aden1na a qu4M est1mu16 Ia produccwén de V&stagos mu1t1~?;jia
Jes provenwentes de nudos jdvenes y de - nudos maduros en todas las-~‘7~7>:”

variedades exper1mentadas de 5 espec1es ® hfbrxdos de Citrus con -f,‘:

que“e lnduJo brotes adVent1c1os de Tos‘,ntra_nudos}del ta]lo de7"

;varfedades de}iantulas’ asf ”\se produ;eron véstagos multipleﬁ'




de-fragheﬁtos apicales de algunas de las variedades de Citrus, To-

" das las variedades de Citrus estudiadas {C. sinesis, C.aurantium, C.

: keticu1ata y €. limén} mostraron variacién en su habiiidad‘para regg:

nerar plantulas in vitro como una funcién de origen y madurez.del -

yiyexplante, es decir, dependiendo de la especie, edad, posicidnjy &po-
ca del aho. (Barlass y Skene, 1982). B

‘.Gilaldi et al. (1979) desarrollando un método de asepsia para el cul

‘I‘t5Vo in vitro de explantes Frovenientes dé yemés de érboies cftricos,

- sobre un med1o basa] de Murash1gue y Tucker. ut111zar6n una concen-- vf"v‘”

‘i trachn de 10-5 M. de Benc11aden1na como auplementc y obtuv1eron en =
‘ sus resultados un 58.5% de explantes con crec1m1ento vegetat1vo un
“,promed1o de 2 yemas vegetat1vas por exp1ante y una formacién de ca]lo R

g f,fj de- 83"’ de explante

;‘VPiantas proven1entes de’ cal1os defhoja de Citrus grandiS'y7tfi}us'si

‘L!nensvs estab}ec1das en cu]twvo 1tro contfnuo produjeron el nume T

Lfro méx1mo de yemasvvegetat1vas en un tratamlento contenlendo;o.“,

g/] de’ Bencxlamihopurxna (BAP) mas 0 1 mg/l de 6c1do Naftalenacét1-‘

’7co (ANA) e1 rango de var1ac16n en 1a concentracidn de c1toc1nina 7
‘fué de 0 15 0 24 y 0 40 mg/1 m1entras que e] ANA se- mantuvo cons- i* .
; f;tante, (Chaturved1 v M1tra, 1974 b) :

"EéGr1mbTat (1972) probé 3 concentrac16nes de BA(O 1 1 0 y 10 mg/])

”3:§bre 1a d1ferenc1ac16n de esqueges de C1trus madurens1s 1n vitro en un-'"

:lfmedwo basal (MS) suplementado con 0 1 mg/1 de -ANA' y 500 mg de extrac-li‘

";“t> de malta y obtuvo un méximo de 1n1c1aci6n de ye as. de lo

ﬁo lb mg/1 de BA y el mfnimo'ocurr16;sobrefexp1antesfsuplementados -
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'fiA1tman et al. (1982)'Cu1t%vardn in vitro égpiantes &e vesfcula jﬁ-u
V_gosa con crecvmzento activo establec1dos de pequeﬁos limoneros Cl--‘

B trus 1imén en medios definides, empleando el medwo basal de Purash1*
gue‘y Tucker, completado con Benciladenina (BA). Acido Indolacetlcof 
V(AIA) y Aéfdo Giberélice (AGa), y se encontré gue Ias;trés hormonas . . . .

-~ en conjunto, aumentaron significativamente la acumuiacién de peso -
frescoszrante un perigdo de 16 dfas de acuerdo con el siguiente Gr
: den AGB' BA AIA y med:o basal; La acumu]ac16n protéica por exp]an

’ te en med1o basal, aTcarzé un pico en el decimo primer dfa de cu1t1 f\jf'5*

R vo pero tanto el AG3 €00 la BA, est1umu]aron una acumuIac15n pro--5
7 té1ca posterxcr . | .

,era embrlogénesxs no resv]ta ser est1mu1ada por el écxdo gvberelico-f:~’

5(AG ) pero la qerm1nac1on y e] crec1m1ento de embr101des 1argos si-f;{°
fes promcv1do (Rangaswamw, 1959) ‘ ‘
E1 ac1do u1bere11co parece ser que no logra est1mular e1 crec1m1entof’

1e1 cu?t?vo de cal]os derivados de yemas vegetivas (Altman y Goren;

vBenc11aden1na) en concentrac1ones de 10-6 y loing se pueden obtener,

 ’efectos benéf1cos“ o

Factores que 1nf1uyen en el Enraizam1ento.;5

‘»4;La mu1t1p11cac16n vegetativa de 5rboles fruta]es a través de] cultivo de~;

‘tea1dos An vitro ha"xdo muy ut:lizada para dlfer“'te :especies y varian
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diribidaa a la induceidn y crecimiento de ra{ces han variado de una-

piznta a_otra,dependiendo tgmbien del estada risiolégico en que se=
manejan ( Werner y Boe, 1980}. ‘ . »

Auxinas sintéticas, pn‘ifanoles ¥ cofactores de enraizamiento‘en ée
.ml, son buenns promotnres, pero no es wnuy alentadnr el hacho do
gue. su usao necesita de prncedimientos ewp{ricas en muchos cashs~--~v
( Druart, 1982),‘1a discrepancis entre 10# resultades que se han ob
taéido‘puede ser originada, por-la falta de tomar en cansideraciéd-,
ias ehdpes fisiolégic&s sdcesivas sn los procesns de enraizamiento

y. sus requerimientos éspcciticds de nutrientes y reguladpres.‘;
Lels-Efsctos de.lalébscuridad. i RO ’
CE1 efecto positivo de la obscuridnd snbre el enraizamlento ha: sief_fl
do p”obado en sus fases de induccinn a inic*acion de Varias espe~3?1

. cies vegetales, sin embrr £0, no se puede ganeralizar con todus --f.,f

K_Vflas egpecaes L la obsourmdad da buenns resultados 81 es aplica-‘; d£

:da an-la ‘fase de inici cion pnra despues cnntinuar con iluminacion;'

‘siendo preferible soln durante 1a induccion (Grahl y Wild, 1975).

"”fWelanner ¥ Huntrieser (1980)’opinan aue eé nosible esparar direre

tes ras puestas al cultiv“'h ﬁro de los esruejes tomados de di
iversns plantas direrentes periodns del aﬁo o en las fasas da cre~,"“"
:cimiento juven;l o adulto en qua encuentre. Druart et al. (1982) Qjﬁ

'"fobservaran que: las pr;neras raices podrian ser visibles entre ol1- P

& ‘sepuim

]J uoceavo afa sobre el nedio de enraizamiento(fases de.--t;hzf

"7finnciacion) de,pues de un aes sobre este medio y an cuatro dire-~jﬁ;f

E "rentes condiciones de luz encontraron que en condicinnesfdabluz- P

1v“f“1uz se dio un menor porcentaje de plantulas anraizadas 'en'obscu?.

';eridad-obscuridad fue mayor por cercawde uog mientras'qu
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Los mismos autores (Druart et al. 1982) a través de Ta obscuridad -

. favorecieron Ja ‘formaci6n de raices en una gran proporcisn de plan- -

) taé, pero né siempre fue a]po el hﬁmero derraices por’pléntaé ;in';f’
 ehbargo, bajo condiciones de‘obSCUridad~iQi no- produjo mds réices,-‘,j:
due las obtenidas en el fégimen de comb]été 1Uhinosfdéd; Cdméaréndo;"
ambos efectos concluyeron que el efecto de le obscur1dad sobre el.~

'enra1zam1ento fué mas benef1co en la fase de 1n1c1ac16n que en 1a -

’A,‘;wnduccxﬁn

. Gaspar (1977) desarrolld un s1stema de mode]os usando 1a var1ac16n--”'

4'iren la actividad de peroxwdasas como un marcador en las fases de 1n-"

fducC16n e 1n1c1ac16n de: la fonnac16n de ra:ces y. este s1stema probénﬂ

ser ut1] en e? 1ncremento de enra1zam1ento de por 101nenos 3 t]pos-:5;

: :i’de esqueges (Cynara sco]ymus, Prunus Egrsica ¥ Prunus acco]ade) E] :'

"»proced1m1ento consiste en encontrar 1os factores qufmlcos y/6 ffs1-.'

cO- ontroTando el 1ncremento v decrenen;o ‘act1v1dad de perox‘
"en el curso de 1a 1nducc16n e 1ﬁiciac16n de estas fases res.

i'ectlvamente El efecto de la obscurwdad>sobre e] nive iotal»d”

£ mpuesto feno]1cos ha.s1do tamb1én estud1ado y re]ac1onado on-la

ixariac16n de- perox1dasas. E*LQ‘PFJ ' : e

"”Efecto de- 1a intensidad de 1a luz.

:Holzpfe] (1982 b) probd que el ac1do 1ndo]acét1col(AIA) indugo cam

'b 0 en el metabol1smo observéndo]o baJo diferentes 1ntens1d:jes de;

'1af1uz La ap11cac16n del’ AIA reduao Iai:concentrac10nes devlosﬁrom.




;_tenido de carbohidratos, a]midones y protefnas qued6 completamente

~sin inf]uir por la intensidad de luz; en Yo concern1ente al peso -

‘sego y contenido de clorofila y citocromo f fué un 1ncremento mini

: ,~mo,vComo e1‘modo de accién de AIA sobrg los paréhetros investiga--

dos muestra la misma:tendencia és‘posible suponervdue el AIA opera
kén un punto crucial en el metabolismo celular. '

Menciona el mismo autor que Jos cambios dé toﬁbs‘estos pardmetros-

‘ por aplicaciones exégenas de AIA son caracterfst1cos de reacciones

de’ adaptacwén a baja 1nten41dad de Tuz.

;_;En n1ve1es baJos de Tuz ex1ste una a]ta relac1dn c?orof11a citocro‘

mof correXacwonada con una saturac1on de 7uz baga en la tasa de -
: "‘fijacién COZ’ (Zerbe W1]d 1980 b) trataron plantas con AIA obtel

'~n1endo un va]or mfn1mo de transportac16n fotos1ntét1ca de electro—

"V1111ers Y Ashton (citados por Holzapfel 1982 b) obtuvieronvresu1- 

ron ‘un’ decremento en 1a f1Jac16n de 002, reduccwdn de Ia tasa de -n

resp1rac16n y una d1sm1nuc16n en-la sfntesxs de RNA proteinas y 11

: pidos.v,f

o 1as plantas tratadas produaeron efectos 51m11ares o caracterfst1~j

_znes y f1Jac16n de CO2 en relac16n con Tas plantas no tratadas.‘}f S

tados s1m11ares despues de probar tratam1entos con AIA y observa~-i;j‘~f57

En otros expemmentos se probé que en los tratamwentos con AIA. ~ i
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’itxumular la embr1ogénesws (Kochba 1973) :
' ‘-’,Gresshoff (19?8) ‘encontro que la r1zogénes1s en a1gunas ocasiones -
"'puede ocurrir en forma espnnténea despues de a]gunos subcu]tlvos del
";vcaljos‘establecvdos rec1entemente, pero después_yvde la m1sma forma
empieza a producir solo cé]]o;’sin embargo en Su geneéalidad»és po~~'
sible obtener pﬁfmordios de raices en tejidos frescos, debieﬁdo ser
brdMovidos inicialmente por éitos niveles de auxinas.
VQnNavétei (1982)_opina que el eﬁraizamiento invitro de &rboles fru- -
: tales, es sin duda 1a ?ése mas difici) de superér, sbbre tédo'si se:

i ;ccns1dera que na so]amenue e} porcentaae de p1antas enraxzadas es =

i 1mportante tamb1én la ca11dad de] enra?zamiento obten1do, es dec1rﬂ
,jque sean ra1ces funcvona]es, puestc que e?lo va a condicacnar en f,,"

!;i,parte e1 ex1to en el estab1ec1m1ento a t1erra Estos resultados de-;

Iipenden de 1a rlqueza de] med1o de cultlvo en elementos m1nera1es y-

en ‘uxmnas, pero 1gua1mente, a Ta fase precedente a] enratzam1ento ;

ase a ésto Navate] (1982) sug1ere la uti]lzacwén de c?ertas técf'f”

fer1r1as a: un medlo de cu1t1vo 51n aux1nas, n1 c1toc1n1nas duran .

te 2 6 3 semanas. 10 que. va a perm1t1r obtener y m'neaar p!antu-ﬁf =

3as més homogeneas y que serén més act1vas a1 estfmulo auxfnico-fl

:para 109rar su enra1zam1ento.,;

) Transferlr Y ijar un Unite de permanenc1a de 1as p1antas sobre- e

-e1 medio conten1endo 1a auxrna, con durac16n de 4 y 8 semanas,'f
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" to'de Tas mismas. La utilizaci6n de esta técnica no aumenta en =
‘.;forma importante el porcentaje de‘p?antas(enraizadas. sin embar-
;qu favornce 12 calidad de enralzamlento y es ello lo que permite

”:”obtener un mejor estab]ec1m1ento a tierra.

‘ "iGorst et al. (1981);probaron 1a influencia de las auxinas‘y mi-

- ‘nerales sobre el enraizamiento de Eucaliptus ficifolia in vitro--

fén un medio basal descrito por ellosy adiciohahdo & auxinas (AIA,
“ALB, ANA, AND, ApCP y 2,4-D}) cada una de 54 M en un solo tratamien
"}ﬁé_de emplio esbectro y 10 auxinas probadas en forma individud}—'

 (BIB,ALA,APCP,2,4-D,AND,ANA, ANA, AIProp, AIPyr, 2,4,5-T) cada -

“una a §uM, cohﬁinahdo'é COnbentraCiohaévdé riboflavina, una en¥~
kﬁpresenCIa de 1ojuh y en ausencin-de ta] v1tam1na, obtenlendo un=

wréhralzam1ento de 100% con 1as auxinas ANA AI Prop-y AIPyr, cuan

: ’do Ta R1bof1av1na fué exclufda ¥ que aparentemente 1as auxxnas -'
“eran 1nact1vas en presencia de Ribof1av1na baao 1a ?UZ»

Vi]?egas (1982) reporta que»al util1zar 1 mg/] de AIB en el me-~

d1o de culttvo se promueve alta devxswﬁn ce]ular favorecaendo

crec1m1ento de ca11o y este Impxde que se desarro]?en Tas rafces,; '

el fluorog?uc1nolpor su parte t1ene un: efecto'benef1ca sobre el-'
'enra1zam1ento ya que cuando o se ut1lwza, 1a formac16n de cai]o y
'se“xncrementa -al aumentar 1a concentrac16n de AIB. y Ias rafces

ison,deformes.v f7*“°'L

P‘,mer,y Fossard (1981) 1ntentaron 1nduc1r 1a formaciﬁn de raw-— e
ces.ut1iizando un med1o basal que denom1naron "E" probando aux1-
nas 1nd1V1dua1es y e11m1nando las c1toc1ninas e] med1o cantenfa

ersas oncentrac1ones de ,  “
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cnn-excepcidén de la riboflavina; las auxinas. que se probaron en
forma individual a Q,¢M y 1Q,4M, fueron: AIA,AIB,ANA,ANO,ApCP y
2,4-D, y la auxina que les di6 mayor formaci6n de raices fué -
ANA a una concentracion de 10,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 multiplicacién de callo, pero no se dié la bro-
tacién de yemas o crecimiento de raices, sin embargoen un siste
ma similar, en presencia de extracto de malta, Benciladenina y
Acido Naftalenacético observaron un incremento en el nﬁmero y -

_vigor de las raices obtenidas.

En algunos. casos el 2,4-D es mds activo que ANA, el cual a su -
vez es mas activo que AIA, sin embargo parece\que~]as auxinas --

. no son esenciales para la proliferacjén‘de callos de cftricos -
particularmente en explantes. de. tejidos de fruta inmadufaA(KoqQ

_ba y Spiegel Roy, 1973).

,‘UhO'de‘1os efectos mds notables de AIB en el.cultivo:de tejidosr
de Citrus ha sido en.general la promocitn de la formaci6n de -
rafces y en algunos casos crecimiento de brotes (Primo y Aranda,

1976). '

En_experimentos sobre enraizamiento, utiTizandorvarias concen-~
traciones de ANA»eq)4M:¢0.];1.0,3.16,1O,31.6 y,iOO.en coﬁpina~-

..-ciones- con 3 niveles de BAP QHM)i 0.1 0.0316 y 0.01, se logr6 -
un maximo de 40% de enraizamiento en. el medio que contenfa 31.6

_'Jumide;ANA y 0.0316 uM DE BAP (Plumer y Fossard, 1981).
51.,P1antulas_qe-§i§gg§ desarrolladas in vitro presentaron un reque

rimiento de altos niveles de auxina .exGgena para lograr. el enraig, ©
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“Barlass y’Skene{'1982)'sobré untmedio basal de'White (1943) comA_:J' f
. 'p]etando con ANA ] AIB se observo que, para que !os véstagos de AN

o Lsarrollado in vitro enraicen en un _porcentaje aceptab]e se nece“f

‘;1tan lgﬁM de ANA exogena Tamb1én compara el efecto de ANA y. AIS" ‘
.en pléntulas "Jdvenes" "maduras", el pr1mero de los reguladores,
a concentracwones de 0, 5 y QI4M con p1antu1as “Jdvenes” y se obtu
‘youn 25% y BOh de_enrazce respect1vamente, el segunﬁo (AIB) a 5-

JqM di6 un 10% de enraice, siendo e]iminédo por su inferioridad éen

tal procentage,en p]antulas "maduras" a 5 y 10,4M de ANA se encon

' ,Ltrd un 25 y 80% respectxvamente y la presencwa del ANA a 25;4M no.-
‘je]evé nds el porcentaje de enraice tanto en Ias Nantulas "Jﬁvenes" i,
zcomo en 1as “maduras“. Las plantu!as Jévenes" de 1a naranaa trifo '

"'11ata enra1zaron fécx1mente en, el medio que contenfa JHM de ANA - f'f

""f7(60% con 2 raices por plantuTa) y IQFM de ANA (90% con’ 5 ra1ces N

' *5por p]antula) En este caso 1as ralces se produjeron después de 3 I
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empezando a .enrollarse. No fuéron observadas raices laterales -

sdbre 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 varias auxinas:

AIA,AMAAIB, vy 2,4-D, a una concentracién de 0.1-05 mg/1 las tres

primeras y 0.25 mg/1 la dltima, y tGnicamente se produjeron rai-

ces en un medio que contenfa 0.5 mg/1 de ANA, y callosidad en -

lugar de raices con 2,4-D. |

Para la iniciacion del enraice en explantes de Citrus sinesis y

',Qiﬁrus aurantifolia se emplearon varias auxinas como: ANA,AIB,

| “AlA, y 2,4-D (cada'una 0.5,1,0 y 2.0 mg/1) y Ta Kinetina (0.1~
© 0.2 mg/1) en diferentés combinaciones (Raj y Arya, 1978), los -~
“,cultivos se incubaron.en la obscuridad y las respuestas organo-
genéticas se notaron después de 30 dfé; para luego ser transfe-
”:ufffidas a unrmedio que,contenfaﬁnicamente sa]és 1nor96niéas. La f-
’_incorporacién de ANA (1.0-2.0 mg/1) inici6 la formaciénAde‘rafz
~en ambos tejidos en un mayor nimero qﬁe el AIA y AIB mientras .
“.que-la formacién de raices se inhibié en un medio que contenfa-
R  ;2,4-0'(0.572.0 mg/1); E1 desarrollo de raices se intensificé -
’Heﬁormemenfé al reducir la concentraci6n de sacarosa’deis al 2%..
Navarro et al. (1979) cultivaron in vitr; 6vulos provenjentes -
: dé-frﬁtos pequefios (ocho semanas de edad)de Citrus sinesis en -
"~ un medio bdsico conteniendo las sales minefa]es de MS suplemén-
~‘tado con 100 mg/1 de Inositol, 1 mg/1 de C]orihidkatpide Pirido— 
~ xina, 1 ng/1 de Acido Micotfnico, 0.2 mg/1 de Clorhidrato de -
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Tiamina,VSOO mg/1 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 mg/1) para lograr la embrio
génesis de 6vulos. La formacidén de rafces se produce a la 2a.
semana del cultivo y la de tallos entre la 3a y 4a semana, ob
teniendo un porcentaje de embriones con rafz y tallo del 77% y
al cabo de 4-8 scmanas del cultivo de embriones se lograron -

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

Embrigides de Citvus obtenidos anteriormente, formaron las -

rafces sobre un medio bdsico de MS suplementado con Acido Gi-
berélico (AG3) y/o sulfato de Adenina (sa), que ocasionaron -
la iniciacitn de rafces en las primeras fases de desarro]lo -
de los embrioides, sin embargo afectaron la emergencié. La Sa
carasa de 5 a 6% fué la concentracidn Optima para el enraiza-
mienfo; (Kochba y Spiegel-Roy,1977). _
* vChaturvedy y Mifra.(1974 A) experimentando con 1a propégécién
C1bnél de ANA yAIB sobre el enraizamiento a concentraciones -
de 0.1, 0.25 y O;S'mg/l de cada una, éncdntraron que las raf-
ces m&s‘vigorosas fueron las del tratamiento qﬁe contenfa 0.5
mg/1 de ANA y los primordios de rafz fuerdn visibles después-
; de 10-30 dfas de incubacign. ,
5. Conclusiones sobre la Revisi6n.de Literatura.
" Es fattib!e 1a obtencién de plantas de cftricos a paftir dell -
cultivo de tejidos, ut111zando generalmente 105 elementos mine-
: frales del med1o de Murashigue y Skoog (MS), aunque no se han en
connado 1os 6pt1mos para cftricos,
De los parﬁmetros amb1entales que influyen en el crecimiento y~-

- __diferenc1ac16n de las plantas, la Tuz es uno de Jos m&s;importag '
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tes porque puede ejercer una influencia reguladora dentro de las
reacciones normales determinadas por el material genéticd. De la
misma forma los cambios y efectos mds fuertes en el crecimiento
y IOSFprocesos de desarrollo de las plantas se produﬁen al utili
zar reguladores de crecimiento vegetal y diferentes tipos de luz.
La mayorfa de Tos cultivos in vitro de cftricos han sido manteni
dos sucesivamente sobre un sustrato de medio sélido de agar, en-’
donde 1la coﬁcentracién 6ptima parece variar en cada especie, sin
embargo una mayor concentracifn afecta desfavorablemente. Existe
tambiéh una ligera ventaja con el uso de medios 1fquidos como sus
f-~;rato_para el cultivo de 6rganos y tejidos, observando un mayor-
| desarrollo de embricnes. ‘ ; .
“Con respecto a 1a concentracifn y tipd de citocininas, se sabe -
 que afecta é] h&bite de crecimiento, el ndmero de subcultivos, -
* nimero y tamafio de embriones, variando en cada citociﬁina proba=~
" da 1a concentraci6n mis adecuada, sin que existan difergncias_qﬁf
btre especies e hfbridos de §i§§g§. |
“Péra los efectos de proliferacidn de explantes de cftricos-sé tg :
k borta qﬁé~existe variacién en su habilidad para regenérak pléntg.
las in YiE£9’~¢°m°.””a funcidp del origen y madurez del exp]antg.
veé decir dependiendo de la especié, edad, posiciﬁn.y época d§1 o
afio. | ' ' |
Las condiciones de cultivo dirigidos a la induccién Yy crecimiento
.de rafces varfan de una planta a otra y dependiendo tamb1én del- \
‘ estado f1s1o1ﬁgico en que se manejan para considerar sus requeri

' ‘mientos especfficos de nutrlentes y reguiadores.
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£1 enraizamiento in vitro de drboles frutales, es sin dudaz la
fase mds diffcil de superar porque debe considerarse porcentaje
de plantas enraizadas y calidad de enraizamiento, ello depende
de la rigqueza del medio de cultivo en elementos minerales y en
auxinas a una daterminada concentracifn para lograr la induccidén
de rafces, ya que al utilizar concentraciones elevadas favore-
ce-el desarrollo del callo. Se reportan diferencias estadfsti-
cas sifnificativas sobre el enraizamiento de citricos in vitro
dependiendo del tipo y cdncentracién de auxinas ex6gena y en -
combinacién con extracto de malta, citociﬁinas y en presencia-

0 ausencia de luz. _

El efecto de 1a obscukidad sobre el enraizamiento ha sido proba
do como efectivo en s faseé de iniciacién y/o inducci6n de raf
ces de varias especies vegetales, aunque no se puede»génerali--
"zar.cqn todas las especies vegetales, ni la fase.sobre la que -

fienerﬁn mayor efecto. » : |

Cambips*én la intensidad de la luz tienen-éfectos‘reducidos so-
“ bre ei metabolismo ceIUlar;si es que fué aplicada auxinaé en -
2 fcerma exdgena,porque ex:ste una 1nteracc16n en las p]antas tra—,

tadas que produce efectos similares o caracterfsticos de la -

adaptacjan a condiciones de poca luz. .




MATERIALES Y METODOS = .

1.- Loca1izac16n : ,
‘Jf'Esta 1nvest1gaci6n se Nevs a cabo en el Laboratorio de) cu1t1vo de te S
i,deos del Centro de Frut1cu1tuza en el Co]egio de Postgraduados en Chg; -

‘pingo, México. ) ' ' v

_ Se utilizaron yemas axilares de brotes de crecimiento activo de Timon~

o Mexicano Citrus auraniifo]ia.knespués de .estar.ya e;tab?ecidasf]as‘ye;k~

" mas: en las condiciones del cultivo in vftrb“, se'inicia el experimento; '

o _ﬂen la prxrwra parte fueron sometidas a pro11ferac76n 'y posteriormente a >'“'
.;enratzam1enta ' ' L i

jMedw del Cu'ft'ivo"

'Skoog (MS)(IQG&),ﬂ‘

,-El medvo bés1co emp1eado fué e1 de Murashigueﬁl

“‘{algunas mcdtficaciones. el cua1 ha sido utilizado comunmente para la

'-.:{'propagacién 1n vitro de portainqertos cu1t1vares de una gran diversidarr"

de. especies (Cruz 1983)

JE1 medwo de cu]txvo M se e?aboro de la s1gu1ente maner ,7pr1mero fue~-1

':ron preparados grupos de sales minera?es (So]uciones MADRE I, II III IV m?
‘;iy V Apéndice A) de 1as cua]es se emp]earOn 10 m] de cada una para pre-

' de1 100% y se

parar un 1ftro de med1o de cu1t1vo a una concentrac'

,Lvert1eron sobre un matras afcrado de 1 litro que contenfa 500 m] de agua

i_tridestilada. s1gu1endo el‘

rden correspondiente. Se suplemento el me--f5

" dl’o con 10 /1 de tiamina .5 "1/1 de mio‘inosito'l. 30 grn de sacarosa.»

'gr/l de Agar-Agar y el PH se aaustd con todos los casos a 5 5.:con '
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i ;tplano de 160 X 25 mm utilizando una jeringa de fiugo contfnuo. agregan

'"‘,%fdo 12 ml del medio de cada tubo. los cuales fueron tapados perfectamen'

7‘f te con papel a?un1n1o y colocados en una autoc1ave 820 Ib de presidn-

7: 3 121° C durante 15 minutos a f1n de ester11123r10° y dejar!os enfriar

'en posxcién inclanada para que estta mayor superficie de contacto. -

i Los reguladores de crecxmlento variaron de acuerdo al experimento que~-

'JLa primera parte de pro1iferacidn esté dmvidtda en 1mp1antaci6n fnfciar’:/’

- se estuvsese realizando y de Ya forma en que se mencionar& .

- Pra11ferac16n~ S

"f’l'fy 3 transferencwas subsecuentes. cmh una a su vez lleva caracterfsti~~ :

';cas propwas un esquema particu?ar ¥ par&metros diferentes‘

'TImpiantacxdn inicxa1 L o ‘
_Se utiixzaron las sa]es mvnerales del medio MS en cuatro concentrav

'gxones (100 7“,50 y 25%}comp1ementado con das reguladores de cre—fﬁ




" CUADRO 1

.2

TRATAMIENTDS CONSIDERADOS PARA LA IMPLANTACIQH '
' DE LIMON MEXICANO :

 TRATAMIENTO.

CONCENTRACION

OEL HEDIO (1) on o mB

{mg /) ) . (mg/1)

ek

2
6

100 0.4 RERRY X
100 . o 02
100 . 08 o 02
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3 2. Primera transferencia.:f , v

,i,fPara 1a prlmera transferencia se emplearon aquellos tratamientos que. }
jdurante 1a 1mp1antac36n infcial, 105 exp!antes mcstraton una mayor -
respue;ta respecto a‘la fonnacidn y- desarrallo de brotes, con el pro '
pésito de obsérvar la respuesta y grado de proliferacifn de los bro-
,iesﬂformadqs. Los tratamientos elegidos asi fueron 2,3;4,10.11, y o=
_1é'del cuadro 1, conservando los demds explantes én el medio de 13-;“
implantacién inicial. L

.JSegunda transferenc1a.

'~‘En 1a segunda transferenc1a fueron repetidos Ics mismus medxos de ¥a e
"} primera es decir. Tos que corresponde a: los tratam1entos 2,34, 10.
?;311 y12 (cuadro 1) con Ia diferenc1a “de’ que Se ut11izaron explantes- -

”»~iprovenientes de Ia implantac1dn inicia] ¥ que permanecieron en dicho

edio por espacio de 6 semanas a drferencia de la transferencia an“ “

Lte or, que estuvieron 4 semanas en” el m1smo medi 1‘ésto fué pensado

*°°" la. fdea de e"CO"tra“ d?ferencias:en el txempo e“exposicidn a
:‘medio antes de ser transferwdo.:»~‘ff o

;fTercera transferencva. ef' 

ﬁ?En e=ta ocastn se pen56 en aumentar Ta concentracfdn de BA a.l. O 75

k 2 D y:3 0 mg/1 y la concentracidn de AIB se mantuvo constante 0 2 ~J



se presenta un diagrama de’ f!ujo (Figura 3- A)

4 Enraizamiento.

= La segundg parte dé? experimentp; enraizamiento; ééfi dividida,en'cig;;'
tr¢ etapas témbién; designadas tdmo: 1° ensayo, 2° enSayo.f3er”epsayozj
ééquema final; este ﬁltimd fué subdividido en dos fases porque se repi-
tid pero con dos variantes. De la misma forma que en la primera parte —;7
cada etapa 1leva caracter{sticas propias un esquema part1cu1ar y parﬁ-
metros’ daferentas. o '

w 4 1 Primer: ensayo, .

‘Se utilxzaron Tas sa]es mxnerales de MS a 50% y 2 concentraciones~i%.; Ir

’de ANA (0 5y 1, 0 mg/?) Junto con BA (0. 1 mg/T), y dos semanas - deS»n““'i

» pués de mantener en ese med1o 1a mitad correspondiente a una y c--ﬂ,f"“ .

. tra cancentrac1ones de ANA fueron transferidas a un medio que no -

'Lcontenfa reguladores de crec1m1ento. Para permanecer tres semanas- f'*
'imés en ese medxo. e ‘ '

. 'Segundo ensayo.. g j: (e S

ffPara el segundo ensayo fueron utllizadas dos concentracioneslde 13

‘..fles mmera'les ( 100 y 50% ) 2 concentracwnes de ANA (0 5 y 1 0 P

mg/Y ; cuitivo (baao 1uz ¥ compTeta obscuridad)
.fLa concentracidn utilwzada de BA fué de 0‘1 mglwrfcuaadvo 2




CUADRO 2. TRATAMIENTOS CDRRESPONDIENTES AL SEGUNDO

ENSAYQ OE ENRAIZAM!ENTO

| CONCENTRACION " CONCENTRACTON
TDEL MEDIO . DE LA AUXIMA

o ~ CONDICIONES
DE LUZ

100% 0.5 ng/1 AWA

‘ k'v’EBBJO Tuz (16 hrs) V
f’,obscuridad (24 hrs);;}.f°
"‘:~v,‘Ba30 Tuz (16 hrs. ) o
~‘.‘,"4'-0bscuridad (24 hrs )“:-' .
“ Bajo luz (16 hrs. )
h"jabscuridad (24 hrs) o

S oo10% 0 osmglAM
loor o lomgaAa
1.0 me/ MR
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"'fluz roja contfnua e11minando 1as horas de obsauridad la otra -

Ef”var1aci6n manejada fue. que todos ios brotes al momento del 1m-~ﬁﬂ
i~p‘lante fueron inc11nados hacia abajo.
‘4 4.1. Primera fase. - 2 o v
Fué ut1112ada ‘una concentracién del medio de cu]tivo | -  k
(50%), 3 concentraciones de ANA (5)=0.93/mg/1; 10,=1.862
‘mg/1'1§ﬂM42'793mg/1)3 condiciohes de Juz émpiéédas {(luz -_;‘- 
v ,blanca 1uz roja y completa obscur1dad) Y todos ]os tubos;

'“i‘fueron transferidos a un med1o sin regu]adores de creci--f -

' j)mm?nto en la a. semana para permanecer otras cuatro sema57ﬂ'

f;nas en ese medwo. La concentraciBn de BA que usc s'iernpre5 S

'fméozmn wwma.”

VSegunda fase. -

 Con las mzsmas caracterfsticas que 1a fase anterior, pero

con’ 1a moda11dad de permanecer solo 2_semanas en condicio:_

“eSVde 1uz blanca roaa y obscurida_ completa y”2 semana

rbajo 1uz rog‘ contfnua, para después‘ er'transferidos a -

Vun;med1o sin auxinas y con'lz hrs por dfa deAwuz roja,



LT 33 -
" CUADRO 3. TRATAMIENTOS ESTABLECIDOS EN EL ESQUEMA FINAL DEL ENRAIZAMIENTO
" 77BN SU 1a. Y 2a. FASE CON RELACION A'LAS SEMANAS DE PERMANENCIA
 EN EL MEDIO Y BAJO CUATRO DIFERENTES CONDICIONES DE LUZ.

~CORBICION T PERMANENCTA EN ELWEDTO
‘ ,ngf,‘ : - ‘- Xa. Fase/semanas  Za. Fase/semanas

c/auxinas s/auxinas c/auxinas: s/auxinas

5 M . 1
2

.

Blanca (12 hrs) '.‘ 4 a2 e

.

Roja (12 hrs) e g
3. Obscuridad (24 hrs) : '
4. Luz roja (24 hrs)

- Contfnuas con todosb i
“los tubos. R

"B'Iancay{;z’{hrs,}. i
2. Roja (12 hrs)




Ss Implante del matarial.»f-  - ; o 3&
'-Para el implante de dicho mstorial vegetativo ( eea aste de
i 1la implantscicn, tranafarencia ¥y ensayo) LR utilizé una cam
f¥; pana de aire con Tlujo 1am1nar j mecherus de: alcohol para-
ntener las condiciones de asepaia. “Antes dal 1mplante, to
dos los tubas fueroen flamoados por la bocs dsl tubo’ que ha~\'
_‘bia sido tapada previamente con aluminio. Se 1mp1antaron -
:‘inicialmente brotes que ya cababan adaptados 8 las ccndicio V’
nes In vitro y en cada una de las transferencias eran ecpa-‘
‘ f: frados cada uno de los brotes para ger coloaadns an tubos s» i"
‘:1,con medios de ﬂultiva nuavoa utili?ando para ello bistur{ Y-

~_fpin"as de diseccion, 103 cuelos eran colocadﬂs on alcohol - ;}lff

‘al 96T k4 pasados por ruego antes de cada corte. -jff',‘f,"'-f,;Tﬂ'
Deapues de cada 1mplanta del material Vegecetivo dentro dal <

tubo de ensayo, 1a tapa de aluminie se intrnduce en al” hol

fsa‘iﬁcubaron en el cuarto de culhivo con ambiante"oontrola-‘

‘ ,el fobope%iodo sa r»gulo a 16 hrs 1uz por dia, utilizan- -
»ij;un‘reloj midtex Cyclo.naster,con uns 1ntcmidad‘ luminic
de'lSOO 1ux aproxima amente, on luz emitida:éor lampara.fw
ffluoﬁeacente- la'temperatura ae'cantrolo;; l

-ando un ealantadnr IF‘M snlar automatico. Se :colocaron losr

tubos“‘obre repi aa do € istal y 8e man uve: corradaila»:uer .




ST

Vésgabé=forrada,por dentfd yipcr fuera de negro:y,cdloceda sdbr§ 1;
una silla “ara:qué'no astuviesb éﬁ contacto con el ﬁuélo fr{o;y

v Se utilizd tambien un aparatn de control aumiental marca CONVI~‘

" RUN con el cual se mane}d el fotaperiodn de direrentes horas’ --f .
luz (12 16y 24 hrs de luz. blanca o roja segin el caao} ¥ la == :”

temperatura a 28°C de dia 'y de noches

T Iaterial Y unipo de Labnratorio. :
7ol Yateriales: - ' 7
31- Tubns deiensayo de’ fnnde plano de 25X160mm., 7 e

Vasos de precipitndo de 20 .y 100 ml. N
nroradns de. 500 a 1000 ml.i
Erlenmeyer de 500 y 1000 m1.~




B
,;Balanza granataria digita1,(oh§w8 1500'D )

’bl~»Jbringas de fluje cnntfnuo < Cronwell 10 nla Y

-Cuarto de’ implantacion con campana da aire con
flujo laminar. ,

ff :-Cuarto de ﬂncuhacion con cnntrnl de tamperatura y
E  fotoperfoda y 12 1ampnras fluurcscentes

'1,-Calantad~r (snlar automutico TEM) ,
-Conviron con control. dat fotoporfodo tipc o calidad
de luz ¥y tranaferencias. :
8. Fachas de implantacion v transferencias.;yt ,
i El 26 de abril de 1983 se realizé ol implanto inicial para P’”,,lii

 ;¥manecer cuatro acnanas y hacer 1a. primera transfarencia 61 23 :
;°7i7da mayo da 1983, dos semanas mas 'y se tomarontubas de 1mplante G

inicial para hacer la Za. transfarencia 8l 8 de junio da 1983,J"f 

rinalmente el 22 de julio de 1983 88 realizc la 3&. transreren—;;f‘?

cla, daspues de haber permanecidc siete ae e

deli,mplante inicial (figurs 1 ).

Con’ r'specto all nraizamiﬂhto el,lo, 20 yu3er ensayo se vea11-  
on - & i Y se hacian las trea transrerencias par“'pro ;

i 1 er cicn (es dacir, el 23 de "o, 8 de_junio y 22 ﬁe julio-;i

'“1983 raspectivaxente). Para el;esquema final de anraizamiento— o

{en su primera fase“fueron implantad6s 103 brates el primero def“

j*julio/83 para ser transferidﬂs posteriorwanha lvun madio sin -
auxinas el lo‘:da agnsto /83, miantrae que en 1# :egunda faga-J: L

losdbrotes fueron cvlocadcs el 16 de agnsto/83' n un medio con"'



» e
_ sin exiatir af*etos importantas en la primera semana de obser~ ’
vacion. 4 ‘
‘ 9.Disaﬂo experimental'
9.1, Prolifﬂracién.-

: Se utillzarnn ‘brotes de ‘imon Nexicano provonientes de yu

.'mas axilares ya adaptadns a las condicinnes In vitru. "Bl

: diseﬁo experimnntal einpleado rua parcelaa divididaa 1“‘5'
“( D.P.D. ) con arreglo completawente al azar; se realiiaeb'
ron h experimentns que ‘s condujeron an rorma indopehdienj‘

~f:ta, en donde variarnn loe factores ds estudio v de eata -

forma se exponen por saparado ( figuras 1 ¥3 ).;

9 1.1 Implantacion inicial.

'f;Fuernn diseﬁadns un total de 16 tratamiantos con _
ff'custro parcelas de. acucrdc a la concentracién dendfa
 5&10 (100 75 50 254) y cuatro subparcelas para BA--A )
;(0 u, 0 6 O.B y 1.0 ml/l), con 3:repeticionos daZS?
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8) Total da numero de brotes pequeﬁos { ( 1 cn )
7:r) Total do numero de brotes grandes {(>1len )
‘ _ ‘g) Total de brotes obtanidcs v
o f¥i9;1;2. Primera y segunda transrerencia.
'“:"ﬂ;: Se agruparon an esto caso las dos transferonciaa‘.‘
‘.porque son exactamento 1ns miscos tratamientoa -

.‘cnnnla Unica variante de gue en lariamtransfenpg

_cia de ubilizaron brotes del ;m?lgntovinicigl'nf

 'con7h»semanés de"parmanencia en3asd-médio, mien-
Jtras que para la 2a. transferencia 8o emplaarnn-
_brntes del implanﬁe inicial con 6 semanas da per‘f-"

nanencia en el mismo medio.

Vﬁb aaa rorma tenemns qua, fueron planteadna 6 —-:lif'

tratamiantns con 2. concentracionee dol medio ¥~i'

‘100 y Sorf}y 3 de m“ (0.6 o 8 1‘0 g/i)* ;
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~'tada con; reSpecto a 1os casos anteriorea (1, ,}
"f‘mg/l), mientras aue 1a concentracion del medio
faa conservéd dilu{do 2 la mitad (50%), para esto
rueron ‘utilizadas h repeticinnes eon g tubos ca
'da una y tambidn estuvo constitufds por 5 tu—-v
~bog 1a unidad. axperimental, el total de tuboa -

;7empleadns rué de 60,

" Los factores de estudio fueront

'fﬁqéﬂulaﬁnres de crocinientoidosis de BA més ale o

tas que las anteriorss (1,2 y 3 mg/l).

;-Categnr{as de evmluacinn en prnliferacion y/bfﬁ;ll;}

B crecininnto ( a,b c,d -.h ),‘

9.2. Enraizamiento.: ' v .
g 'zSe tnmarnn ?rotns provenientas de implantaeion -§ _3~7
‘”1,in;c1a1 nava bacer los t"es primanoa ensayos,pas b .

'7teriormenre y‘para el esquema final de enraizami’

ento rueron utilizados brotos de las:bres'trans-

frerencaas ds;proliferacion ya evaluadas. E1 diae

;ﬁo experimental utilizado fue parcelaa divididas“

*(D.P D.);'S‘ realizaron tras ensayos axparimenta

os antes de plantegr ol\esquema rinal,rueron'o‘ :

fconducidos y‘ nalizadns.indepandiantgmentefyn que.

'ariqrhnyi¢ rabtﬁroé;do;éét@dipjyiﬁthéiimigmg"

_se iran tnatando por separado ( tigura 2 y h).



: - [‘_o - f
dal‘medio de 50%, pero daspuea de 2 semanas des. =
incutacidn 1& mitad de Ins tubos de cada’ trata—-
" miento fueron llavados L] un madio que ne conte--

:'nia raguladqres de ‘ergecimiento, se utilizaren 2
,Erépeticinnea’één:SVtubob cada una,la ﬁnidad'expe
;‘rimental estuve constitufda por 5 tubogde ensaye -
¥ fué 20 el total de tubos utiliaadcs. :

a;Los ractoros de estudio Sfuerons

‘f,:gQagul :dores de eracimiento- dosis de Acido Naf—-:if'
v" ;ta1enacatico (AMA) (0.5 y 1.0 mg/l) '

QE;-Parmanencia-en al medio. cuatrc semanas de par— ;1f‘

5manecer en un medio cnn auxinas y otro tratami '
f‘ento cnn dns semanas de crposicinn a- laa auxi-.
”;né dns semanas en un medio 1ibre de regulad'
'res de crecimianto.;;fﬁ A i

.ahegorfas de'evaluacion[G)

';;primordia de ra{z

iraiz bien rnrmada




hl* - ;:
";f‘uﬁidéd experimental aé‘farhé één 5 tukos ¥ 20 tu-- ’
. bos em§leados én total;'
ybLos Tactores de estudio fuernn. S
f;fReguladores de crecimientosdosis ANA (O 5 y 1,0 mg/l);
g ~Condiciones de luz: la mited de 163 tubos correa=
r pondient¢~fa una y;opra concentraciqn~de ANA fue-
ron colocadas en completa obscuridad (2} hrs ) ¥
:el resto baje luz blanca ( 16 hrs ). |
~Categor£as ﬁe evaluacion. lns mismas. establecidas

“en’ el przwsr ens vo de enraizamiwnto.

T ( u V,W,7,%,% ¥ 6) -

9;2.3) Tercer ensﬂyo.ﬁ,

“jvl ragulqdnr de croc»miento aux{nico fue cambi&dow;ﬁ
"f‘por Ac~do InanlLutfrico (AIB) probndo en 2 concen~;*'
:3tracioneg difer tas (0.5 v 1 ] mg/l)y una concen-f”lf

,ftracion de. citoczninas, es docir Benciladenina >€-"

votal,dé ho tubos at 8 se. utilizaron. '_?i"

'Los ractores de estvdio fuoron.,



*!‘2.

'~\raizamianto, se planteo pensando en obtener muy bue

 Tnoa resultadns, ello en base a la tenéencia domos--’

‘kchrada por los brotes para forumar sus prnpias raiccs
a"’ v segﬁn cada ‘unn de 1l ensayos antariorns.

181 planteamientd fué muy seme jante para una y otra

‘fase, por lo tanto, se agruparén cn las aspectos ge
“nerales y en los particulares se hardn mencidén so--

Lbre‘las variantes éstablecidas.

'.“?1 total de tratamisntns fué 18, nueve por cada fa-
"; ‘s ‘se’ cstablacié una sola cnrm.g.ntpa,31,,,1 del medio-v
."dé cultivo (50”), 3 concontraczcnes albag de ANA-\;;?
,;sz( QJ“M z 0.931 mg/i, 19#” g l 842 mg/l, 15“qu; {z;;,
;93 mg/l), y se amplearon 3 condicionaa de 1uz (1uz"i‘»

v>',5jb1anca por 12 hrs, 1uz roja por 12 hrs y obscuridad'

”#por 2& hra ). Fueron utilizadas 2 repeticiones con [

‘Parayla primera fase se mantuvieron todos los tuboa

: as 3 condicinnns de 1nz (blaaea,rn§aﬁ

Vfdad) ta tn en’ las cuatro semanas que'p T neciernn

o en un redio con auxinaa, como en laa otras cuatro'-ﬁ¢

5~;fsewanas aue ruernn llevadas a un modio sin ragulado];,"” o
""es de crecimiento.k;[f! ‘

las cuatro ewanas que



| 5 ;fﬁ3 4i‘.?p""
'tinua (24 hrs) las dos semanas restantes y al ser
;;; trnnsferidns a un medio que no cnnten{a reguladorea
-da‘crepimiento se volvierop & tolocar por egpacio -
de'} semanas uds a luz roja 12 hrs>p6r,dfa. Una se~'
- gunda vﬁrianpe en esta fase fué qie todos los bro =
. tes al mouwento de la transferencia fucron colocadns
acostadrs o casi de ca,eza, puesto que la auperficie
‘(del medio lleva un declive de l;S"apr-oximadamente. :

Los factores generalas deestudio fueron:

v'ﬁeguladores de: crecimiento: tres dosis de ANA- - f];"'

A (gﬁ .931 mg/l, 19,41:1 1.862 mg/l 15,,}4 =2 793mg/1]

f;:-condiciones das: luz. para la primera faae rua 1uz~}

o blanca (12hra), luz roja (12 hrs) y obacuridad ‘-
a;( 2& hrs 3 por espacio de 8 semanas, minntras quef%V

& en la rnse segundn,fa semanas con luz hlanca ———

(12 hrs), 1uz roja ( 12 hrs)y obscuridad (ak;hra

uPES 2 samana "solo con luz roja (2h hrs y>1as

yultimas h semanas 1a 1uz roja se redujo,(la hrges

-Pormanencia en el madio.para ambns casos,la esta
ia de 1os brotes en un medio con aux;nns~rik'

h semanaa y las otras cuatro semanas transferidesj

'a un medio libre de reguladcres de crecimiento.

—Categor{as de evall cion: 6 que son 1ea que ae o8

ibablociernn dosde;un“brzncipio para enraizamionth

( u’v)wix’y’l)



‘racidn y 6 pera’ enraizamiento, en donde se baoian ob-
'aervnoionea semanales sobra el desarrollc goneral de ,i
_ g los trotes estahlecidoa.‘
2‘%;19;1§f-Prolifaracion. , _ ,
i ‘Do los’ S tubos que- consistian una unidad expariment!;,
_se contaba el ninere de.tubos-que correspond{a arcada
 categor{a: a,h,c,d. ‘ ' ‘
" 8olo psra el caso de la implanturion inicial se consi
,lderaron otros paramatros por considararse que da una-

muastra general del comportamiento en todos los casos

pu :sto que se manojaron todas las’ variables, de esta e
‘Q;rorma se eonsidero- e r,g. : » ”'_,' ' v
En- los exparimentos snbre prnliferacion, la variable-- ;,f*

itauaﬁo de plante se evaluo en 1a la. ¥ 2&. tranare-—-y;fi?

..'rencia,para la 3a. transferencia se observo el total

"de brptes yqen la implantacion sa midio»la 1nteraccsonv

'Enraizmuzento.; ‘7"*>

Con 5 tubns como un:daa”ﬁxperimental, ae astablecie--ﬂ

'conaiderqrs;_qua;fv

.ron 6 catagorias de evaluacion po

,dichcs parametros cumplian todos los!posibles sueesos

:pasns della rizogenesis,de mndo que se hicieron ob



"11eﬁ

’heéhbs7ccﬁaiderandoblévinteraqcién‘ccngl nivel de auxi
'10;3;. Qqntaminaci6n. :
"Fuernnkevaluados b4 contados los tubnafquc pnesentarén
" contaminacidn j;utilizédos tambiéﬂ_en.lbs ?éspeéﬁivda_

‘to Y 1os datos se 1nc1uyaron en las categor{as misa ba

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

endlisis de varianza para proliferaciéh'y'enraizémien

prnsentan cundro R grarica ‘sobre el porcentaje de cul_'

~,t1vos asépticos para prolireracion y enraizaminnto.

vfhnalisis da datose

: ﬁDc ‘cada una-de. las variables en estudio se obtuvierou jﬂf": '

'f'las medias aritmeticac y porcentaﬁes y s presanta gra‘»E

;ficamento, ademas dn qua se 1levd a cabo un analisié~

e varian“a y comparaclnn de medias mediante la. metodo:




"RESULTADOS

1 PRGL]FERACIO\T
i Para estudia.r- el efecto sobre pmliferacién se considemron Ias variables,:
: nmnerode brotes pequefios, nmero de brotes g;randes y el total de brotes -
en pmmedio que se obtuvieron,
De acuerdo al An&lisls de Varianza practicado en los dif‘erentes experimen-
~ tos ‘se 'encontré que tubo dif‘eréncias estad:fsticas significativas entre ~——-
- tratamientos, por lo que se pmcedié al cﬂculo del DMSH de ’Ihkey al nivel
e ¢ 5.

11 EFECTOS DE LA CONCENI‘RACION DEL MEDIO, R
‘En la comparacién de medias sobne ELa variable numero de brotes g;r'andes e

o ()1 cm) ‘en la implantacién inicial s de acuerdo a la pmeba DMS}Y de 'Iukey-g

se encontré que la concentracién de las sales dilu.‘[da al 755; Present 6 »_ri;— ;
una MEdi& de 2 83 que difiern de 1as 2 concentraciones més proximas ;' 

‘   (100 y ‘30%) mientras que las variable 5, brotes pequenos y total de bro—-—.'

”Vdes, ()l Qm) nc asi con el nwnero dp bmtes pequenos ((lr cm) ,7 siendo 6ste—- ‘

-.ultimo rrayor d' 50 de la concentracién del medio.




cumo ). 'ccsvmmczou DE MEDIAS PARA m VARIABLE mmﬁo DE,‘«:,V. EatE
‘BRorrEs osmmmommammmmm;xsuwk |
e DEPENDIENDO DE LA CONCENTRACTCN _DE TAS SALES‘ -
MINERALES DEL MEDIO -

| (IMPLANTACION INICIAL)

cmpwrmcmm T mmmo DE BRO’IES PI?GVEDIO,.
TR anhs SALES mmmALu PEQUENOS _/ G ; J
: DEL MEDID. it MJEES -

1 91 ab

5% i ;2 83fav

‘_VALORES ot LA msm IEI'RA son ESTADIS‘I’ICANENI‘E xmms =




HRAF CA 1. Ffectn de la concontracinn do. 1&9 saloa mineralea del..
7 modio anbre el numaro da brotua obtenidon de Limﬁn ‘éﬁif

noxicanna 1n vitro da ucuardn al t'

Cnncontrncsnn'dc haA saloa mdnera oandal Gedin: de




- l*_g - B
raso de la pv'impr'a vy segunda tx‘ansfemncia, Be gNa
»onen conjunto porgue no fué considerado algun‘ cam-
.mificativo ya gue muestran cénportamientos_semjag_
este gue a nayoﬁ concentracién del medio se tiene-

‘mjor proliferacién y visceversa" (gréfica 2), el and~

c-cvad{stico se présenta en el cuadro 5 para que sea
~nprensible,
"FACION DE MEDIAS PARA LA VARIAERLE NUMERO DE BHCIIES -
TUTOC EN PRCNEDIO DE ACUERDO A SU TAMANO, DEPENDIENDO
" TONCENTRACION DE LAS SALES MIMERA[ES DFL MEDTO DE ~

O (PARA LA la, y 2a. TRANSFERENCIA). P
- NUMERO DE BROTES PROVEDIO
0 requencs. . oravees - 24 nomr,
6.00 &
4,00 a
3,66 a
3.332
1A T
rx o
2.
3.5




“QGRAFICA 2.- Efactn ds- la cnnconbracinn de lns snles anernlos

del ”odin do Cnltlvn snhre 01 nﬁmeru de. brntoa nb«' ”."”"

- 50

tcnidos nn 1n 10. y 26, Trnnnfornnnia.:“




GRAFTCA 3.~ Tfactna de la onncantracién de las’ aelea mineralea L

del modio de eulhlvn snbre 1a Ionpitud mayor de;as

?:>,51 brntoa obeanidhs en le ln. y En Tranaferenciu.“

Gonconbracidn de’ 1al




B 52 - _‘.y..ﬁ-‘

E De 1a misma forma se cuantif'icé y analizé la mayor longi~
: tud de los brotes obtenldos en la pri_mr ¥ se@.mdatransf‘g
e ‘réngia » es’decir, de aqixellos tr'at'amientos»q'u‘e se ci;_nside—
L ramn céreanos al ﬁptim y con el fin de analizar o .5010-:

los éf‘ectos pr'ol.{_?“iccs;, tembfen el tamafo y/o longitud -

mayor de é€stos brotes; asf tenemos que al 75% de la coh-
_centfacién de las sales minerales del medio obtenemps la -

' ,;"mayor* longitud en -mm,sin embargo €sta no differe signifi-~’

. ,»gativamer{te del resto de 1osltratémentos {evadro 6); Ia -
e -gréfica _muéstra 1a tendencia de 1a curva de acuerdo a la-
| concentr;a'c’iénv del medio v la‘:‘l‘csngitﬁd'en‘}rim gié-ioS'bxfotes;
: obtenidcs. S | : St i =
06 ;COMPARACION DE ¥EDIAS PARA 1A VARTABLE LONGTIUD MAYOR DE -

e amm ommmos DEPENDIENDO DE 1A cowcsrmcw DE LAS B
SA[ES mmss DEL MEDIO DE 14 la: y 2a. mmcm. =




1;2 EFECTOS DE LA CONCENTRACION DE CITOCININAS. T R 53 "
En este caso la c.onpam,lon de medias para la variable numem de bm!:es i
" pequefios ({1 om) muestra diferencias significativas para el tratamien« .
to en el cual se util:za una cencentraciq’n de 0.8 mg/l de B.A. con una';f '
media 6.66, siendo que las concentracibres de 0.6 y 1.0 mg/1 tiene una-
-media de llk 83 y 6.41 %speﬁtiiramente sin presentarvdit‘erencia és’cadfs’bi
ca altamente significat tva (cvadro 7). De’ igual forma la gréfica 4 nos-
indica que el numsro 1'0&-81 de brotes pequeﬁos es mas aito a una comem ’
traciﬁn dg O.B,n\g/l de B{a,kmientras gue el mimero de brotes grandes — ;‘_
(> em) 'es'n'a'yor a madida que di%mimye 1a concéntracit_inx de citbcini—- '

T ﬂb"f,CUADRo 7. compmxcmw DE. MEDIAS PARA LA VARIABLE NUNERO DE mo‘ms IE -" -

ACUERDO A SU M‘ANO Y DEPBJDIBJDO DE LA CONCE\JTRACICN DE

CI'IOCININAS
(IrmmAc:rON INICIAL)

: ui,/mmo DE BRorrEs' Pam:{d'-}
TR VR




ORAFICA:lL,~ Ffecto de 1n cnncentracidn de Citecininms anbre

1 ndmere de brotes obtonidos de Limén Nexi cano.

, . Vitre de ‘8 cufa‘r'kdé ﬂlt q]n‘a'r"’mj'."q ( Implantacidn),




e 8%

Aéi:}iirém"sobx\e‘ %a %a, ¥ 2a, transferencia, en donde se -

_ hizo un endlisis conjunto, fueron evaluados el nimero y-

e tamaﬁo promedio de los brotes obtenidos.

Ca éénbeptraéﬁh de 0.8 mg/1 de BA 416 mayor ng‘itrei'o de -

, ‘bmtgs' en todos los tédnaﬁos (gr-é.fica 5) vy con ello mejo-
';:'rando: el promedic de 1os brotes g"randes,‘ CW puede ser
obsarvado en el cuadio 8 que muestra un corrpox'tamiento -
~tfui‘emnc‘ial para. 1os brotes pequefios vy el total de éstos

con la concentmcién de citocimas a 0 8 mg,/l

cwmaon DE MEDIAS PARA VARIABLE NUMERO B EROTES Lo
" OBTENIDOS EN PROMEDIO DE ACUERDG. A SU TAMARO DEPEN——- ' oo
.. DIENDO DE LA CONCENTRACICN DE. cz*rocms (PARA A -j C
= »'-rla y 2a. ’IPANSFER:?.NCIA) :

m:aﬁo DE BROTES PRCMEDIO L
1/ 2/ 3







'GRAFIGA 6.« Efeoco da 1a ccmcent:raeién do Citocininaa aobre ol mimaro éa S

brotau obtanidos da Liman l.!exioano In \ritra ~3n er'anarcrancta




VSe evalué de la misma. forma una mayor concentracidn de cito—
cininas ‘en la tercera transfereneia, en donde se: mane;aban i
Lo, 2.0°y,3.0 mg/l de BA'y se obtuvo un fuerte ~decremento f,‘
estadistlcamente 51gn1f1cat1vo, es. decir, 1e:os de favorecery;,"
‘la proliferac16n, la 1nhib15 4 cuadro 9. w R

'El'tipo de brotes obtenidos fué de tamaﬁc pequeiio y la media_'
respecto a su nfiero fué 3 en el mejor de los casos, que di-
fiere mucha de los obtenldos en la 1mplantac16n 1nic1a1 Lae
o gréflca 4) , pero 'se debe ccnsxderar gue. se tomaron éstos
‘brotés para. ser transferldos 4 semanas después, por-lo que,f. T
: ©-a-igual corcentracldn de 01t001n1nas (1.0 mg/l de BA] se -~fV”;
a,jobtuvo un_resultado dlferente Y menor en un SQ% (gr&fxca 6)

CUADRO 9 COMPARACIOW DE MEDIAS PARA LA VARIABLE NUMERO DE BRO
2. TES:DEPENDIENDO 'DE: UNA' CONCENTRACION MAYOR DE CITO*
CIVIHAS ( 3a. TRANSFERENCIA)‘ :

"c‘mic'nmmt:zom v Mu MERO DE BROTES OBTENTH0S
| DE CITOCININAS . pnomsmo - SIGNIFICANCIA

l 0 mg/l
r,i2 0mg/l.
+3.0 my/1"

 VALORES CON LA MISMA 1



CUADRG 10

- :;59-‘ o

De écuerdo al ramgo de 'conceritmciohes‘de ciﬁocihiimés mas - '
‘adec.mdas (0.6, 0 8y 1.0 mg/l de BA) se midis 1a longi
tug mayor de 1os bmtes obtenidos y el resultam 57 tfuvo -
E difez‘encia significativa estadfatica, oseilando estos - i
: ',pruredios con relacién a las citocininas en 9, 62 11,75~
: y 10 87 m resnectivamente, es der.ir, nuevamente una con
'centracién de 0,8 mv/l de BA reportd los mejores resul
tados. (Cuauro 10 y Gréfica 7)

COMPARACION TE MENTAS PARA LA VARIAELE LONGITUD MAYOR DE. .

BROTES OETENIDOS DEPENDIENDO DE LA CONCENTRACION DE CI‘I‘O
CI’\‘INAS EN IA 1& Y 2a TRANSFERE\ICIA.V. [

© CONCENTRACION. . LONGTTUD.
‘ S0 NAYOR (rxm)




Y,ayar ':de brotan obtenidaa on h 1a.,2a.‘1‘rnnraranoin v
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3 CCKTPAPJINACIW. :
Los tubos que presentarm contaminacidn fueron sinplemente
B contados para de°mé5 hacer una evaluacidn g;eneral de la -
: asepsia en la metodologia errpleada. De est:a f‘or'ma se presen
: ‘_ ta el cuadw 11 que muestra un reducido numem de tubcs con-

tandnados, mzén por 1a cual se incluyeron en la T1tima ="

categori‘a de proliferacién para hacer el anflisisde varian~
“za (Gréfica 8). 7
| CUADRO 11  EVALUACION DE LA CONTAMINACION EN LASETAPAS DE PROLTFERA—-

~ CION CONSIDERANDO EL 'NUMERO DE TUBOS EIVIPLEADOS LOS C"’T"AMI
NAILOS Y EL POHCFJ\ITAJ E DE ASEPSIA.}

© NUM.DE TUBGS  NUM.DE TUBOS -
| WAIDRS  COVIANADGS

Inplantacion : ,220;

- fi‘>~1a Transf ‘rencia 60
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Yo de cuitivos Asepticos

o
E ;
2
-

TRANEFER




. Bn el caso de los ensayos experimentales solo s efectdo

un andlisis porcentual de los resultados y éstos se en—

© " marcan.en 105'1néisos correspondlentes; - para el,ésquma—-—*
final en donde ‘se plantearon variaciones en la concentra

¢ién de auxinas, condlcioneq de jncubacidn y tiempo de-

pennanmcia en el medio'

-‘3m DEL TIPO Y concmmczow DE AUX’INA _ ,
,Fue el Acido. Naftalenacético (ANA) 1a auxina mas enplea’;‘”, L
'Q.da, sin embargo fué pr'obada también el Acido Indolbut{-- i e

:"rico (AIB) con el propésito de hacer una corrrparacib‘n oy

_en' sus” ef‘ectos v para lo cual se hizo wa’ evaluacién”f)or;” : ko
‘.i;centual u’cilizando 2 concentmciones pam ANA y AIB (Cua '
dm 12) De esta foma la Gréi‘ica 9 sirve para hace' la—
mpamcion visual y en donde pued "observérse la dife

rencia en



: CUAmo 12

'BRE LAS CATEGORIAS DE E!\IRA:IZAMIBQ'I‘O

EVATUAGION PROCEMUAL DE LAS AUXINAS -
ANA ¥ ATR EN DOS' CONCENTRACIONES, SO = =

DATCS (X)RRESPOND&EN’IE‘S Al 2o.y 3er.'_ L
ENSAYO. - - ;

CONCENTRACION ~  CATEGORIAS
o mg/l i

UW XY




o :,k'G,RA‘mQA{.g.--'.’?vulunci én Pox'rcentt‘al‘:dé las Auxinas M"'l\. ¥ AIB‘ 9
e ‘on doa concentrnciﬂnf*s sobre las cater’nriua do ==

o enrqizamionto.nutns co”respﬂndlonbes al 2° 339-‘;'

'~,on3ayo.

S TR ELALY)
rrrzizrrassits
7R




;._27'.2' " EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE INCUBACION

o _Con respecto a €ste pardmetro fueren evaluadas diferen-

4/:tes condiciones, en donde se r\;&alizamn ensayos preii;‘

"mlnares con &l fin de reducir la amplitud de 1as varia-

Vbles estudiadas V definir un euquema I‘inal de em'aiza-—

' (miento. .

Se empezo por variar la concentracién hormonal de Acido

V'?\Iaftale;n;Acéftico (ANA) con 0.5 y 1.0 mg/1y 2 condicio-

~nes de 1ncubacién:r cuatro semanas en el mismo medio con;' ‘

auxinas y 2 u«=.m,nas en un medio 1ibre de éstas (dero—
o 13) Para efectos de evaluacion se hit,o un anélisis por',
- centual basado en la c ﬁparacién entre una y otm condiciér‘

e v(crérica 10)

ANALISI° PORCDT“UAL DE POS DHWES CONDICIONES DE -
INCUBACTON SOBRE LAS: CATEGORIAS. DE EIRAIZANEIENI‘O DA‘IOS
;COKRESPONDIM“I’IS AL ler‘ bENSAYO

;oor\mmmzs DE
INCUBACION

#/ TUWXY,Z,  CATEGORTAS DE ENRATZAMIENTO



7

de incubacion sobre las cateporias de enrgiza--

GRAFICA 1U.~ Analials Porcontual de dos difercentes condiciones

miontos Datos corrcaspondientos al lo Ensayo.
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Con el cbJeto de evaluar el efecto de la obscuridad
sobre el erralzamiento se planteo manejar dos corﬁ——
centraciones de ANA (0.5 y 1.0 mg/1) y subdividir-
las a manera de colocar la_ mitad de tubos en cam—
pleﬁa obscurddad pera ambas concentraciones y el —
résto‘incubarlos bajo luz, para posteriormente ser
transferidos todos los tubos a un medio sin honﬁonas
y bajo luz 16 hrs. ( Grdfica 11). Los resultados, -
de 1a misma forma que en los demds ensayos preliming
rés, fuér‘on cultivados con un anélisis porcentual res
"‘pecto al comportamiento de las condiciones de luz v
Vobscur-idad sobre em‘a:izzmiento (Cuadro 14,

CUADRO Jb.ll‘ ENALUACIONES ENBASE A WN ANALISIS "PORCENTUAL DE 2
RS CONDICIONES: DE EWRAIZAI"[IEP\TIO.DA‘IOS CORRPBP(NDIENI’E

AL 2. ENSAYO.
‘CONDIGIONES DE  CONCENTRACION.  _ CATHGORIAS. DE EVALUACTON _
 INCUBACION ~ DEmg/LAMA T 0 W X ¥ _ Z TOMAL
CBajo Luz 16hrs 0.5 0 200 600 2 100% - .
' 1.0 0 200 4 20 20 100%
 Completa ' 0.5 0 - 00 4 20 4 100 %
0

Obscuridad L0 20 .0 20 0 60 100%

4/ T,UMXY,Z = CATEGORIAS DE ENRAIZAMIENIO,




concentracimmes Auxings y dos condicioncs de Incuba-w

cidén aobre las cabogrrias de enraizamicnto,

o 0u5 mg/L i 1.0 mg/L ANA.

©1 GHAFICA 1l.~ Anslisis Porcentual respocto al comporbtecionto de dos.

0o g0 so - 40 0. . 0 0 20 v b0

.8P

/a2 ‘

v 0
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En el esquemna final de enraizamiento se condujo ia eva-
luacidn de tres concentracicnes aux{nicas mfs altas que
‘las probadas anteriormonte, Junto con tres condiciones
de luz; es decir tres concentraciones de ARA:( 2/(M :-
0.931 mg/1; 1oj; M= 1.862 mg/1; 15, HM=2,793 mg/1 ) ¥ -
las condiciones de luz fueroh blanca y roja ( 12 hrs.)
¥ completa obscuridad por un perfodo de cuatro semanas
'~para después ser transferidas & un medio sin reguladoF
‘res ds crecimicente y permagnecer bajo las mismas condi-
cinnes de luz. .
'Délesta forma el andlisis de varianza fué desarrella=~ o

do sobre los efsctns producides en el enraizamionto -

'fdéspués,de‘ochb-sezanas de tratamiento ( cuadro 15 ).




-CUADRO 15, . ANALISIS PORCENTUAL DE LOS EFECTOS PRODUCIDOS SOERE LAS
S VARTAELES - DE ENRAIZAMIENTO DE-PLANTAS SOMETIDAS A 3

- -CONDICIONES DE LUZ,  DESFUES DE 8 SEMAX\XAS.‘ DA‘IGS 00—-—
RRESPONDIENI‘ES A L& la, . FASE. S ;

T CONDICIONES  PORCENTJE
VARIABLES E DE ' POR CADA TIPO
Uz e : DE 102 ’

. ’ ‘ . Blajica : A 3}333-
Sin Camblo aparerte -~ . Boja . .o o 0.0
' e . Obseuridad - 0.0
- Engrosantento base Lo Begalo .
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' Asimism, se efectfic el anfllisis de varianza de la  interaccidn
existente entre los medios de cultivo { con auxinas y libres de
éstas) sobre la varisble de mayor irterés, esta es, el nimero ~
de plantas con rafces ya desarrolladas, ( Cuadro  16).

CUADRO 16. INTERACCICN EXISTENTE ENTRE LOS MEDIOS QUE CONTENIAN TFES CON—
CENTRACIONES AXINICAS ( ANA ) Y EL EFECTO AL SER TRANSFERIDOS A
UN MEDIO LIBFE DE REGULADORES SOERE LA VARIAELE, NUMERO DE »—
FLANTAS CON RAICES YA DESARROILADAS,

COMPARACION LIMITE . DIFERENCIA LIMITE SIGNIFT -
ENIRE MEDIOS . DWFERIOR ENTRE MEDIAS SUPERIOR  CANCIA.

9-1 . 0.00208 0.55556 S 10813 0 e
g-2 000298 o o.ssss6 . 110813 rer
o3 0.00208 Cooussss6 . Liogi3 o we

- .12-9‘.. 110513 S | vo.55556 St 0_00298 e -

“VALORES CON LA mswx MARCA SON ESTADISIICAMEM‘E IGUAIES DE Acmm con u mIEBA t
'DMSH DE TUKEY. : . , , R

ALER = 0,05 =3, 9. _ ;
. -MEDIO 1= 5= 0.931=mg/l
. MEDIO . g 1000 1.862= mg/1
S MEDIO 3= 15uM  2,7%=mg/l
" MEDIO . 9:SIN AUXINAS . . ]

e SIGNIPICATIVO - AL 0,05 %




: "E}\ ia segunda fzse del experimerto, en donde se mantuvieron durante dos
s:aﬂmmg baio tres diferentes condiciones de luz 12 hr.,. : :
Y cos mAs, ba,jo 1uz roja contfnua en un nedio con tres diferentes concen -
tr..cioneg auxinicas y. de.,pués f‘unron traaneridas aun medio sin repula- - o
'.iores y baja luz roja con un fotoperiodo de 12 hz*' luz. ( Cuadro 17). v

C UADW‘ 17 ANALISIS DE VARIANZA IE 1OS FFECTOS PRJDUCIDOS SOE}RE LAS VARIABLES
DE ENRAIZAMIENTO DE PLANTAS ~PROCEDENTES DE MEDIOS CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES ' AUXINICAS ¥ DESPUES DE 8 "ENANAS DATOS CORRESPON-
DIE_NTES A 1A 2a. PASE,

© . PORCENTAJE ~ ~ PROMEDIO .- - SIGNIFICANCIA -

VARTABLE - MEDIO PORCADA-  CON EL DEL
T CONCENTRA-  TOTAL DE PROMEDIO.
| AURINTXO. - CONCENTR 0B :

(/uIV') R v

aawzfsmo BASE o5 BT 033

nacICION DE G0
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2.3 CO;J'I‘AI\I[NACIG‘I ) L
Este pa:ﬁ*retm ué eva,,uado, como ya se dijo, en base a porcentaje de cuI—
tivos asepticos, para lo- cual se contabilizd, en nimero de tubos que presen
taban contzminacidn, lo cual.se miestra en el cuadro 18. Para hacer el ‘anf-
lisls estadfstico de &stos tubos, fueron ir'clufcos en la ultima categorfa de
evaluacidn para emraizamlento. ( Gréfica 12). ‘

CUADRO 18, EVALUACION DE LA CONTAMINACION . EN LAS ETAPAS DE mRﬂ”MIIEIﬂD ON - .
SIDERANDO EL WUMERG DE TUBOS PIQ'LEADOS LO.S CONTAM]NADOS Y EL POR~
CENTATE EE A3 E‘ SIA,

Nﬁm.de_'mbos . % Ndm., de Tubos .PQr'cenyta,je'

ETAPAS - o Bvalusdos o : Contaminados -~ ‘de Asepsia.

e mSAO . 10— oo g
. ENSAYO.

r. Ensayo’
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nara la porte de enraizumicnto on aus ensuyns ~'Q‘Q '
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. .. DISCUSION |

1, PHOLII_-ERACiON :

n la base'dé los resultados qbtenidoa P observa; que la concen~
' iraci4h de sales minenalos del medio de cultive que dié mejor re-
:’ sultado pzra efectos de prolifcrhcién varid de geuerdo al tlempo

fde permarencia en el medio, es decir, para ia implantacién inieinl

con la dilucidn de sales al 75 °/° se obtuveo un total de brotes
yfomedio mayor gque con cuslouisra dé las otras concentraciones -
probadns aunque no difieren significstivasente una de otra, sin

e.bario, pors el nlusro de brotes prandes si hubo diferencia es~

- pacfebion significesive ol 75 %/ de la concentracidn del modio.
“Bniste una tandencia diferoente: sl analizar los datos de la pri--
Cmere ¥ sogﬁnda‘trgﬁsfereﬂcia,'eﬁ dnnde cnn-unanconcentraciéﬁ dol

*-?'1dﬁv9b'sa bbtuﬁiévnﬁ un uDual de brotes nromedio mayor y estadis‘;

: U1c&mcnue 31nnif1cntivo el rcsto de 1as concentraciones eValua*fﬂ

d 51n c"lSuir tal d&fﬂ"encla anrn el numero de brotes pecue——

nos y/o prandes.

L¢s resul mﬂn ‘enonntradns difieren con 10 obtenido por Villegas

/(fl982 u~nn :ndlca cue. etlsbe una diferencia si”nificativa -f 

‘;eguhdlstica favo”abl :el utal:zar una concentracion sl SO %, en'

el reu;o,'a dl;erencma del 100 O/o ara logra? mayor formncion da

;"-broteu eleuledO ademas esta diferexcia al avaluar difprentaa -l‘

’.cultlvares en’ 1nt~racclon cnn el mcdio de cultivo.'

v

cuanto al taﬁ&JO y/o lnngitud do 103 brotes abtanidos, el ana

i

118io de vnrzanza no nuastra diferencias estadisticaa significa :

tivas depandiendn d la
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en la dilucidn del wedio al 75 ae;abtiéne.una longitud prq-:”:
medio mayor de los brotcé; de 1a'misma>fnpma Pizarro {_1983 1
propone que la concentracidn de las sales minerales del wedio
de cultive no tisre rospussta significativa en el desarrolle

de brotzs 7 si existe tal diferencia en la interaccidn de maw-
terial vegetetivo~medio de cultivo sobre la variable desarro-
llo de/brotcs por 1o ﬁue se picnsa aue las difersncias no,esQ.
“tdn en la concensracidn del nedio aa cultwvo,31no que proba -

blemonte se “debean a la egad 7 prvceuedcia del innberial vegota
tivae
21 an’lisis eﬁtadﬁético spbre 1z concentracién de citncininaév*

© indica que’ con 0.8 mg/l de PA se obtiene un mayor nlnsro. ds —:

b"atos tnt,les en p“n di 5 apareciande una dlrerencaa esta~~’-“

~ist‘c zente’ 51,41‘40 tiva solo en el ca so. dr la primera ¥ seﬁ

,";‘

anda transf»rencia, pnro en. 13 implant cion inic1a1 xisce\es';:'

;tg,o nwf*canhl",en‘el n *ﬂro ue brotes vequeﬂos, no aai parav 2

untol gb brotds obtaﬁiacs en aonde e cbtiene w promedio -

et

20T y nn alf cntb nstadisulcQMﬂnte, la peculiaridad del -

vto conglste en gue nl qunsro ae brntes grandeu ¢umenta con}

&‘fcr:e dlsminv 7€ la cnnccnnraclon cc catoclnlnas, sin embargo , 

5T0 .u..te a.ife enc a mg,m_i‘icativa, resultado oun comuerdam:lo
"veAaum«to por Cnaturveai v Iitra ( 197h b)s
itDe 1s miuma forﬂa se eValuo una mayor concentracaon de citocz~‘.

‘;o.

;nlncs en la tercera transfewencia, en donde se manejaban 1

ffh.o y 3 O mg/l de BA 7 se obtuvo un ruerte decremento, ascadia*:"

‘ticawente si"niricativo, cuando seﬁincrementaba 1& concentra-

'cion,es docir, lejos de ravoracor la_proli'eracion,la inhibio-

Tseu ilizo une concentracion,ya evaluada‘dc
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(1.0 mz/1 de B& ) en 1z implantscién inicial 7 que el resultado
difiere en un 507 menos; ello pudo deberse al tiecmpo de perma=-
nencia en ol medio, cntes de hocer la tercera transferencia e .
(_éuatro sezanas nas )e De esta manera se obs:irva como afecta -
en forma desfavorzble un mayor tiempo de permanencia en el me=w
dios Zstos resultsdos son semejsntes e los obsorvedos por Skoog
¥y Awstrong ( 1970 )3 Grinblet ( 1972 )3;Barlas y Skene ( 1982 )

ouioncs con difercntes

m

species de Citrus mostraron aue existe

una verizesAn en su hehilid-d para regencrar plantules In Vitro

>

comn una funcidén de orirsen y medurez del cuplante, es decir,de-

pendienco de la especic, eind,posicidn. y época de afio

:o—;. rY ~ > 4 ;
E1 ranto 8 concentrscicncs de citocininas mas adecusdas { 0.6,

o8 7 1.0 mz/1 de BA ) fucron probadas pora determinar squella

on la cuél se obtiene una longitud mayor que brotes ¥ aunque =

l

neexistid dlfcrenc¢a est:distice significativa, fué nuevamanbc :

.-

‘la concen trac*on de (o8 zg/l on donde se obtuve una longitud ma -

"or, a8 aec;r 11.75 Ane. que dlflere con Rej v Arya (1978)aunoue'v

no se msnclona $i existe alrerencia estadﬁstica significativp.

"Vn relacaon con le contawunacion, la evaluacnon fué heche en ba

“oe a la rﬂlacian -Gel numr“o ae tubos contaminedos v evaluadov -

vpara Dbuﬂnch 21 norcnntrjc de scpsia, es decir de hOO uubos -

: evalunons, dos-pre ‘tﬂrn“ cnntnminacion, 1o cue enuiVﬂle a un

'De acuordo al tipo de: auxina probnqa, fué el acido Laftalenace ,i

1995 .7 de cultivos as épticos, con la. cuol puedo decirse quo la o

netodoloria emplenus es auecuuda.

ENRATIZANITNTO,

;tico ( ANA ) con 1a que ‘se" obtuvo un, mejor resultadc que ol Aci*.”

‘ﬂgdo Indolbutirzco (ﬁIJ) sonre 1a rormacion ue callo,primordio ddmf

'ira{u Yy raices desarrolladas, ello en concorduncia con Ghnturvedi
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oy litra (197h'35, Barlas 7y Skene (1982) quieﬁes fambién aaegé
ran es el ANA la auxina de mayor efecto sobre el enraizamiento
de Citrus cultivados in vitro. 4

La cnhcentracién auxin{ca prnbndé en los ensayos axpérimenta-
les para enrsizamiente fué de O.S'y 1.0 mg/1, tal cruo 1o re -
prrton Raj ¥y Arye (1972),Grinblat (1972),Altmen y Goren (1977},
Chaturvedi v "itra (19?%-&) ¥ por tal rﬁzén fueron evaluadss -
primorazente arbas concentiracinneseSe obtuveo un enraizamiento
del 2077 en condiciones nermeles 7 un méx;mo de 80% al encontrar
s¢ en obscuridad o ser transferidad a un medio libre de auxi--

nas,por ello so penad en audentar la concentrocidn de auxina =~

‘pera elevar los resultndos 7 de ésts forme se utilizd 5,10 y -
'liﬂm de ATA (0493,1.80 y 2419 mz/1) en concﬁrdancia con Gorst
et al.(l@Bl),'Plumor ¥ Fossard (1981), Eailas y Skene ( 1982),

»

kcrn lo cuc se obtuvo un enranzaminqto mfnwmo de 13,339 ¥ un ma'

5

ximo de 30‘., _ o
Con rnsnectn al tiempo de permencncié en el médin'auxinico,‘el
~5néli eis de varian za indica cue si existe uixerencia estadisti

cr alta ehte slnnlf aniva el cnmbnrqr el establec;uiento en -V'

un mﬂdio cnntenienuo auyinas por e°pacin de cuatro semanas y -

ra. fapip las plartulns a’un medio libra de ellas p1ra perma-
necer unvtismuo de cuatro'semanas mas‘y evaluar el efecto SO==
bre 1a Vari ble num ro de plantas con raices yeo. dosarrollaias,.
'rszn embarzo enn los rosultauos Gel primar ensayo parece acr ‘de

.

; wmagyor efecto en enrz zaionto el hecho do mant~ncr por espacio

‘~de- dos: Sﬂmanas lo 1mplantes en un medio conten:cndo aurinas 2

:ﬁdos seinenas mas sin estas.Lo cual rerleja similitud ccn 10 -"'“ -
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reportado por Navatel (1982), quién manifiesta que las pldntulas
deben acondicionarse en un medio libre de reguladorea, para ser
transferidas a un medio con auxinas v el efecto sea mayor al pa- -
sarlas nuevmnente & un medio 1libre de auxinas.

El fotoperfode, aasf{ como el tipo do color de luz emitida fueron
otras dos condici~nes de incubacidn estudiandas en conjunto bn ~
donde se probé el efecto dos a) 16 hrs luz Blanca y 2 hrs obs=
éuridad,b) Luz blanca y roja 12 hrs ¥ 2 hrs de obscuridad, c)=
Iuz blanca,roja y obscuridsd 12 hrs {dos semmnas) y 12 hrs de =~
luz roja (dos semanas),en los diferentes experimentos desarro-=
llados y después de cuatro semsnas los tubos fueron colocados «
‘en 16 hra luz blanca y rojs,y 2l hrs de obscuridsd ¥y 12 hrs luz
roja,respectivamnente,pura hacer observacionss de evaluaciéniun—
mes més tarde.Ello dié por resultado me jores afsctos sobre el -
enraizam;onto 2). mantener las plantas en completa obscurided «

2y hrs)y al transferirlas al medio sin auxinas ¥ proporcionarles

- luz blanea con un fotoperfodo de 16 hrs.Lo que concuerda: con »-'

Druart gg_g;,(l?BZ) ouienes encontraron que con el efecto do la
1obchpi&ad-obscufidad (2l brs) os mayor el porcentaje de‘enrg14
zamiahto,1§ que indién que la obscuridad favorsce 1a'fbﬁMac15n~ '
de raices on forma superior durante la fase de iniciaciGn qua -
durante 1a induccidn, ) k
. Para’ finnlizar, los experimentos desarrollados en las etapas de
enraizaniento resultaron ¢on un pcrcentaje minimc de contamina-
' cion,pues de 420 tubos ovaluados en total, el numero de tubos ~ 

'contaminados fue de 5y 10 que. corresponde a un porcentaje do --i‘V'

asepsia de 98 8 1% con lo que resulta ser aceptable la motodoln-ﬁ

'*gia empleada para obtener reducido nunero de tuboa contaminados.




CONCLUSIONES

- La Concentracién de sales minerales del medio de cultive
nés sdecuado para efectos de proliferacién fué 75% en la im
plnntacion inicial y 1007 para la la. y 2a. transferencia.

~ La concentracinn de Citocininas crn lagual se obluvo un ma--

yor niinero de brotes promedio y longitud, fué 0.8 mg/1 da‘BA,
decreciendn fuertemente el promedio detbrotes obtenidos con-
forme se incrementa la concentracidén de citocininas a 2 ¥ 3~
ng/1. .

"= Un mayor tiempo de pﬁrmanoncia en el MGdio de cultivo afecta
desfavorablemente la proliraracion de brotes decreciendo 8l-

kprcmedio de brotes obtenidos hasta en un 50%,

- El Acido Naftalenscético fud la euxina con la cual se obtu--

vieron los mejores resultados sobro la formacion de callos,

" primordios de rafz y- raices complotanenta desarrolladas.
,-:Las concentraciones auxinicaa de 0.5 ¥ 1.0 mg/i dteron por -
7‘ reaultadc un 80% al ser tranararidos a un medio sin auxinas,

’mientras qne ‘en laa cnncentraciones ‘més altas de. ANA como 5; '

410 y,lsqu (0.93,1 86 y 2.79 mg/i) se obtuvo un enraizamion

. 1) maximo de 30 %, ’ - i '
v'~“Los mejores resultadns con respecto al tiempo de permanencia

‘;‘en un medio .aux{nico, se obtuvieron al colocerlas por eapaciov
,de 2 semanas enun mnsdio conteniendo auxinas N tranafarirlas“
a un medio libre de estas.
- La permanencia en. la obscuridad completa (2& hra)por espacio
°‘f}f,de s semanas parmitio incremenhar al maximo el porcentaje de "
;j.enraizamiento cuando fuerun transferidas a un madio libra de

L raguladores y permanacer laa planbas con un rotoperfodo de - ,v
‘ 16 hrs de lug. blanca. ' L ‘ ‘
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CUADRO 1.A.- SOLUCIONES CONCENTRADAS DE LAS SALRS

INORGANICAS DEL MEDIO MODIFICADO DE
MURASHIGUE ¥ SKOOG (1962).

II.

<IIT.

v,

f Fosfato de Potaslo (KH2 PO )
Acido Bbrico (Hy BO,) _
“,Mollbdato de ‘Sodio (NaMoO4 2H20)

NITRATOS ' g g/l
Nitrato de Amonio (NH y NO,) 165.00
Nitrato de Potasio (KNO,) ' 190.00
SULFATOS aE

- Sulfato de Magnesio (MgSD4 ZHZO)« , ' 37.00
Sulfato de Manganeso (MnSO, H,0) [y 1.690
Sulfato de zinc (ZnS0, H,0) : . 0.860
Sulfato Cdprico (Cuso4 SHZO) ' w0 -.0.0025
HALOGENOS - S T
Cloruro de Calcio (CaCl, Hy0) S - : 44, 00
Ioduro de Potasio (KI) ‘fﬂf,j»vgﬂ 0.083
Cloruro de Cobalto (CoCL, 2H,0) - N 0025:"
PO;‘BO3, MOO4

Sulfato Ferroso " (PesO. 7820 y I SR f:2f784‘yﬁ

Ac1dc Etl1endlnltrllotetra—Acetato (NaEDTA):; 3.7241ﬂih




CUADRO 2A.~- SIGNIFICANCIA DE LAS PRUEBAS DE F. PARA
CADA VARIABLE DE ESTUDIO EN LA la., FASE
DEL ESQUEMA FINAL DE ENRAIZAMIENTO.

FACTORES DE VARIACION
VARIABLE

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 LIS NS NS 152.97

©N.S. ¥=No Siénificativo

* &%

f

;‘Significancia:é1;0;05~‘;‘;gv,x,;

Coéfiéiente'de7ﬁariac16n>3
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'CURDRO 3A.~ SIGNIFICANCIA EN LAS PRUEBAS DE F. PARA
7 CADA VARIANTE DE ESTUDIO EN LA 2a. FASE
DEL ESQUEMA FINAL DE ENRAIZAMIENTO.

FACTORES DE VARIACION

VARIABLE

AUXINAS LUZ  AUX-LUZ cav.
SIN CAMBIO APARENTE NS NS NS S
ENGROSAMIENTO BASE s NS Ns 148.32
INICIA CALLO V' s ws N 74'.','24"
cALLO DESARROLLADOA ‘NF ‘ Né NS = ¥ 42_'.,6‘8'_"
'éRIvMODIO’ DE RAIZ NS NS ooNs ,_______
éA_Iz ‘Dzsmd.r,'z;z;\m B Ns © o ms NS 92.71

]

N.S. No Significativo '’
‘Significancia ai 0.05

=Coeficiente de Variacién.
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FIGURA 3 DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL
PARA PROLIFERACION
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