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RESPUESTA DE DOS PATRONES DE CITRICOS (Citrus spp.), A LA
TECNICA DE MICROINJERTO Y A CONDICIONES DE CON-
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RESUMEN

Mediante é&ste trabajo se determiné la respuesta del naranjo
dulce y el naranjo agrio, como patrones a la técnica de microinjer-
to in vitro implementada por Navarro et al. (1975). Ensayadas con
variedades comerciales de Naranja dulce (Citrus sinensis), Toronja
(C. paradisi), Mandarina (C. reticulata), Tangelo (C. reticulata X
C. paradisi) y Citrange (Poncirus trifoliata X C. sinensis) y dos
especies locales, "Limén real" (C. limettioides) y Limén mexicano
(C. aurantifolia).

El material vegetativo para injertar fue sometido a condicio-
nes de confinamiento in vitro, mediante su instalacién en solucién
acuosa de benlate a 1 g/1, en condiciones no asépticas, como fuente
de 4apices para el ensayo de los patrones y se determindé su
viabilidad en las mismas condiciones, hasta un perfodo de 29 meses
sin que cesara la produccién de brotes aptos para el microinjerto.

El material resultante de la técnica de microinjerto fue
conservado en el mismo medio de mantenimiento de microinjertos
hasta un perfodo de 18 meses, sin pérdida de viabilidad y con una
supervivencia del 80% del material trasplantado a sustrato sélido.

vi



‘I INTRODUCCION

Naranja 71%—

1%

. fmén mex. 22%
Otros 2% —

Fuents BARH 1982

Fig. ! superficie cultivada de citricos en México

La citri-
cultura nacio-
nal cuenta
actualmente
con una super-
ficie total
de. 373 as1
Ha. cultiva-
das, de las
cuales un
71.2% corres-
ponden a na-
ranja dulce
(Citrus sinen-
sis (L) Os~-
beck) y un 22%
aproximadamen-
te a limén
mexicano {C.
aurantifolia
(Christm.)
Swingle) (Figu-
ra 1), la dis-
tribucién por
especies de la
superficie

cultivada de citricos se muestra en el cuadro siguiente:

CUADRO I PISTRIBUCION DE CULTIVOS DE ciTricos
EN MEXICO
CULTIVO SUPERFICIE CULTIVADA (Ea)
Lima 2 226
Limén mexicano 82 221
Mandarina 9 207
Naranja 265 B40
Toronja 7 521
Otros 6 336
Fuente, BSARH (1992).



La produccién de 1991 alcanzé un total de 4 710 345 toneladas
que significaron alrededor de un billén 614 mil 23 millones de
pesos, (SARH, 1992), lo cual refleja una importancia econbmica y
social considerable. Esto lo ha colocado entre los primeros paises
productores de citricos a nivel mundial (Figura 2) (Agusti y Almela,
1991)

La pro-
duccién de
citricos se Milos do tonelades
encuentra ame-
nazada por 18
diversos fac- L M Produccién 1988
tores, entre 16-g
los que desta- 14
can las plagas
Y enfermeda- 121
des. 10 _{
Las prin- 8-t
cipales plagas |
que afectan a 6
los citricos 4]
son las esca-
mas, los pul- 29
gones, lepi- ' ;
Sggt;rgsn': tzgg; BRASIL EUA ESPARIAJAPON CHINA MEXICO ITALIA EGIPTO ISRAEL
(Mc Gregor ¥y Pais productor
Gutiérrez,

1983; Gonz&- Fig. 2 Produccidén citricola mundial

lez, 1984;

Gutiérrez, 1985), pero el mas grave factor que los afecta es el de
las enfermedades, y entre éstas las causadas por virus y micoplas-
mas, esto debido a gue no existen tratamientos practicos para curar
plantas infectadas.

Las plantaciones de citricos del pais muestran que existe un
deterioro notable causado por virosis (B&ez y Berdeja, 1981 ;
Rodriguez, 1981; Ramirez, 1982), causando un detrimento de 1la
poblacién.

El problema mas grave de virosis lo constituye la enfermedad
conocida como la "Tristeza de los citricos", que ha mostrado ser
muy virulenta, principalmente en la combinacién de injerto naranjo
dulee [/ naranjo agrio (C. aurantium L.) y con el limén mexicano,
los cuales representan el 93.2% del total de citricos cultivados,
adem&s la tristeza es transmisible por insectos chupadores y
mec&nicamente por las herramientas usadas para el injerto y la poda
(Fawcet y Wallace, 1946; Meneghini, 1946; Cockran, 1959; Esau,
1961) .



La estrategia de saneamiento vegetal en plantaciones con
problemas de virosis consiste en la obtencién y distribucién de
material de propagacién libre de virus, para disminuir la propor-
cién de plantas infectadas y su reemplazo a medida que ocurra un
deterioro significativo de la poblacién (Hollings, 1965).

Para obtener el material libre de virus se han ensayado
métodos con diversos grados de éxito, éstos involucran técnicas de
tratamiento con calor o termoterapia, la quimioterapia, la
obtencién de plantas a partir de embriones nucelares,  y el
microinjerto in vitro.

Los resultados obtenidos con la termoterapia y la obtencién de
plantas a partir de embriones nucelares no fueron totalmente
satisfactorios, ya que, en el caso de la termoterapia al cesar el
tratamiento el patégeno recupera su agresividad y en la obtencién
de plantas a partir de embriones nucelares se presenta el problema
de juvenilidad, cuyas caracteristicas comoc espinas grandeg y
abundantes, baja produccién en los primeros afios, baja calidad de
fruto, etc. hacen poco prictico su uso.

La téchica de microinjerto in vitro desarrollada inicialmente
por Murashige et al. (1972) y modificada por Navarro et al, en 1975
(Navarro, 1875; 1979) ha probado ser un magnifico método de
obtencién de material vegetativo libre de virus, debido a su alta
eficacia y a que no presenta inconvenientes como los que limitan a
las técnicas anteriores.

El microinjerto in vitro consiste b&sicamente en la implanta-
cién de un meristemo o &pice caulinar con 2 6 3 primordios foliares
sobre un patrén obtenido de una semilla y mantenido en un medio
nutritivo artificial, todo bajo condiciones asépticas.

La obtencién de material vegetativo de citricos libre de virus
implica la conveniencia de mantener una fuente de yemas sanas, lo
cual resulta riesgoso cuando se usan sistemas convencionales de
confinamiento por medio de mallas antipulgén, ya que existe el
riesgo de una eventual introduccién de insectos que pueden ser
vectores de una nueva infeccién, debido a esto el uso de sistemas
que permitan la conservacién de germoplasma in vitro ha cobrado
gran importancia.

Los trabajos sobre microinjerto in vitro han sido realizados
usando como patrén al citrange Troyer (Poncirus trifoliata (L)
Raft. X ¢. sinensis (L) Osbeck) principalmente, y otros tales como
el 1limén rugoso (C. jambhiri Lush), cidro (¢. medica L) y C.
macrophylla West, en menor escala (Navarro et al., 1975; Roista-
cher y Kitto, 1977; Tusa et al., 1978; Azaola 1979; Cedano, 1981).
Estos patrones son poco usuales localmente, lo que dificulta su
adquisicién y eleva los costos en un programa donde se contemple la
sustitucidn de poblaciones, debido a esto seria de gran utilidad la
disponibilidad de patrones de genotipos establecidos en México, que
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ademis se encuentren adaptados a las condiciones climiticas y
eddficas locales.

Es necesario adem&s, establecer las condiciones fisicas y
quimicas apropiadas para mantener un germoplasma de citricos sano,
garantizando una fuente de yemas cuando asl se requiera. De esta
forma, el mantenimiento in vitro garantizarfa un control absoluto
de las posibles fuentes de infeccién en un espacio mas reducido al
que se necesita en campo ¢ invernadero.




II ANTECEDENTES

2.1 Ubicaci6n taxonémica de los citricos

Las principales especies de citricos de importancia horticola
se agrupan bajo los géneros Citrus, Fortunella y Poncirus, que
estédn incluidos entre los 33 géneros pertenecientes a la subfamilia
Aurantioidea, la cual estd ubicada segin se describe en el
siguiente cuadro:

CUADRO II UBICACION TAXONOMICA DE.LOS CiTRICOS

DIVISION Traquecfitas
BUBDIVISION Angiospermas
CLASE Dicotiledéneas
BUBCLASE Arquiclamideas
ORDEN Geraniales
BUBORDEN Geraniineas
FAMILIA Rutéceas

segin Morin (1985).

La mayoria de 1los citricos cultivados y sus parientes
silvestres son nativos del Asla oriental, en una zona gue abarca
desde 1la vertiente meridional del Himalaya, hasta 1la China
meridional, Indonesia, Tailandia, Malasia e Indonesia, y su hébitat
natural abarca desde el noreste de la India y centro norte de
china, hasta Nueva Guinea, noreste de Australia y Nueva Caledonia,
y su cultivo se extiende en su mayor parte en las regiones
tropicales y subtropicales comprendidas entre los paralelos 44° N
Yy 44° s (Agust{ y Almela, 1991).

Los citricos poseen ciertas caracteristicas, tales como
relativa facilidad de hibridacién - interespecifica e inclusive
intergenérica, ocurrencia de poliembrionia y produccién espontanea
de formas tetraploides, lo cual lleva a la aparicién de individuos
bastante diferentes a la poblacién progenitora. Esto ha contribuido
a la dificultad de su tipificacién taxonémica (Morin, 1985),
existiendo por lo tanto discrepancias entre los taxénomos.

Merril (1923) estima que todos los citricos deberian agruparse
en una sola especie, sobre la base de su facilidad de hibridacién
interespecifica, y por otro lado Tanaka (1961) asigna 159 especies
solo para el género Citrus. Una posicién intermedia es la de
Swingle (1943), que considera la existencia real de 16 especies
dentro del género Citrus.



2.2 Problematica de su cultivo

El cultivo de los citricos es afectado por diversas plagas,
entre las que se encuentran gueresas, moscas, pulgones, &caros,
nematodos y diversas larvas de lepiddpteros, También por enfermeda-
des criptogdmicas de origen fungoso, algal, bacteriano y enferme-
dades de origen viral (Morin, 1985).

Existen tratamientos para resolver los problemas causados por
plagas y enfermedades criptogémicas, no asi para las enfermedades
causadas por virus, las cuales originan altas pérdidas econémicas
en el mundo al ocasionar baja produccién, baja calidad de fruto,
pérdida de vigor y longevidad, y muerte de los &rboles (Navarro,
1579).

2.2.1 Enfermedades. virosas

Dentro de las enfermedades virosas se engloban aqueflas
causadas por virus, viroides y micoplasmas (Navarro, 1979; Morin,
1985), éstos Gltimos debido a su comportamiento semejante a los
virus. A continuacién se describen estos patégenos:

Virus.- Son agentes patogénicos de alto peso molecular,
compuestos de protefina (Cipside) y un &cido nucleico, que solo se
multiplican en células vivas cuando logran introducirse. Su
transmisién puede llevarse a efecto por medio de injerto, insectos
vectores (Sharma,1989), nematodos e incluso por hongos, y en casos
raros por semilla (Krantz et al., 1977).

viroides.- Son Acidos nucleicos de bajo peso molecular que a
diferencia de los virus no poseen cipside y son altamente resisten-
tes al calor y a radiacién ultravioleta y ionizante. Su transmisién
puede tener lugar por medio de polen, semilla, medios mec&nicos y
posiblemente por insectos (Diener, 1979).

Micoplasmas.- Son organismos procariotas unicelulares gue no
poseen pared celular, a semejanza de los virus son filtrables solo
que m&s grandes. Su transmisién se efectGa por insectos o por
contacto con herramientas de injertar infectadas. Su biologla es
aun poco conocida {(Krantz et al., 1977).

Las principales enfermedades virosas que afectan a los
citricos son las siguientes (Smith, 1972; Navarro, 1979; Morin,
1985; Frison y Taher, 1991):

Tristera.- Ocasionada por varias razas de virus (Guerri et
al., 1990; Moreno et al., 1990), de las cuales se han reportado
hasta dieciséis (Guerri et al., 1991) causa encrespamiento del
follaje y marchitéz, supresién de renuevos, tambi&n dafios severos
en la raiz, pérdida de follaje, finalmente la planta muere de
inanicién.



Exocortis.- Ocasionada por un viroide, causa arrugamiento de
las hojas y lesiones en la corteza de plantas jévenes, el creci-
miento se detiene y la planta declina en su produccién conforme la
enfermedad avanza.

Grupo Psorosis.- En base a sintomas comunes se ha considerado
que seis enfermedades son producidas por virus relacionados, estas
son Psorosis A, Psorosis B, Concavidad gomosa, Bolsilles ciegos,
Hoja corrugada y abigarrado infecciosc (Fawcet y Bitancourt, 1943;
Wallace, 1957, 1959). De éstas la mAs extendida y conocida es la
Psorosis A (Morin, 1985). ’

Xiloporosis.- Causada por un viroide, produce impregnaciones
gomosas en el floema, acanaladuras en la zona cambial del lefio,
necrosis en la zona interna de la corteza, presencia de chancros
que pueden causar estrangulamiento parcial del tronco, esto
ocasiona follaje escaso y clorético y crecimiento retardado.

Enfermedad pertinaz.~ Causada por el micoplasma Spiroplasma
citri, ataca principalmente a las plantas jévenes, sus sintomas son
enanismo, disminucién de la produccién, frutos deformes, caida de
hojas y declinacién progresiva. Todas las variedades comerciales de
citricos son susceptibles a esta enfermedad (Morin 1985).

Existen otras enfermedades menos importantes, tales como hoja
rasgada, agalla lefiosa, acanaladura de las ramas, etc., que
producen dafios en los cultivos comerciales de citricos (Navarro,
1979) .

2.2.2 Enfermedades virosas en México

Las enfermedades virosas que afectan a los citricos en México
son principalmente Exocortis y Xiloporosis. En Veracruz, primer
productor de citricos se encontrd ocurrencia de limén persa (C.
Jatifolia Tan.) hasta del 96% y hasta un 20% de Psorosis en naranja
valencia tardia (C. sinensis) (Bsez y Berdeja, 1981).

En Nuevo Leén, el 563% de adrboles de la regidn de General Teréan
presentaron Exocortis y el 11% Psorosis (Rodriguez, 1981). En
general se estima que el 3% de pérdida anual de &rboles del pais se
debe a Psorosis (Ramirez, 1982},

2.3 Metodologias de saneamiento vegetal

Un procedimiento eficaz para obtener material vegetativo con
caracteristicas sobresalientes es el método de proteccién cruzada
(Cross protection). este método consiste en la seleccién de plantas
infectadas con complejos virésicos gque presentan una patogenicidad
atenuada y gque permite que estas plantas mantengan alta produccién,
gran calidad de fruto y una presencia minima de sintomas de la
enfermedad. La presencia de tales complejos "suaves" interfiere
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impidiendo 1la accién de otros complejos de patogenicidad mias
agresiva.

Las plantas seleccionadas son de alta rentabilidad y no
manifiestan declinacibén. Este método ha sido ensayado satisfacto-
riamente con material sensible a tristeza (Costa y Muller, 1980;
Morin, 198S5; Van Vuuren et al. 1993).

Para la obtencién de material de citricos libre de virus se
han usado cuatro técnicas; la quimioterapia, la termoterapia, la
obtencién de plantas a partir de embriones nucelares y la obtencién
de material vegetativo libre de virus por microinjerto in vitro de
4pices caulinares.

2.3.1 Quimioterapia

Estd basada en la aplicacién de sustancias quimicas especifi-
cas a plantas o tejidos infectados para alterar su metabolismd, Yy
de ésta manera bloquear o alterar el mecanismo de sintesis de los
virus (CIAT, 1982). Sin embargo, la mayoria de las sustancias
quimioterapéuticas ensayadas han resultado fitotéxicas y la
suspensién del tratamiento revierte el proceso, regresando la
planta a la condicién original de infeccién (Agrios, 1970; CIAT,
1982) .

Por lo tanto, ésta técnica se ha propuesto como auxiliar de

otros métodos de saneamiento como el cultivo de meristemos y el
microinjerto in vitro (Navarro, 1975, 1979; CIAT, 1982).

CUADRO III SUSTANCIAS QUIMIOTERAPEUTICAS DE MAYOR APLICACION

- Antimetabolitos. - Otreos

1.~ Purinas, pirimidinas 1.~ Pungicidas
Y anflogos de nucledsidos. Bobistin (Metil
6-metil purina benzamidazol-2 il-
2-tiouracilo carbamato
8-azaguanina
Ribovirina (virasol) 2,- Insecticidas

Piperonil butéxido
2.~ Anflogos de aminoécidos.
Fluoro fenil alanina 3.- Colorantes
Verde de malaquita
3.~ Inhibidores metabélicos
Actinomicina 4,- Hormonas
D-ciclohexamida 2,4-D

Tomado de CIAT (1982) (Fuente, Hollings, 1965; Quak, 1977;
Mellor y Btace-Bmith, 1977; Lerch, 1977).



De &stas sustancias, la ribovirina ha mostrado ser efectiva en
el tratamiento de citricos afectados por tristeza, exocortis y
abigarrado infeccioso (Greno et al., 1990}.

2.3,2 Termoterapia

"La termoterapia consiste en someter las plantas o partes de
ellas a tratamientos térmicos gue destruyan o disminuyan la
valocidad de replicacién de los virus, sin matar a la planta, y la
propagacién vegetativa de yemas o pequefios esguejes libres de virus
obtenidos tras el tratamiento" {Navarro, 1979). Tales tratamientos
térmicos incluyen, tratamiento de plantas con aire caliente en
cdmaras especiales (Desjardins et al., 1957; Schwarz y Green, 1972)
y de material vegetativo con agua caliente y aire caliente hfimedo
{Grant, 1957; Olson y Rogers, 1969; Roistacher y Calavan, 1972}.

Se ha sugerido que la inactivacién de virus a alta temperatura
se debe a gue existe una sintesis y degradacién simultinea del
virus, y a altas temperaturas este balance se desplaza a la
degradacién, resultando una eventual erradicacién. También se ha
sugerido que a elevada temperatura el ARN viral compite desventajo-
samente con el ARN mensajero de la planta hospedera por el limitado
namero de ribosomas para sintetizar sus propias proteinas (Walkey,
1978} .

Independientemente de la causa, la termoterapia ha sido
satisfactoria para proveer material, de citricos libre de virus,
entre estos tristeza, virus del grupo Psorosis, amarillamiento de
las nervaduras, etcétera, sin embargo es inefectiva con Exocortis
y Xiloporosis (Calavan et al., 1972}.

2.3.3 Embriones nucelares

Consiste en el cultivo de tejido nucelar aislado de semillas
inmaduras de frutos jévenes, para inducir la formacién de embriones
nucelares, y su posterior desarrollo en plantas (Navarro y Judrez,
1977; Plopper et al.,, 1977). Esta técnica ha sido efectiva para
recobrar plantas libres de tristeza y otros virus (Bitters et al.,
1972), sin embargo, la presencia de caracteres juveniles que se
manifiestan como falta de produccién en los primeros afios, baja
calidad de fruto, elevada espinosidad, etc. limitan su uso
(Murashige et al., 1972; Navarro et al., 1975). Inclusive se ha
detectado un alto porcentaje de plantas anormales derivadas de esta
técnica, y estudios bioquimicos de tales plantas indican la
posibilidad de variacién genética (Judrez et al., 1976; Navarro et
al., 1985).

2.3.4 Microinjerto in vitro

Este método tiene sus antecedentes en el cultivo in vitro de
meristemos de diferentes especies, gue ha demostrado su eficacia en
la obtencién de plantas sanas de dalia (Morel y Martin, cit. por
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Murashige et al., 1972), clavel (Villalobos, 1879), yuca (Manihot
sculenta Crantz) (CIAT, 1980}, etc.

Sin embargo, existe dificultad para realizar cultivos exitosos
de meristemos de plantas lefiosas, dentro de estas los citricos
{Bitters et al., 1972; Navarro y Juidrez, 1977; Keng et al., 1978;
Gonzé&lez, 1985), ya que en algunos intentos los explantes fueron
mantenidos in vitro, pero no manifestaron un desarrollo significa-
tivo (Murashige et al., 1972), o las plantas resultantes presenta-
ron enanismo, sin tendencia a florecer (Méndez, 1983),

La técnica de microinjerto in vitro en citricos fue iniciada
con el trabajo de Murashige et al. (1972), tomando en cuenta la
baja tendencia de los explantes meristemiticos a diferenciarse.
Aungue el resultado de injertos exitosos fue relativamente bajo (5%
a 40% en diferentes experimentos), si se noté la bondad del
sistema en la obtencién de plantas libres de virus, incluyendo al
viroide de la Exocortis, con el que la termoterapia habia fallado
hasta entonces.

Posteriormente Navarro et al. (1975) obtuvieron porcentajes de
prendimiento mayores, y un porcentaje de sanidad superior al 80%,
siendo préacticamente del 100% para Tristeza, Abigarrado infeccioso,
Exocortis, Xiloporosis y también, en otros experimentos, para
Spiroplasma citri (Roistacher et al., 1976). Se determind también
la influencia que tienen el tamafic y fuente de é&pices en el
prendimiento y generacién de plantas sanas (Navarro, 1976).
Inicialmente hubo dificultad para erradicar el complejo virésico
Psorosis A cédigo P-209, siendo eliminado posteriormente por
Roistacher y Kitto (1977) con la misma técnica.

Las plantas derivadas de microinjerto in vitro no manifiestan
las caracteristicas indeseables de las plantas obtenidas por
cultivo de tejido nucelar, y a semejanza del cultivo de meristemos
in vitro que no induce variacién genética (Walkey, 1978), se
descubrié que &sta ventaja también puede atribuirse a la técnica de
microinjerto in vitro, ya que frutos colectados en cultivares
derivados de plantas sometidas a microinjerto fueron altamente
uniformes (Nauer et al., 1983).

Tusa et al. (1978} modificé el sistema usando condiciones
diferentes a las usadas por Navarro et al., (1975), obteniendo un
porcentaje promedio del 50%. Edriss y Burger (1984) encontraron al
citrange carrizo (P. trifoliata X C. sinensis), mejor que al
citrange Troyer.

2.3.5 Estudios en México

Los trabajos encaminados a implementar una técnica de
microinjerto en México han tomado como base la metodologia descrita
por Navarro et al., (1975). Azaola (1979) realizé ensayos con el
patrén citrange Troyer, junto con C. macrophylla y naranjo agrio
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{C. aurantium), donde se manifiesta al citrange Troyer superior al
C. macrophylla, sin embargo no reporta datos sobre el patrén agrio.

Cedano (1981) obtuvo resultados con citrange Troyer usando
nuevos nétodos de implantacién del 4pice en el patrén. Este trabajo
se reporté posteriormente sin incluir el aspecto fitopatolégico
(Cedano et al., 1982).

Actualmente los trabajos en microinjertos no han manifestado
cambios en la utilizacién de nuevas metodologlias y materiales
{Chagolla, 1990).

2.4 Conservacién de germoplasma

El método m&s generalizado de conservacién de material de
citricos libre de virus se realiza en invernaderoc o en campo
{Navarro et al., 1985; Méndez, comunicacién personal), Este método,
ademis de ser sustancialmente caro, no provee un completo control
contra insectos vectores de patSgenos (Esau, 1961; Withers, 1980
a)), y ofrece riesgos de una nueva infeccién. Ademis estos métodos
convencionales estdn sujetos a riesgos de pérdidas catastré6ficas
debidas a ataque de plagas, desb6brdenes climiticos, desastres
naturales y causas econémicas y politicas (Dodds y Roberts, 1985).

Se han realizado estudios de métodos que excluyan este riesgo.
Uno de estos es el uso de temperaturas ultra bajas por medio de
sistemas enfriados por nitrégeno liquido (Withers, 1980 b); Marin
y Duran-Vila, 1988), denominado criopreservacién (Dodds y Roberts,
1985), éste mé&todo reduce o hace cesar la divisién celular, la cual
incide directamente con la tasa de mutacién (Henshaw et al., 1879),
lo que garantiza la conservacién de las caracteristicas del
material almacenado.

Otras técnicas de almacenamiento in vitro involucran tasas de
crecimiento minimas, tales técnicas tienen un uso importante en
varios centros de investigacién internacionales, ya que el material
asi almacenado es de gran disponibilidad para su uso, se visualiza
facilmente si es viable (Wilkins y Dodds, 1983) y su traslado,
incluso internacionalmente, es efectuado facilmente y con seguridad
(Espinoza et al., 1984).

Los principales métodos usados para suprimir el crecimiento en
cultivos in vitro son tres:

Alteracién de las condiciones fisicas, por ejemplo 1la
temperatura o la composicién gaseosa dentrc del cultivo.

Alteracién del medio basal, usando concentraciones de
nutrientes abajo o arriba del nivel éptimo.
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Suplementacién del medio con inhibidores especificos del
crecimiento, como el &cido absicico, o componentes osmorregulado-
res, tales como el manitol y el sorbitol (Caplin, 1959; Sakai y
Sugawara, 1973; Bannier y Steponkus, 1376; Henshaw et al., 1979;
Dougall, 1980).

2.5 Justificacién

Debido a que la mayoria de trabajos realizados en microinjerto
involucran al citrange troyer (P. trifoliata X C. sinensis), u
otros hibridos (citrange carrizo, citrumelo sacaton (P, trifoliata
X C. paradisi), que son poco usuales localmente, se justificé 1la
necesidad de conocer la respuesta a la técnica implementada por
Navarro et al. (1975), de patrones adaptados a condiciones edificas
locales y resistencia a enfermedades potencialmente peligrosas,
como la tristeza, y que ademas sean de facil adquisicién.

Puesto que la técnica de microinjerto in vitro para citricos
ha demostrado ampliamente su eficacia en la obtencién de plantas
sanas, en este estudic se hizo énfasis en la instalacién de
microinjertos utilizando los dos patrones mas usados en 1la
propagacién de variedades comerciales de citricos, que son el
naranjo agrio (C. aurantium) y el naranjo dulce (C. sinensis). De
igual manera, se consideré interesante conocer la respuesta de
estos patrones a condiciones de confinamiente in vitro a largo
plazo, para la determinacién de condiciones fisicas y quimicas
adecuadas para su conservacién como fuente de germoplasma, estas
condiciones in vitro garantizan el control absoluto de vectores de
patégenos que puedan propiciar una reinfeccién en material sano
obtenido por medio de microinjerto, lo cual no ocurre cuando se
utilizan sistemas convencionales de invernadero, o inclusive en
sistemas donde se use malla antipulgén, ya que eventualmente
podrian introducirse por descuido o por ser de tamafic muy pequeiio,
lo cual no ocurre en sistemas in vitro, garantizindose de esta
manera la completa sanidad del material confinado.

2.6 Hipdtesis
a) La compatibilidad existente entre los patrones de naranjo
agrio y naranjo dulce y variedades comerciales de citricos, a nivel
macroinjerto, ser& mantenida al efectuar la té&cnica de microinjerto
in vitro.

b) Es posible el mantenimiento a largo plazo de germoplasma de
citricos viable, bajo condiciones in vitro.
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2.7 Objetivos
Objetivo general

Conocer 1la respuesta de patrones locales a la técnica de
microinjerto, que puedan ser alternativos al patrén citrange
troyer, y su comportamiento en condiciones gue puedan retardar su
crecimiento, para ser conservados como fuente de yemas, asegurando
de esta manera la total sanidad del material contenido.

Objetivos especificos

- Determinar la respuesta del naranjo dulce y naranjo agrio
como patrones para microinjerto.

- Determinar el tratamiento adecuado de 1las varetas de
citricos como fuentes de &apices para el microinjerto.

- Determinar el tiempo ma&ximo que puedan ser mantenidos los
microinjertos en el medio liquido descrito por Navarro y colabora-
dores {(1975).
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III MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biolégico
El material biolégico consistié en:

a) Patrones.- Se utilizaron 169 pléntulas obtenidas de
semilla de Naranjo agrio (Citrus aurantium) (86 plantulas) y Naranjo
dulce (C. sinensis) (76 plantulas).

El criterio de seleccién fue por su compatibilidad con un
amplio rango de especies y variedades a nivel de macreinjerto,
ademds el patrdn dulce muestra resistencia a Tristeza y Exocortis
(Morin, 1985). El patrén agrio es resistente a gomosis y se adapta
a una gran variedad de suelos (Palacios, 1578). .

Se utilizaron 148 semillas de naranjo dulce que se obtuvieron
de frutos de naranja Valencia (C. sinensis) y 162 de naranjo agrio
{C. aurantium) obtenidas de frutos de &rboles de huertos locales.

b) Fuente de &pices'.- Este material estuvo constituido por
varetas de aproximadamente 40 cm. de las siguientes variedades:

Toronjas (C. paradisi)
Redblush (10 varetas)
Marsh (11 varetas)
Naranjas (C. sinensis)
Pineapple (10 varetas)
Queen (11 varetas)
Valencia (7 varetas)
Hamlin (10 varetas}
Mandarinas (C. reticulata Blanco)
Nova (10 varetas)
Clementine (6 varetas)
Tangelo Orlando (C. reticulata X C. paradisi)
(11 varetas)
Citrange Troyer (Poncirus trifoliata X C. sinensis)
(10 varetas)
Lima dulce de Palestina (C. limettioides Tanaka), conocida
localmente como limén real (10 varetas)
Limén mexicano (€. aurantifolia)
{10 varetas)

'Todo =1 material vagetativo, exceptuando limén real y limén maxicano, que
proceden de husrtos locales, fues proporcionado por el prograna de citricos del
campo experimental Genaral Tersin (CAEGET) de Nuavo LedSn. Las varetas de citrangs
Troyer se obtuvieron de plantas germinadas en laborataorio.
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El criterioc para elegir los materiales donantes de &pices se
basé en que son variedades comerciales importantes en la citricul-
tura nacional (Ramirez, 1982).

3.1.1 Obtencibén de patrones

Se les eliminaron los tegumentos a las semillas maduras y
sanas, Y se sumergieron en alcohol etilico al 70% durante 20 seq.,
inmediatamente se pasaron a una solucién de hipoclorito de sodio al
0.9% de cloro activo, preparada a partir de una solucién comercial
{"Cloralex"); a continuacién se pasaron a la cémara de flujo
laminar y se realizaron cuatro enjuagues con agua destilada
estéril. El1 agua se eliminé y las semillas se pasaron a una caja
petri con papel filtro estéril, de donde se tomaron con unas pinzas
estériles y se sembraron en medioc de cultivo s6lido (3.3.1), una
por cada tubo de ensayo.

Todo el instrumental utilizado fue desinfestado por medio de
flameado, antes de cada aislamiento, usando etanol al 90%. El papel
f£iltro dentro de la caja de petri se renovd frecuentemente.

Los tubos con las semillas destinadas para microinjerto se
incubaron en ausencia de luz para favorecer la etiolacién, pues
segln Navarro et al. (1975), el porcentaje de &xito con patrones
etiolados es mucho mayor que el obtenido con patrones verdes,
debido a que el tejido etiolado estd menos diferenciado, y existe
una relacién inversa entre el grado de diferenciacién y 1la
capacidad de regeneracidén (Herman y Hess, 1963).

Con el fin de establecer una comparacién entre las caracteris-
ticas cualitativas de los patrones etiolados y los generados en
régimen normal de iluminacién, se sembraron 10 semillas de naranjo
agrio y 10 de naranjo dulce, en un régimen de iluminacién de 3000
lux y fotoperfodo de 16 horas luz/ 8 horas de oscuridad.

La incubacién se efectud a una temperatura de 27°C + 2°C y la
humedad relativa dentro del incubador fue del 55%. El tiempo de
incubacién fue de 2 semanas.

3.1.2 Medio de germinacién aséptica de semillas (GA)

Al medio basal de sales de Murashige y Skoog (MS), sin
vitaminas ni reguladores del crecimiento, aforado a un 50% de su
volumen total se ajusté el pH a 5.7, E1l volumen restante se adicién
con un 0.8% p/v de agar-agar (MERCK) y se calenté en una parrilla
eléctrica con agitador magnético, sin llegar a ebullicién hasta
adquirir un color ambarino y sin presencia de grumos, vertiéndose
en &ste momento en la solucién de sales de MS, agitandose hasta la
homogeneizacién de la mezcla.

15



El medio se sirvidé en tubos de 25 X 150 mm en dosis de 20 ml
por tubo y se sometieron a esterilizacién en autocclave a 120° C de
temperatura y 105 Kg/cm® de presién durante 20 minutos.

3.1.3 Obtencién de los &pices

Las varetas generadoras de los &pices donantes de meristemos
para el microinjerto se cortaron en tramos de 12 a 13 cm., en los
que habfia 4 6 5 yemas axilares y se instalaron en tubos de ensayo
de 25 X 150 mm. conteniendo 10 ml de solucidén de Benlate al 0.1%
p/v.

Antes de su instalacién en confinamiento htmedo se eliminé de
las varetas la tierra, el polvo, tallos en absicién, etec., por
limpieza superficial con agua corriente y detergente, y se
sumergieron en solucién acuosa de benlate a 1 g/l durante 25
minutos, .

La aparicién eventual de hongos en las cicatrices de los
brotes escindidos se elimind con la misma solucién fungicida de
Benlate a 1 g/l.

3.1.4 Bustrato de mantenimiento de varetas (OB)

El sustrate de mantenimiento de varetas y control de eventual
contaminacién por hongos consistié en una solucién acuosa de
Benlate al 0.1% p/v, sirviéndose en tubos de 25 X 150 mm en dosis
de 10 ml por tubo.

3.2 Descripci6n de la técnica de microinjerto

Se utilizaron como portainjertos las plantulas etioladas
obtenidas a partir de semilla segin se describe en 3.1.1.

3.2.1 Preparacién del portainjerto

El patrén etiolado se sacé del tubo de ensayo y bajo un
microscopio estereoscépico, cuya platina fue desinfectada, se le
eliminaron los cotiledones y las yemas axilares y se decapité
dejando una porcién del epicotilo de 1.0 a 1.5 cm. En la porcién
superior del epicotilo se realizé una incisién en forma de "T"
invertida, por medio de dos cortes perpendiculares de 1 mm
aproximadamente, sin afectar a la médula, de este modo quedd listo
para recibir el explante meristemdtico.

La raiz se corté dejando una porcién de 2 a 3 cm la cual

sirvié para fijarse al puente de papel filtro contenido en el medio
de mantenimiento de plantas microinjertadas.
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3.2.2 Preparacién de la yema

El injerto lo constituydé la yema compuesta por 1la regién
meristemdtica con 2 6 3 primordios foliares, obtenida de los brotes
de las varetas mantenidas en confinamiento himedo, a los que se les
sometid a la siguiente desinfestacién:

1.- 30 min. en etanol al 70%.
2.- 12 min. en hipoclorito de sodio al 0.48% de cloro activo.
N 3.- 3 enjuagues en agua destilada estéril en cémara de flujo
laminar

3.2.3 Establecimiento del microinjerto

A través del microscopio se aislé cuidadosamente el meristemo
y se colocd mediante una microcuchilla en el borde inferior del
corte de "T" invertida practicade al patrén. Una vez colocado se
cerr6 la incisién, quedando asi establecido el microinjerto.

Este se colocd en un tubo de ensayo que contenia medio de
cultivo liquido (3.2.4), quedando sostenido por un puente de papel
filtro al que se le practicé un orificio en el que se introdujo la
porcién de raiz del patrén.

Con propbsito de asépsia todo el instrumental usado se flamed
con etanol al 96% antes de cada corte o aislamiento asfi como 1la
boca del tubo de ensayo antes y después de instalar el microinjer-
to.

3.2.4 Medio de mantenimiento de plantas microinjertadas (MM)

Se usd el medio utilizado por’ Navarro et al. (1975), que
contiene el medioc basal de sales de MS, adicionado con 0.2 mg/l de
Tiamina-HCl + 1.0 mg/l de Piridoxina-HCl + 1.0 mg/l de Acido
nicotinico + 100 mg/l de Inositol + Sacarosa al 7.5% p/v.

El medio se ajust® a un pH de 5.7 y se sirvié liquido en tubos
de 25 X 150 mm, en dosis de 25 ml por tubo, colocéndose un puente
de papel filtro perforadoe en el centro como soporte del microinjer-
to, cubriéndose con tapones de polipropilenoc y esterilizéndose en
autoclave durante 20 minutos.

Se realizaron 169 microinjertos en total, correspondiendo 86
a los microinjertos sobre naranjo agrio y 76 sobre naranjo dulce,
a continuacién se ilustran las principales fases gue comprende el
establecimiento del microinjerto (Figura 3), y las variedades que
corresponden a cada microinjerto
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CUADRC IV DESCRIPCION VARIETAL DE MICROINJERTOS IN VITRO

NUMERO DE MICROINJERTOS REALIZADOS POR VARIEDAD#
PATRON TR TM NP NQ NV NH MN HMC tO0O LR LM CT
ngrio 1z 9 5 s 4 4 10 3 4 10 10 110
Dulce 10 9 1 [} 1 1 12 6 5 10 11 10

*Las abreviaturas corresponden a las siguientes variedades:
(Pdgina siguiente).

a) Toronja (C. paradisi) d) Mandarina (C. reticulata)
TR  Redblush MN Nova
TM Marsh MC  Clementine

MF Fairchild .
b) Naranja dulce (C. sinensis)

NP  Pineapple e) Tangelo (C. reticulata X
NQ Queen C. paradisi)
NV  Valencia t0 Tangelo Orlando

NH Hamlin
£} LM "Limén real" (c.

c) Citrange (P. trifeliata limettioides)
X ¢. sinensis)
CT Citrange Troyer g) LM Limén mexicano (C.
aurantifolia)

3.2.5 Mantenimiento de germoplasma.

Las condiciones de desequilibrio osmético proporcionadas por
sustancias osmorreguladoras, como el manitol o sacarosa en altas
concentraciones, han sido ensayadas por Henshaw et al. (1980) ¥y
Espinoza et al. (1984) en la conservacién de germoplasma de papa
reducjéndose el espacio internodal y la tasa de crecimiento de
manera eficiente, por esta razén, se propuso al mismo medio MM como
medio de mantenimiento a largo plazo, ya que su alta concentracién
de sacarosa podria inhibir la tasa de crecimiento por estrés
osmbtico, como una extrapolacién de los resultados obtenidos por
los investigadores anteriormente citados.

3.2.6 Incubacién
El mantenimiento de plantas microinjertadas se hizo dentro del
incubador a una temperatura de 27° C * 2° €, humedad relativa del

55%, un régimen de iluminacién de 3000 lux y fotoperfodo de 16 h
luz / 8 h oscuridad.
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3.2.7 Observaciones
Las observaciones en patrén dulce y patrén agrio se realizaron

con una pgricdicidad de 2 dias, por medio de microscopio
estereoscépico de 40 a 50 aumentos, debido a gue la ausencia de

|‘|||
R !'

Plantilla eticlada de Patrén decapitado y Cortede " T "
14 dfas de edad . con rafz acortada. invertida.
Y —
.
Brote dbtenido a partir Meristamo con 2 6 3 pri
de vareta. mordios fol jares.
ﬂ_ Inclusién del meristamo

Establecimiento del l ( l dentro del patrén.

microfnjerto en me

dio 1iquido. . J

Fig. 3 PRINCIPALES FASES DEL ESTABLECIMIENTO DEL MICROINJERTO

caracteristicas distintivas, como son las hojas trifoliadas en el '
citrange Troyer, impidié la determinacidén a simple vista si el
meristemo habla sido aceptado, de é&sta manera se determiné 1la
evolucién del mismo, pudiéndolo distinguir asi de eventuales brotes
adventicios cercanos al corte de "T" invertida.
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CUADRO V CONSTITUYENTES DE LOS MEDIOS UTILIZADOS

MEDIO CONSTITUYENTES
GA Sales de M8, s8in vitaminas
ni reguladores del crecimiento.
OB Solucisdn acuosa de Benlate 1 g/1l.
HM Sales de M8 + 0.2 mg/l de Tiamina-HCIL + 1.0 mg/l

de Piridoxina-HC1l + 1.0 mg/l de Acido Nicotinico
+ 100 mg/1l de Inositol + 75 000.00 mg/l de saca-
rosa.

3.4 Trasplante a suelo

Se utilizé como sustrato de trasplante una formulacién
artificial de tierra, desarrollada para citricos en el laboratorio
de cultivo de tejidos vegetales del campo agricola experimental
Zacatepec, que consisti6 en un 25% de bagazo de cafia, 50% de arena
de rio y un 25% de limo.

Se utilizaron recipientes de unicel de 500 ml de capacidad con
fondo perforado para facilitar el drenaje y evitar posibles
contaminaciones por exceso de humedad.

Como solucién fertilizante se usé la formulacién mineral de
Murashige y Skoog en el momento de trasplante, Y se colocaron
bolsas de polietileno para minimizar la pérdida de humedad, y se
instalaron en incubador durante dos semanas como fase inicial de
adaptacién, con exposicién creciente a condicicnes ambientales
externas hasta la completa adaptacién de las plantas, cultivéandose
posteriormente en condiciones normales de invernadero.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencién de los portainjertos

4.1.1 Caracteristicas asociadas a los portainjertes

El medio de cultive (GA} utilizado para la germinacién de
patrones indujo satisfactoriamente la obtenciédn de portainjertos
apropiados para el microinjerto, presentando un indice de germina-
cién del 82%, por 1o que no se considerd necesaria la adicién de
sugtancias reguladoras del crecimiento o sacarosa.

— e a———
Fig. 4 Patrones de naranjo agrio de dos
senanas de edad. Izq. Etiolado, Der.Germina~
do bajo régimen normal de iluminacién.

Las pléantulas obtenidas
durante este trabajo mostra-
ron caracteristicas semejan-
tes a los reportados por
Navarro {1979), siendo etio-
lades, sin hojas expandidas
y el epicotilo mas largo que
de las plantas testigo gene-
radas bajo régimen de ilumi-
nacién{cuadro VI), también
la corteza del tallo era mas
suculenta y fécil de cortar
que de plantas generadas en
fotoperiodo (Figura 4), a-
preciindose de esta manera
un mejor sustrato para la
implantacién del wmaterial
vegetativo. No se considersé
necesario probar la respues-

", ta de patrones obtenidos

bajo iluminacién, puesto gque
existen pruebas de dque el
tejido etiolado posee una
capacidad de regeneracién
mayor, debido a una menor
diferenciacién (Hermann vy
Hesse, 1963 citado por Nava-
rro, 1979), lo que permitié

a Navarro (1975,1979) obtener mayor porcentaje de é&xito con
patrones etiolados que con patrones verdes.
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CUADRO VI TALLA PROMEDIO EN mm Y NUMERO DE HOJAS
EN PATRONES ETIOLADOS Y GENERADOS BAJO

FoTOPERfODO.
PATRON ETIOLADO PATRON TESTIGO
£ de # de
tallo raiz hojas talle raiz hojas
Naranjo agrio |75.4  64.6 3 33.7 €S.6 8
Naranjo dulce |73.2 72.4 2 27.9 65.3 7

4.2 Variedades utilizadas como injertos
4.2.1 Respuesta de 1la fuente de yemas

Las varetas mantenidas en confinamiento hfimedo continuamente
mostraron renuevos, los cuales fueron la fuente de &pices para la
instalacién de los microinjertos, generdndose tallos adventicios en
las cicatrices de renuevos anteriormente escindidos, o desprendidos
por absicién,

Las varetas utilizadas en este trabajo mostraron su vitalidad
Y 24 de ellas la mantuvieron durante un lapso comprendido de 29
meses. Y 8 varetas viables durante 23 meses, de las cuales seis del
primer bloque, hasta su Gltima observacién en el 2% mes atn
presentaban renuevos, y todas tenian yemas adventicias en las
cicatrices de renuevos anteriores (Figs. 5y 6).

CUADRO VII VARETAS VIABLES DESPUES DE 23 MESES DE
CONPINAMIENTO.

Variedad

TR TM MN NV NO HH

[ gobrevivientes 4 4 5 3 2 1
CUADRO VIII VARETAS VIABLES DESPUES DE 29 MESES DE
CONFINRMIENTO.
Variedad

MN NQ TR LR NV

Lsobrevivientes 2 2 2 1 1
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Esta respuesta plantea
una situacién con posibilida-
des favorables en el aspecto
fitopatoldgico de esta meto-
dologia, ya que podrian im-
plementarse tratamientos a
largo plazo con sustancias
inhibitorias de la concentra-
cién de virus (Agrios, 1970),
tales como el verde de mala-
quita, gque Oshima y Li-
vingston (1961) ensayaron con
éxito en el incremento del
porcentaje de &pices caulina-
res libres del virus X de la
papa, y por Navarro et al.
(1976) en el incremento de
microinjertos de citricos
libres de Exocortis, u otras
sustancias ensayadas, (Price,
1963; Ishii et al., 1967; 5 varcta de naranja valencia de 21
Davis et al., 1968; Agrios, de confinamiento, rando brote
1970), o tratamientos a largo , smobre cicatriz de uevos anterio-
plazo por medio de termotera-
pia, o la conjuncién de ambos
sistemas, lo que seria inte-
resante, ya gue plantearfia el
uso de explantes meristemati-
cos mas grandes; esto ha pro-
bado ser de influencia posi-
tiva sobre el éxito del mi-
croinjerte, pero reduce la
obtencién de plantas sanas
(Navarro et al,, 1976). Sin
embargo, el uso de sustancias
quimioterapéuticas, termote-
rapia a largoe plazo, & la
conjuncidn de ambos podria
disminuir el efecto negativo
que tiene el mayor tamafio del
implante en la obtencién de
plantas sanas, y aumentar el
porcentaje de prendimiento.

Todas las varetas mante- - .
nidas en confinamiento fueron :‘g;l sdcv.r::.:f.&ni:hnto con yemas -r!vd:n('.zl
instaladas en condiciones no cias en la cicatriz de tanu!v’ol anteriores.
asépticas, ocurriendo una
contaminacién por hongos del
100 %, é&sta contaminacién logré controlarse eficientemente
aplicando la misma solucién de benlate a 1 g/l, por medio de un
cotonete en la regién contaminada.
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A pesar de gue las varetas fueron instaladas en condiciones no
asépticas, la presencia de bacterias no ofrecid problemas ya que
sblo se manifesté a causa de descomposici&n de brotes escindidos,
ésta condicidn se corrigié separando el material descompuesto, e
instalando las varetas en nedio fresco.

4.2.2 caracteristicas de los &pices generados in vitro

Los dpices generados por éste
procedimiento fueron adecuados
tanto en tamafio, facilidad de ais-
lamiento del meristemo, consisten-
cia y resistencia del tejido al
proceso de desinfestacién, y no
presentaban diferencia cualitativa
con &pices obtenidos in vivo, te-
niendo las mismas caracteristicas
los 4&pices obtenidos de varetas
con mas de 24 meses de confina-
miento in vitro (Fig. 7).

La longitud alcanzada por los
brotes oscilé de 1.5 a 2.0 cm a-
proximadanente, y permanecian por
espacio de una semana antes de
- B tener lugar la absicién, dejando
rig. 7 Apice caulinar de liméa r una clcatriz, la cual fue genera-
mostrando un meristemo con tres p: dores en cada caso, de nuevos bro-
wordios foliares. tes en lapsos de tiempo que no se

: determinaron, esto hubiera sido
conveniente para establecer si existe periodicidad en el brote de
las yemas adventicias, y cual seria el comportamiento asociado a
cada variedad, bajo é&stas condiciones, para asi sincronizar 1la
disponibilidad de brotes como fuente de meristemos y de pléntulas
germinadas, pucstas en fase favorable con un pretratamiento antes
de instalarse in vitro.

4.3 Caracteristicas de los microinjertos

Se adopté el método de incisidn tipo "I" invertida (Fig. 8 )
porque es el procedimiento utilizado en la mayoria de trabajos
realizados a la fecha, ya que segGn Navarro {1979) los brotes
adventicios producidos por el patrén se originan fundamentalmente
en el anillo vascular en la zona de corte del epicotile (Fig. 9},
sin embargo (Cuadro IX), fue comGn la presencia de tallos adventi-
cios generados en la zona medular dentro del corte de "T" invertida
{Fig. 9 ), a diferencia del trabajoc de Wavarro (1979}, donde fueron
poco frecuentes, también fue usual la generacidén de tallos
adventicios en el anillo vascular y en las yemas axilares del &rea
de los cotiledones, a pesar gue estos habfan sido escindidos con
anterioridad al establecimiento del microinjerto.
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Caneéa
Anillo
vascular

Médula

Corte de "T" invertida

folisres, dentro del corte de

dulce.

Meristemo con S primordio

invertida practicado a un patrén

Pig. 9 Representacién diagramitica da
las diferentes estructuras en un patrén
con corte de *T" invertida,

p

CUADRO IX LOCALIZACION DE TALLOS ADVENTICIOS GENERADOS
POR EL NARANJO AGRIO Y EL NARANJO DULCE.

% DE TALLOS ADVENTICIOS
anille  zona medular &rea de los
vascular interna cotiledones
Naranjo agrio 47.37 31.58 21,05
Naranjo dulce 70.37 18.52 11.11

No hubo problemas en
los meristemos injertados,

la determinacién del comportamiento de
estos se distingufan f&cilmente de los

brotes adventicios generados por el patrén, ya que por lo general
mostraban, en su fase temprana cuando poseian un tamafio semejante
al meristemo, una forma cénica, con un par de primordios empalmades

uno sobre otro, a difere

ncia de los implantes en los que se

distingufia el domo meristem&tico rodeado por los dos o tres
primordios foliares con que fue aislado. Los trabajos con patrones

sin caracteres distintivos

como las hojas trifoliadas del citrange

Troyer y sus hibridos, puede hacerse por medio de la observacién

microscépica periédica del

desarrollo.

El comportamiento de
invertida no fue regular,

implante meristemitico durante su

los meristemos dentro del corte de '"T"
un 43.16% sobre naranjo agrio y un 36%
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sobre naranjo dulce sobrevivieron un término de 14 dias, un 32.55%
sobre naranjo agrio y un 33.6% sobre naranjo dulce permanecieron
vivos en el término de 15 a 28 dias, y un 28.85% sobre naranjo
agrio y un 23.8% sobre naranjc dulce mantuvieron su viabilidad
desde 28 dias hasta un término maximo de 210 dias (cuadro X) sin
mostrar desarrollo, la mayoria presentaban tallos adventicies (Cua-
dro XI), y la eliminacién de éstos no ofrecié cambios en el
desarrollo del meristemo.

CUADRO X PORCENTAJE DE BOBREVIVENCIA DE LOS
MERISTEMOS DENTRO DEL CORTE DE ''T"

INVERTIDA.
& DE SUPERVIVENCIA
PATRON | ¢t < 15 pias 15 A 28 Dias t > DE 28 Dias
AGRIO 43.16 32.5 28,8 .
DULCE 36.0 33.6 23 8

CUADRO XI PORCENTAJE DE PLANTAS GENERADORAS DE
TALLOS ADVENTICIOS

% de plantas generadoras
de tallos adventicios

Naranjo agrio 69.76

Naranjo dulce 57.14

4.3.1 Anflisis estadistico

Ccon el fin de definir el comportamiento asociado a los
patrones con las variedades ensayadas, se realizé un analisis
factorial de los datos de sobrevivencia de los meristemos,
obtenidos a lo largo de este experimento, en el siguiente arreglo
de variables:

FAXfBXn

Donde:

fA= Patrones= 2

fB= Variedades= 12
n= Repeticiones= 12

En un disefio completamente al azar, obtenléndose la siguiente
tabla de andlisis de varlanza:
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CUADRO XII TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA, EN ARREGLO
FACTORIAL DE 2 FACTORES, EN UN DISENO COM
PLETAMENTE AL AZAR.

CUADRADO VALOR

FUENTE g.l. SUMA DE CUADRADOS MEDIO F

A 1 1 096.68 1 096.681} 0.59

B 11 99 267.90 9 024.355 4.04

AB 11 30 007.07 2 727.915| 1.46
ERROR 264 492 466.00 1 865.402

De esta manera la tabla de ANDEVA nos muestra , en base al
valor F, a un alfa del 0.05%, que las diferencias son significati-
vas, y estan determinadas por el factor B, gue corresponde a las
diferentes variedades, tomando en cuenta este resultado se realizd
la prueba de Duncan, que arrojé los siguientes resultados (Cuadro
XIII), y cuyo desglose, tanto de ésta como del anilisis de varianza
se muestran en el apéndice.

CUADRO XIII ORDEN ARREGLADO DE LA PRUEBA DE DUNCAN DE
LOS DATOS DE BOBREVIVENCIA DE LOB MERISTE
MO8 INJERTADOS.

Promedio 1, variedad toronja redblush (TR) €9.67 1A
Promedio 10, variedad limén real {LR) 40,46 B
Promedio 11, variedad limén mexicano {LM) 31.33 BC
Promedio 7, variedad mandarina nova (MN) = 26.00 BCD

Promedio 9, variedad tangelo Orlando (o)
Promedio 8, variedad mand. clementine (MC)
Promedio 12, variedad citrange troyer (cT)
Promedio 2, variedad toronja marsh (TM)

20.96 BCD
19.72 BCD
18.50 BCD
15.25 BCD

Promedioc 3, variedad naranja pineapple (NP) 6.71 cp
Promedio 5, variedad naranja valencia (NV) 4.42 cp
Promedio 6, variedad naranja hamlin (NH) 2,79 cD
Promedio 4, variedad naranja queen (NQ) 1.29 D

Para tener una herramienta mas en la discusién de estos
resultados, se elabord una grifica de barras tomando las medias
aritméticas de los diferentes tratamientos (fig. 10), de esta
manera, es evidente qgue los mejores tratamientos corresponden a
toronja redblush sobre naranjo agrio y limén real sobre naranjo
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Patrén
Hl puice B Agrio

Viabilidad promedio (dias)

100 -

80

40 — 4

20 WAl N T |

LR tO NP MC LM TM CT NQ NH NV MN TR
‘Varledad Injertada

Zig. 10 Viabilidad ds) microinjerto para las diferentes variedades injerta-
das.

dulce, los cuales obtuvieron porcentajes de prendimiento del 33% y
del 20% respectivamente (cuadro XIV), el tratamiento siguiente en
importancia fue el correspondiente a 1limén mexicano, que fue
estadisticamente significativo y ademas obtuvo éxito tanto en
naranjo agrio, como en naranjo dulce, los tratamientos estadistica-
mente semejantes entre si fueron los correspondientes a mandarina
nova, tangelo Orlando, mandarina clementine, citrange troyer y
toronja marsh, sin embargo, a pesar de estos resultades, es
necesario colocar al tangelo Orlando y a la toronja marsh en un
rango superior al obtenido por la prueba de Duncan, ya que ambos
obtuvieron porcentajes de prendimiento sobre naranjo dulce del 20%
y del 11% respectivamente (cuadro XIV).

En el rango inferior quedaron colocados los tratamientos
relativos a naranja pineapple, naranja valencia y naranja Hamlin, -
y como el peor tratamiento el correspondiente a naranja queen, esto
debido a gque solo pudo realizarse sobre naranjo agrio y no hubo
posibilidad de contraste.
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La grdfica de viabilidad promedio muestra también que algunas
variedades gue no obtuvieron prendimiento en ningtlin patrén muestran
cierta afinidad hacia un patrdn u otro, de esta manera, tomando en
cuenta los resultados de la prueba de Duncan y la grafica de la
figura 10, las variedades gue mostraron cierta afinidad por el
patrén dulce fueron mandarina clementine, citrange troyer y naranja
pineapple, y para naranjo agrio, mandarina nova. Estos resultados
muestran que estas variedades reGnen las condiciones que las hacen
propias para un estudio posterior en el gque se manejen diferentes
formulaciones o modificaciones al medio sugerido por Navarro et al.
(1975), aunado a tratamientos de los meristemos con sustancias
reguladoras del crecimiento como el AIA y el ANA, tratamientos que
han comprobade su eficacia en el aumento del prendimiento en
propagacién de citricos a nivel de macroinjerto (Weaver, 1983).

CUADRO XIV PORCENTAJE DE MICROINJERTOS PRENDIDOS
80BRE NARANJO DULCE Y NARRNJO AGRIO.

% DE MICROINJERTOS PRENDIDOS
Tangelo Limén Toronja Limén Toronja
orlando Real Marsh Mexicano Redblush
Naranjo dulce { 20.0 20.0 11.1 9.1 0.0
Naranjo agrio 0.0 0.0 0.0 10.0 33.0

4.4 Comportamiento a largo plazo

El bajo porcentaje de microinjertos prendidos, que fue del
4.65% para naranjo agrio y de 6.6% para naranjo dulce, del total de
plantas microinjertadas, determind la conveniencia de utilizar sélo
los patrones de los microinjertos no prendidos para las pruebas de
manteniniento a largo plazo.

En todas las plantas mantenidas en confinaniento, el desequi-
librio osm6tico proporcionadec por la sacarosa en alta concentra-
cién, redujo el crecimiento y la distancia internodal (Cuadroyy )
(Figs. 11 y 12), de tal manera que los tallos no rebasaron la
altura de 6 cm Yy presentaban signos de viabilidad hasta en un
perlcdo méximo de 18 meses, tiempo en el cual fueron transferidos
a sustrato s6lido, observdndose una supervivencia superior al 80 %.
Cabe aqui mencionar que el medio de mantenimiento a largo plazo fue
el mismo en el cudl se instalé el microinjerto, ya que para evitar
manipulaciones que pudieran ocasionar eventuales contaminaciones,
en ninglGn caso se transfirieron las plantas a medio liquido fresco,
no obstante seria conveniente determinar intervalos de cambio a
medio fresco, puesto que se notaba cierto decaimiento de algunas
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plantas, que se manifesté en absicién de hojas y ligero amarilla-
miento, causado probablemente al agotamiento de 1los nutrientes,
desarrolléndose adecuadamente una vez transferidos a sustrato
s&1ido
Rkl

"~ &
Fig. 12 Talle adventicio de naranjo dulce
despues de 10 meses de confinamiento, sin
follaje y con la distancia interncdal
reducida.

Tailo advanticio de pa-
rnuja dulce in vitro despues de 4
meses de confinamiento.

CUADRO XV CONPARACION DE LA DISTANCIA INTERNODAL DE
TALLOS ADVENTICIOS, A 21 DIAS Y A 18 MEBES

pistancia internodal Distancia internodal
a 21 dias (mm) a 18 meses (mm)
Naranjo agrio 2,75 1.99
Naranjo dulce 2.40 1.40

Debido a que el objetivo de este trabajo fue evaluar la
utilidad de los patrones naranjo dulce y naranjo agrio a la técnica
de microinjerto, y a que el material vegetativo de variedades
comerciales no fue determinado como material afectado por alguna
viresis, lo cual no excluyd esta posibilidad, no se efectuaron
pruebas de indexacién a ning@n microinjerto prendido, ni a ninguna
planta resultante de este experimento que haya tenido contacto con
el material utilizado como fuente de meristemos.
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V CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

El medio de germinacién (GA) es eficaz para la produccién de
patrones de naranjo agrio (C. aurantium) y nharanjo dulce (C.
sinensis) con caracteristicas apropiadas para la técnica de ni-
croinjerto.

El mantenimiento de varetas de citricos, como fuente de
meristemos para el microinjerto, genera material vegetativo
apropiado durante periodos mayores a los 29 meses, dando lugar a
condiciones que permitan ensayoes a largo plazo con sustancias
quimioterapéuticas o termoterapia.

E1 patrén dulce es adecuado para el microinjerto de 1las
variedades tangelo Orlando, limén real, toronja marsh y limén
mexicano, y el patrén agrio para toronja redblush y limén mexicano,
no habiendo evidencia estadistica que determine a cualguiera de
ellos como mejor que otro.

El medio liquido propuesto por Navarro et al. (1975) permitis,
en este trabajo, el mantenimiento durante 18 meses de los patrones,
lo que coloca a éste como medio idéneo para mantenimiento de
germoplasma in vitro.

En consecuencia a la relativamente larga permanencia de
algunos meristemos no desarrollados, se sugiere probar formulacio~
nes diferentes a la usada en este trabajo, en conjuncién de pruebas
de termoterapia y sustancias quimioterapeuticas a largo plazo con
el material vegetativo, para asi poder elevar los porcentajes de
prendimiento, por medio de la implantacién de &pices mas grandes,
sin sacrificar el grado de sanidad de las plantas resultantes en
ensayos donde se contemple el aspecto fitopatolégico que no se
incluyé en esta tesis,
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APENDICE

COMPOSICION DE SALES MINERALES

DE MURASHIGE Y SKOOG
(1962)
Compuesto Concentracidén en el medio

(mg/1)
NO,NH, 1 650.0
NO,K 1 900,0
BOH,;. 7H,0 370.0
80Mn;H,0 16.9
80,2n, 7H,0 8.6

80,Cu, SH,0 0.025
c1,Ca.2H,0 440.0
IK 0.83

€1,Co.2H,0 0.025
POH,X 170.0
BO,H, 6.2
MOO,Na,. 2H,0 0.25
80,Fe.7K,0 25.85
EDTANa, 37.25

Tomado de Navarro (1979).
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SOLUCIONES MADRES PARA PREPARAR EL
MEDIO BASAL DE MURASHIGE Y SKOOG

8olucidén n® Constituyentes Cant. Const./
(mg/1) Bol.madre
1 NO,;NH, 82 500.0
NO;K 95 000.0
80,Mg. 7H,0 18 500.0
PO,KH, 8 500.0
2 BO,H, 620.0
80,Mn. H,0 2 176.0
80,2n, 7H,0 860.0
MoO\Na,.2H,0 25.0
80,Cu. SH,0 2.5
©1,C0. 6H,0 2.5
3 IK 75.0
4 ’ cacClL,;.2H,0 15 000.0
5 EDTANa, 1 492.0
80,.7H,0 1114.0

Disolver todos los constituyentes de la solucién madre N9 1 en
1 000 ml de agua; todos los de la sol. madre N2 2 en 100 ml; el N®
3 en 100 ml; el N2 4 en 100 ml y el N2 5 en 200 ml.
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ANALISIS ESTADEISTICO DE LOS DATOS DE SUPERVIVENCIA
DE LOS MICROINJERTOS

ANDEVA factorial para los factores:
Variable 1 con valores de 1 a 12

REP. REPETICIONES
Variable 2 con valores de 1 a 2
FA PATRON

variable 3 con valores de 1 a 12
FB VARIEDAD

Variable 4
.S, DIAS DE SUPERVIVENCIA
Gran promedio= 21,465 Gran suma= 6182.000 Cuenta total ‘288

TABLA DE PROMEDIOS

1 2 3 4 TOTAL
1 1 1 19,514 2810.000

1 2 1 23.417 3372.000

1 1 1 69.667 1672.000

1 1 2 15.250 366.000
1 1 3 6.708 161.000
1 1 1.292 31.000

1 1S 4.417 106.000
B 1 6 2.792 67.000
e 26.000 624.000
1 1 8 19.708 473.000
1 9 20.958 503.000
17 0 40.958 983.000

: 1 31.333 752.000
18.500 444.000

i1 91.250 1095.000
ot 7.083 85.000
B! 8.417 101.000
1 4 2.583 31.000
e 8.667 104.000
1 5.000 60.000
1° 29,333 352,000
1 10.417 125.000
1 10.833 130.000
<1 18.833 226,000
1 29.917 359.000
1: 11.833 142.000
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renmrT

TABLA D E PROMEDIOS

(Continuacisén)

1 2 1 48.083 577.000

1 2. 2 23.417 281.000

1 2. 3. 5.000 60.000

1 2" 4. 0.000 0.000

1 2.2 5 0.167 2.000

1 n2 6 0.583 7.000

1 2 7 22.667 272.000

1 2 8. 29.000 348.000

s 2 9. 31.083 373.000

1. 2 10 63.083 757.000

2 2 11 32.750 393.000

.1 2 12 25.167 302.000

Valor K 1 2 4

Factor 1 2 3

De 1 1 1

A 12 2 12

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
D.C.A. Disefio completamente a azar, factorial de 2 factores

Grados de Suma de Cuadrado Valor
cédigo Fuente Libertad Cuadrados medio P
2 A 1 1096.68 1096.681 0.59
4 B 11 99267.90 9024.355 4.84
6 AB 11 30007.07 2727.915 1.46
-7 Error 264 492466.00 1865.402

Coeficiente de variacién= 201.21%
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PRUEBAS DE DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE DUNCAN Y TUKEY

Cuadrado medio del error = 1865.402
Grados de libertad del error = 264
NGmero de observaciones utilizadas
para calcular un promedio

sx= 8.816183 a alfa= 0.05

PRUEBA DE DUNCAN
Valor DMS = 24.54931 Variable dependiente nGmero 4

Prom. 1= 69.67
Prom. = 15,25
Prom. = 6.71
Prom. = 1.29
Prom. = 4.42
Prom. = 2.79
Prom. = 26.00
Prom. = 19.71
Prom. = 20.96
Prom. 10= 40.96
Prom., 11= 31.33
Prom. 12= 18.50
PRUEBA DE TUKEY
Orden original
Prom. = 69.67
Prom. = 15,25
Prom. 3= 6.71
Prom. = 1.29
Prom. = 4.42
Prom. = 2.79
Prom. 7= 26,00
Prom. = 19,71
Prom. = 20.96
Prom. 10= 40.96
Prom. 11= 31.33
Prom. 12= 18.50

orden original

A
BCD
cD
b
cD
cD
BCD
BCD
BCD
B
BC
BCD

>

oy
PONDUEEH WD

4

24

Orden arreglado

Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.

1=
10=
11=
7=
9=
8=
12=
2=
3=
5=
6=
4=

69.67
40.96
31.33
26.00
20.96
19.71
18.50
15.25
6.71
4.42
2.79
1.29

Orden arreglado

Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.
Prom.

10=
1l=
7=
9=
8=
12=
2=
3=
5=
6=
4=

69.67
40.96
31.33
26.00
20.96
19.71
18.50
15.25
6.71
4.42
2.79
1.29

a

B
BC
BCD
BCD
BCD
BCD
BCD

A d
oW

TENNoDoEw



	Portada
	Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados y Discusión
	V. Conclusiones y Sugerencias
	Bibliografía
	Apéndice



