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RESUMEN

El estudio se desarrollé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Universidad Nacional
Agraria (UNA), km 12.5 carretera panamericana norte Managua, Nicaragua entre los meses de
agosto del 2022 a mayo de 2023 con el objetivo de evaluar en Citrus spp. patrones Citrange
carrizo y Citrumelo swingle en las fases de multiplicacion y enraizamiento en Biorreactores
Econdmicos de Inmersion Temporal (BEIT) de un litro. En la fase de multiplicacion en el patron
Citrange carrizo los segmentos nodales respondieron favorablemente en nimero de brotes en el
tratamiento que contenia 2.00 mg L™ de 6-BAP y 0.50 mg L™ de GA3 con media de 5.18 brotes,
superando a la media de brotes axilares obtenidos en el tratamiento que se adicion0 solamente
2.00 mg L! de 6-BAP y el 6-BAP combinado con 1.50 y 2.00 mg L™ de GA3 con medias
correspondientes de 2.80, 3.86 y 3.65 brotes. En patron Citrumelo swingle el tratamiento con
2.00 mg L de 6-BAP y 0.50 mg L de GAs present6 una media de 6.00 brotes que superd
estadisticamente a la media de 4.40 brotes obtenida en el tratamiento que solo contenia 6-BAP.
La densidad de siembra de los segmentos nodales en los dos patrones solamente presentd
diferencias estadisticas en la variable numero de hojas, superando la media de densidad con 40
segmentos nodales a la densidad con 20 segmentos. En la fase de enraizamiento el patron
Citrange carrizo obtuvo el mejor resultado en el tratamiento que contenia 2.00 mg L™ de IBA
de acuerdo con las variables longitud de planta, nimero de hojas y porcentaje de plantas con
raices con medias respectivas de 3.28 cm, 3.85 y 60%; mientras que en el patron Citrumelo
swingle la mejor respuesta se logro en el tratamiento que contenia 2.00 mg L™ de ANA con
medias de longitud de planta de 3.21 cm, nimero de hojas 2.10 y el 60% de plantas con raiz.

Palabras claves: segmentos nodales, sistema de inmersion temporal, reguladores de
crecimiento, organogénesis directa
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ABSTRACT

The study was carried out in the Tissue Culture Laboratory of the National Agrarian University
(UNA), km 12.5 North Pan-American Highway Managua, Nicaragua between the months of
August 2022 to May 2023 with the objective of evaluating (Citrus spp.) Carrizo citrange and
Swingle citrumelo rootstocks in the multiplication and rooting phases using one-liter Economic
Temporary Immersion Bioreactors (BEIT). In the multiplication phase in the Carrizo citrange
patter, the nodal segments responded favorably in number of shoots in the treatment containing
2.00 mg Lt of 6-BAP with 0.50 mg L of GAs with an average of 5.18 shoots, exceeding the
average of axillary shoots obtained in the treatment with only 2.00 mg L™ of 6- BAP and also
when 6-BAP was combined with 1.50 and 2.00 mg L™ of GA3 with corresponding means of
2.80, 3.86 and 3.65 shoots. The Swingle citrumelo rootstock, the treatment with 2.00 mg L™ of
6-BAP and 0.50 mg L of GAs, presented a mean of 6.00 shoots, which was statistically higher
than the mean of 4.40 shoots obtained in the treatment that only contained 6-BAP. The plant
density of the nodal segments in both rootstock patterns only presented statistical differences in
the variable number of leaves, exceeding the average density with 40 nodal segments to the
density with 20 segments. In the rooting phase the Carrizo citrange rootstock, the best results
with were obtained in the treatment that contained 2.00 mg L of IBA according to the variables
plant length, number of leaves and percentage of plants with roots with respective means of
3.28. cm, 3.85 and 60%; while in the Swingle citrumelo rootstock, the best response was
achieved with the treatment containing 2.00 mg L of NAA with a mean plant length of 3.21
cm, number of leaves 2.10 and 60% of plants with roots.

Keywords: nodal segments, temporary immersion system, growth regulators, direct
organogenesis



l. INTRODUCCION

“Los citricos son uno de los cultivos mas distribuidos en el mundo con un alto valor econémico
y medicinal. Dentro de los citricos de valor comercial, la naranja dulce, agria y la mandarina
contribuyen al 80 % de la produccion mundial” ((FAO, 2011, como se citd en Hernandez et al.,
2013, par. 1). Esta especie es muy importante “por su alto contenido de agua, azucares, acidos,
sales minerales, fibras y su alto contenido de vitamina C, son consideradas las frutas mas frescas
que forman parte de la vida diaria de millones de personas alrededor del mundo (Varela, 2018,
parr. 1).

(Lacayo, 2013, como se citdé en Martinez y Munguia, 2021) en Nicaragua la produccién de
citricos genera 24.5 millones de ddlares anuales y esta a cargo de 11, 077 productores, en una
superficie aproximada de 16, 500 hectareas. Se cultiva por sus frutos y las propiedades que este
posee, ademas de ser de agradable sabor, contiene gran valor nutricional. Los citricos son
utilizados para la elaboracion de subproductos y se comercializan en forma de zumo fresco,
mermeladas o jaleas, entre otros, segin Paniagua (2015). Segun el Censo Nacional
Agropecuario (CENAGRO, 2012) las mayores plantaciones de citricos se encuentran en el
departamento de Rio San Juan (Municipio de San Carlos) con una superficie en manzanas
sembradas de 3,287.42.

Existen muchos métodos de reproduccion en citricos, ya sea sexual o asexual. La reproduccion
asexual es el principal método utilizado y se subdivide en: reproduccion por injerto, acodo,
esqueje, estacas y en laboratorio (cultivos in vitro). “El cultivo in vitro significa cultivar plantas
dentro de un frasco de vidrio en un ambiente artificial. La forma de cultivar las plantas tiene dos

caracteristicas fundamentales: la asepsia y el control de los factores que afectan el crecimiento”
(Sharry et al., 2015, p. 8).

Lugo et al., (2017) menciona que “la multiplicacion in vitro de especies de interés requiere de
investigaciones que aseguren la obtencion de brotes de buena calidad con un adecuado sistema
radical” (p. 1). Esto asegura el éxito de la micropropagacion y la inmediata adaptacion de las
plantas a las nuevas condiciones ambientales. Ademas, se tiene la ventaja de que al iniciar con
material sano esta condicion se mantiene, garantizando que esté libre de patdgenos al no estar

expuestos a la intemperie.



Las técnicas de cultivo de tejidos emergen como una poderosa herramienta para incrementar la
disponibilidad de patrones de citricos (George, 1993). Los individuos obtenidos mediante esta
técnica presentan la gran ventaja de mantener la uniformidad genética y preservar sus rasgos
especificos, los cuales influiran en el futuro crecimiento de la variedad injertada (Hartman y
Kester, 1995). Las respuestas morfogénicas de los citricos en la micropropagacion estan
fuertemente influenciadas por el genotipo, edad y tipo de explante y composicion del medio de
cultivo (Carimi y De Pasquale, 2003; Pérez-Tornero et al., 2009).

En general, la micropropagacion se ha hecho a través de métodos convencionales de cultivo
gelificado que utilizan a pequefia escala recipientes donde las concentraciones de sacarosa y la
humedad relativa son extremadamente altas, y las concentraciones de CO2 y los flujos de fotones
fotosintéticos (PPF) son bajos. Como resultado, la micropropagacion convencional es costosa y
tiene una eficiencia de multiplicacion relativamente baja (Bi et al., 1997) citado por Hahn and
Paek (2005).

La reproduccién in vitro que hace uso del sistema de inmersion temporal es una herramienta
clave para propagar plantas en ambientes esterilizados y herméticos. “se tienen grandes ventajas
al disminuir la manipulacion manual intensiva, incrementar la tasa de proliferacion, reducir

costos de produccion y mejorar la calidad del material vegetal” (Lugo et al., 2017, p. 270).

Generalmente los patrones de citricos se propagan por semilla, sin embargo, la cantidad de
semilla disponible es limitada para abastecer la demanda actual de arboles. En Nicaragua el
Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA) a través del invernadero
multiplicador del “Proyecto HLB” ha desarrollado una capacidad instalada de produccion de
mas de 80,000 yemas y 25,000 plantas sanas de citricos, libres de la enfermedad del
Huanglongbing (HLB). (OIRSA, 2019).

Debido que todavia no se abastece la demanda nacional de arboles injertados de diferentes
especies de citricos, el empleo de la técnica de micropropagacion haciendo uso del modelo de
Biorreactores Econdmicos de Inmersion Temporal (BEIT) es una alternativa para reproducirlos
con fines comerciales y de investigacion. En la presente investigacién se evaluara el
comportamiento de segmentos nodales de los patrones de citricos Citrange carrizo y Citrumelo
swingle en biorreactores BEIT en las fases de multiplicacion y enraizamiento empleando

diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento.
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1. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
Evaluar la respuesta morfogénica de segmentos nodales de patrones de citricos Citrange
carrizo y Citrumelo swingle en la fase de multiplicacion y en la fase de enraizamiento

usando Biorreactores Economicos de Inmersién Temporal (BEIT).
2.2 Objetivos especificos

Seleccionar la mejor respuesta morfogénica de segmentos nodales de patrones de citricos
Citrange carrizo y Citrumelo swingle por efecto solo o combinado de los reguladores de
crecimiento 6-Bencilaminopurina (6-BAP) y Acido Giberélico (GAs) en la fase de

multiplicacion.

Evaluar en los patrones de citricos Citrange carrizo y Citrumelo swingle la respuesta
morfoldgica por efecto de la densidad de siembra con 20, 30 y 40 segmentos nodales

Determinar la mejor repuesta morfologia en el efecto individual de las auxinas Acido
indolbutirico (IBA) y Acido Naftalenacético (ANA) con segmentos nodales de patrones de

citricos Citrange carrizo y Citrumelo swingle en la fase de enraizamiento.



IIl. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Origen de las especies citricas
Ibafiez, V. et al., (2015) afirman que el “género Citrus estd incluido en la subfamilia
Aurantioideae, que pertenece a la familia Rutaceae. Esta familia, ampliamente distribuida por
los tropicos, esta formada por aproximadamente 160 géneros y 1.800 especies. Aparecid hace
aproximadamente 7 millones de afios y muchos de los cultivares actuales proceden de cruces a
partir de cuatro especies ancestrales de citricos: Citrus reticulata (mandarinos), Citrus méxima

(pomelos), Citrus medica (Cidros) y Citrus micrantha (papedas)”.

3.2 Descripcion de patrones
Orduz, et al., (2009), realizan una breve descripcién de los patrones mas utilizados, y son los

siguientes:

Citrange Carrizo (Citrus sinensis x Poncirus trifoliata (L.) Raf.). Es un hibrido
de la naranja trifoliada y son intermedios entre naranja agria y Citrumelo en términos de
vigor, tamafio de fruto, rendimiento total y la adaptabilidad al suelo. Son tolerantes a la
tristeza, pero susceptibles a exocortis, al nematodo de los citricos y la alcalinidad del
suelo y presentan menos resistencia al frio. No afecta la calidad interna de la fruta e

induce un mayor tamafio del fruto.

Citrumelo swingle (Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.). Se
conoce también como Citrumelo. Es un patrén trifoliado muy vigoroso. Su
comportamiento en vigor varia con la especie injertada produciendo arboles pequefios
con naranjo dulce y arboles grandes con toronja. Es tolerante a todas las virosis y a suelos
acidos, produce abundantes cosechas de buena calidad. Se adapta bien a suelos arenosos
o0 limosos, pero no se comporta bien en suelos arcillosos con pH alto o con deficiente
drenaje.

Ademas de estas caracteristicas, tiene una tolerancia moderada a la sequia, pero es muy tolerante
al frio. Citrumelo swingle es un portainjerto superior para toronjas, naranjas, mandarinas

‘Nagpur' y clementinas (Ghosh, 2001).



3.3 Importancia del uso de patrones en citricos

Orozco, (1996) reporta que el Virus de la Tristeza de los Citricos (VTC) constituye hoy en dia
la enfermedad viral, de caracter letal, que mas dafio ha causado a la citricultura mundial. Desde
fines de la década del 30 hasta los ultimos afios, esta enfermedad ha ocasionado la muerte de 50
millones de arboles en diversos paises. Bar-Joseph et al., (1989) reportan que es la enfermedad
viral més importante de los citricos en todo el mundo, responsable de la muerte de millones de

naranjos, pomelos y mandarinos injertados sobre naranjo agrio (Citrus x aurantium, L.).

ElI VTC es una de las enfermedades transmisibles por injerto que ha tenido mayor importancia,
tanto por los dafios econdmicos que ha causado, como por los cambios que ha obligado a
introducir en los sistemas de cultivo de las zonas afectadas. EI VTC se encuentra presente con
incidencia desigual en todas las zonas citricolas del mundo. Es practicamente endémico en todas
las zonas de Asia, Australia, Africa del Sur y gran parte de Sudamérica, mientras que tiene una
incidencia minima en varios paises del Mediterraneo (Cambra y Moreno, 2000; Moreno et al.,
2008) citados por Ruiz, S. (2009).

El VTC se transmite facilmente por injerto al utilizar yemas infectadas y también es dispersado
de manera semi-persistente por varias especies de pulgones, entre los que podemos citar a
Toxoptera citricida (Kirkaldy) y Aphis gossypii (Glover), que poseen la mayor eficiencia de

transmision (Cambra y Moreno, 2000).

Para disminuir el efecto de la enfermedad del virus de la tristeza desde hace afios la mayoria de
los paises citricultores afectados por el VTC han ido sustituyendo el naranjo agrio (Citrus
aurantium L.), por patrones tolerantes al VTC como: Citrange "troyer™ y "carrizo" (Citrus
sinensis L. Osbeck x Poncirus trifoliata Raf.) (Padrén, 1991).

Orduz et al., (2009) afirman que para lograr una buena produccion es importante utilizar
patrones adecuados para utilizarlos como portainjertos:
Los patrones de citricos influyen sobre mas de 20 caracteristicas horticolas en la variedad
injertada como son: el desarrollo y el vigor de la planta, la produccion, la calidad interna
de la fruta (grados brix, acidez, % de jugo), la presentacion externa (forma, tamafio,
color, textura y grosor de la cascara, entre otras) y la resistencia o tolerancia a
enfermedades y a condiciones de suelos y clima. Entre las ventajas se tiene la precocidad

0 rapida entrada a produccién, uniformidad de la plantacién, mayor produccion por
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planta, calidad de la fruta, adaptacion a problemas fisicoquimicos del suelo (acidez,
salinidad, asfixia radicular, sequia) y tolerancia a plagas y enfermedades (p. 5).

El patron de citricos Swingle’ citrumelo es un hibrido de pomelo ‘Duncan’ y naranja trifoliada,
es resistente a neméatodos y Phytophthora, puede sobrevivir en sitios con mal drenaje y produce
un arbol vigoroso con excelentes rendimientos, con frutos de gran tamafio y alto contenido de
jugo. (Dhatt y Singh, 1993). 'Swingle' es un portainjerto superior para toronjas, naranjas,

mandarinas 'Nagpur' y clementinas (Ghosh, 2001).

3.4 Importancia del cultivo in vitro en citricos

Martinez-Hernandez et al., (2006) afirman que “la multiplicacién in vitro de especies de interés
requiere de investigaciones que aseguren la obtencion de brotes de buena calidad con un
adecuado sistema radical, garantizando el éxito de la micropropagacién y la inmediata
adaptacion de las plantas a las nuevas condiciones ambientales, por ser un material vegetal

rejuvenecido y libre de patdégenos”.

Orellana (1998) afirma que la micropropagacion via organogénesis, al utilizar yemas axilares,
ha demostrado en muchas especies, que es el método mas confiable para lograr un proceso de

proliferacion repetible, sin alteraciones genéticas y libre de agentes contaminantes.

Las técnicas de cultivo de tejidos emergen como una poderosa herramienta para incrementar la
disponibilidad de patrones de citricos (George, 1993). Los individuos obtenidos mediante esta
técnica presentan la gran ventaja de mantener la uniformidad genética y preservar sus rasgos
especificos, los cuales influirdn en el futuro crecimiento de la variedad injertada (Hartman y
Kester, 1995).

En la actualidad se pueden aplicar herramientas de biotecnologia vegetal, como el cultivo in
vitro de tejidos vegetales, resultando en clones uniformes a partir de una planta madre libre de
enfermedades y de gran produccion, conservando y garantizando los rasgos seleccionados
(Hasan et al., 2019).

Varela, F. (2015) cita a varios investigadores que utilizaron diferentes tipos de tejidos vegetales

para realizar la micropropagacion en diferentes especies de citricos:

Germand et al., (2011) reportan la formacion de brotes adventicios a partir de segmentos
de epicotilo provenientes de semillas de Citrange carrizo, obteniendo una baja
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produccién de yemas axilares con un 13 % en un lapso de 2 meses, los epicotilos
sembrados en medio MS suplementado con Bencil Adenina (BA) en concentracion de
1.00 mg L produjeron un mayor nimero de brotes (1.40) en comparacion con los

suplementados con Tidiazuron (TDZ) en concentracion de 0.10 mg L™ con 0.80 brotes.

Hernandez et al., (2021) experimentando con brotes nodales de naranja agria (Citrus aurantium
L.) durante 30 dias registraron resultados que indicaron la influencia de combinar dos
citoquininas (BAP y kinetina) con AGg los tres adicionados al medio de cultivo a razén de 0.25

mg L lo que permiti6 obtener el mayor niimero de brotes con promedio de 4.70.

3.5 Efecto de la composicién del medio de cultivo

Hurtado y Merino (1994) proponen la formula Murashige y Skoog (1962) pues se ha demostrado
que es el medio adecuado para una gran variedad de especies, asi como para diferentes partes
de una planta. Esta férmula contiene grandes cantidades de nutrientes; también contiene una alta

concentracion de nitrégeno en forma de NHs, NO3z y KNOa.

Cada elemento del medio de cultivo influye de manera coordinada sobre el ciclo celular y por
tanto son responsable de los fendmenos observados durante el cultivo in vitro (Martin et al.,
2015). En el cultivo de tejidos, los medios estan compuestos por soluciones de los siguientes

compuestos (George y Klerk, 2008):

- Macronutrientes: siempre empleados.

- Micronutrientes: casos siempre empleados, aunque ocasionalmente ha sido empleado
un unico componente, el hierro.

- Reguladores de crecimiento: casi siempre afiadidos.

- AzUcares: afadido casi siempre, aungque omitido para algunos fines concretos.
- Vitaminas: incorporadas generalmente.

- Agente solidificante: cuando se requiere el empleo de medios semisolidos.

- Aminoacidos y otros compuestos nitrogenados.

- Suplementos no definidos como leche de coco.



El cultivo de tejidos de plantas requiere de una fuente continua de ciertos elementos quimicos
inorganicos. A los elementos requeridos en mayores cantidades se les llama elementos
macronutrientes. Ademas de los macronutrientes, las células de las plantas requieren pequefias

cantidades de ciertos elementos llamados micronutrientes (Dodds y Roberts, 1984).

Los nutrientes mayores 0 macronutrientes son: nitrégeno (N), potasio (K), calcio (Ca), fésforo
(P), magnesio (Mg), y azufre (S). Los micronutrientes son el hierro (Fe), sodio (Na), cloro (Cl),
manganeso (Mn), Zinc (Zn), boro (B), cobre (Cu), molibdeno (Mo) y (posiblemente) niquel
(Ni). George, (1993).

3.6 Reguladores de crecimiento

Del comportamiento de las auxinas, Machakova et al., (2008) afirman:

A nivel celular, las auxinas controlan procesos basicos como la divisién y la elongacién
celular; su capacidad para iniciar la division celular las involucra en la formacién de los
meristemos, dando lugar a tejidos no organizados o a drganos definidos. En tejidos
organizados y plantas completas, las auxinas estimulan la formacion de haces vasculares,

y participan en la diferenciacion de yemas y raices.

Bornman (1993), menciona que existen auxinas naturales y sintéticas, siendo las mas
cominmente usadas el acido indolbutirico (AIB), &cido indolacético (AIA), 2,4

diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido naftalenacético (ANA)
En referencia al efecto de las citoquininas, Devlin, (1980) considera que:

“para que pueda tener lugar la division celular deben de sucederse una cadena de hechos
(sintesis de ADN, mitosis Yy citocinesis), en los cuales la presencia de las citoquininas es
necesaria para la mitosis; ademas, si la citoquinina esta presente en concentraciones
elevadas puede volverse limitante, por lo menos en uno de los tres pasos necesarios para
la division. Hasta ahora se desconoce el mecanismo exacto de la induccidn citoquininica

de la division celular”.

Entre los efectos de las citoquininas estan la formacion de érganos en los tejidos cultivados in
vitro, a través de la induccion de yemas axilares o adventicias, la division y el alargamiento
celular. La induccion de yemas in vitro se ha logrado con base en una proporcion mayor de

citocininas con respecto a auxinas, la Ilamada relacion citocinina-auxina. En el cultivo estas
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yemas no se inhiben de manera reciproca en su desarrollo, debido a que la dominancia apical
puede ser limitada, las citocininas aplicadas en forma exdgena en general activan el crecimiento

de yemas laterales. (Cruz, 2012).

Las citoquininas son muy efectivas para promover la iniciacion directa o indirecta de los
brotes. Se ha descubierto que muchos aspectos de la diferenciacion celular y la
organogenesis en cultivos de tejidos y érganos estan controlados por una interaccion

entre las concentraciones de citoquinina y auxina (Woodward y Bartel, 2005).

Schinor et al., (2011) citado por Hosein et al., (2013) consideran que, aunque esta bien
informado que la organogénesis in vitro en Citrus se ve favorecida por medios de cultivo
suplementados con citoquinina, el desarrollo de brotes adventicios puede ocurrir en

medio basal, especialmente cuando se utilizan explantes muy jovenes.

En meristemas y apices, el nivel de citoquinina endoégena es bajo debido a que el principal sitio
de sintesis son las raices, por lo que la adicion exdgena de citoquininas en los medios de
iniciacion es necesaria, contrario a las auxinas que en zonas de crecimiento activo como apices
y meristemas son areas de sintesis de auxinas, por lo que la concentracion endogena es alta
(Pérez et al., 1998).

Algunos autores han afirmado:

Las auxinas y citoquininas son importantes en el crecimiento y morfogénesis en el
cultivo de tejidos y érganos de plantas. Gracias a los efectos fisioldgicos de los
reguladores de crecimiento es posible inducir respuestas morfofisiologicas de interés
durante el cultivo in vitro. Esto se debe a su influencia sobre el ciclo celular. El
crecimiento de callos, suspensiones celulares, 6rganos entre otros (Machakova et al.,
2008, citado por Martin et al., (2015).

Sugiyama (1999) citado por Hosein et al., (2013) considera que la mayoria de las veces se
requiere un equilibrio entre los reguladores del crecimiento de auxina y citoquinina para la
formacion de meristemas adventicios de brotes y raices. Las interacciones entre las dos clases
de reguladores suelen ser complejas y es probable que méas de una combinacion de sustancias

produzca resultados 6ptimos.



Las citoquininas son muy efectivas para promover la iniciacion directa o indirecta de los brotes.
Se ha descubierto que muchos aspectos de la diferenciacion celular y la organogénesis en
cultivos de tejidos y 6rganos estan controlados por una interaccion entre las concentraciones de

citogquinina y auxina (Woodward y Bartel, 2005).

Cacho et al., (1991) en Digitalis thapsi, afiadieron las auxinas 2,4-D, AlA y ANA a diferentes
concentraciones (0.10, 0.50, 1.00 y 2.00 mg) por separado; en los hipocotilos estas auxinas
indujeron la formacion de callos y raices. Sin embargo, el empleo de 6-BAP indujo la formacion
de brotes. Este mismo autor describe que al combinar ANA y 6-BAP con kinetina resulté ser la
auxina mas efectiva para la regeneracion de explantes foliares. Este constituye otro ejemplo
donde se puede observar que la interaccion entre el material vegetal inicial y las condiciones de

cultivo definen las respuestas morfogenéticas observadas.

Como parte del establecimiento in vitro de lima &cida (Citrus aurantiifolia [Christm.] Swingle)

Santiana (2014) cita autores que obtuvieron resultados similares a los anteriores al respecto:

El tratamiento suplementado con 0.25 mg L™ de 6-BAP obtuvo el 80% de los meristemas
establecidos en el medio de cultivo, esto concuerda con estudios realizados por Al-Khayri y Al-
Bahrany (2001) quienes realizaron experimentos en lima acida con diferentes concentraciones
de BAP obteniendo como resultado 6ptimo la concentracion de hormona 0.25 a 0.50 mg L,
esta respuesta positiva se debe a que el 6-BAP estimula la division celular y la formacién de

brotes adventicios, pero inhibe la formacién de raices.

De acuerdo con el comportamiento de las giberelinas, tales son un grupo de reguladores del
crecimiento, formadas de diterpenos, los cuales estan compuestos por cuatro unidades de
isopreno, por lo comdn formando tres anillos, ademéas de presentar un puente de lactona

(Vazquez y Torres, 1995).

Ciertos experimentos indican que la cantidad de GAs presente en la planta es mucho mayor en
la proximidad del apice del tallo, lo que sefiala que son suministradas principalmente por el

apice, mas que por cualquier otra estructura como hojas jovenes, embriones, etc. (George, 1993).

Las giberelinas son transportadas rapidamente dentro de la planta; este transporte parece no ser
direccional, pues se mueve con la misma facilidad tanto acropétala como basipétalamente. Esta

traslocacion es llevada a cabo tanto en floema como xilema, puesto que se han encontrado

10



giberelinas trasladandose a una velocidad de 50 mm/h en la savia floematica y xilematica
(Devlin, 1980).

3.7 Sistemas de inmersién temporal

La aplicacion a escala comercial de la micropropagacion tradicional se ha visto limitada por
factores tales como las bajas tasas de multiplicacion, calidad de los explantes y altos costos
ocasionados por el uso intensivo de mano de obra en las etapas de multiplicacion y

enraizamiento (Castro et al., 2002).

El funcionamiento de los biorreactores se basa en la inmersion temporal de los tejidos en medios
de cultivo liquidos. Uno de los modelos de biorreactores que mas se utiliza actualmente en la
propagacion in vitro de plantas a nivel mundial, es el desarrollado por Teisson y Alvard (1994)
que denominaron Recipientes de Inmersion Temporal Automatizada (RITA®).

El uso de biorreactores para la propagacion de plantas fue por primera vez reportado por
Takayama y Misawa en 1981 para la propagacion de Begonia. A partir de este momento, esta
técnica ha sido aplicada para muchas especies de plantas incluyendo brotes, bulbos,

microtubérculos, cormos, etc., (Preil, 1991; (Debergh y Zimmerman, 1991).

Los biorreactores brindan la posibilidad de automatizar el proceso de propagacion in vitro de la
gran mayoria de las especies. Ademas, solucionan las dificultades de los medios de cultivo
liquidos estaticos (en frascos con agar) al facilitar la manipulacion del ambiente in vitro, lo que
permite controlar parametros de cultivos y favorece el crecimiento e incrementa la eficiencia

biologica del material vegetal (Escalona et al., 2006, citados por Navarro, 2019).

3.8 Efecto de la densidad de inoculacion de tejidos en BEIT

Bello et al., (2021) consideran que la densidad de explantes por biorreactor es un factor que
permite controlar aspectos fisioldgicos durante el desarrollo in vitro de explantes. Los explantes
compiten por los nutrientes del medio de cultivo, la luz y el espacio, resultando que una alta
densidad de siembra de explantes por biorreactor puede ser perjudicial para su desarrollo,
mientras que a una baja densidad de siembra los explantes pueden no aprovechar los

componentes del medio, desperdiciando recursos.
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Hay factores variados como la densidad del inéculo, el volumen de aireacién y la intensidad de
la luz que afectan la regeneracion de los brotes que deben analizarse minuciosamente en ciertos
sistemas de biorreactores. La densidad del in6culo es un pardmetro fisico importante que influye
en el crecimiento durante la micropropagacion. Una densidad de inoculacion oOptima es
necesaria para el crecimiento dindmico y la proliferacion de cultivos in vitro. Murthy et al.,
(2023) citando a Jin et al., (2013).

De acuerdo con Pérez et al., (2007) el uso de pequerfias densidades de inoculo podria causar la
subutilizacion de los recipientes de cultivo y la capacidad de los cuartos de cultivo. Por otro
lado, las altas densidades pueden causar malformaciones fenotipicas y disminucion de la calidad
de las plantas o microtubérculos de papa. Por lo tanto, es muy importante evaluar este factor
experimentalmente para aprovechar al maximo la capacidad de los biorreactores sin afectar la

calidad de los microtubérculos.

Aguilar, (2014) reportado por Navarro (2019) sefiala que el empleo de los Biorreactores
Econdmicos de Inmersion Temporal (BEIT) desarrollado en la Universidad Nacional Agraria
(UNA) en el laboratorio de cultivo de tejidos para la produccion masiva de plantas in vitro tiene
las ventajas de evitar la inmersion continua del material vegetal en el medio del cultivo, proveen
adecuada transferencia de oxigeno, bajos costos de adquisicidn, se pueden armar facilmente, se
reduce el tiempo y su costo de produccién, favoreciendo la mejora de la calidad genética y

fitosanitaria de cultivos como platano, cafia de azlcar, teca, etc.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del estudio

El estudio se realizo en el Laboratorio de cultivo de tejido de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicado en el Km. 12 Y% carretera norte en el

departamento de Managua, Nicaragua.
4.2 Seleccion de material genético

El inici6 del cultivo in vitro se realizo a partir de renuevos o varetas en crecimiento activo de
aproximadamente 16 cm conteniendo su yema apical con 3 0 4 yemas axilares extraidas de
plantones certificados suministrados por el banco de germoplasma del Organismo Internacional
Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA), que se encuentra ubicado en la finca experimental
“El Plantel” propiedad de la Universidad Nacional Agraria (UNA), localizada en el kilometro
42.5 carretera Tipitapa-Masaya, en el municipio de Nindiri. En la Figura 1 observa la estructura

tunel cubierto con tela anti-afida que contiene el banco de germoplasma de citricos con plantas

madres.

e TN

Figura 1. Banco de germoplasma del Organismo Internacional Regional de Sanidad
Agropecuaria (OIRSA) en finca “El Plantel”, (UNA).

Los patrones de citricos Citrange carrizo y Citrumelo swingle fueron seleccionados para el
estudio de micropropagacion en las fases de multiplicacion y de enraizamiento en condiciones
del modelo de biorreactor BEIT. Las plantas madre de los patrones Citrange carrizo y Citrumelo

swingle se presentan en la Figura 2.
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Figura 2. Plantas madres. Izquierda: Citrange carrizo. Derecha: Citrumelo swingle.
Posteriormente se trasladé el material genético a las instalaciones del laboratorio de cultivo de
tejidos de la UNA, donde se procedio a aplicarles un lavado con agua del grifo y detergente

durante 20 minutos para eliminar los residuos de polvo y suciedad.
4.3 Disefio de la investigacidn, disefio experimental y disefio de tratamientos

4.3.1 Fase de multiplicacion

a. Experimento 1. Multiplicacion de segmentos nodales
En esta fase se tomaron segmentos nodales individuales de plantas in vitro con longitud
aproximada de 1 cm que se formaron a partir de yemas axilares contenidas en los segmentos
nodales de las varetas que se establecieron y permanecieron en el medio de cultivo durante
cuatro semanas. En la figura 4 se observan plantas in vitro de los patrones Citrange carrizo y

Citrumelo swingle con respectivos segmentos nodales.
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Figura 4. Crecimiento in vitro de patrones de Citrange Carrizo y Citrumelo Swingle a partir

de yemas axilares. a y b) planta y segmento nodal de Citrange carrizo. ¢ y d) planta y
segmento nodal de Citrumelo swingle

En el experimento de multiplicacién se evalud la respuesta morfologica de los segmentos
nodales individuales en el modelo de biorreactor BEIT, para ello los tejidos se establecieron en
5 tratamientos que consistieron en variantes de medios de cultivo, sembrandose en cada BEIT
20 segmentos nodales individuales obteniendo un total de 100 segmentos. A cada biorreactor
BEIT se le agreg6 un volumen de 200 ml de medio por tratamiento, los que a su vez contenian
las sales MS (1962) los reguladores de crecimiento 6-BAP y GAz agregados solos o0 combinados
como se describe en el Cuadro 1. A las sales MS ademas se adicionaron 100 mg L de inositol,
3.00 g L't de agar y 30 g L™ de sacarosa. En todos los tratamientos se ajusté el pH del medio a
5.7 + 0.1 con las soluciones de NaOH 0.1 N (Hidroxido de sodio) o HCI (Acido clorhidrico).
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Cuadro 1. Variantes de medios de cultivo que se utilizaron en la fase de multiplicacion de
segmentos nodales de los patrones Citrange carrizo y Citrumelo swingle en biorreactores
BEIT

Reguladores de crecimiento

Tratamientos (mg L7
6-BAP” GAs™
To 2.00 0.00
T 2.00 0.50
T2 2.00 1.00
T3 2.00 1.50
Ta 2.00 2.00

*6-Bencil amino purina, **Acido giberélico

En cada patron los tratamientos se ordenaron en un Disefio Completo al Azar (DCA) con arreglo
unifactorial conformado por 5 tratamientos y 20 observaciones por cada tratamiento para un

total de 100 segmentos nodales individuales.

b. Experimento 2. Efecto de la densidad de siembra
En el experimento de densidades de siembra en los BEIT se emple6 el medio de cultivo que
contenia 2.00 mg L de 6-BAP y 0.50 de GAs3, en el que se obtuvo buena respuesta de los

segmentos nodales en la brotacion axilar en fase de multiplicacion.

Las variables evaluadas, el disefio del experimento, el analisis estadistico y el procesamiento de

datos se realizd de forma similar a los descritos en el experimento de la fase de multiplicacion.

4.3.2 Fase de enraizamiento
a. Experimento 3. Efecto de las auxinas en la rizogénesis

En la fase de enraizamiento se estudid la respuesta en el desarrollo de raices en segmentos
nodales individuales de los patrones Citrange carrizo y Citrumelo swingle. Se realizé la siembra
en el medio que contenia las sales MS (1962) suplementado con tres dosis de IBA y ANA mas
el tratamiento testigo que contenia solamente las sales MS (1962) sin la adicion de hormonas de
crecimiento (Ver cuadro 2). Cada tratamiento lo conformaron 20 segmentos nodales
individuales con £1 cm de longitud y la evaluacion se realizé a las 4 semanas de permanecer en

el biorreactor BEIT.
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Cuadro 2. Variantes de medios de cultivo utilizados en la fase de enraizamiento de brotes en
los segmentos nodales de patrones Citrange carrizo y Citrumelo swingle

Reguladores de crecimiento

Tratamientos (mg L?)
IBA* ANA™
To 0.00 0.00
T1 1.00 0.00
T2 1.50 0.00
Ts 2.00 0.00
Ta 0.00 1.00
Ts 0.00 1.50
Te 0.00 2.00

*Acido indolbutirico, **Acido indol acético

Para el experimento de enraizamiento in vitro de los dos patrones de citricos se empled de forma
individual un DCA unifactorial conformado por 7 tratamientos y 20 observaciones (segmentos

nodales) por tratamiento para un total de 140 observaciones.
4.4 Manejo del ensayo y metodologia

4.4.1 Ensamblaje del sistema de inmersion BEIT

En el modelo de biorreactor BEIT la inmersion de los tejidos se realiza en un recipiente de vidrio
con capacidad de un litro. Sobre la tapa plastica de los BEIT se colocan fijamente dos filtros
constituidos de acetato de celulosa para evitar la contaminacion de microrganismos dentro de

ellos.

El periodo de inmersion se produce por la entrada al BEIT del flujo de aire a una presion de 0.2
bar suficiente para impulsar el medio liquido que se agreg6 en cantidad de 200 ml por BEIT.
Durante el ingreso de aire en cada biorreactor se produce un burbujeo en el medio de cultivo
que permite la oxigenacién de los tejidos que previamente se colocaron sobre un soporte de
poliuretano y una vez finalizada la inmersion el medio liquido se asienta quedando los tejidos
cubiertos Unicamente por una capa de medio de cultivo. La inmersion se realiz6 una vez por dia

con un tiempo de inmersion de tres minutos.

4.4.2 Establecimiento del estudio
El proceso de desinfeccion se realizé dentro de la camara de flujo laminar en condiciones de

asepsia; los tejidos se sumergieron dentro de un beacker de 2000 ml en fungicida benomil
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durante 10 minutos, se procedié a hacer un enjuague con agua esterilizada y nuevamente se
vuelven a sumergir en cloro comercial al 1% durante 10 minutos y se finalizd haciendo el

enjuague con agua esterilizada para eliminar residuos de benomil y/o cloro.

Finalizado el proceso de desinfeccidn de los explantes, se procedi6 al establecimiento colocando
las varetas sobre platos de acero inoxidable donde se realizaron los cortes con ayuda de hojas
de bisturi esterilizadas para garantizar que el proceso de extraccion de los segmentos nodales
individuales se realizara de forma répida para no lastimar la yema axilar de cada explante. En
la Figura 3 se observan varetas a las que se le extrajeron segmentos nodales individuales y la
brotacion de la yema axilar de un segmento nodal.

Figura 3. Izquierda: varetas extraidas de las plantas madres de los patrones Citrange carrizo
y Citrumelo swingle. Derecha: brotacion de yema axilar de segmento nodal a las 4 semanas
del establecimiento.

En cada frasco de vidrio con volumen de 200 ml se agregaron 10 ml de medio de cultivo de
consistencia semisolida constituido por las sales MS (1962) y enriquecido con 2 mg L™ de 6-
BAP. En cada frasco se sembraron 5 segmentos individuales y permanecieron en la fase de

establecimiento durante 4 semanas.

4.5 Datos evaluados
4.5.1 Experimento 1. Multiplicacion de segmentos nodales

La respuesta a los tratamientos de los segmentos nodales se realiz6 a las 4 semanas de

establecido el experimento, evaluandose las siguientes variables en los dos patrones de citricos:

e Longitud del brote principal: se midi6 en cm en el brote que tenia el mayor
crecimiento (brote principal)
e NuUmero de brotes axilares por cada segmento nodal.

e NuUmero de hojas del brote principal.
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4.5.2 Experimento 2. Efecto de la densidad de siembra
e Densidad de siembra: Se evaluaron densidades de 20, 30 y 40 segmentos nodales en

biorreactores BEIT.

4.5.3 Experimento 3. Efecto de las auxinas en la rizogénesis

e Longitud de planta

e Numero de brotes

e NuUmero de hojas

e Porcentaje de plantas con raiz
4.6 Analisis de los datos
En cada uno de los experimentos se registraron los datos paramétricos de cada variable evaluada;
posteriormente se les realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks, para comprobar si los
datos siguen una distribucién normal. A los datos que tienen una distribucién normal, se les
realizo un analisis de varianza (ANDEVA) y para determinar las diferencias estadisticas entre
los tratamientos se utilizo la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller = 0.05. En la fase
de enraizamiento los datos de porcentaje de plantas con raices se analizaron mediante la prueba
no parameétrica de Kruskal-Wallis y para conocer las diferencias entre tratamientos se utilizo la
prueba de Student-Newman-Keuls, p< 0,05). Para el procesamiento de datos se empled el
paquete estadistico INFOSTAT 2020, version libre (InfoStat/L).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Experimento 1. Multiplicacidén de segmentos nodales
5.1.1 Patron Citrange carrizo

La variable longitud de brote principal presentd respuesta estadistica similar en todos los
tratamientos. En el tratamiento To (testigo) la media fue de 0.67 cm siendo significativamente
inferior a la media lograda en el tratamiento T4 desde el punto de vista estadistico.

En ndmero de brotes producidos en los tratamientos T1 y T> con medias respectivas de 5.18 y
4.39 fueron similares entre ellos y al resto de tratamientos. Los tratamientos Tz y T4 con medias
de nimero de brotes de 3.86 y 3.65 respectivamente resultaron ser estadisticamente similares al
tratamiento T el tratamiento To fue el que obtuvo menor numero de brotes. Por otro lado, el
mayor numero de hojas producidas por el brote principal se obtuvo Tz y T4. Los tratamientos To

y T1o0btuvieron las menores medias para esta variable.

En el Cuadro 3 se presenta la respuesta estadistica de los segmentos nodales del patron Citrange
carrizo en base a la evaluacion de las variables longitud del brote principal, nGmero de brotes y
namero de hojas del brote principal. En la Figura 5 se observan las plantas formadas en la fase
de multiplicacién en biorreactores BEIT de un litro a las cuatro semanas.

Cuadro 3. Variables de longitud del brote principal, nimero de brotes y nimero de hojas del

brote principal del segmento nodal del patrén Citrange carrizo después de cuatro semanas en la
fase de multiplicacién

Hormonas de crecimiento Variables
Longitud del ~ Numero de Numero
Tratamientos 6-BAP* GAs™ brote brotes por de hojas
(mg L?) (mg L?) principal segmento del brote
(cm) nodal principal
To 2.00 0.00 0.67b 2.80c 155¢
T1 2.00 0.50 0.95ab 5.18a 1.74c
T2 2.00 1.00 1.00 ab 4.39 ab 2.13 bc
T3 2.00 1.50 1.04 ab 3.86 bc 2.45 ab
Ta 2.00 2.00 127 a 3.65 bc 2.78 a
CVv 2.43 22.56 6.32

*6 Bencil amino purina, **Acido giberélico. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
(p>0.05)
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Figura 5. lzquierda: Brotes axilares del patron Citrange carrizo en la fase de multiplicacién a
las dos semanas de crecimiento en biorreactor BEIT. Derecha: Brotacion a las cuatro semanas
de crecimiento.

5.1.2 Patron Citrumelo swingle

La variable longitud del brote principal presentd respuesta estadistica similar en los tratamientos
To, T1, T2 'y Tz con medias respectivas de 0.76, 1.01, 1.15 y 1.07 cm, Gnicamente por efecto del
tratamiento To con media de 0.76 cm resulto significativamente inferior a la media 1.48 cm que
se obtuvo por el tratamiento Ta.

En namero de brotes producidos en los tratamientos To, T2, T3y T4 tuvieron respuesta estadistica
similar correspondiéndoles medias de brotes de 4.40, 5.20, 4.90 y 5.15. El tratamiento Ty con
media de numero de brotes de 6.00 resulto superior al resto de tratamientos y estadisticamente

diferente al testigo To.

Para la variable numero de hojas del brote principal el tratamiento To presentd la mejor respuesta

y fue similar estadisticamente al efecto del tratamiento T1 y diferente al resto de los tratamientos.

Los resultados del comportamiento estadistico en las variables longitud de brote principal,
numero de brotes y nimero de hojas del brote principal obtenidas en segmentos nodales del
patron Citrumelo swingle se presentan en el Cuadro 4. En la Figura 6 se observan plantas
formadas en la fase de multiplicacién en biorreactor BEIT a las cuatro semanas.
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Cuadro 4. Variables de longitud del brote principal, nimero de brotes y numero de hojas del
brote principal del patron Citrumelo swingle a las cuatro semanas de evaluadas

Hormonas de crecimiento Variables

Longitud del NUmerode  Numero
Tratamientos 6-BAP* GAs™ brote brotes por  de hojas
(mg L?) (mg L?) principal segmento  del brote
(cm) nodal principal
To 2.00 0.00 0.76 b 440 b 290 a
T1 2.00 0.50 1.01ab 6.00 a 2.45 ab
T2 2.00 1.00 1.15ab 5.20 ab 2.05b
Ts 2.00 1.50 1.07 ab 4.90 ab 1.95b
Ta 2.00 2.00 1.48a 5.15ab 1.85b

CVv 3.03 13.54 5.25

*6 Bencil amino purina, **Acido giberélico. Medias con una letra comln no son significativamente
diferentes (p>0.05)
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Figura 6. Izquierda: Brotes axilares del patrén Citrumelo swingle en la fase de multiplicacion
a las dos semanas de crecimiento en biorreactor BEIT. Derecha: Brotacion axilar a las cuatro
semanas de crecimiento.

Hurtado y Merino, (1994) mencionan que el GAs es importante en el cultivo de tejidos vegetales
debido a que presenta un espectro de actividad biolégica muy variado, con un papel regulatorio
principal en el crecimiento, ya que este puede producir una elongacion extraordinaria del tallo

en enanos genéticos.
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En Citrange carrizo y Citrumelo swingle de acuerdo con el comportamiento estadistico de la
variable brotacion axilar en los tratamientos que se les adicionaron combinaciones de 2.00 mg
L de 6-BAP y 0.50 mg L™ de GAs, se logrd una mejor respuesta estadistica en comparacion al

tratamiento sin reguladores de crecimiento

En Citrange carrizo por ejemplo en el numero de brotes en el tratamiento To que solo contenia
2 mg L de 6-BAP se obtuvo respuesta estadistica inferior a las medias obtenidas en los

tratamientos que se contenian 2 mg L™ de 6-BAP combinado con 0.50 0 1.00 mg L™ de GAs.

Autores como Peérez-Luna et al., (2013) reportados por Méndez et al., (2020) reportaron los
resultados obtenidos usando segmentos nodales e internodales para la induccién de brotes
adventicios de limén persa, logrando producir hasta 4 brotes por explante en un medio de cultivo
de consistencia solida y conteniendo 1 mg L de 6-BAP. El inconveniente que observaron fue

que los brotes presentaron defoliacion en un 22% y el 28% presentaron formacion de callos.

Los resultados obtenidos del presente estudio no muestran la formacion de brotes adventicios
regenerados via organogeénesis indirecta, debido posiblemente a que se experimentd con dosis
bajas de reguladores de crecimiento y los segmentos nodales son tejidos que garantizan una
buena estabilidad genética, lo que favorece a que los eventos de variacion genética sean
minimos, contrario a lo que suele ocurrir con la aplicacion de concentraciones mas altas en la
propagacion clonal, ya que pueden inducir varias aberraciones genéticas que dan como resultado

la formacidn de plantas deformes o fuera de tipo.

Kanwar et al., (2013) destacan que en Citrange carrizo la presencia de BAP y GAz en el medio
de multiplicacién resulté fundamental para la multiplicacién de los explantes, pero el BAP tuvo
mayor influencia en la multiplicacion de brotes y el GAs en elongacion de brotes. Con el empleo
del medio de cultivo que contenia las sales MS y concentraciones de 1.00 mg L tanto de BAP
como de GAs se obtuvo una media de 7.90 brotes y una longitud de los brotes de 3.00 cm. Estos
mismos autores observaron que con el incremento de las dosis de BAP y GAza 2.00 mg L se
inhibid el nimero de brotes. Esto puede deberse a que la citoquinina a alta concentracion afectd

significativamente formacion de brotes laterales.

En los patrones Citrange carrizo y Citrumelo swingle la adicion de BAP en combinacion con

GAz ejercieron un efecto sinérgico por lo que resultaron necesarios adicionarlos en la fase de
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multiplicacién. Lukman et al., (1990) citados por Rojas (2001) obtuvieron buenos resultados en
el cultivo de meristemos de Citrange troyer empleando las sales MS de consistencia liquida
suplementado con 1.00 mg L de AGs y 0.80 mg L* de BA. Carimi y De Pasquale (2003),
afirman que las giberelinas son frecuentemente empleadas para promover la elongacion de los

tallos en los citricos.

Kaur (2016) en la fase de multiplicacion in vitro de Citrus jambhiri Lush considera que
posiblemente una concentracion 0.50 mg L de BA sigue estimulando la iniciacion de los brotes,
al tiempo que reduce la dominancia de los brotes recién formados, mientras que GAz promueve

el alargamiento de los brotes iniciados en el medio de induccion.

El promedio de brotes reportado por Méndez et al., (2020) result6 similar al obtenido en este
estudio con los dos patrones que experimentamos utilizando biorreactores BEIT como se
observa en los cuadros 1y 2. No se alcanzaron los promedios reportados por Hernandez et al.,
(2013) con limon criollo (Citrus aurantifolia Christm Swing) var. Mexicana en la fase de
multiplicacion quienes con el uso combinado de 1.00 mg L* AGz y 2.00 mg L™ de 6-BAP

obtuvieron 8.61 brotes por explante.

Ademas del efecto sinérgico del 6-BAP y del GAs no se debe minimizar el efecto de las
condiciones dentro de los biorreactores BEIT que pudieron favorecer para que la defoliacion de
los brotes haya sido minima como también lo reportan Herrera-Flores et al., (2017) en la
micropropagacion de limon persa (Citrus x latifolia Tan.) quienes para disminuir la defoliacion
emplearon un Sistema de Inmersion Temporal (SIT) del tipo de frascos gemelos modificado;

bajo este esquema, se logré obtener un promedio de 1.20 brotes por explante de mejor calidad.

En la variable nimero de hojas del brote principal la respuesta por efecto de los tratamientos
fue diferente entre Citrange carrizo y Citrumelo swingle, mientras que en Citrange carrizo se
favorecié a mayores concentraciones de 6-BAP y GAs, en Citrumelo swingle esta variable
respondio mejor a la no adicion de GAs. Este comportamiento puede deberse a la respuesta
genotipica como lo reportan Litz y Jarret (1991) quienes argumentan que la variacion en la
respuesta de ciertos explantes pertenecientes a la misma especie vegetal puede ser considerable,
mas aun, puede haber variacion en los requerimientos de los reguladores de crecimiento para la

organogenesis segun el tipo de tejido usado como explante.

24



Jiménez, (1998) considera que uno de los factores de mayor importancia es el genotipo del
material a propagar, ya que la respuesta in vitro suele ser diferente para cada una de las especies
e incluso para las distintas variedades o clones dentro de la misma especie. Al ser diferente la
respuesta para cada genotipo, sus requerimientos hormonales, nutricionales y las condiciones
de cultivo (temperatura, luz, etc.) van a variar, por tanto, es necesario establecer las condiciones
especificas para cada uno de ellos, asi como la forma de su manejo in vitro con vistas a lograr

tasas de multiplicacion razonables.

De acuerdo con Tallon et al., (2015) las respuestas morfogénicas de los citricos in vitro estan
fuertemente influenciadas por el genotipo, edad y tipo de explante y composicion del medio de
cultivo. Bordén et al., (2000) afirman que el genotipo afecta la respuesta morfogénica de
segmentos de epicotilo cultivados in vitro de portainjertos de citricos. Las diferencias
cualitativas y cuantitativas en la respuesta organogénica indica que las condiciones para la

regeneracion deben optimizarse para cada genotipo.
5.2 Experimento 2. Efecto de la densidad de siembra
5.2.1 Patron Citrange carrizo

En el patron Citrange carrizo no se registraron diferencias significativas entre las medias de las
variables longitud del brote principal y niumero de brotes axilares cuando se emplearon
densidades de siembra de 20, 30 y 40 segmentos nodales por BEIT. En las Figuras 7 y 8 se

presentan los resultados logrados a las cuatro semanas de iniciado el experimento.
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Figura 7. Variable longitud del brote principal del patron Citrange carrizo evaluadas a las
cuatro semanas de la siembra de los segmentos nodales con 3 densidades de siembra.
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Figura 8. Variable numero de brotes del patron Citrange carrizo evaluadas a las cuatro
semanas de la siembra de los segmentos nodales con 3 densidades de siembra.

Entre las medias de la variable nimero de hojas se presentaron diferencias estadisticas entre las
plantas que se sembraron en la densidad de siembra de 40 segmentos nodales con media de 2.80
y la densidad de siembra de 20 segmentos nodales con media de 2.40 hojas. En la Figura 9 se
presentan los resultados logrados a las cuatro semanas de realizado el experimento y en la Figura
10 se observan plantas in vitro en BEIT con densidades de siembra de 20, 30 y 40 segmentos

nodales.
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Figura 9. Variable nimero de hojas del patrén Citrange carrizo evaluadas a las cuatro
semanas de la siembra de los segmentos nodales.
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Figura 10. Brotacion axilar del patron de Citrange carrizo en la fase de multiplicacion
con densidades de siembra de: a) 20 segmentos nodales. b) 30 segmentos nodales c) 40
segmentos nodales a las cuatro semanas de crecimiento en BEIT del litro.

5.2.2 Patron Citrumelo swingle

Por efecto de la densidad de siembra de los segmentos nodales no presentaron diferencias
estadisticas entre las medias obtenidas en las variables longitud del brote principal y nimero de

brotes exilares. Los resultados se presentan en las Figuras 11y 12.
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Figura 11. Variable longitud del brote principal del patron Citrumelo swingle evaluadas a las
cuatro semanas de la siembra de los segmentos nodales.
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Figura 12. Variable nimero de brotes axilares del patron Citrumelo swingle evaluadas a las
cuatro semanas de la siembra de los segmentos nodales.

La densidad de siembra de los tejidos influyé en el comportamiento estadistico de la variable
namero de hojas, resultando significativamente superior con media de 2.95 cuando se empleo
una densidad de siembra de 40 segmentos nodales en relacién con la densidad de 20
segmentos que alcanz6 una media de 2.55 hojas. En la Figura 13 se presentan los resultados a
las cuatro semanas de realizado el experimento y en la Figura 14 se observan plantas in vitro
de Citrumelo swingle en BEIT con densidades de siembra de segmentos nodales de 20, 30 y
40.
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Figura 13. Variable numero de hojas del patrén Citrumelo swingle evaluadas a las cuatro
semanas de la siembra de los segmentos nodales.
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Figura 14. Brotacion axilar del patron Citrumelo swingle en la fase de multiplicacién con
densidades de siembra de: a) 20 segmentos nodales. b) 30 segmentos nodales c) 40 segmentos
nodales a las cuatro semanas de crecimiento en BEIT.

Segun Piqueras y Debergh (1999), la densidad de indculo como variable tiene su fundamento
en la cantidad de volumen de medio de cultivo disponible por explante, ademéas del espacio
fisico para su desarrollo. Es posible que el poco desarrollo morfo-fisiologico y la afectacidn en
los explantes sea debido a un insuficiente indculo, influenciado a su vez por la disponibilidad
del medio de cultivo y el ambiente in vitro. Estos factores, influyen directamente en el desarrollo

de los brotes y los procesos morfogenéticos.

Aunque en los experimentos con los patrones Citrange carrizo y Citrumelo swingle no se evalué
la produccion de biomasa de las plantas que se formaron a las cuatro semanas en las tres
densidades de siembra, consideramos que las diferencias estadisticas que se presentaron en la
variable numero de hojas entre las plantas formadas en las densidades de 20 y 40 tejidos, puede
ser un indicativo de que en el modelo de biorreactor BEIT de un litro con la inoculacion de 40
segmentos nodales el nimero de hojas fue superior debido posiblemente a que los tejidos hacen
un uso eficiente de los componentes del medio de cultivo y que la atmosfera dentro del recipiente

también es dptima.

Polzin et al., (2014) experimentando con Dioscorea cayenensis-rotundata con densidades de
inoculacion de 5, 10, 15y 20 segmentos nodales por biorreactor RITA® no registraron un efecto
significativo en el nimero de yemas producidas después de 2 meses de cultivo con resultados
que varian entre 2.50 y 3.10 yemas por segmento nodal (correspondientes a 15 y 20 segmentos

de vastago por biorreactor respectivamente.
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Vanegas y Aralz (2023) en pifia cv. MD-2 (Ananas comosus L. Merril) estudiaron densidades
de siembra de 70, 80, 90 y 100 tejidos en el modelo de biorreactor de movimiento ondulatorio
(BIMOT) con capacidad de siete litros y funciona con un recipiente que contiene los tejidos y
el medio de cultivo liquido. En la variable nimero de brotes axilares no se encontraron
diferencias estadisticas entre las medias de las cuatro densidades de siembra; pero obtuvieron
los mejores resultados en longitud de tallo con densidad de siembra de 100 tallos con media de
2.55 cm que resulto superior estadisticamente a las medias de 1.90 y 2.03 cm que se registraron
en las densidades de 70 y 80 respectivamente. En nimero de raices la densidad de siembra de
70 con media de 1.15 Unicamente resultd superior estadisticamente a la media de 0.65 alcanzada
con densidad de siembra de 100 tejidos. Esto ha sido de importancia para la confirmacion de las

variables a medir y la metodologia empleada

Pérez et al., (2007) en etapa de tuberizacién del cultivo de papa inocularon 60 y 90 segmentos
nodales individuales por Recipiente de Inmersion Temporal (TIS), observando que en el
tratamiento con 90 explantes por TIS los brotes mostraron excesivo agrandamiento y
estrangulamiento en el area apical; se formaron callos de consistencia acuosa en la superficie de
brotes. Los sintomas descritos son probablemente debido a la baja disponibilidad de oxigeno
dentro del recipiente de cultivo debido a la gran cantidad de produccién de biomasa. Ademas,
el numero medio de microtubérculos obtenido por TIS fue de 168 en el tratamiento con 60
explantes, y significativamente mayor con 234 en el tratamiento con 90 explantes. Sin embargo,
el peso fresco total de microtubérculos por TIS fue de 164.7g en el tratamiento con 60 explantes

mientras que con 90 explantes solo se alcanzaron 47 g de peso fresco.

De acuerdo con los resultados obtenidos por diferentes autores en la micropropagacion de
muchos cultivos, para lograr resultados mas fiables en dependencia del cultivo y del modelo de
biorreactor que se emplee en la micropropagacion via organogénesis, es necesario analizar el
efecto de factores entre los que se encuentran la cantidad de medio de cultivo por explante, la

concentracion de las sales del medio de cultivo, la frecuencia y el tiempo de inmersién.
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5.3 Experimento 3. Efecto de las auxinas en la rizogénesis
5.3.1 Patron Citrange carrizo

En los siete tratamientos la longitud de planta registr6 medias entre 2.45 y 3.85 cm,
presentandose en el tratamiento T4 la mayor media de longitud de planta que solamente resulto
estadisticamente superior al tratamiento To que no se le adicionaron reguladores de crecimiento
y al Ts que contenia 1.50 mg L™ de ANA con medias respectivas de 2.45 y 2.65 cm. Se presentd
respuesta estadistica similar entre las medias obtenidas en el tratamiento To y los tratamientos

que se les adicionaron diferentes concentraciones de IBA.

En la variable niUmero de brotes no se presentaron diferencias estadisticas entre las medias
obtenidas en los tratamientos que se adicionaron tres concentraciones de IBA y tres
concentraciones de ANA. Sin embargo, se obtuvieron los mayores nimeros de brotes en el To,
T1y Ta.

En el tratamiento To la media de niumero de hojas de 2.40 resultd significativamente inferior
Unicamente a las medias obtenidas en los tratamientos T3 que se le adicionaron 2.00 mg L de
IBA y el tratamiento T4 con adicion de 1.00 mg L™t de ANA presentando medias respectivas de
3.85y 4.20 hojas. Los resultados de las variables longitud de planta, nimero de brotes y nimero
de hojas se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Efecto del IBA y de ANA en variables de longitud de planta, nGmero de brotes y

namero de hojas segmentos nodales del patron Citrange carrizo en la fase de enraizamiento a
las cuatro semanas de evaluadas

_ IBA* ANA** _ Va,rlables ,
Tratamientos (mg L) (mg L) Longitud de Numerode Numero
planta brotes de hojas
To 0.00 0.00 245b 0.50a 240c
T1 1.00 - 2.73 ab 0.35ab 3.40 abc
T2 1.50 - 2.83ab 0.25b 3.45 abc
T3 2.00 - 3.28 ab 0.25b 3.85ab
Ta - 1.00 3.85a 0.30 ab 420a
Ts - 1.50 2.65b 0.20b 3.15abc
Te - 2.00 2.70 ab 0.20b 2.73 bc
CcVv 23.56 43.35 25.42

*Acido indolbutirico, **Acido naftalenacético. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p>0.05)
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De acuerdo con el analisis no paramétrico de la prueba H de Kruskal y Wallis (P < 0.05) en el
porcentaje de plantas que emitieron raices se detectaron diferencias significativas por efecto de
los tratamientos, obteniéndose el mejor resultado en el tratamiento Tz con el 60% superando
estadisticamente a los porcentajes producidos en los tratamientos To, T1y T4 que fue de 0,5y

15% respetivamente.

Los tratamientos T, Ts'y Te todos con porcentaje del 25% de plantas con raices poseen un
comportamiento estadistico similar al tratamiento T4. Los resultados de produccion de raices del
patron Citrange carrizo se presentan en la Figura 15y 16 se observan plantas con raices y plantas

en biorreactores BEIT.
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Figura 15. Porcentaje de plantas con raices del patron Citrange carrizo a las cuatro semanas. Barras
con letras distintas difieren significativamente segun prueba Kruskal Wallis, para p >0.05.
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Figura 16. lzquierda. Planta del patrén Citrange carrizo en fase de enraizamiento a las cuatro
semanas. Derecha. Plantas en BEIT a las seis semanas.

5.3.2 Patron Citrumelo swingle

En la variable longitud de planta no se observaron diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos que contenian IBA o ANA en las diferentes dosis adicionadas al medio de
cultivo, presentandose medias entre 2.63 y 3.21 cm. El tratamiento Te que contenia 2.00 mg L
! de ANA con media de longitud de planta de 3.21 cm solo superd significativamente a la media

de 2.88 cm que se obtuvo en el tratamiento To.

La media de nimero de brotes de 0.85 que se obtuvo en el tratamiento To supero
estadisticamente a las medias que se presentaron en los tratamientos que se les adicionaron
diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento IBA y ANA, registrandose medias

de brotes por planta en estos tratamientos entre 0.10 y 0.55.

No se presentaron diferencias estadisticas entre las medias de nimero de hojas por efecto de los
diferentes tratamientos con o sin adicion de IBA o de ANA. Los resultados de las variables
longitud de planta, nimero de brotes y nimero de hojas se presentan en el Cuadro 6.

33



Cuadro 6. Efecto del IBA y de ANA en variables de longitud de planta, nimero de brotes y
nimero de hojas de segmentos nodales del patrén Citrumelo swingle en la fase de
enraizamiento a las cuatro semanas de evaluadas

Variables
Tratamientos IBA ANA= Longitud d / d / d
(mgL1) (mg LY ongitud de Ndmero de Nume_ro e

planta brotes hojas
To 0.00 0.00 2.28 b 0.85a 2.60 a
T 1.00 - 2.63 ab 0.55b 2.00a
T2 1.50 - 2.73 ab 0.35 bc 2.35a
Ts 2.00 - 2.78 ab 0.30 cd 2.20a
Ta - 1.00 2.79 ab 0.20 cd 2.55a
Ts - 1.50 2.81ab 0.15 cd 2.25a
Ts - 2.00 3.21la 0.10d 2.10 a
CVv 14.28 40.53 20.26

*Acido indolbutirico, **Acido naftalenacético. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
(p>0.05)

Se presentaron diferencias estadisticas el porcentaje de plantas que emitieron raices de acuerdo
con el andlisis no paramétrico de la prueba H de Kruskal y Wallis (P < 0.05) que resulto superior
en el tratamiento Te con el 60 % en comparacion a los tratamientos To, T1, T2y Taque registraron
el 10, 20, 25 y 15 % respectivamente. Mientras que con 30 y 35 % de raices producidas en los
tratamientos T3z y Ts respectivamente resultaron con similar respuesta estadistica al tratamiento
Te. En la Figura 17 se presentan los resultados de produccion de raices del patron Citrumelo
swingle y en la Figura 18 se observa planta con raiz y plantas en biorreactores BEIT.
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Figura 17. Porcentaje de plantas con raices del patron Citrumelo swingle a las cuatro
semanas. Barras con letras distintas difieren significativamente segin prueba Kruskal
Wallis, p >0,05.
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Figura 18. Izquierda. Planta del patron Citrumelo swingle en fase de enraizamiento a las
cuatro semanas. Derecha. Plantas en biorreactor BEIT a las seis semanas.

En la fase de enraizamiento del patron Citrumelo swingle en los tratamientos que contenian
dosis de 1.50 y 2.00 mg L™* de IBA se obtuvieron mejores resultados en las variables longitud
de la planta, nimero de hojas y en el porcentaje de plantas que formaron raices, a diferencia de
la variable brotacion axilar que fue menor en relacién con los tratamientos sin reguladores de
crecimiento y con la adicion de 1.00 mg L™ de IBA. Cuando se agregd 1.00 mg L de ANA se
logré la mejor categoria estadistica en las variables longitud de planta y produccién de hojas,
aunque en la variable nimero de brotes producidos tuvo una respuesta estadistica similar a las
medias logradas con dosis de 1.50 y 2.00 mg L™ de ANA.

Por efecto de las 3 dosis de ANA en la variable porcentaje de plantas que presentaron raices no
registraron diferencias significativas entre si y en comparacion al efecto del IBA solamente
resultd inferior estadisticamente la media obtenida en el tratamiento que contenia 1.00 mg L™

de ANA a la media lograda en el tratamiento con 2.00 mg L de IBA.

En el patron Citrumelo swingle la respuesta estadistica de la variable longitud de planta resultd
similar entre los tratamientos que se les adicionaron IBA y ANA, pero en la variable nimero de
hojas no se presentaron diferencias significativas entre las medias obtenidas en todos los

tratamientos.
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Con la adicion de 2.00 mg L de IBA fue superior la respuesta estadistica en comparacion a la
media que se obtuvo en el tratamiento sin reguladores de crecimiento y los tratamientos que
contenian 1.50 y 2.00 mg L de ANA superaron estadisticamente a las medias logradas en los

tratamientos testigo y los que se les adicionaron 1.00 mg L™ de IBA o de ANA.

En los dos patrones en el tratamiento que no se le agrego IBA o ANA resultd significativamente
mejor la media de la variable nimero de brotes. Este comportamiento es debido a que al no
adicionarle al medio de cultivo auxinas sea IBA o ANA no se ejerce el efecto de dominancia
apical por tanto la respuesta de los tejidos es estimular la brotacién axilar. Sangeeta y Vibha
(2010) reportaron en Citrange carrizo que los brotes cultivados en medio sin auxina exhibieron

un bajo porcentaje de enraizamiento.

Kitto y Young (1981) experimentando con el patron Citrange carrizo obtuvieron el mejor
resultado en el tratamiento que contenia 1.00 mg L de ANA logrando formaron raices en el
80% de las plantas y una media de 10.20 raices por brote superando al efecto que tuvo la adicién
de las auxinas IBA y AlA.

Hernandez et al., (2021) en la fase de enraizamiento del cultivo in vitro de naranja agria (Citrus
aurantium L.) con adiciones de 1.00 mg L de IBA y 1.00 mg L™ de ANA lograron los mejores
resultados con el 94.70 % de explantes con raices. Mientras que Rathore et al., (2007)
comprobaron que en el medio de cultivo con las sales MS al 50% y 0.10% de carb6n activado
mas la adicién de ANA se induce porcentajes mas altos de enraizamiento que con IBA en Citrus
limon, resultando con la concentracion de 5.00 mg L™ de ANA el 100% de plantas enraizadas
y con 4.90 mg L™ de IBA el porcentaje de enraizamiento fue del 68%. Sukhjit (2016) empleando
las sales MS con 0.10 mg L de IBA y 0.50 mg L de AIA reporta la formacion de raices en el

96% de segmentos de epicotilo de limén rugoso (Citrus jambhiri Lush.).

Debido a que muchos autores reportan buenos resultados en la fase de enraizamiento en
diferentes especies de citrus en la que experimentan con las auxinas AIA, IBA y ANA
adicionadas solas o combinadas al medio de cultivo, es necesario que en el caso de los patrones
Citrange carrizo y Citrumelo swingle se experimente con adiciones combinadas de IBA y ANA
para evaluar el efecto sinérgico en el enraizamiento de acuerdo a la respuesta de las variables

porcentaje de plantas con raices y en la cantidad y longitud de las mismas.
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VI. CONCLUSIONES
En la fase de multiplicacion en biorreactores del modelo BEIT, los patrones Citrange carrizo y
Citrumelo swingle presentaron una respuesta superior en nimero de brotes en el tratamiento que
contenia 2.00 mg L de 6-BAP con 0.50 mg L™ de GAs, resultando superior a las medias

registradas tanto en el tratamiento testigo como en el resto de los tratamientos.

El patron Citrange carrizo con media de 2.80 hojas obtenida en densidad de siembra con 40
segmentos noda'es superd significativamente a la media de 2.40 hojas obtenida con densidad de
20 segmentos nodales. En el patron Citrumelo swingle en densidad de siembra con 40 segmentos
nodales con media de 2.95 hojas resulté superior la media de 2.55 hojas obtenida con densidad

de siembra de 20 segmentos nodales.

En la fase de enraizamiento en biorreactores del modelo BEIT, en el patron Citrange carrizo se
obtuvieron los mejores resultados en el tratamiento que contenia las sales MS con 2.00 mg L
de IBA de acuerdo con las variables longitud de planta, nimero de hojas y porcentaje de plantas
con raices, mientras que en el patron Citrumelo swingle en esas mismas variables la mejor

respuesta fue en el tratamiento que contenia las sales MS con 2.00 mg L de ANA.
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VIl. RECOMENDACIONES
Analizar el efecto en la micropropagacion en biorreactores de los siguientes factores: cantidad
de medio de cultivo por explante, concentracion de las sales del medio de cultivo, concentracion

de reguladores de crecimiento, frecuencia y tiempo de inmersion.
Experimentar en la fase de enraizamiento con las auxinas IBA y ANA adicionadas en

combinacidn y en diferentes concentraciones para evaluar si existe efecto sinérgico que estimule

significativamente la induccién de raices de calidad.
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