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CULTIVO IN VITRO DE PORTAINJERTOS TOLERANTES AL VIRUS DE LA
TRISTEZA EN CITRICOS: UTILIZACION DE SUSTRATOS INERTES

RESUMEN
Maria de Jesus Martinez Hernandez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2007

La multiplicacién de plantas in vitro presenta varias etapas criticas, desde la seleccion
de los componentes para la germinacién, multiplicacion y enraizamiento hasta el
proceso de aclimatacion en invernadero. En la presente investigacion se utilizaron los
sustratos inertes (vermiculita, agrolita y tezontle) como medio de soporte en
sustitucién del agar y los azucares xilosa, fructosa y 10X20F se compararon con la
sacarosa, en su efecto sobre la germinacién, multiplicacién, enraizamiento y
sobrevivencia de los portainjertos de citricos: Citrus volkameriana, Citrumelo swingle
y Citrange 35. Ademas de probar diferentes intensidades luz en el proceso de
aclimataciéon de plantulas de Citrus volkameriana con diferentes sustratos y una
reduccion gradual de la humedad relativa. Los porcentajes de germinacion,
multiplicacion y enraizamiento fueron similares estadisticamente (p>0.05), en todos
los sustratos utilizados al igual que en el agar. La supervivencia fue superior
estadisticamente (p<0.05) en las plantulas obtenidas con sustratos inertes (91-100%)
en relacién a las que provenian de agar (48-51%). La respuesta de los azucares
xilosa, fructosa y 10X20F como sustitutos de la sacarosa, fue similar estadisticamente
(p>0.05) en la formacion y altura de brotes, numero de hojas por brote y numero de
raices adventicias. Durante la aclimatacion de Cifrus volkameriana a 350 luz la
sobrevivencia fue superior estadisticamente (p<0.05) a las intensidades luminosas de
700 y 1050 luz. A 350 luz la supervivencia de las plantas obtenidas con vermiculita
fue mayor estadisticamente (100%) en relaciéon a las multiplicadas con agar (98%);
los sustratos agrolita y suelo utilizados en la aclimatacion no mostraron diferencias.
Los resultados obtenidos con los sustratos inertes en la multiplicacién in vitro de los
portainjertos probados, indican su factibilidad para sustituirlos por el agar; ademas
combinados con una baja intensidad luminosa y alta humedad relativa, incrementan la
supervivencia de las plantas al pasar a invernadero.

Palabras Claves: Cultivo in vitro, Sustratos inertes, Citricos
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USE OF INERT SUBSTRATES FOR TISSUE CULTURE OF CITRUS
ROOTSTOCKS TOLERANT TO CITRIC FRUIT SADNESS VIRUS

Maria de Jesus Martinez Hernandez, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2007

ABSTRACT
Survival for in vitro plant production depends on the materials used for germination,
multiplication, and rooting in the laboratory, as well as those selected for
acclimatization in greenhouses. In this report, inert substrates such on Vermiculite®,
Agrolite®, and Tezontle were tested as substitutes for agar in seed germination beds.
The effects of sucrose, xylose, fructose, and 10X20F were tested as sucrose
substitutes on the germination, multiplication, rooting and survival of explants of Citrus
volkameriana, Citrumelo swingle and Citrage 35. The effect of different light intensities
on Citrus volkameriana seedlings planted in different substrates at gradually reduced
relative humidities also were tested. Germination, multiplication and rooting
percentages were statistically similar across all substrates. Seedling survival was
superior on inert substrates (91-100%) as compared to agar (48-51%). Use of xylose,
fructose and 10X20F as sucrose substitutes promoted the same numbers, height and
leaves per shoot, and numbers of adventitious roots. During acclimatization, survival
of Citrus volkameriana seedlings was significantly greater at 350 lux as compared to
700 and 1050 lux. At 350 lux, seedling survival in Vermiculite® (100%) was greater
than that in agar (98%). Agrolite® and soil showed similar survival results. The use of
inert substrates as substitutes for agar in the production of in vitro explants is
substantially improved. Further, plant survival in greenhouses can be increased by

combining low light intensity with high relative humidity.

Key words: Tissue culture, inert substrates, Citrus
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I. INTRODUCCION

Los citricos son considerados los frutales mas importantes en el mundo, su
cultivo y consumo se realiza por igual en los cinco continentes, siendo explotados en
forma comercial. México ocupa el sexto lugar en produccidén, genera cerca de dos
millones de jornales anuales durante el proceso de produccidbn empaque y
comercializacion (FAO, 2002). Durante muchos afios el naranjo agrio (Citrus
aurantium L. Osbeck) ha sido el portainjerto para citricos mas usado en el mundo.
Actualmente su empleo esta limitado debido al alto grado de susceptibilidad que
presenta al Virus de la Tristeza de los Citricos (VTC), cuando se injerta con especies
de interés econdmico. Es importante sefalar que el estado de Veracruz esta en
riesgo de perder 200 mil ha por el VTC, porque el pulgdn café de los citricos
(Toxoptera citricida Kirkaldy), que es el vector mas importante de este virus se ha
detectado en diversos estados de la Republica Mexicana. Por lo que, es necesaria la
propagacion de portainjertos tolerantes, mediante técnicas de cultivo que garanticen
la produccién masiva de plantas libres de patogenos (Padrén, 2000; Murcia et al.,
2002). En este sentido se realizd la presente investigacion: “Cultivo in vitro de
portainjertos tolerantes al virus de la tristeza en citricos: utilizacion de sustratos
inertes,” la cual es una propuesta para la propagacion masiva de plantas in vitro,
teniendo como objetivo general estudiar el efecto de diferentes sustratos inertes y
azucares como sustitutos del agar y la sacarosa en los procesos morfogenéticos in
vitro. Durante la aclimatacion se estudiaron los diferentes niveles de intensidad de luz

en los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35 (C-35).

Este documento consta de doce capitulos principales; el presente intenta
introducir al lector a través de la contextualizacion vy justificacion del objetivo general

de la propuesta e incluyendo la descripcidon general del documento.

El segundo capitulo describe el enfoque de sistemas y el agroecosistema de

manera general, analizando los procesos Agricolas de forma sistémica.



En el tercer capitulo se describen los principales antecedentes del cultivo limén
Persa contextualizandolo acorde a las caracteristicas socioeconémicas, asi mismo se
revisan las principales caracteristicas de los portainjertos y el cultivo in vitro. En el
cuarto capitulo se aborda la situacion problematica y el problema de investigacion,
dando origen al quinto capitulo donde de manera concreta se describen los objetivos

y los supuestos de investigacion.

En el sexto capitulo se describe el esquema general metodoldgico realizado

para lograr los objetivos planteados.

En el capitulo ocho se describe el articulo “Cultivo in vitro de patrones de
citricos tolerantes al virus de la tristeza, empleando sustratos inertes alternativos al
agar’, el cual fue disefiado y operado para conocer el efecto de diferentes sustratos
inertes como sustitutos del agar en la multiplicacion y enraizamiento in vitro, asi como

la supervivencia de plantulas de los portainjertos: C. volkameriana, C. swingle y C-35.

En el capitulo nueve se describe el articulo “Efecto de diferentes fuentes de
carbohidratos, en la multiplicaciéon y enraizamiento in vitro de portainjertos de citricos
tolerantes al virus de la tristeza”, el propdsito fue conocer el efecto de xilosa (X),
fructosa (F) y la combinacion de xilosa y fructosa (10X20F) en la multiplicacion y

enraizamiento in vitro de brotes de C. volkameriana, C. swingle'y C- 35.

En el capitulo diez se describe el articulo: “Aclimatacién del portainjerto
tolerante al vtc C. volkameriana mediante la regulacién de la intensidad de luz” fue
disefiado y operado para conocer los diferentes niveles de intensidad de luz en la

etapa de aclimatacion de plantulas del portainjerto C. volkameriana.

Lo anterior da origen al capitulo once donde se presenta la contrastacién de
hipotesis establecidas acorde a los resultados obtenidos.En el doceavo capitulo se
expone la conclusién general donde se observa en términos de sintesis los resultados

de la presente investigacion.



Il. MARCO CONCEPTUAL

El soporte conceptual de este capitulo deriva fundamentalmente de la
aplicaciéon del enfoque de sistemas para analizar y transformar la agricultura;

entendiendo los Agroecosistemas como la unidad donde se realiza.

Anteriormente la preocupacion de la ciencia se habia centrado casi
exclusivamente en el estudio de las partes o secciones de los fendmenos naturales y
sociales. Esta tendencia reduccionista logré avances considerables en el
conocimiento y compresion de estos fendmenos y en la solucion de problemas de tipo
tecnoldgico relacionados con ellos, pero cuando fue necesario estudiar fendmenos de
orden social en cuyo comportamiento interaccionaban elementos de tipo econdémico,
tecnolégico y ecoldgico, el estudio disciplinario se vio limitado y no constituia una
explicacion conveniente de la dinamica de los problemas bajo estudio (Rubio y
Yanez, 2000).

Una forma de visualizar de manera integral esta problematica, es a través del
enfoque de sistemas, la teoria de sistemas y sus principios. Entendiendo a los
sistemas como un arreglo de los componentes fisicos, conjunto o coleccion de cosas,
unidas y relacionadas de tal manera que forman y actian como una unidad o un todo,

que responde de alguna manera a estimulos que lo alteren (Rubio y Yanez, 2000).

Los elementos de un sistema pueden ser conceptos, en cuyo caso estamos
tratando un sistema conceptual. Los elementos de un sistema pueden ser objetos,
como por ejemplo, una maquina de escribir compuesta de varias partes. Los
elementos de un sistema pueden ser sujetos, como los de un equipo de futbol.
Finalmente, un sistema puede estructurarse de conceptos, objetos y sujetos, como en
un sistema hombre-maquina, que comprende las tres clases de elementos. Por tanto,
un sistema es un arreglo de entidades, viviente no viviente, o ambas. Es suficiente
visualizar que los sistemas se componen de otros sistemas a los que llamamos

subsistemas. En la mayoria de los casos, podemos pensar en sistemas mas grandes



o superordinales, los cuales comprenden otros sistemas y que llamamos el sistema
total y el sistema integral (Van Gigch, 2001). Asi Hart (1985) define al sistema como

un arreglo de componentes que funciona como una unidad.

2.1 Adopcion del enfoque de sistema en la agricultura

La evolucion de la investigacion agricola, en los ultimos 50 afos, ha
demostrado la necesidad de utilizar el enfoque de sistemas como una herramienta util
que permite eficientar recursos (humanos, materiales y econémicos). La adopcién del
enfoque de sistemas surge a partir de la necesidad de proporcionar marcos
conceptuales que hicieran posible integrar el aporte de diversas ciencias y disciplinas
para conocer y actuar en el desarrollo agricola (Gonzales et al., 1981). El enfoque de
sistemas es un método de investigacion, una forma de pensar, que enfatiza el
sistema total, en vez de sistemas componentes, se esfuerza por optimizar la
eficiencia del sistema total en lugar de mejorar la eficiencia de los sistemas cercanos
(Van Gigch, 2001).

La adopcién del enfoque de sistemas en la investigacion agricola se originé en
la década de los setenta en paises de agricultura avanzada como Australia, Inglaterra
y Estados Unidos de América, se extendidé a Holanda, Nueva Zelanda, Canada,
Suecia y Japon, posteriormente a paises en desarrollo como India, y a partir de esta
década a Argentina, Brasil, Uruguay y Chile principalmente. En la misma década
centros regionales e internacionales de investigacion agricola lo adoptaron y lo
promovieron como ejemplo el CATIE (Centro Agronémico Tropical de Investigacion y
Ensefianza), CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical), etc. Actualmente

sigue en expansion.



2.2 Concepto de agroecosistemas

El Agroecosistema es la entidad en cuya estructura se encuentra un
componente socioeconomico (el productor y su familia) y otro productivo (la finca),
éste ultimo se sustenta en bases ecoldgicas (ecosistemas naturales), que por disefio
y manejo del componente socioeconémico se convierte en entidades productivas, en
las cuales reside el papel de proveer de alimentos y otros satisfactores a la sociedad
actual y futura (Gallardo, 2004). Por lo tanto, un agroecosistema es un ente donde
existen relaciones que interactuan en un espacio y tiempo dado, donde se encuentran
componentes socioecondmicos y productivos que satisfacen las necesidades del ser
humano a corto, mediano y largo plazo, que debe tener la capacidad de ser

sustentable, manejado por el beneficiario (Martinez-Hernandez, 2004).

Por otro lado, Ruiz (1995) considerd al agroecosistema como la unidad de
estudio, bajo el enfoque agroecoldgico y sistémico, en sentido amplio de la
agricultura, donde interactuan los aspectos ecoldgicos, socioeconomicos Yy

tecnologicos.

Hart (1985) mencion6é que un agroecosistema, es un ecosistema que cuenta
por lo menos con una poblacion de utilidad agricola. Hay tres tipos de
agroecosistemas, los que tienen un subsistema de cultivos (pueden ser anuales,
perennes, arboles forestales, etc), los que tienen un subsistema de animales y los

que tienen cultivos y animales.

Por otro lado, Sarabia (1985) sefald que un sistema agricola debera incluir los
siguientes conceptos: un propdsito, aquél por el cual el sistema es operado; una
frontera, la cual define qué esta dentro del sistema y qué queda fuera del mismo; el
contexto, es decir, el ambiente externo en el cual funciona el sistema; los
componentes, principales constituyentes que aparecen relacionados para formar el
sistema, las interacciones, o sea, las relaciones entre los componentes; los recursos,

componentes comprendidos en el sistema y que son utilizados para su



funcionamiento; los insumos o aportes, empleados por el sistema pero que tienen
origen externo al mismo; los productos, el resultado esperado de la operacion del

sistema y los subproductos, productos utiles aunque obtenidos incidentalmente.

Debido a la alta complejidad de los agroecosistemas, para su analisis Conway
y McCraken (1990), consideran la simplificacién de un sistema ecolégico modificado
por el hombre para la produccion de alimentos, fibras y otros productos agricolas.
Segun estos autores, los agroecosistemas tienen propiedades que son: productividad,
estabilidad, sostenibilidad y equidad. La productivida va a estar dada por la cantidad
de alimento, combustible o fibra que un agroecosistema produce para el uso humano.
La estabilidad se refiere a la consistencia de la produccion y la sostenibilidad da el
mantenimiento a niveles especificos de la produccion a largo plazo. La equidad
comparte la produccion agricola justamente. Marten (1988), a las propiedades
planteadas por Conway y McCraken, agrega la autonomia como una autosuficiencia o

independencia relativa de los factores externos del agroecosistema.

Las propiedades emergentes facilitan el analisis, entendimiento vy
funcionamiento del agroecosistema. El anadlisis debe considerar informacion
cuantitativa y cualitativa que permite explicar productividad y eficacia del sistema pero

también percepciéon y cosmovision del productor (Pérez, 2003).

La productividad en el agroecosistema limén Persa se pone en riesgo, debido a
la tristeza de los citricos, ya que ésta enfermedad es considerada como la mas
destructiva en esta especie. Para lograr la estabilidad del agroecosistema es urgente
tener el material de reemplazo (patrones tolerantes). Por otro lado, la sostenibilidad
se debe dar a corto plazo, de manera planeada, considerando la velocidad de
infestacion del virus, dadas las condiciones favorables que se presentan para su
dispersion, esto conlleva a tener plantas suficientes para la oportuna substitucion del
naranjo agrio (Citrus aurantium) por los portainjertos tolerantes mas utilizados en las

zonas citricolas (Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35).



El sistema de produccion de limén Persa requiere de gran cantidad de
entradas (insumos), para su produccién intensiva con calidad de exportacién. La
propagacion tradicional nos permite obtener de una semilla una planta, si utilizamos la
alternativa tecnoldgica de cultivos de tejidos, podemos producir mas plantas a partir
de una semilla, esta va encaminada a obtener la autonomia del agroecosistema limon

Persa.

Por otro lado, el cultivo in vitro se puede contextualizar como un sistema que
tiene componentes, interaccidn entre componentes, entradas, salidas y limites. Los
componentes del medio de cultivo son los macronutrimentos, micronutrimentos,
carbohidratos, reguladores del crecimiento, vitaminas, agua destilada y como medio
de soporte agar. También se pueden considerar como componentes a las semillas o
partes de la planta (explantes) que se desea propagar. La interaccién de los
componentes del medio de cultivo da como resultado que sea un medio nutritivo que
proporcione a las semillas o explantes energia para su germinacidn y su
multiplicacion. Las entradas lo conforman todo los componentes y las salidas se
consideran a las plantulas que resultaron de la germinacién y multiplicacion. Los

limites lo conforman las paredes del frasco de 120 ml.



lll. MARCO DE REFERENCIA

En este capitulo se describen y analizan los antecedentes del sistema de
produccion limon Persa, los portainjertos utilizados y el cultivo in vitro que permitieron

contextualizar esta investigacion.

3.1. Antecedentes de produccion del limén Persa

Historicamente el limén Persa comenzd a desarrollarse comercialmente en los
Estados Unidos, siendo en términos relativos un producto de nula participacion dentro
de la produccién de limones de México. Esto cambié y origind un auge por la
demanda de diversas variedades de limones para usos industriales, aunado a la
destruccion de las zonas productoras de limén Persa en Norteamérica, ademas de la
reorientacion de cultivos que se realizd en la zona, por lo que a partir de la década de
los ochenta, surgié un mercado para el limoén Persa producido en México (Gémez et
al., 1994). El auge del comercio mundial de limones se ha orientado a cubrir el
mercado norteamericano, que es uno de los mercados mas dinamicos e importantes
a nivel mundial. Los volumenes exportados a ese pais se incrementaron
aceleradamente, ante una demanda que creci®6 mas rapido que la produccion
nacional (FAO, 2000).

El municipio de Martinez de la Torre posee la mayor superficie de este cultivo,
encontrandose huertos también en Gutiérrez Zamora, Papantla, Tecolutla,
Tlapacoyan y Misantla. En la parte central y sur de la entidad, entre los municipios de
reciente incursion en el cultivo, se encuentran Rodriguez Clara, Acayucan, Uxpanapa,
Cuitldhuac, Carrillo Puerto y las Choapas (Alarcon et al., 1992; Curti-Diaz et al., 1993;
Curti-Diaz et al., 1996). Sin embargo, el cultivo del limén enfrenta multiples problemas
de productividad por la falta de créditos, falta de impulso a la investigacion y
transferencia de tecnologia, e introduccion de sistemas de riego, y por falta de una
eficiente organizacion de productores. Asi como la presencia del virus de la tristeza
de los citricos (VTC).



3.2 Portainjertos tolerantes al virus de la tristeza de los citricos utilizados en

limén Persa

La aparicién de brotes epidémicos causados por el VTC en todo el mundo, ha
ocasionado la substitucién del naranjo agrio como portainjerto en el restablecimiento
de la citricultura en la zona afectada, por portainjertos que se comportan como
tolerantes a la tristeza. El término “tolerante” se refiere a la capacidad de los arboles
injertados a resistir la infeccion por el VTC, sin manifestar los sintomas de
declinamiento y/o muerte por efecto de la enfermedad (Bar-joseph et al.,1989). El
empleo de portainjertos tolerantes como alternativa para reducir dafios por tristeza va
dirigida principalmente a contrarrestar el efecto de la enfermedad; lo anterior significa

que los patrones de referencia pueden prosperar aun en presencia de la enfermedad.

Es conveniente tener presente que existen razas extremadamente severas de
VTC (Lee et al, 1992), cuando éstos aislamientos se presentan ocasionan
acanalamiento o picado de ramas y/o tallos, afectando al cultivo; aun en aquellos
portainjertos que se comportan como tolerantes al declinamiento y/o muerte causado
por el VTC (Padrén, 2000). Por otra parte, los portainjertos tolerantes al estar
infectados por el virus, pueden actuar como reservorios de la enfermedad para otras
plantaciones. A continuacion se describen brevemente las caracteristicas generales
de los portainjertos de los citricos reportados como tolerantes a la tristeza, que son

frecuentemente utilizados en limon Persa.

Citrus volkameriana Pascuales, es un portainjerto considerado como tolerante
a tristeza, exocortis y psorosis; recientemente se ha comprobado su sensibilidad a
cachexia/xiloporosis en Brasil. Se utiliza en Italia como patrén de limonero por tener
una mayor resistencia al “mal seco”, comparado con el naranjo agrio. Presenta buena
resistencia a la caliza, ademas una moderada resistencia a la salinidad y a
Phytophthora sp; pero es sensible al frio. Su comportamiento en vivero es bueno,
aunque da lugar a cierta heterogeneidad de plantas. El trasplante hay que efectuarlo

con precauciones, ya que es un patron que se encuentra casi permanentemente en



actividad vegetativa; ademas, las raices finas laterales son muy fragiles y se rompen
con facilidad al arrancar la planta. Como patrén de naranjo y limones, induce una
excelente produccion, aunque la calidad de la fruta es inferior a la de otros patrones
(Forner-Valero, 1985).

Citrumelo swingle CPB.4475, este hibrido fue obtenido en 1907 por
W.S.Swingle, En Eustis, Fla. (Medina-Urrutia y Valdez —Verduzco, 1990). Ademas es
resistente a exocortis, cachexia, xiloporosis, a la caliza y presenta una resistencia
media a la salinidad. Sin embargo, es muy sensible a Phytophthora sp., altamente
sensible a la asfixia radical y al frié. Por otro lado, es un patréon aceptado para limén

Persa en suelos acidos (Campbell, 1991).

Citrange 35 (C-35), este portainjerto fue obtenido en 1909, por E.M.Saye en
Riverside, Ca. Polinizando flores de Washington navel (Citrus sinensis L. Osbeck) con
polen de Poncirus trifoliata (L). Raf., siendo en la actualidad muy utilizado (Forner-
Valero, 1981). Es tolerante a psorosis, cachexia, xiloporosis; resistente a
Phytophthora sp. pero sensible a exocortis y a los contenidos altos de calcio en el

suelo, a la salinidad y tolera poco la sequia (Forner-Valero, 1985).

3.3 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro es una técnica util en estudios basicos, en la propagacion de
especies econdmicamente importantes, también se utiliza en estudios fisioldgicos,
bioquimicos, genéticos y morfolégicos (McCown y Séller, 1987; Pierik, 1990).
Diversos factores deben ser considerados para tener éxito en la aplicacion de esta
técnica, la especie y los componentes necesarios en el medio nutritivo, como sales
minerales, reguladores de crecimiento, fuente de carbono, soportes y vitaminas,
deben proporcionarse en cantidades adecuadas para asegurar la multiplicacion y
diferenciacién celular. Ademas de los factores que influyen en el crecimiento en un
microambiente artificial, como espacio limitado, competencia por luz, CO,, O,, etc., la

concentracion de los componentes del medio se pueden adecuar dependiendo del
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objetivo de la investigacion (Fiore et al., 2002; Wu y Money, 2002; Chiari y Bridgen,
2002).

Los diversos medios empleados para citricos se han solidificado con 5a 7 g I
de agar; las marcas mas utilizadas son: bioxén, Merck y el fitoagar de Sigma. Debido
al costo tan elevado de este producto se han realizado estudios para sustituirlo, entre
los que se han probado el gel-rite, grenetina e incluso se ha llegado a utilizar medio
liquido, lo cual hace que se abaraten los costos y tenga diversas aplicaciones. La
eleccion entre un medio liquido o uno sdélido se ha hecho en forma arbitraria y
depende en gran medida de la especie y la etapa de cultivo (Bonga, 1982). En
durazno, los tejidos son establecidos mas faciimente usando medio liquido con
soporte de papel (Zimmerman, 1983). El medio liquido ha permitido realizar estudios
nutrimentales, en los cuales se determiné que la absorcion de calcio en vid inicié
después de 21 dias de cultivo a una concentracion de 3.75 a 5 mM, niveles mas altos
influyen en desordenes fisiolégicos como la vitrificacion (Arellano, 1994). La
vitrificacion es la formacion de érganos con apariencia cristalina y engrosada, con un
alto contenido de agua, también llamada transformacién hiperhidrica (Ghashgaire et
al., 1991).

Leshem (1983) menciona que la concentracién del agar influye en la rigidez del
gel, lo que puede inducir vitrificacion en los brotes afectando la tasa de propagacion y

el potencial matrico del medio de cultivo.

Ghashgaire et al. (1991), establecen que el grado de rigidez del agente
gelificante afecta significativamente el numero de yemas adventicias por explante de
Picea abies. Por otro lado, en experimentos en clavel y rosal con gradientes de agar
de 0 a 16 g I'", indican que al incrementar el estado acuoso del medio, al disminuir la
concentracion de agar, se promueve mayor proliferacion debido a una mayor
disponibilidad de los reguladores del crecimiento en el medio de cultivo. Sin embargo,

los niveles bajos de agar ocasionaron la formacién de tejidos vitrificados.
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Singa et al. (1990) obtuvieron buen desarrollo de brotes de memobirillo (Cydonia
oblonga Mill ) iniciados en el medio de Murashige y Skoog (MS), con 5 uM de Bencil
adenina (BA) y 6 g I'" de agar. Cuando la concentracién de agar se incrementd a
12 g I"" obtuvieron el 83% de brotes vitrificados y el 87% presentaron necrosis apical
combinado con concentraciones bajas de calcio (3 mM en el medio) en comparacién

con 9y 18 mM.

Clarkson (1985) al trabajar con pifna utilizando diferentes concentraciones de
agar (4, 5, 6, 7y 8 g I'"), encontré que la menor concentracién es la que induce la
mayor multiplicacién de brotes; asi mismo, observoé que existe un notorio efecto del

agar en presencia de (BA).

Otro de los componentes del medio de cultivo es el azucar, como es bien
sabido es esencial para el crecimiento y desarrollo in vitro; se han utilizado diversos
tipos de azucares (sacarosa, fructosa, glucosa y galactosa) a diferentes
concentraciones 15-50 g I, dependiendo del tipo y edad del material vegetal
(McCown y Séller, 1987).

La sacarosa es la mas usada en los medios de cultivo, es de origen organico y
es la fuente principal de carbono y energia en los 6rganos y tejidos cultivados in vitro,
ademas tiene un papel osmoregulador, siendo esencial para la formacion de raices
(Fujiwara et al., 1988)

Las condiciones de regimenes de cultivo (autétrofo, heterdtrofas y mixotrofas)
durante la proliferacién in vitro de fresa favorecen el crecimiento y desarrollo de los
brotes, cuando se cultivaron en medio sin sacarosa, con baja concentracion de CO;
existente en el ambiente del cultivo (Fujiwara et al., 1988). Esto concuerda con Kosai
et al. (1991) quienes mencionan que con la utilizaciéon de recipientes con ciertos
niveles de intercambio gaseoso durante la multiplicacién in vitro, se puede disminuir la

concentracion tanto de sales minerales como de sacarosa para obtener mejores
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resultados, e incluso disminuir la aparicion de desordenes fisiolégicos como la

vitrificacion.
3.4 Cultivo in vitro en citricos

Los primeros trabajos de micropropagacion en citricos con diferentes partes de
la planta fueron realizados por Grinblant en 1972. Los mejores resultados se
obtuvieron con tejido nucelar y embriones en el medio de cultivo Sachs. De igual
forma, en otros estudios de morfogénesis utilizando flores, frutos y semillas de citricos
se dearrollaron en el medio de White. EI mismo autor sefiald la posibilidad de
formacion de yemas por arriba de la callosidad originada de esquejes de citricos, por
la presencia de altas concentraciones de benciladenina (BA) 10 mg I en los
tratamientos. Ademas, existe la posibilidad de favorecer la divisién celular con la BA'y
el a-naftalenacético (ANA) a concentraciones de 1.0 y 0.1 mg I respectivamente,
también en algunos casos inhibe la formacion de productos que pueden aumentar la
senescencia de los tejidos, los cuales se tornan de color café y mueren. Por otro lado
se puede mencionar que en el caso de tejidos, el balance entre auxina y citocininas
influye en la organogénesis. A partir de estos intentos, los avances posteriores en el
desarrollo de un sistema de micropropagacion para Citrus han tenido como base el
resultado de éstas observaciones. Desde entonces la microprapagacion de citricos ha
desempefado un papel importante en la investigacion asociada a la propagacion,
proveyendo un meétodo mas, sin reemplazar las investigaciones anteriormente
realizadas sobre técnicas convencionales de propagar plantas (Simées et al., 1990;

Zimmerman, 1995).

Diversas especies de Citrus, Poncirus y cruzas intergenéticas han sido
regeneradas in vitro con embriones inmaduros, érganos reproductivos como o6vulos
fecundados y no fecundados; callos somaticos originados de hojas y segmentos de
tallo; las cuales han demandado niveles especificos de nutrimentos, reguladores de
crecimiento y demas componentes del medio de cultivo, de acuerdo al tipo de

explante utilizado (Morin, 1986).
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Rodriguez (1986) al propagar in vitro limén mexicano con y sin espinas, utilizd
diferentes tipos de explantes; yema nodal, escudete, completa y desnuda, nombres
que desde el punto de vista anatomico son dificiles de entender. El mejor resultado
para numero y tamafno de brotes lo obtuvo con yema nodal para ambos materiales.
En cuanto a las concentraciones de BA, la mejor respuesta para la etapa de
establecimiento es de 0.4 a 0.6 mg I". Asi mismo, observé el efecto de la posicién de
las yemas para las variables antes mencionadas y obtuvo la mejor respuesta para

aquellas que estan en las posiciones 7, 8 y 9 en sentido basipétalo.

Rodriguez-De la O et al. (1999) establecieron el cultivo de meristemos de raiz
de citricos, con una longitud de 500 micras, en un medio liquido MS suplementado
con 1.0 mg I de piridoxina HCI, 1.0 mg " de &cido nicotinico, 100 mg I de
mioinositol, 1.0 mg I"' de tiamina HCI y 50 g de sacarosa, el mayor crecimiento fue
para el cv “Eureka” y el hibrido interespecifico “Citrange troyer’, los cuales

desarrollaron a los 20 y 60 dias una longitud de 5 y 30 mm, respectivamente.

Singh et al. (1994) utilizando brotes jévenes como explantes de C. reticulata y
C. limén, encontraron el maximo numero y tamafio de brotes para ambas especies
con el medio Murashige y Skoog (1962), suplementado con BA 1.0 mgl™, cinetina 0.5
mg I, ANA 0.5 mg "y 0.1 mg I"" de &cido-indol butirico (AIB). Por otro lado, Clarkson
(1985) utilizé6 como explantes fragmentos de hoja, epicotilos y cotiledones del hibrido
C. nobilis Lour. x C. deliciosa Tenora; los que micropropagd en el medio MS, obtuvo
la mayor cantidad de embriones somaticos con los cotiledones y epicotilos en
combinacion con 0.5 mg I'" de BAy 1.0 mg | ' de ANA en el medio. Mientras que la
mayor regeneracion de plantas se presenté cuando utilizd fragmentos de hojas y
cotiledones en combinacién con 3.0 de BA y 0.5 mg I' de ANA. En cuanto a la
induccion de raices in vitro, el mejor tratamiento fue la combinacion de 0.5 mg I”' de

ANA y 1.0 mg I'' AIB, independientemente del explante utilizado.
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Moore (1986) estudiando el comportamiento de tres portainjertos de citricos:
naranjo agrio, mandarina “Cleopatra”’ y “Citrange carrizo” y utilizando secciones de
tallo como explante, obtuvo el mayor niumero y tamarno de brotes con 22.0 uM de BA
conjuntamente con 54 pM de ANA. Ademas cuando utiliz6 diferentes
concentraciones de BA, AIB y acido giberélico (AGs3) y como explantes fragmentos
nodales e intenodales de Maclura pomifera, observd que existe una mejor respuesta

de los explantes nodales.
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IV. SITUACION PROBLEMATICA Y PROBLEMA DE INVESTIGACION

Este apartado tiene como intencion exponer de forma sintética la problematica
en que se encuentra la citricultura en el estado de Veracruz, lo cual permite exponer

el problema de investigacion.

Durante muchos afios el naranjo agrio (Citrus aurantium L Osbeck.) ha sido el
portainjerto para citricos mas usado en el mundo. Actualmente su empleo esta
limitado cuando se injerta con especies de interés economico, ésta combinacion
presenta un alto grado de susceptibilidad al Virus de la Tristeza de los Citricos (VTC).
El Estado de Veracruz actualmente esta en riesgo de perder 200 mil ha por el VTC,
ya que la presencia del pulgdn café Toxoptera citricida Kirkaldy vector del Virus de la
Tristeza fue detectado en plantaciones de Nautla, Vega de Alatorre y Misantla
(SAGARPA, 2005). Este virus puede provocar un caos econémico y social en todas
las zonas citricolas del estado de Veracruz, debido a que los citricos generan
alrededor de 32 mil empleos directos y 97 mil indirectos en la industrializacion y
comercializacion de sus productos, con una derrama econdmica de 3 mil 832 millones
de pesos (FAO, 2006). Es importante senalar que en México, la reconversién se da
de manera paulatina en las plantaciones que se encuentran injertadas con naranjo

agrio, evitando pérdidas econdmicas y la destruccion de las zonas citricolas.

En este sentido, es necesaria la propagacién de portainjertos tolerantes,
mediante técnicas de cultivo que garanticen la produccion de plantas libres de
patogenos. El cultivo de tejidos es una herramienta de gran utilidad en la
biotecnologia; esta técnica se basa en la "totipotencialidad celular", capacidad de una
célula vegetal de formar una planta completa bajo ciertas condiciones quimicas y
fisicas dadas en el cultivo in vitro (Nacheva et al., 2002). Los medios para el cultivo in
vitro generalmente contienen macro y micronutrimentos, vitaminas, aminoacidos, una
fuente de carbohidratos, acidos organicos y otros compuestos. Ademas, se utiliza un
soporte para los explantes, éste puede ser el agar, papel fitro u otros (Rodriguez-De

la O et al., 1999; Nowak et al., 2004). A la fecha existen medios de cultivos generados
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para diversas especies de arboles frutales, la respuesta de estas especies ha sido
variable y se ha tratado de explicar con base al efecto principalmente de los
componentes del medio de cultivo como son macronutrimentos, micronutrimentos,
reguladores del crecimiento y vitaminas, no considerando el efecto del agar ni la
fuente de carbono. Si bien es cierto que los componentes del medio son
fundamentales para la micropropagacion, también lo es la capacidad de
supervivencia de plantas al pasar del cultivo in vitro a condiciones ex vitro, en

invernadero o sombreaderos (Preece y Sutter, 1991).

Las plantulas in vitro se desarrollan en recipientes con una alta humedad
relativa, en condiciones asépticas y un medio de cultivo que les proporciona los
nutrientes y carbohidratos necesarios para un crecimiento heterotrofico o mixotrofico,
de forma que las plantas cultivadas in vitro tienen una capacidad fotosintética muy
pobre. Todo esto contribuye a que estas plantas carezcan de las condiciones
anatémicas y fisioldgicas necesarias para sobrevivir si se les coloca directamente en
el exterior. Las hojas que se forman in vitro no estan adaptadas a las condiciones de
invernadero, normalmente es necesario suministrar a las plantulas condiciones lo mas
proximas posible al ambiente en el que se encontraban in vitro cuando se les expone
por primera vez al ambiente exterior (Kosai et al., 1991). De esta forma, la mayoria de
las especies multiplicadas in vitro requieren de ser sometidas a un proceso de
aclimataciéon gradual hasta que desarrollen nuevas hojas, mas adaptadas a las
condiciones bajo las cuales se desarrollan las plantas normalmente. Las plantas que
no se aclimatan adecuadamente muestran sintomas de estrés como marchitamiento,

necrosis en los bordes o puntas de las hojas y muerte de plantas (Hazarika, 2003).

Por lo antes mencionado existe la necesidad de estudiar otro tipo de sustratos
que permitan servir como soporte y que sean accesibles de usar en el medio de
cultivo, para lograr identificar y profundizar el conocimiento de los factores de
multiplicacion, enraizamiento in vitro. Asi mismo técnicas que inicidan en una alta

supervivencia de plantas bajo condiciones ex vitro.
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4.1. Problema de investigacion

¢ Cual es la multiplicacion, enraizamiento y supervivencia de los portainjertos
Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35 cultivados in vitro utilizando

agar, agrolita, vermiculita y tezontle?

¢,Cual es la multiplicacion y enraizamiento de los portainjertos Citrus
volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35 cultivados in vitro utilizando los

azucares xilosa, fructosa y la combinacion xilosa y fructosa (10X20F)?
¢Cual es el efecto de la intensidad de luz (350, 700 y 1050) sobre la

supervivencia del portainjerto Citrus volkameriana cultivado in vitro con agar y

vermiculita?
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V. OBJETIVOS E HIPOTESIS

En este apartado se expone los objetivos e hipdtesis planteados, los cuales

corresponden al problema de investigacion.
5.1 Objetivos

1. Conocer el efecto de diferentes sustratos inertes como sustitutos del agar en
la multiplicacion y enraizamiento in vitro, asi como la supervivencia de plantulas de
los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35.

2. Evaluar el efecto de xilosa (X), fructosa (F) y la combinacién de xilosa y
fructosa (10X20F) en la etapa de multiplicacion y enraizamiento in vitro de brotes de

los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35.

3. Evaluar diferentes niveles de intensidad de luz durante la etapa de

aclimatacién de plantulas del portainjerto Citrus volkameriana.
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5.2 Hipotesis

1. La multiplicacion, enraizamiento y supervivencia de los portainjertos Citrus
volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange- 35 cultivados in vitro utilizando agar,

agrolita, vermiculita y tezontle son diferentes.

2. La multiplicacion y enraizamiento de los portainjertos Citrus volkameriana,
Citrumelo swingle y Citrange- 35 cultivados in vitro empleando los azucares xilosa,

fructosa y la combinacion xilosa y fructosa (10X20F) son diferentes.
3. La supervivencia del portainjerto Citrus volkameriana cultivado in vitro con

agar y vermiculita es diferente a intensidades de 350, 700 y 1050 luz durante la

aclimatacion.
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VI. ESQUEMA GENERAL METODOLOGICO

El presente capitulo tiene como propdsito describir el proceso metodoldgico
general de la investigacion que se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia del
Colegio de Postgraduados Campus Veracruz, ubicado en la comunidad de Tepetates,
perteneciente al municipio de Manlio Fabio Altamirano, Veracruz, en el kildmetro 26.5
de la carretera Veracruz-Xalapa, con una latitud Norte 19°16" y longitud Oeste 96°16°,
a una altitud de 20 msnm. Durante el periodo noviembre de 2004 a diciembre de
2006.

En la Figura 1, se indican las tres fases metodoldgicas que se realizaron en la
investigacion, las cuales corresponden a cada uno de los objetivos planteados. Estas

fases se describen con mayor detalle en los capitulos VIII, IX'y X.

En la primera fase se compar6 la respuesta de los sustratos inertes agrolita,
vermiculita y tezontle con el agar en la germinacion, multiplicacidén y enraizamiento in
vitro. Una vez enraizadas los brotes se transplantaron para evaluar la supervivencia

durante la aclimatacion.

La segunda fase, se evalué el efecto de xilosa (X), fructosa (F) y la
combinacion de xilosa y fructosa (10X20F) en la etapa de multiplicacion y
enraizamiento in vitro de brotes de los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo
swingle y Citrange 35, para lo cual se seleccioné el sustrato inerte vermiculita como
medio de soporte en el medio de cultivo, comparandolo con el medio de cultivo que
solidifico con agar, ademas al medio de cultivo se le adicion6 como fuente de
carbohidratos xilosa, fructosa y 10X20F, comparados con sacarosa en la

multiplicacion y enraizamiento in vitro.
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En la tercera y ultima etapa se utilizdé agar y el sustrato inerte vermiculita para
solidificar el medio de cultivo, durante la multiplicaciéon y enraizamiento in vitro del
portainjerto Citrus volkameriana. Para la etapa de aclimatacion, los brotes enraizados
se trasplantaron en dos sustratos (agrolita y una mezcla de suelo) y se probaron
diferentes niveles de intensidad de luz (350, 700 y 1050); ademas, en todos los

tratamientos se aplicd una reduccion gradual de la humedad relativa (100, 75 y 50%).
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VIIl. CULTIVO IN VITRO DE PATRONES DE CIiTRICOS TOLERANTES AL VIRUS
DE LA TRISTEZA, EMPLEANDO SUSTRATOS INERTES ALTERNATIVOS AL
AGAR

8.1 INTRODUCCION

Los citricos son de los frutales mas importantes en el mundo, con una
produccion en el 2003 de aproximadamente 98 millones de ddlares. México ocupa
el sexto lugar en produccion, y esta actividad genera cerca de dos millones de
jornales anuales (FAO, 2002). Los citricos son susceptibles a una serie de
enfermedades, plagas y condiciones adversas (edaficas, climaticas, etc.) que
afectan su rendimiento (Garcia, 1999; Carimi y Pasquale, 2003). Una de las
enfermedades que potencialmente puede afectar la produccion en México es el
virus de la tristeza de los citricos (VTC). En el estado de Veracruz se esta en riesgo
de perder cerca de 200 mil hectareas de citricos por esta enfermedad; porque en la
mayoria de las plantaciones utilizan como portainjerto naranjo agrio (Citrus
aurantium L. Osbeck), que fue el mas usado en el mundo. Actualmente el empleo
de este portainjerto esta limitado debido al alto grado de susceptibilidad que se
presenta al VTC cuando se injerta con otros citricos, como la naranja dulce, por lo
que debe ser sustituido por un portainjerto tolerante o resistente. En este sentido, es
necesaria la propagacion de patrones tolerantes, mediante técnicas de cultivo que
garanticen la produccion masiva de plantas libres de patégenos (Padrén, 2000;
Murcia et al., 2002).

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, garantizando el éxito de la micropropagacion y la inmediata adaptacion de las
plantas a las nuevas condiciones ambientales (Medina-Urrutia y Valdez-Verduzco,
1990; Singh, 2002; Cervera et al., 2004). Ademas se tiene la ventaja de que al iniciar
con material sano ésta condicibn se mantiene, garantizando que este libre de

patdgenos al no estar expuesto a la intemperie.
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En los estudios realizados hasta ahora, el medio de cultivo in vitro empleado
para las diferentes especies se ha solidificado con agar y en otros casos se ha
utilizado papel filtro como medio de soporte; ocasionando que al transferir las
plantulas del medio in vitro a macetas se presente una baja sobrevivencia. Por lo
antes mencionado, existe la necesidad de estudiar otro tipo de sustratos que permitan
servir como soporte y que sean faciles de usar. El propdsito del presente trabajo fue
estudiar el efecto de diferentes sustratos inertes como sustitutos del agar en la
multiplicacion y enraizamiento in vitro, asi como la supervivencia de plantulas de los
portainjertos: Citrus volkameriana (C. volkameriana), Citrumelo swingle (C. swingle) y
Citrange 35 (C- 35).

8.2 MATERIALES Y METODOS

El medio de cultivo utilizado para toda la investigacion fue Murashige y Skoog
(MS) (Murashige y Skoog 1962) y agar (Sigma ®) 6 g I'", adicionandole en la etapa de
multiplicacién bencilaminopurina (BAP) 1 mg I'. En el enraizamiento se diluyeron las
sales inorganicas MS al 50%, suplementandolo con 2.5 mg I"' de acido indolbutirico
(AIB) y vitaminas (Myo-inositol 0.1 mg I', Thiamine 0.1 mg I y Pyridoxine 0.5 mg I™").
Se ajustd el pH a 5.8 con KOH 1N 6 HCI 1N antes de adicionar el agar y los sustratos;
se esterilizé en la autoclave a 120°C durante 20 minutos. De acuerdo a la
metodologia de Kataoka (1994), los sustratos inertes agrolita (Multiperl™?
(SINSEMILLLA STREET 3L) y tezontle (piedra volcanica porosa, de color negro o

rojizo con diametro variable de 5 a 15 mm) (Figura 4a) se tamizaron para obtener una

), vermiculita

granulometria de 2.4 a 5 mm, esterilizandose posteriormente en la autoclave a 120°C
durante 20 minutos. Colocandose 25 ml del sustrato y 20 ml del medio de cultivo en

un frasco de vidrio de una capacidad de 120 ml.

Las semillas de los patrones tolerantes C. volkameriana, C. swingle y C- 35
(Figura 4b), se obtuvieron de arboles con buena produccion y certificados libres de
virus. Se eliminaron los tegumentos de las semillas, y se desinfectaron por inmersién

durante 1 minuto, en una solucién de hipoclorito de sodio (Cloralex ®) al 2.5% mas
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dos gotas de Tween 20; se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. La
preparacion y posterior cultivo de las mismas se realizé bajo condiciones asépticas en

la campana de flujo laminar.

En cada frasco se colocaron 3 semillas para su germinacion, se cultivaron a
una temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. A los brotes de
15 dias de edad, se les realizaron cortes internodales, colocando tres fracciones por
frasco, cada seccion contenia un nudo. Los tratamientos fueron 1) MS + Agrolita; 2)
MS + Vermiculita; 3) MS + Tezontle; 4) MS + Agar (Testigo). El disefio experimental
fue completamente al azar, la unidad experimental la constituyé 16 frascos que
contenian 3 brotes cada uno. Repitiendo este experimento cuatro veces. Las
plantulas enraizadas se transfirieron a bolsas de polietileno negro de 20 x 25 cm, que
contenian 5 kg de sustrato (suelo, materia organica, arena de rio en proporcion 3:1:1)
esterilizado (120°C durante 20 minutos). Las plantulas se mantuvieron tapadas con
plastico transparente para conservar la humedad, destapandolas paulatinamente
durante 30 dias, y después de este tiempo se descubrieron definitivamente. El

porcentaje final de supervivencia se evalué en ese momento.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el sistema de analisis estadistico
SAS (SAS Institute, Inc., 1997). Se realizé el Analisis de varianza y comparacion de

medias de Tukey (p<0.05).
8.3 RESULTADOS Y DISCUSION
8.3.1 GERMINACION
Se observd que la germinacion de las semillas de los patrones tolerantes C.
volkameriana, C. swingle y C- 35, no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos. En el Cuadro |, se observa que C. volkameriana muestra 100% de

semillas germinadas en los tratamientos con agar y vermiculita; en los tratamientos

con agrolita y tezontle registré un porcentaje de germinacién de 98-99%. La tasa de
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germinaciéon de los patrones tolerantes C. swingle y C- 35 fue de 95-99%, tanto en

medio solidificado con agar como con sustratos inertes (Figura 4c y d).

Esta respuesta se debid probablemente a factores internos de las semillas,
como su viabilidad y no a los factores externos (temperatura, humedad, oxigeno y luz)
que intervienen en el proceso de germinacion. Al respecto, se puede sefalar que la
humedad relativa en los frascos con el medio de cultivo fue de 100%. Ademas se
mantuvieron a una temperatura constante de 25°C y la luz no es un factor
fundamental para la germinacion de semillas en citricos. La respuesta que se obtuvo
con todos los sustratos y el agar con el medio MS, fue similar a los resultados
obtenidos por diversos autores (Nestares et al, 1996; Germana et al., 2003;
Hassanein y Azooz 2003; Karwa, 2003), quienes en especies de citricos ubican al
medio de cultivo y los reguladores de crecimiento como factores no decisivos en la
germinacién, dado que en éste proceso intervienen grupos hormonales, inhibiendo o

activando el crecimiento de las plantulas.

Los resultados obtenidos muestran que el proceso de germinacion se puede
dar tanto en medio de cultivo solidificado con agar como en medio de cultivo donde se
adicionaron los sustratos inertes vermiculita, agrolita o tezontle. Por otra parte, el
costo de un kilogramo de agar es de $ 2026 y alcanza para 8,300 frascos de medio
de cultivo, con un costo por frasco de $ 0.244; en comparacion el kilogramo de
Vermiculita, que es el sustrato inerte mas caro, cuesta $ 5.9 y alcanza para 40
frascos, con un costo por frasco de $ 0.1475, resultando 1.69 veces mas caro el agar.
Ademas el comportamiento de la semilla fue estadisticamente similar en ambos

medios de cultivo, por lo que los sustratos inertes pueden sustituir al agar.
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Cuadro I. Porcentajes de germinacion, brotacion y enraizamiento de los portainjertos
tolerantes al virus de la tristeza de los citricos Citrus volkameriana,

Citrumelo, swingle 'y C- 35.

MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR (%)

Portainjertos Sustrato Germinacién* Multiplicacion* Enraizados*
C. volkameriana Agar 100.0 0.0 100.0 £0.0 100.0 0.0

+

Vermiculita 100.0 # 0.0 980 +1.0 990 1.0
Agrolita 995 + 1.0 970 +20 96.0 =£3.0
Tezontle 984 + 2.0 96.0 +3.0 930 £1.0
C. swingle
Agar 995 +£1.0 970 +20 980 1.0
Vermiculita 989 + 21 96.0 +3.0 98.0 +1.0
Agrolita 974 +20 960 +3.0 96.0 +£3.0
Tezontle 964 +30 970 20 940 1.0
C-35
Agar 989 + 2.1 95,0 +2.1 100.0 £0.0
Vermiculita 984 £+ 20 970 20 990 1.0
Agrolita 974 + 20 960 +3.0 980 +1.0
Tezontle 958 + 1.7 96.0 +£3.0 950 20

* Sin diferencia estadistica entre columnas (p>0.05)

8.3.2 MULTIPLICACION

En la formacién de brotes de C. volkameriana, C. swingle y C- 35, no hubo
diferencias estadisticas. Se puede observar en el Cuadro |, que los tratamientos
donde al medio de cultivo se le adicioné los sustratos inertes vermiculita, agrolita o
tezontle presentaron una formacién de brotes estadisticamente similar al tratamiento
solidificado con agar, en los tres patrones evaluados. El patrén C- 35, produjo un 95%
de brotes cuando al medio de cultivo se le adicioné agar y en los sustratos inertes se
obtuvo un porcentaje del 96-97% de brotes. En la Figura 2 se observa que el numero
de brotes formados mas frecuente fue 2 y 3 por explante, y al comparar los patrones
nos muestra que C. volkameriana obtiene la mayor frecuencia en comparacion con C.

swingle y C- 35. Estos resultados indican que el medio de cultivo estimula las yemas
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para obtener los brotes, no observandose ningun efecto de los sustratos; este efecto
presentd similitud con lo reportado por Kobayashi et al. (2003), quienes mencionan
que el tipo de medio y los reguladores del crecimiento son los factores mas
importantes, para obtener una estimulacién de las yemas y asegurar una buena
formacion de brotes. En relacion al efecto de los reguladores de crecimiento en el
medio de cultivo en limén (Citrus aurantifolia) se encontr6 que el medio MS
suplementado con bencilaminopurina incrementa hasta un 55% la formacién de
brotes (Al-Bahrany, 2002). Asi mismo, Rana y Ranvir (2002a) obtuvieron un
incremento en el numero y largo de brotes de lima Kagzi (C. aurantifolia), cuando al
medio de cultivo le adicionaron 1.5 mg I"' de bencilaminopurina (BAP), 2.5 mg I"' de
acido indolbutirico (AIB) y 7 g I'" agar. Sin embargo, al incrementarse la concentracion
a2mg !’ de BAP y 3 mg I AIB, se reduce el nimero de brotes por explante en lima
Kagzi (C. aurantifolia) (Rana y Ranvir, 2002b).

En los brotes emitidos no se presentaron diferencias entre los sustratos inertes
y el agar, lo que indica que su funcion principal es de soporte para los explantes
permitiendo ademas la disposicién de los nutrimentos. Es decir, se puede utilizar
cualquiera de los tres sustratos vermiculita, agrolita o tezontle en sustitucion del agar

en el medio de cultivo ya que permiten la absorcién de nutrimentos.
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Figura 2. Frecuencia en la formacion de brotes de los portainjertos C. volkameriana,
C. swingle 'y C- 35.

8.3.3 ENRAIZAMIENTO

Los datos obtenidos en la formacion de raices mostraron que no hubo
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. En el Cuadro 2, se observa
que los patrones tolerantes C. volkameriana y C- 35 presentaron el 100% de brotes
enraizados en agar, mientras que C. swingle produjo 98%; en los demas sustratos el
porcentaje de brotes enraizados no fue menor al 93%, para los tres portainjertos. Esta

respuesta muestra que la formacién de raices se dio por la adicién de los reguladores
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de crecimiento y la concentracion de las sales inorganicas MS, diluidas al 50% en el
medio de cultivo y no por la adicién del agar, agrolita, vermiculita o tezontle.
Resultados similares han reportado diferentes investigadores quienes corroboran que
la combinacion de hormonas promueve el enraizamiento. Karwa et al. (2004)
mencionan que la combinacion AIB, BAP y ANA induce mas del 60% de brotes
enraizados en Citrus sinensis L. En lima Kagzi se obtuvo el 92% de enraizamiento
con BAP 0.2 mg + 0.1 mg ANA cuando se utilizé C. aurantifolia y Citrus reticulata
Blanco, a la misma combinacion adicionandole 2.5 mg I de paclobutrazol, se obtuvo
el 87.7% de brotes enraizados de C. aurantifolia y el 52% en C. reticulata (Singh et
al.,, 2003). Asi mismo, la respuesta de Mandarina Kinnow al adicionarle AIB en
concentracion de 0.5 mg I' al medio de cultivo, fue de 68.8% de brotes enraizados
(Al-Bahrany, 2002; Vijayakumari y Shyam, 2001; Kumar et al, 2001). Con esta
perspectiva donde la combinacion de hormonas y la dilucién de sales MS al 50%,
induce al enraizamiento de los brotes, se puede utilizar entonces en el medio de
cultivo los sustratos inertes en lugar de agar, ya que ambos sirven como soporte en el

medio de cultivo.
8.3.4 SUPERVIVENCIA

Los resultados de la Figura 3, muestran que el mayor porcentaje de plantulas
que sobrevivieron a la aclimatacion para los portainjertos C. volkameriana, C. swingle
y C- 35, fueron aquellas que provenian del medio de cultivo donde se adicionaron los
sustratos vermiculita, agrolita y tezontle en una disminucién gradual aunque no
significativa, mostrando una respuesta de 91-100%; en comparacion con aquellos
brotes que provenian del medio de cultivo con agar donde la supervivencia fue 48-
50%. Las plantulas provenientes del medio de cultivo solidificado con agar, se
dafaron al lavar sus raices y sufrieron estrés. Esto no pasé con las plantulas de los
sustratos inertes, ya que al pasarlas de in vitro a ex — vitro el sustrato queda adherido

a sus raices y no sufren dafio y el estrés es menor.
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Lo anterior, contrasta con lo reportado por Hazarika et al. (2002), quienes
mencionan que el protocolo para la aclimatacion de C. reticulata, C. nobilis x C.
deliciosa, C. volkameriana y C. reshini, se llevd acabo con la adicién de paclobutrazol
al medio de cultivo incrementando la supervivencia de las plantas hasta en un 97%.
En pectinifera (Citrus depressa Hayata) se obtuvo el 70% de supervivencia de plantas
que provenian del medio liquido MS suplementado con BAP (Gill y Gosal, 2002).
Plantas de Citrange que provenian de medio MS sin raices secundarias sobrevivio el
12% y aquellas que presentaban raices secundarias sobrevivio el 25% (Plastira y
Karetsos, 2003). Los porcentajes de supervivencia obtenidos indican que los
sustratos inertes incrementan la supervivencia de las plantulas provenientes de medio

de cultivo in vitro al pasar a condiciones ex vitro.

El uso de sustratos inertes permiti6 comprobar que la funcion principal del agar
para la germinacion, brotacion y formacion de raices es la de soporte; el medio de
cultivo y los reguladores del crecimiento y vitaminas utilizados, son los que
determinan el porcentaje de brotacién y enraizamiento. Aunque a partir del agar se
presentd una disminucién gradual de éstos parametros para la vermiculita, agrolita y
tezontle, ésta no fue estadisticamente significativa. La supervivencia se incrementé
significativamente con el uso de los sustratos inertes, porque al pasar las plantulas a
las macetas sus raices no se dafaron. Estos resultados abren la posibilidad de usar
sustratos economicos y que reduzcan los efectos del estrés que sufren las plantulas
al cambiarlas de condiciones de desarrollo, permitiendo explorar su uso comercial por

la posible reduccion en costos.
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8.4 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio permitieron comprobar la existencia de
alternativas viables para la sustitucion del agar por sustratos inertes. Comparando el
agar con los sustratos inertes agrolita, vermiculita y tezontle en la germinaciéon y en la
formacion de brotes y raices de los patrones C. volkameriana, C. swingle y C- 35 no
hubo diferencias entre ellos; por lo que los sustratos inertes pueden ser utilizados en
sustitucion del agar. La adicidon de los sustratos inertes al medio de cultivo en la etapa
de enraizamiento para los tres portainjertos, aumenté el porcentaje de supervivencia
de las plantulas. La incorporacion de sustratos alternativos al agar incrementa la

supervivencia hasta en un 50%, obteniendo en algunos casos hasta el 100%.
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Semilla C. volkameriana

Figura 4. (a) Semillas de los portainjertos C. volkameriana, C. swingle y C- 35.
(b) Sustratos inertes tezontle, vermiculita y agrolita. (c) Brote de C.
volkameriana en medio de cultivo MS solidificado con agar. (d) Brotes de C.
volkameriana en medio de cultivo MS solidificado con sustrato inerte

vermiculita.
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IX. EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE CARBOHIDRATOS, EN LA
MULTIPLICACION Y ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE PORTAINJERTOS DE
CITRICOS TOLERANTES AL VIRUS DE LA TRISTEZA

9.1. INTRODUCCION

La citricultura es una actividad importante en el Estado de Veracruz, representa
casi el 50% del total nacional, con 205 mil hectareas plantadas con una produccion de
2.78 millones de toneladas anuales, generando 32 mil empleos directos y 97 mil
indirectos en la industrializacién y comercializacion de sus productos, con una
derrama econdmica de tres mil 832 millones de pesos (FAO, 2005). Los citricos que
crecen en climas tropicales se ven afectados por diversas plagas y enfermedades,
algunas de estas causadas por virus; una de las enfermedades mas destructivas que
se conocen en el cultivo de los citricos es la tristeza, causada por el virus de la
tristeza de los citricos (VTC). Debido a esta enfermedad se han eliminado millones de
arboles injertados sobre naranjo agrio (Citrus aurantium L. Osbeck) en otras regiones
citricolas importantes del mundo, tales como Argentina, Brasil, Espafa, Estados
Unidos y Venezuela (Gutiérrez,1996; Orozco-Santos,1996). En Veracruz México se
esta realizando un programa de diversificacion productiva y la creacion del biocampo,
con el uso responsable de la biotecnologia que incluye la reconversion de 30 millones
de arboles tolerantes al VTC y mayor transferencia de tecnologia (SAGARPA, 2007).
Esto es por que se ha encontrado VTC tanto en viveros como en huertas comerciales
donde se ha utilizado como portainjerto naranjo agrio, en ambos casos fueron
eliminados los arboles afectados. Ademas de la amenaza que representa la presencia

del pulgon café de los citricos (Toxoptera citricida Kirkaldy).

En este sentido, es necesaria la propagacion de patrones tolerantes, mediante
técnicas de cultivo que garanticen la produccion masiva de plantas libres de
patégenos (Padron, 2000; Murcia et al., 2002). La multiplicacion in vitro de especies
de interés, es una alternativa que asegura la obtencion de brotes de buena calidad

con un adecuado sistema radical, garantizando el éxito de plantas libres de
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patdgenos y su inmediata adaptacion a las nuevas condiciones ambientales (Medina-
Urrutia y Valdez-Verduzco, 1990; Singh, 2002; Cervera et al., 2004). El medio de
cultivo in vitro contiene macronutrimentos, micronutrimentos, vitaminas, aminoacidos,
una fuente de carbohidratos, acidos organicos y otros compuestos; ademas de utilizar
un soporte para los explantes, esto asegura el buen desarrollo de las plantas. El tipo y
concentracion de fuente de carbono son notablemente variadas dependiendo del
objetivo de la investigacion (Chu y Figueiredo-Ribeiro, 2002; Garcia et al., 2002; Chen
et al., 2003; Gollagunta et al., 2004; Slesak et al., 2004). La utilizacion de sacarosa es
muy importante en el medio nutritivo y es esencial para el crecimiento y desarrollo in
vitro, ya que este azucar se sintetiza y se transporta de forma natural en la mayoria
de las plantas superiores; generalmente se utilizan concentraciones de 15-50 g I’
(Simoes et al., 990; Zimmerman, 1995). También se puede utilizar como fuente de
carbono la glucosa, galactosa, manitol, sorbitol, maltosa y la fructosa. La respuesta de
la especie vegetal depende de la fuente de carbono utilizada. El presente trabajo
tiene como objetivo evaluar el efecto de xilosa (X), fructosa (F) y 10X20F en la etapa
de multiplicacién y enraizamiento in vitro de brotes de los portainjertos: Citrus

volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35 (C- 35).
9.2 MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962, MS), adicionandole en
la etapa de multiplicacién bencilaminopurina (BAP) 1 mg I'. En el enraizamiento se
diluyeron las sales inorganicas MS al 50 %, 2.5 mg I"" de &cido indolbutirico (AIB) y
vitaminas (Myo-inositol 0.1 mg I, Thiamine 0.1 mg I'" y Pyridoxine 0.5 mg I''). Como
medio de soporte se utilizd agar (Sigma ®) 6 g I'" y vermiculita (SINSEMILLLA
STREET 3L). El medio se ajusté a pH 5,8 con KOH1N y/o HCI1N antes de adicionar
el agar y la vermiculita, se esterilizd en la autoclave a 120 °C durante 20 minutos. De
acuerdo a la metodologia de Kataoka (1994), la vermiculita se tamizé con el objetivo
de obtener un diametro de granos de 2.4 a 5 mm. Colocandose 25 ml de vermiculita y

20 ml del medio de cultivo en un frasco de vidrio de una capacidad de 120 ml. Como
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fuente de carbono se utilizé xilosa 10 g I'", fructosa 20 g I'', sacarosa 30 g I y la

combinacion de xilosa y fructosa (10X20F g I'").

Las semillas de los portainjeros C. volkameriana, C. swingle y C- 35, se
obtuvieron de arboles con buena produccion y certificados libres de virus. Se
eliminaron los tegumentos de las semillas, y se desinfestaron por inmersion durante 1
minuto, en una solucion de hipoclorito de sodio (Cloralex ®) al 2.5% mas dos gotas
de Tween 20; se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se pusieron a
germinar en el medio de cultivo. Una vez obtenidas las plantulas in vitro se procedio a
cortar segmentos nodales de 1 cm de longitud, de cada uno de los portainjertos, se
desinfectaron por inmersion durante 1 minuto en una solucion de hipoclorito de sodio
(Cloralex®) al 2.5%, mas dos gotas de Tween 20; se enjuagaron 3 veces con agua
destilada estéril. La preparacion y posterior cultivo de los mismos se realizé bajo
condiciones asépticas en la campana de flujo laminar. En cada frasco con medio de
cultivo se colocaron tres segmentos cultivandose a una temperatura de 25°C y un

fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

El disefio experimental fue completamente al azar con un arreglo factorial
3X4X2, (portainjertos, fuentes de carbono, medio de soporte), la unidad experimental
la constituyd 16 frascos que contenian 3 brotes cada uno, con cuatro repeticiones.
Los datos obtenidos se analizaron mediante el Sistema de Analisis SAS (SAS
Institute, Inc, 1997). Se realizd el analisis de varianza y prueba de comparacion de
medias de Tukey (a = 0.05)
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9.3 RESULTADOS Y DISCUSION

9.3.1 MULTIPLICACION

La formacion mas frecuente de brotes en los portainjertos C. volkameriana, C.
swingle y C- 35 fue 2 y 3 por explante (Figura 7a), no encontrandose diferencias
estadisticas. Ademas se puede observar que los tratamientos donde se adiciond
10X/20F y solidificados con vermiculita, presentan una formacion de brotes
estadisticamente similar (p=0.05) al tratamiento con agar, en los tres portainjertos
evaluados. Por otro lado se puede observar un porcentaje menor al 10% para la
respuesta de cero brotes, en los portainjertos C. volkameriana, C. swingle y C- 35 en
todos los medios de cultivo con los azucares xilosa, fructosa, 10X20F y sacarosa,

solidificando el medio con agar y vermiculita (Figura 5a y b).

Estos resultados indican que los azucares estimularon las yemas para obtener
dos brotes, el tipo de medio y los reguladores de crecimiento es lo mas importante
para obtener una estimulacion de las yemas y asegurar una buena formacion de
brotes (Kobayashi et al., 2003). Por otro lado, Faria et al. (2004) encontraron en
hibridos de especies de orquideas (Dendrobium nobile), un incrementd en el numero
de brotes con concentraciones de 20 g I'' de sacarosa, esto indica que la sacarosa es
uno de los componentes del medio de cultivo que proporciona a los brotes carbén y
energia. Resultados similares obtuvieron Gurel y Guilsen (1998), en almendros
(Amygdalus communis L.) con una concentracién de sacarosa del 50% obtuvieron un
promedio de 2.3 brotes por yema. Gollagunta et al. (2004) mencionan que la
reduccion al 50% de glucosa, fructosa y sacarosa incrementan el numero de brotes

por yema de Hosta tokudama Tratt, “Newberry Gold”.
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9.3.2 ALTURA DE LOS BROTES Y NUMERO DE HOJAS

En el Cuadro 2, se observa que el portainjerto C. volkameriana presento la
mayor altura de brotes con la combinacion 10X/20F y sacarosa en el medio
solidificado en agar y con el sustrato inerte vermiculita. Mientras que C. swingle y C-
35 presentaron una menor altura 1.67 a 1.68 cm, con xilosa y fructosa en ambos
medios de soporte (Figura 7b). Con respecto al numero de hojas se encontraron 3 por
brote, en todos los tratamientos, no encontrandose diferencias estadisticas

significativas (p<0.05) entre tratamientos (Figura 7c).

Los datos descritos muestran que los carbohidratos estudiados no
incrementaron la altura de brotes y numero de hojas; lo que indica que la presencia
del azucar es importante no asi la fuente, debido a que la respuesta fue muy similar
en los tres portainjertos. Sin embargo, en otros trabajos han observado que la adicion
de carbohidratos como la sacarosa al medio de cultivo in vitro incrementa la altura de
brotes y el contenido de biomasa (Gémez y Segura, 1995; Song et al., 1999; Faria et
al., 2004). Por otro lado, Gollagunta et al. (2004) han mencionado que el efecto de la
sacarosa en el medio de cultivo mejord la calidad de los brotes y son los mas

efectivos en convertir azicares a materia seca.
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Cuadro 2. Altura de los brotes, numero de hojas por brote y numero de raices por
brote de los portainjertos de C. volkameriana, C. swingle 'y C- 35, con la

presencia de diferentes azucares.

Portainjertos Sustrato Azucar  Altura de los No. de No. de
brotes* (cm) hojas por raices por
brote* brote*
C. volkameriana Agar 10X/20F 1.71 3.01 2.00
Sacarosa 1.71 3.04 2.61
Xilosa 1.67 3.02 2.51
Fructosa 1.67 3.04 2.51
Vermiculita 10X/20F 1.71 3.00 3.01
Sacarosa 1.71 3.00 2.51
Xilosa 1.67 3.00 2.48
Fructosa 1.68 3.03
C. swingle Agar 10X/20F 1.69 3.00 2.55
Sacarosa 1.68 3.00 2.51
Xilosa 1.67 3.04 2.35
Fructosa 1.68 3.02 2.48
Vermiculita 10X/20F 1.71 3.00 3.02
Sacarosa 1.68 3.00 2.48
Xilosa 1.68 3.02 2.31
Fructosa 1.68 3.00 2.44
C-35 Agar 10X/20F 1.68 3.09 2.47
Sacarosa 1.68 3.03 2.50
Xilosa 1.67 3.00 2.48
Fructosa 1.67 3.06 2.51
Vermiculita 10X/20F 1.68 3.03 2.45
Sacarosa 1.68 3.02 2.48
Xilosa 1.67 3.00 2.44
Fructosa 1.67 3.04 2.50

* Sin diferencia estadistica entre columnas (p<0.05)
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9.3.3 BROTES ENRAIZADOS Y NUMERO DE RAICES ADVENTICIAS

En el Cuadro 2, se observa que los portainjertos, C. volkameriana (Figura 7d) y
C. swingle presentaron 3 raices absorbentes por brote con la combinacion 10X20F,
en el medio de cultivo con el sustrato inerte vermiculita. El portainjerto C- 35 produjo
2.5 raices por brote con los dos sustratos y los diferentes azucares. Estadisticamente
no hubo diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). Estos resultados
indican que la adicion de xilosa, fructosa y 10X20F en el medio de cultivo estimulan la

formacion de raices al igual que la sacarosa.

En la Figura 6, se muestra que el mayor porcentaje de brotes enraizados para
los tres portainjertos, fueron aquellos que provenian del medio donde se le adiciono la
combinacion 10X20F y sacarosa, obteniendo el 99-100% de brotes enraizados
independientemente del sustrato utilizado, con una disminucién gradual aunque no
significativa. En comparacion los brotes que provenian del medio de cultivo con xilosa

y fructosa presentaron 75-89%, con ambos sustratos.

Los resultados guardan relacion con lo observado por Pio et al. (2002), quienes
mencionan que el enraizamiento in vitro de Citrus tangerina se obtiene cuando al
medio de cultivo se le adiciond sacarosa en un 30%, es importante sefalar que la
sacarosa ademas de ser la fuente principal de carbono y energia tiene un papel
osmorregulador, siendo esencial para la formacion de raices. Este hecho manifiesta
la relevancia que tiene la sacarosa en el medio de cultivo in vitro y abre la posibilidad

de usar otros carbohidratos en el medio, sin afectar sensiblemente el desarrollo.
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Figura 6. Porcentaje de brotes enraizados de C. volkameriana, C. swingle y C- 35,
con diferentes azucares

Al utilizar el sustrato inerte vermiculita no se observaron diferencias en ninguno
de los aspectos evaluados con respecto al agar, lo que indica que este sustrato
puede sustituir al agar. Esto es similar a lo observado por Martinez-Hernandez et al.
(2006), que observaron que el sustrato inerte tiene un efecto similar al agar en la

multiplicacion de los explantes.
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9.4 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio permitieron comparar diferentes fuentes de
carbohidratos. La sacarosa y la combinacion de 10X20F presentaron la mejor
respuesta en la multiplicacion, altura de brotes, numero de hojas y formacion de
raices de los portainjertos C. volkameriana, C. swingle y C- 35 y no hubo diferencias
estadisticas entre ellos. El porcentaje de enraizamiento con sacarosa y la
combinacion 10X20F fue del 99-100%, mientras que xilosa y fructosa solo alcanzo el
75-89%. Comparando el agar con el sustrato inerte vermiculita el comportamiento de
los brotes fue muy similar, por lo que el sustrato vermiculita puede ser utilizado en

sustitucion del agar.
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Figura 7. (a) Brote C. volkameriana en el medio de cultivo MS y la combinacién de
azucar 10X20F solidificado con agar. (b) Medicién de altura de brote C- 35
que proviene del medio de cultivo MS solidificado con agar. (c) Numero de
hojas del brote de C. swingle. (d) Brote enraizado de C. volkameriana en el

medio de cultivo MS solidificado con agar.
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X. ACLIMATACION DEL PORTAINJERTO TOLERANTE AL VTC Citrus
volkameriana MEDIANTE LA REGULACION DE LA INTENSIDAD DE LUZ

10.1 INTRODUCCION

Durante la aclimatacién de las plantulas in vitro, se registran tasas altas de
mortalidad, debido a las limitaciones de éstas para resistir el estrés del trasplante.
Esas limitaciones dependen fundamentalmente de las particularidades fisioldgicas,
estructurales y anatdbmicas que las plantulas presentan al desarrollarse in vitro; las
cuales provienen de una elevada humedad relativa en el interior de los frascos, baja
intensidad luminosa, bajo intercambio gaseoso, abundante disponibilidad de
nutrientes y carbono con una pequefa variacion de temperatura en un rango
considerado optimo para el cultivo (Debergh, 1991; Paques, 1991; Preece y Sultter,
1991b; Pedraza-Santos et al., 2001; Hazarika, 2003).

Entre los principales problemas que presentan las plantas in vitro se
encuentran, estomas poco funcionales debido a la alteracion en la forma de las
células oclusivas, ineficiencia fotosintética ocasionada por los bajos contenidos de
pigmentos del aparato fotosintético, ademas de la capacidad reducida de formar
cuticula cerosa por la escasa presencia de los tejidos colénquima y esclerénquima
(Marino et al., 1991; Preece y Sutter, 1991a; Rohr et al., 2003).

Durante los primeros dias después del transplante, es necesario controlar
adecuadamente los factores ambientales y practicamente crear las condiciones del
ambiente in vitro hasta que las plantas se adapten a las nuevas condiciones; se
requiere evitar el exceso de transpiracidon de las plantulas y mantener una alta
humedad hasta que éstas logren un adecuado desarrollo de sus estomas y cuticulas.
El controlar la intensidad de luz en esta fase es importante ya que las plantas
provienen de un ambiente con intensidad baja, por lo tanto ésta se debe regular para
evitar la fotoinhibicion del aparato fotosintético (Celestino et al., 1999; Daquinta et al.,

2000). Asi que, el proceso de aclimatacion es complejo por el control de las
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condiciones ambientales que durante ésta fase es determinante en la supervivencia
de las plantas. El propdsito de la presente investigacion fue evaluar diferentes niveles
de intensidad de luz en la etapa de aclimatacion de plantulas del portainjerto Citrus

volkameriana, obtenidas in vitro con vermiculita.
10.2 MATERIALES Y METODOS

El medio de cultivo utilizado fue Murashige y Skoog (1962, MS) adicionandole
en la etapa de multiplicacién bencilaminopurina (BAP) 1 mg I". Como medio de
soporte se utilizo agar (Sigma ®) 6 g I''; y vermiculita (SINSEMILLLA STREET 3L). En
el enraizamiento se diluyeron las sales inorganicas MS al 50%, suplementandolo con
2.5 mg I'" de &cido indolbutirico (AIB) y vitaminas (Myo-inositol 0.1 mg I", Thiamine
0.1 mg I'" y Pyridoxine 0.5 mg I'"). Se ajusté el pH a 5,8 con KOH 1N 6 HCI 1N antes
de adicionar el agar y el sustrato inerte; se esterilizd en la autoclave a 120°C durante
20 minutos. De acuerdo a la metodologia de Kataoka (1994), la vermiculita se tamizé
para obtener una granulometria de 2.4 a 5 mm, esterilizandose posteriormente en la
autoclave a 120°C durante 20 minutos. Colocandose 25 ml del sustrato y 20 ml del
medio de cultivo en un frasco de vidrio de una capacidad de 120 ml. Las semillas del
portainjerto C. volkameriana, se obtuvieron de arboles con buena produccién y
certificados libres de virus. Se eliminaron los tegumentos de las semillas y se
desinfectaron por inmersion durante 1 minuto, en una solucion de hipoclorito de sodio
(Cloralex ®) al 2.5% mas dos gotas de Tween 20; se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril. La preparacion y posterior cultivo de las mismas se realizé bajo
condiciones asépticas en la campana de flujo laminar. En cada frasco se colocaron 3
semillas para su germinacion, cultivandose a una temperatura de 25°C y un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. A los brotes de 15 dias de edad se les
realizaron cortes internodales, colocando tres fracciones por frasco, cada seccién

contenia un nudo.
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Las plantas enraizadas se extrajeron de los frascos con medio de cultivo para
evaluar su supervivencia bajo condiciones ex vitro y se colocaron en charolas de
plastico, con dos tipos de sustratos, unas contenian agrolita y las otras una mezcla de
suelo, materia organica y arena de rio en proporcion 3:1:1 (Figura 9b,c,d), esterilizado
(120°C durante 20 minutos). Se trasplantaron 120 plantas con las intensidades de luz
(medida en Ilux) 350, 700 y 1050 (Figura 9a). El disefio experimental fue
completamente al azar con un arreglo factorial 3X2X2 (intensidad de lux, medios de
soporte y sustratos) con 4 repeticiones, la unidad experimental la constituyé 30
plantas. La humedad relativa fue de 100, 75 y 50%, en todos los tratamientos
diminuyéndola cada 10 dias. Los datos obtenidos se analizaron mediante el Sistema
de Analisis SAS (SAS Institute, Inc.1997). Se realizé un analisis de varianza y la

prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05).

10.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se observd que la supervivencia de las plantas de C. volkameriana en las tres
intensidades de luz, presentaron diferencias significativas entre tratamientos. La
supervivencia con 350 luz fue del 100% y con los tratamientos 700 y 1050 luz, se

registré un porcentaje de supervivencia de 65 y 43%, respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de supervivencia de Citrus volkameriana con
350, 700 y 1050 luz.
MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR (%)

Portainjerto Luz Supervivencia
C. volkameriana 350 a* 100.0 =+ 0.0
700 b* 65.0 + 19.2

1050 c* 43.0 % 145

* Diferencia estadistica entre columnas (p<0.05)
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Los sustratos agrolita y suelo con los medios de soporte agar y vermiculita no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos. En el Cuadro 4, se observa
que los medios de soporte vermiculita y agrolita registraron un porcentaje de
supervivencia de 78%, mientras que con suelo se presentd el 72%. Con el medio de

soporte agar en suelo se obtuvo el 68% y con agrolita 60% de sobreviencia.

Cuadro 4. Porcentaje de supervivencia de C. volkameriana con medios de soporte in
vitro agar y vermiculita, sustratos agrolita y suelo.
MEDIAS Y DESVIACIO ESTANDAR (%)

Portainjerto Medio de soportes +sustratos Sobrevivencia
C. volkameriana Vermiculita + agrolita 78.00 +19.37*
Vermiculita + suelo 72.00 = 22.59

Agar + suelo 68.00 £ 26.18

Agar + agrolita 60.00 + 36.66

*Sin diferencia estadistica entre columnas (p>0.05)

Los sustratos agrolita y suelo utilizados en el transplante no influyeron en la
supervivencia de las plantulas. Las diferencias observadas entre intensidades
luminosas indica, que la baja intensidad de luz determina la supervivencia de las
plantas, independientemente del sustrato ya que la humedad relativa fue
disminuyendo de 100%, 75% a 50% cada diez dias, en todos los tratamientos. La

muerte de las plantas se present6 durante los primeros 5 dias de transplantadas.

Los sustratos utilizados en el cultivo in vitro son muy importantes para la
supervivencia al pasar a condiciones ex Vitro. Martinez-Hernandez et al. (2006)
observaron una supervivencia de 91-100%, al utilizar sustratos inertes en los
portainjertos C. volkameriana, C. swingle y C- 35, en comparacién con aquellos
brotes que provenian del medio de cultivo con agar donde la supervivencia fue 48-
50%. Las plantulas provenientes del medio de cultivo solidificado con agar, se
dafaron al lavar sus raices y sufrieron estrés. Esto no pasé con las plantulas del

sustrato inerte vermiculita, ya que al pasarlas de in vitro a ex — vitro el sustrato quedd
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adherido a sus raices y no sufrieron dafio y el estrés fue menor. Asi mismo
McClelland et al. (1990) encontraron que al usar vermiculita para la multiplicacion de
papaya in vitro, las raices tuvieron mayor aireacion por estar en un medio mas

poroso, lo cual favorecio la supervivencia de las plantulas al pasarlas a macetas.

Las plantulas obtenidas en el medio de cultivo con agar sufren una hipertrofia
en sus raices y el espacio intercelular es mayor, lo que limita la absorcion de agua y
reduce la supervivencia; aunado a la susceptibilidad que presentan las plantulas al
ataque de hongos y bacterias, porque la corteza queda desnuda al lavar el agar
(Kataoka, 1994).

Los sustratos inertes favorecen el incremento en los porcentajes de
supervivencia de las plantulas provenientes de medio de cultivo in vitro al pasar a
condiciones ex vitro, por el menor dafno a las raices. El dafio radicular es un factor
que afecta la supervivencia como se observo en plantas de Citrange que provenian
de medio MS, sin raices secundarias sobrevivid el 12% y aquellas que presentaban
raices secundarias sobrevivid el 25% (Plastira y Karetsos, 2003). En platano Harton
(Musa AAB) sobrevividé el 93 % de plantas colocadas en charolas con sustrato,

mientras que a raiz desnuda solo sobrevivié el 68% (Nava y Villareal, 1998).

En la Figura 8, se muestra la supervivencia de C. volkameriana y se aprecia
que se presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Asi mismo, podemos
observar que el mayor porcentaje de supervivencia (100%) fue para el tratamiento
350 luz, con los brotes que provenian del medio de cultivo con vermiculita, y
sembrados en agrolita o la mezcla de suelo; mientras aquellos brotes que provenian
del medio de cultivo con agar y sembrados en agrolita y suelo obtuvieron el 98% de
supervivencia. Por otro lado, el tratamiento con 700 luz presento6 el 52-81%, mientras
que con 1050 luz se presentd el menor porcentaje de supervivencia con 28-54%. Al
combinar los tratamientos se puede observar que la regulacién de la luz y el sustrato
vermiculita fueron determinantes para la supervivencia de plantas, ya que las

condiciones de humedad relativa fueron iguales.
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0350 Luz 8700 Luz @ 1050 Luz

Porcentaje

Agar + Agrolita Agar+Suelo Vermiculita+Agrolita Vermiculita+Suelo

* Letras diferentes indican diferencias significativas estadisticamente tukey a =0.05

Figura 8. Supervivencia de Citrus volkameriana durante el transplante en suelo y

agrolita, con diferentes intensidades de luz.

El control de la intensidad de la luz es importante ya que las plantas provienen
de un ambiente con intensidad luminosa baja, por lo que ésta se debe regular para
evitar la fotoinhibicién del aparato fotosintético (Agramonte et al., 1998). Trindade y
Paris (1997) lograron entre 90 y 95% de supervivencia de plantas obtenidas in vitro
de Eucalyptus globulus en la fase de aclimatacion, cuando proporcionaron diferentes
porcentajes de sombra 30-70% con mallas plasticas. En las plantas Eucalyptus
grandis y Eucalyptus urophylla, se alcanzan porcentajes de supervivencia de 75% y
85% respectivamente, proporcionando 70% de sombra (Martinez-Ruiz et al., 2005).

También la humedad relativa es un factor determinante de la supervivencia. Pierik
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(1990) menciona que usando una humedad relativa alta durante el proceso de
aclimatacioén, la cual se va reduciendo gradualmente hasta alcanzar el nivel normal

aumenta la supervivencia de las plantas.

En el cultivo de la papa se observé que al descender la humedad relativa hasta
el 85%, las plantas resistieron el trasplante ex vitro (Tanaka et al., 1992). Mientras
que Whish y Williams (1992) encontraron una reduccion de la frecuencia estomatica
del marafon logrando el 87% de supervivencia al disminuir la humedad relativa hasta

el 80%, lo cual indica que las plantas pueden ser resistentes a la sequia.

En Santa Rita (Bougainvillea sp) se obtuvo el 100% supervivencia utilizando
una camara humeda con el 90% de humedad relativa y en gerbera se obtuvo 82-48%
de supervivencia; asi mismo, el proceso de aclimatacién en camara humeda permitio
que las plantas in vitro de jengibre desarrollaran una cuticula bien estructurada, un
mesofilo completamente diferenciado y haces vasculares hacia ambas epidermis,
logrando pasar en forma eficiente a las condiciones ex vitro, con un efectivo
establecimiento a las condiciones de campo (Olivera-Ortega et al., 2000; Escandon et
al., 2003; Him y Paez, 2004).

10.4 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio permitieron comprobar la existencia de
alternativas de aclimatacion de plantulas enraizadas in vitro. La combinacion de la
intensidad de luz y la humedad relativa fueron determinantes en la supervivencia de
plantulas del portainjerto C. volkameriana. Con la menor intensidad luminosa (350 luz)
se logré una supervivencia de 100%, obteniéndose en los casos de 700 luz 52-81% y
1050 luz 28-54% de supervivencia respectivamente. El sustrato vermiculita puede
sustituir como medio de soporte al agar en el cultivo de tejidos por que mejora la

supervivencia de las plantulas, ademas de ser mas econdémico.
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Figura 9. (a) Modulo para la aclimatacion de plantas de C. volkameriana con una

intesidad de luz de 350. (b), Plantulas de C. volkameriana sembradas en
agrolita que provienen de medio de cultivo MS, solidificado con agar. (c)
plantulas de C. volkameriana sembradas en suelo, que provienen de medio
MS, solidificado con vermiculita. (d) planta de C. volkameriana aclimatada a
una intensidad de luz de 350.
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XI. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

La finalidad de esta seccién es presentar la contrastacion de hipétesis acorde a
los resultados encontrados en el capitulo VIII, cultivo in vitro de patrones de citricos
tolerantes al virus de la tristeza, empleando sustratos inertes alternativos al agar, en
el capitulo IX donde se aborda el efecto de diferentes fuentes de carbohidratos, en la
multiplicacion y enraizamiento in vitro de portainjertos de citricos tolerantes al virus de
la tristeza y en el capitulo X plantea la aclimatacion del portainjerto tolerante al VTC

Citrus volkameriana mediante la regulacion de la intensidad de luz.

11.1 Contrastacion de hipétesis

En relacion a los resultados donde se evaluo el efecto de los sustratos agrolita,
vermiculita y tezontle como sustitutos del agar en la germinacion, multiplicacion,
enraizamiento y supervivencia de plantulas de los portainjertos tolerantes al VTC
Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange 35 (C- 35). El porcentaje de
germinacién, multiplicacién y enraizamiento fue de 96-100%, 95-100% y 93-100%,
respectivamente en todos los sustratos utilizados al igual que en el agar,
observandose una frecuencia de dos brotes por explante en todos los tratamientos.
La supervivencia en las plantulas que provenian del medio de cultivo con sustratos
inertes (91-100%) en relacion a los brotes enraizados con agar (48-51%) fue mayor.
Por lo que, los sustratos inertes evaluados pueden sustituir como medio de soporte al
agar en el cultivo de tejidos, reduciendo el costo y mejorando la supervivencia de las

plantulas.

Por lo tanto, la primera hipoétesis particular que propone que: La multiplicacion,
enraizamiento y supervivencia de los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo
swingle y C- 35 cultivados in vitro utilizando agar, agrolita, vermiculita y tezontle son

diferentes. No se rechaza.

71



Con lo que respecta a los resultados obtenidos con los azucares xilosa,
fructosa y 10X20F como sustitutos de la sacarosa en la multiplicaciéon y enraizamiento
in vitro de brotes de los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y C- 35.
Ademas, de la comparacién de la vermiculita y el agar como medio de soporte,
muestran que en la formacién de brotes existié una frecuencia de dos brotes por
explante en las tres especies y en todos los azucares. Por otro lado, la altura de los
brotes, numero de hojas por brote y numero de raices adventicias en ambos medios
utilizados, no mostraron diferencias; observandose un mayor porcentaje de brotes
enraizados cuando se utilizé sacarosa y 10X20F en ambos medios de cultivo (99-
100%). En relacion a los tratamientos con xilosa y fructosa se present6 una respuesta
del 75-89% de enraizamiento. Se considera que los azucares son importantes en el

medio de cultivo y la vermiculita puede sustituir como medio de soporte al agar.

Por tanto, la segunda propuesta hipotética que indica que: La multiplicacién y
enraizamiento de los portainjertos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y C- 35
cultivados in vitro empleando los azucares xilosa, fructosa y la combinacién xilosa y

fructosa (10X20F) son diferentes. Se rechaza.

Con estos resultados se muestra la importancia de adicionar al medio de
cultivo fuentes de carbohidratos que permiten el crecimiento y desarrollo in vitro de
los brotes, este hecho pone de manifiesto la relevancia que tiene la sacarosa en el
medio de cultivo in vitro y abre la posibilidad de usar otros carbohidratos en el medio

de cultivo, sin que afecte el desarrollo de los mismos.

En relacion a las diferentes intensidades de luz en la supervivencia del
portainjerto tolerante al VTC Citrus volkameriana, se obtuvé el 100% de supervivencia
en aquellas plantas que estuvieron a una intensidad de 350 luz, que fueron
enraizadas en vermiculita y se transplantaron en agrolita y suelo, comparados con las
plantulas que fueron colocadas en agrolita y suelo que provenian del medio de cultivo
solidificado con agar (98%). Por otro lado, cuando se sometieron a 700 luz se obtuvo

52-81% de supervivencia y a 1050 luz se obtuvo 28-54% de supervivencia, en ambos
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sustratos. El efecto del sustrato inerte vermiculita en el medio de cultivo in vitro,
demostré que se puede sustituir como medio de soporte al agar, ademas combinado
con una intensidad de luz baja y una humedad relativa alta inicial increment6 la

supervivencia de las plantulas.

En ese sentido, el planteamiento hipotético de que: La supervivencia del
portainjerto Citrus volkameriana cultivado in vitro con agar y vermiculita es diferente a

intensidades de 350, 700 y 1050 luz durante la aclimatacién. No se rechaza.

Finalmente y acorde a la contrastacion de hipétesis planteadas conjuntamente
con los resultados obtenidos se puede aseverar que: la adicion de sustratos inertes al
medio de cultivo no afecta la multiplicacién ni el enraizamiento in vitro de los brotes;
ademas incrementan la supervivencia de plantulas, durante la etapa de aclimatacion

combinados con una intensidad de luz baja.

79



XIl. CONCLUSION GENERAL

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que
los sustratos agrolita, vermiculita y tezontle son una alternativa para la sustitucion del
agar en el medio de cultivo, e incrementan la supervivencia de plantulas hasta el

doble en relacion al agar.

La respuesta similar de xilosa, fructosa y la combinacion xilosa y fructosa
(10X20F) durante la multiplicacion, enraizamiento de los portainjertos Citrus
volkameriana, Citrumelo swingle y Citrange- 35 cultivados in vitro, indica que
cualquiera de estas fuentes de carbono puede ser utilizada en sustitucion de la

sacarosa.
La intensidad de 350 luz es la mas adecuada para la supervivencia del
portainjerto Citrus volkameriana cultivado in vitro, siendo una alternativa de

aclimatacién de plantulas enraizadas in Vitro.

La combinacién de la intensidad de luz, el sustrato vermiculita y la humedad

relativa fueron determinantes en la supervivencia de plantulas.
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