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RESUMEN

La Técnica de Microinjertacion in vitro permite la multiplicacion de plantas libres de virus. El
objetivo general de esta investigacion es profundizar en el conocimiento de la Técnica de
Microinjertacion mediante CTV como herramienta para la obtencién de plantas de citricos libres
de virus. La investigacion se realizo entre los meses de abril y septiembre del 2021 usando como
bases de datos Scielo, Google Scholar, Google, se propuso un margen de informacion de
aproximadamente 15 afios sobre la técnica de microinjertacion en citricos. La microinjertacion in
vitro tiene diferentes técnicas para lograr ensamblar el patron con el apice; la técnica mas comun
para la mayoria de autores es la técnica de “T invertida”, ademas el medio de cultivo MS demuestra
una gran eficacia para las técnicas de cultivos in vitro, pero también, el medio de cultivo MG al
tener gran presencia de citoquininas que regulan el desarrollo y permiten la formacién de tallo en
explantes, formacion de hojas; las hormonas de crecimiento es un factor demasiado importante
para los cultivos in vitro, especialmente en la técnica de microinjerto, pero ademas de eso se debe
tener en cuenta la cantidad de Sacarosa, pues si se aplica demasiada concentracién esta puede
formar Floema pero no forma Xilema, y si se aplica muy baja concentracion se formara Xilema
pero no formara Floema, por todo esto se recomienda usar una concentracion entre 25-30 g/L.

Palabras Claves: Microinjertacion, Citricos, Citoguininas, Sacarosa
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INTRODUCCION

Colombia es un pais que posee grandes ventajas con su ubicacién geogréafica, en todo el
territorio existe una variedad de suelos, climay diversidad en flora y fauna, por esto la agricultura
es tema muy importante para el desarrollo economico de la nacion (Sandoval & Vargas, 2016); los
citricos tienen una gran importancia a partir del afio 2018 debido a que cada vez es mas apetecido
por paises extranjeros, Estados Unidos es uno de ellos, por eso se ha buscado mejorar las
condiciones del producto final (Vega, 2018); los citricos que se producen en Colombia
comunmente son (1) Limon, (2) Mandarina y (3) Naranja (Ministerio de Agricultura, 2019), entre
el Limén hay variedades como el limon Pajarito (Citrus aurantifolia) y el limon Tahiti (Citrus
latifolia tanaka) (Coronado, & Rodriguez, 2016).

Como sabemos los cultivos de varios citricos son atacados a menudo por variedad de plagas y
enfermedades, algunas de ellas son transmitidas o causadas por Hongos, Bacterias y Nematodos,
también estan las generadas por virus, viroides y fitoplasmas (Castro et al., (2000)), todos estos
pueden causar grandes dafios econdmicos en las diferentes zonas de produccion de estos citricos.
Por lo general causan pérdida de vigor y vida corta de los arboles, disminucion de la produccion,
baja calidad de la fruta, restringen el uso de muchos patrones y en varios casos causan la muerte
de los arboles. Como consecuencia de estos dafios se pueden convertir en factores limitantes
importantes para la produccién y generan un gran impacto econémico, las enfermedades mas
importantes son: Phytophtora sp., los virus como: virus de la tristeza de los citricos (CTV),
exocortis (CEV) y psorosis (CPsV), y la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, causante de
la enfermedad Huanglongbing “HLB” (Vidal, 2015). La enfermedad de HLB tiene en alerta a los
agricultores de citricos y al ICA es la enfermedad HLB, segun el Ingeniero Jaime Cardenas en una

entrevista, comentd respecto a esta enfermedad e incluso mencion6 que es transmitida por un
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insecto vector llamado Diaphorini citri (Cardenas, 2019); a Colombia la enfermedad llego
posiblemente por Paraguachdn, se han encontrado casos de esta enfermedad en La Guajira y en
Norte de Santander donde uno de los citricos es el Limon Tahiti (Citrus latifolia tanaka) el cual
este es atacado por esta enfermedad, ademas es riesgoso pues esta enfermedad no registra una cura
y la Gnica solucion que se ha propuesto es poner el cultivo en cuarentena y erradicacion total de la
planta desde la raiz. Se ha estudiado la posibilidad de atacar directamente el vector Diaphorini
citri, y asi evitar la propagacion de la bacteria. Pero no asegura la eficacia de acabar con la
enfermedad (ICA & CITRICALDAS, 2016).

La importancia de los controles en las diferentes enfermedades se puede realizar con medidas
preventivas como el uso de plantas sanas. En algunas ocasiones es dificil encontrar arboles sanos
de una sola variedad, por lo que es necesario utilizar técnicas que nos permitan obtener plantas
sanas a partir de plantas enfermas. Existian dos técnicas que permitian la obtencion de plantas
sanas; la primera técnica es la embrionia nucelar, esta técnica se basa en los patdgenos de los
citricos que no son transmitidos por las semillas y la termoterapia. Por otra parte, esta la técnica
de microinjerto de apices caulinares in vitro, esta técnica estandar es descrita por Navarro (2005),
la cual se usa en la mayoria de los laboratorios con el fin del mejoramiento sanitario de los citricos,
que incluye una serie de etapas como lo es la preparacion del patron, preparacion del apice, injerto,
cultivo in vitro de las plantas injertadas y trasplante a macetas en invernadero (Navarro & Juarez,
2005).

Roca W., Mroginski L. editaron un libro llamado Cultivos de Tejidos en la Agricultura
Fundamentos Aplicaciones, en este libro mencionan la importancia de la Biotecnologia en el
desarrollo de la agricultura y en mejorar las plantas; ellos en el capitulo 23 explican el proceso de

microinjertacion con los apices meristematicos en frutales, el procedimiento fue realizado en un



14

tubo de ensayo y con una exposicion de luz determinada (Roca & Mroginski, 1991); los autores
en este capitulo tienen en cuenta un articulo de 1975 redactado por Navarro L., Roistacher C. y
Murashige T. en donde trabajaron el microinjerto para obtener citricos libres de virus, pero usando
un tipo de injerto en T invertida en el apice decapitado, ademas tienen resultados muy positivos
con poca luminosidad (Navarro, Roistacher, & Murashige, Improvement of Shoot-tip Grafting in
vitro for Virus-free Citrus, 1975).

La Biotecnologia Vegetal ofrece varias soluciones por medio de siembras in vitro, una de ellas
es la propagacion de citricos en laboratorio por medio de microinjertos; esta técnica podria permitir
que el fruto esté libre de enfermedad durante todo su crecimiento dentro del laboratorio.

Cabe sefalar que la microinjertacion in vitro de apices caulinares es una de las mejores
alternativas en la obtencidn de plantas de citricos, con gran valor agronémico, obteniendo plantas
libres de virus, que resulta de dificil eliminacion por medio de técnicas convencionales. En este
trabajo de investigacion, se busca recoger informacion acerca de la técnica de microinjertacion in
vitro en citricos, disminuir enfermedades como el HLB (Huanglongbing). En el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal se desea estandarizar un protocolo el cual permita la multiplicacién con el
uso de diversos patrones, y asi obtener un producto libre de enfermedades.

En el pais no se encuentran referencias de trabajos realizados utilizando la aplicacion de la
técnica de microinjertacion, para ello se espera que esta Monografia de investigacion aporte
suficiente informacion para crear una alternativa de solucién en el sector agricola y también sea
una forma de mitigacién a las enfermedades y asi evitar pérdidas econdémicas.

Para ello se formula el siguiente problema, ¢ Los avances que se van adquiriendo sobre la técnica
de microinjertacion podrian crear una alternativa de solucion para obtener semillas de citricos

libres de enfermedades en el departamento Norte de Santander?
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Aunque este sea una posible alternativa de solucion gratificante para los campesinos, ellos
deben tener en cuenta las restricciones necesarias para evitar la propagacion de enfermedades
como el HLB que tiene en alerta roja no solo en Norte de Santander y La Guajira (Cardenas, 2019),
sino también a otros paises productores como Argentina, un pais que ya tiene presente varias
maneras de evitar esta enfermedad; debido a que conocen sus efectos negativos. Inicialmente se
conoce que esta enfermedad es generada por una bacteria transmitida por un insecto, luego de ser
transmitida ataca directamente el sistema vascular hasta generar su muerte, pero la problematica
de esta enfermedad es su efecto, ya que dura varios afios en causar la muerte (Landero, 2019).

Por lo tanto, se tiene como objetivo general: Profundizar en el conocimiento de la Técnica de
Microinjertacion mediante CTV como herramienta para la obtencion de plantas de citricos libres

de virus.
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1 Objetivos

1.1 Objetivo general
. Profundizar en el conocimiento de la técnica de microinjertacion mediante CTV como

herramienta para la obtencion de plantas de citricos libres de virus.

1.2 Objetivos especificos

. Establecer los elementos conceptuales relacionados con la técnica de microinjertacion.

. Describir los métodos empleados en plantas de citricos usando la Técnica de
microinjertacion para producir material libre de virus, via CTV.

. Identificar los principales avances logrados con la técnica de microinjertacion para

producir material de citricos libres de virus, mediante el Cultivo de Tejidos Vegetales.
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2 Metodologia

2.1  Método de investigacion

El presente trabajo de grado se enmarca en la modalidad de monografia. El estudio se plante
desde una perspectiva de investigacion documental, orientada a la indagacion, recoleccion,
organizacion, analisis e interpretacion de fuentes documentales de informacion primarias y
secundarias, en torno al tema de la microinjertacion en citricos como técnica de propagacion para
obtener material vegetal libre de virus.

2.1.1. Técnicas e instrumento de recoleccién y seleccion de informacion

Para la recoleccion de informacion se establecieron unos criterios previos que garantice una
busqueda confiable dirigida hacia las fuentes mas relevantes
2.2 Fuentes de informacion y Delimitacion

Se usaron bases de datos como Scielo, Google scholar, Google, entre otros. Se organiz6 la
busqueda de los antecedentes que hayan sido realizados en los Gltimos 10 o 15 afios.

Los idiomas que se usaron para la busqueda de la informacion fueron el espafiol e inglés por
medio de palabras claves.

Tabla 1.Palabras claves para la busqueda de los articulos.

Descriptores Espafiol Descriptores ingleses
Microinjertacion Micrografting
Microinjertacion en citricos Micrografting in citrus
Saneamiento de cultivos de citrus Citrus crop sanitation
Técnicas de saneamiento Sanitation Techniques

Se especifico el uso de documentos como:
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° Articulo(s) cientifico (s) publicado (s) en revista por expertos.
° Tesis y trabajos de grado de pre-grado, maestria o doctorado (incluidas estancias post-
doctorales) en universidades e instituciones reconocidas con declaracion de revision por expertos.
2.3 Seleccion y organizacion de la informacién
2.3.1 Elaboracion de fichas bibliograficas
Se elaboraron 50 fichas bibliograficas de cada fuente seleccionada como pertinente y relevante.

Estas fichas contenian minimo la siguiente informacion:

) Autores

° Tipo de documento

° Titulo del documento

° Referencia APA completa

° Resumen de informacion relevante

2.3.2. Organizacion de la informacién pertinente y relevante por medio de tabla con
categorias iniciales

Las fichas encontradas se clasificaron de la siguiente manera:

% La microinjertacion como técnica de propagacion asexual en citricos

° El patron o portainjerto
° El injerto o yema injertada
° Etapas y condiciones basicas para el establecimiento in vitro exitoso de un

microinjertos de citricos.

> Seleccion y preparacion del patron o portainjerto

> Seleccion y preparacién del dpice o yema a injertar

» Injertacion (Eleccion del método y ejecucidn del proceso)

> Desarrollo in vitro de las plantas injertadas



19

> Adaptacion ex vitro (Trasplante a suelo)

% Métodos empleados para propagacion de citricos por microinjertacion
° Tipos, descripcion y ventajas
° Efectividad practica alcanzada y saneamiento
« Avances practicos en la microinjertacion de citricos
2.4 Andlisis de la informacion
Analisis detallado de cada escrito destacando conceptos que, de informacion sobre el tema,

metodologia que nos dé aporte a nuestro proyecto para alcanzar los mejores resultados.

3 Resultados y analisis

3.1 La microinjertacion como técnica de propagacion asexual en citricos

La microinjertacion es una técnica de propagacion que se usa principalmente para obtener
plantas libres de virus, separar virus de las infecciones mezcladas, entre otras. Terrones, (2018); el
microinjerto es una técnica que consiste en unir un explante con una planta patrén y asi tener una
propagacion libre de virus. Por ello se debe tener presente la seleccion de dos materiales vegetales,
el explante que se desea injertar y la planta patrén que servira para realizar sobre ella el injerto
obteniendo asi la formacion de un solo organismo.

Ademas, permite conseguir mayor resistencia a enfermedades, el clima, aceleracién en la
obtencion de frutos entre otros beneficios que se obtienen a través del uso de un injerto siempre y
cuando se elija el injerto adecuado o que sea compatible con el injerto que se vaya a utilizar, en
ocasiones se utiliza los injertos de plantas sanas con una buena informacion genética para tener
mayor produccién. Se puede también usar una técnica de saneamiento a las plantas que se quiera

realizar la propagacion
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3.1.1. El patrén o portainjerto

El portainjerto o patrén es una planta que tiene un sistema radicular adecuado y el cual se usa
como sostén para injertar en €l una yema de otra planta, para obtener una sola. Su principal funcién
es la absorcion de nutrientes y agua, permitiendo el crecimiento de una variedad determinada y
tolerancia a algunas enfermedades.

El portainjerto es mayormente utilizado en frutales y es la Unica forma de cultivar plantas que
no se logran desarrollar mediante semillas o que pueden resultar susceptibles a alguna enfermedad.
Usualmente el tipo de patron que se utiliza proviene del género Citrus, como lo es en el trabajo
realizado por Tiribante (2018), en el que se utiliz6 como patrén el citrico Citrange troyer y el
Citrus lambhiri se us6 como injerto, utilizo la técnica de incision de T invertida en medio liquido
MS, donde mostr6 que la microinjertacion de apices caulinares in vitro es excelente para el
saneamiento de las plantas y permite obtener mayor prendimiento como fue en el caso de Tangelo
minneola y menor presencia del virus de la tristeza el cual produce decaimiento, defoliaciéon y
clorosis en las plantas.

Los patrones algunas veces son obtenidos a partir de la germinacion de semillas in vitro y
sembrados en medio de cultivo rico en sales minerales como lo es el medio de cultivo Murashige
y Skoog, ademas de esto existe un factor importante al momento de elegir el patrén adecuado que
tiene que ver con la edad de este como es en el caso del trabajo realizado por Navarro et al. (2005)
en el que el patron utilizado fue Citrange Troyer a partir de plantulas con dos semanas de edad
presentando altos porcentajes de prendimiento en comparacion con el uso de plantulas de 1 semana

de edad en el que los apices se cubrian de callo en la zona de corte del patron.
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3.1.2. Injerto o yema injertada
El injerto es un tejido vegetal que se une sobre el portainjerto de forma que el conjunto de
ambos crezca como un solo organismo; permitiendo asi que el injerto combine las cualidades del

patrén, produciendo una planta con excelentes rendimientos y alta calidad del fruto.

El injerto o yema es un 6rgano complejo de las plantas que se forma habitualmente en la axila
de las hojas formado por un meristemo apical, normalmente se aislan de brotes vegetativos en
crecimiento de cultivos en campo o invernadero, las que se toman del campo son una fuente directa
de brotes. Navarro & Juarez. (2005).

3.1.3. Etapasy condiciones bésicas para el establecimiento in vitro exitoso de un
microinjerto de citrico

Las diferentes etapas y condiciones para el establecimiento in vitro de microinjertos son de gran
importancia si se desea realizar microinjertacion a gran escala porque se tienen en cuenta diferentes
factores, entre los mas importantes la contaminacion donde se presenta mayor pérdida del material
vegetal, como también tiene su ventaja que al controlar estos factores se logra obtener plantas
libres de patégenos como fue en el caso de los autores, Vanegas & Zamora (2004) donde por medio
de laaplicacion de MIV (Microinjertacién in vitro) en tejidos fue exitoso, logrando obtener plantas
libres de patdégenos como Candidatus Liberibacter asiaticus.

3.1.3.1.Seleccion y Preparacién del patrén o portainjerto

Obtencion de la planta madre: en esta fase se procede a la seleccion de la planta madre esta

debe cumplir con unos niveles estdndares minimos los cuales son que no tenga ninguna
enfermedad causada por ningin macro o microorganismo, que su nivel de produccién sea
aceptable. Si en la planta madre llega a presentar enfermedades leves se podria manejar con un

protocolo de desinfeccion o controlando por medios de los medios de cultivos.
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El uso de los portainjertos en frutales ha sido una herramienta muy utilizada por el hombre ya
que con ella se ha logrado un incremento en el rendimiento y calidad de las diferentes especies de
plantas a obtener por medio de microinjertacion in vitro de citricos, como es en el caso del trabajo
realizado por Hernandez et al., (2006) donde se uso plantas citricas que tenia el virus de la tristeza
la técnica de patron logra poder controlar los diferentes contaminantes que venga desde la planta
madre para obtener una planta sana y que su produccion no se vea afectada por dichos

contaminantes.

Desinfeccion del material vegetal: en esta etapa se procede a desinfectar el material obtenido

de la planta madre los cuales pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de raices o semillas
para eliminar contaminantes externos o internos, en el caso de que se requiera una eliminacion de
patdgenos se procedera a realizar un protocolo mas adecuado para tratar este patégeno y no altere

al material.

Los Patrones son muy sensibles a contaminantes si ho se manejan adecuadamente como lo
comprobd, Cortés (2004) en su investigacion demostrd que un periodo muy largo entre el material
obtenido de la planta madre, el periodo de desinfeccion y la manipulacion de varias personas logro
que los agentes patdgenos se propagaran y dafiaran los patrones. Para evitar estos problemas se
procedi6 a controlar cada factor para asi mantener un mayor equilibrio y asi obtener el mayor

numero de patrones aptos posibles.

3.1.3.2.Seleccion y Preparacién del apice o yema a injertar
Para la seleccion y preparacion de la yema a injertar se tuvo en cuenta el trabajo realizado por
Barreras. (1990), él obtuvo las yemas por medio de crecimientos vegetativos, y se desfoliaron a

mano para producir brotacion en 10 a 20 dias; generalmente las yemas se consiguen en
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invernaderos porque estas plantas no sufren por las estaciones del afio, especificamente las yemas
son obtenidas en nuevos brotes en crecimiento activo en invernadero o campo, yemas axilares y
de brotaciones de yemas axilares in vitro. Una vez las yemas estén seleccionadas deben ser
desinfectadas para proceder a la aplicacion del microinjerto junto con el patron.

Es posible encontrar en las plantaciones arboles con buenas caracteristicas horticolas que no
presenten enfermedades lo cual requiere ser corroborado mediante diagndstico con las pruebas
adecuadas y considerar entonces la factibilidad de tomarlos como fuente de material de
propagacion, esta técnica constituye en la actualidad la via por excelencia para disponer del
material de propagacion certificado que se lleva a las plantaciones comerciales, garantizar
el estado sanitario de las accesiones de un banco de germoplasma de citricos para su utilizacion
en los programas de mejoramiento genético y conservar adecuadamente estos valiosos
recursos fitogenéticos. Camacho, (2008) utilizé brotes de entre 2 y 3 cm para evitar apices
degenerados o en estado de abscisidn. A cada brote se le eliminan las hojas mayores y se separa la
parte terminal con una longitud de 1 cm. Posteriormente se realiza la esterilizacion de superficie
por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 0,25% mas 0,1% de Tween 20 durante
cinco minutos y se enjuaga repetidas veces con agua destilada estéril. Y demostrado ser la via mas
eficaz para obtener material de propagacion vegetativo libre de patdgenos, debido a que con su
utilizacién se pueden eliminar aquellos para los que no resulta eficaz la termoterapia. Ademas, las
plantas obtenidas a través de microinjerto muestran caracteristicas morfol6gicas idénticas a las de
los arboles de origen

3.1.3.3.Injertacion (Eleccion del método y ejecucion del proceso)

Los tipos de injerto son muy sencillos y ain mas los microinjertos in vitro, pero partiendo de

esa unién de patron con el apice, se desarrollaron varias técnicas como se propone en los autores
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de esta investigacion, ellos realizaron dos tipos de corte para unir el explante con el patron, uno de
los cortes es Horizontal, este corte consiste en tomar el explante y realizar un corte horizontal al
nivel de los cotiledones eliminando asi el apice de la plantula, y colocando en el corte un apice de
0.5 cm que proviene de un brote que fue multiplicado in vitro; por otra parte el corte en V, tiene el
mismo proceso que el anterior pero tiene la caracteristica de realizar el corte en forma de V en la

plantula a la altura de los cotiledones. Nava et al. (2011).

Ademas de esos dos cortes también se puede agregar uno que ha sido efectivo, el corte se conoce
como T invertida o Miniescudete; para realizar el microinjerto, se tomaron las plantulas del patrén
para cortarlo dejando 4-5 cm aproximadamente del epicétilo, se quitaron la raiz primaria pero fue
cortada dejando 2-3 cm, en el momento de comenzar la incisién T invertida se realizd con
dimensiones de 1 mm en el extremo del epicétilo decapitado y un corte horizontal de 1-2 mm de
ancho a través de la corteza sin dafar la médula, el injerto se posiciona sobre el patron y al unir

los dos hacen la forma de una T invertida por el acople exacto (Terrones 2018).

El corte en forma de una cufia es el mismo corte en V, pero prefieren denominarlo asi; consiste
en tomar el apice caulinar aséptico sin hojas, en la parte basal realizar dos cortes oblicuos
convergentes para formar la cufia, para el portainjerto se eliminaron las yemas axilares y el callo
basal, se decapitan y se corta acorde con el tamafio de la cufia. A teniendo la cufia se procede a

ensamblar y sujetarse con anillos de silicona Maldonado et al., (2008).

3.1.3.4.Desarrollo in vitro de las plantas injertadas

Introduccién del material in vitro: una vez termine la fase de desinfeccion se procede a una

siembra en medios de cultivos los cuales en sus componentes tienen reguladores que evita el

crecimiento de bacterias u hongos. En estos medios unos de los componentes son las citoquininas
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su funcidn es la generacion de nuevos brotes mediante el aumento de la division celular en esta

primera etapa se conoce como adaptacion que es que los explantes se adapten al medio de cultivo.

Una buena microinjertacion debe empezar por un excelente protocolo de desinfeccion ya que
es la eliminacidn de agentes patogenos que perjudique los explantes, también los medios de
cultivos son importantes en algunos cultivos se utiliza agentes bacterianos y fungicos para evitar
el crecimiento de bacterias y hongos. (Campos et al., (2020), en sus experimentos disefio y evalud
un protocolo de desinfeccion para su microinjertacion, el cual consistié en someter los explantes
en Hipoclorito al 3% + 3 gotas de Tween 80, pero con tiempos de 10-15-20 min; las semillas se
desinfectaron con alcohol al 70% (30 seg), Hipoclorito 0.5% por 10 min 'y 20 min. En los resultados
se observo que los protocolos de desinfeccion funcionan para mitigar la contaminacion del material
vegetal, pero se puede concluir que cuando son sometidos durante mucho tiempo pueden generar
problemas en la germinacion.

Mientras que los autores (Castro & Flores., 2007)) evaluaron la efectividad de dos medios de
cultivos uno liquido y otro semisoélido, logrando excelentes resultados en la microinjertacion,

presentando excelente crecimiento y brotacion.

Asi mismo, debemos tener en cuenta que, para poder adquirir una produccion con todos los
estandares de calidad, debe haber control sobre agentes externos como microorganismos, ademas
de la contaminacidn que puede estar presente sobre los materiales y el laboratorio; la mejor manera
de mitigar estos factores que pueden afectar toda la produccion son los protocolos de desinfeccion
sobre el material vegetal. El protocolo de desinfeccion requiere al menos un agente desinfectante;
el siguiente articulo realiza el protocolo mas usado, pero implementaron un protocolo de
desinfeccion para las semillas y para las varetas; las semillas se dejaron en Hipoclorito Sodico al

10% y 1% de Tween 20 por 10 min, después de eso fueron enjuagadas 3 veces con agua estéril.
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Por otra parte, las varetas se sometieron a una lavada con agua corriente y asi ser lavadas con
etanol al 95% y desinfectadas con Hipoclorito al 5% por 10 min, y para terminar se lava con agua
estéril. Cabe aclarar que durante la aplicacion del agente desinfectante normalmente se hace en
una camara de flujo laminar para disminuir la contaminacion de agentes externos. (Godoy et al.

2013).

Las propiedades que pueden cambiar son las concentraciones y los tiempos con los agentes
desinfectantes y los diferentes alcoholes como sucede en los siguientes trabajos. En el primero las
semillas fueron desinfectadas con 0.5% por 10 min y se enjuagaron en tres repeticiones con agua
destilada estéril. Y los apices meristematicos se lavaron con mucha agua corriente para eliminar
restos de polvos, después se dejo en alcohol al 70% por 15 seg, y por tltimo se deja en Hipoclorito
de Sodio al 2.5% con 3 gotas de Woolite (un detergente); se puede observar que aca no usaron el
Tween sino un detergente en el protocolo de desinfeccion (Coloma, 2018). Y en este otro caso se
tomaron de a 10 semillas envueltas en trozos de gasa y asi se introducen en tubos de ensayo con
alcohol al 70% por 1 min, y luego se colocaron en Hipoclorito de sodio al 4% afiadiéndole 0.1%
de Tween 20 por 5 minutos, finalizando con una jugada con agua destilada estéril en tres

repeticiones; las varetas solo se desinfectaron con Hipoclorito al 10%. (Terrones 2018).

Multiplicacién de los brotes: En esta fase se selecciona los explantes que hayan sobrevivido a

las etapas anteriores, a estos explantes se llevan a otros medios de cultivos para su crecimiento y

seguir controlando agentes patogenos.

Enraizamiento de los explantes: en esta etapa se procede a trasladar los explantes que hayan

sobrevivido a otro medio de cultivo que esté enriquecido por auxinas y disminuyendo las

citoquininas para que asi se estimule la produccién de raiz.
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Las auxinas son hormonas vegetales naturales encargadas de regular diferentes aspectos de los
explantes como el desarrollo y crecimiento de estas, como también en los agricultores los cuales
las usan para acelerar el crecimiento de las plantas, promover la iniciacion de raices y evitar la
caida prematura de los frutos, Coloma (2018) donde evalud la efectividad de las auxinas en la
microinjertacion usando meristemos de plantas citricas las cuales su efectividad en algunas auxinas
fueron de un 92% en plantas de limonero y un 96% en naranjo lo cual demostré que las auxinas
juegan un papel importante en la microinjertacion.

3.1.3.5.Adaptacion ex vitro (Trasplante a suelo)

Adaptacién o a climatizacién de los explantes: en esta fase los explantes se procede a

trasplantarse en pequefias bolsas y llevada a un invernadero para empezar a controlar y a

climatizarla por un periodo de unos 2 meses.

Trasplante: en esta fase final las plantas que hayan sobrevivido a la climatizacién se procede a
trasplantar la planta para que continle su ciclo de vida.

3.2 Meétodos empleados para microinjertacion en citricos.

Las técnicas de microinjertacion en la actualidad han sido utilizadas para la revigorizacion de
material vegetal que presente problemas de propagacion in vitro de plantas y produccién de estas
libres de virus, obteniendo material vegetal resistente a plagas o enfermedades presentadas en los
diferentes cultivos de citricos.

Existen diferentes técnicas de microinjertacion como por ejemplo lo es la técnica de
microinjertacion seriada la cual es la mas usada para la eliminacion de explantes que presenten
contaminacion y supervivencia de los explantes mas resistentes, aunque se logra con la
intervencion de los medios de cultivo que aportan los nutrientes esenciales a los diferentes

explantes, como es en el caso del trabajo realizado por (Acosta et al. (2011) en el cual por medio
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de la técnica de microinjertacion seriada se obtuvo un alto porcentaje de explantes con brotes
indicando la eficiencia de esta técnica.

Anteriormente se mencionaron varias técnicas, a continuacion, se ordenaran todas las diferentes
técnicas en una tabla, esta tabla estard compuesta del titulo, método y el autor que utilizé el mejor
método para el desarrollo de su investigacion.

Tabla 2. Metodos de Microinjertacion.

Método de
Microinjertacion Titulo Autor
(Llihua Quispe, Calderdn
Rodriguez, & Cabrera Pintado,
Influencia de sacarosa y cotiledones en la | Influencia de Sacarosa vy
microinjertacién de citricos Cotiledones en la
Microinjertacién de Citricos,
2019)
(Llihua Quispe, Efecto de la
Sacarosa y Cotiledones sobre el
Efecto de la Sacarosa y Cotiledones Sobre | prendimiento de Microinjertos
el Prendimiento de Microinjertos in vitro | in vitro de Naranja y Limén
de Naranja y Limon (Citrus sp.) (Citrus sp.), 2018)
T Invertida Microinjerto de apices caulinares in vitro
para saneamiento de "virus de la tristeza
de citricos" (CTV) en Tangelo minneola
(Tirabante Terrones, 2018)




"tangelo" y Citrus limén variedad eureka

"limén"

Obtencion de plantas de naranjo dulce
Citrus sinensis (L.) Osbeck V. Folha
murcha, libres del virus de la psorosis a
través de termoterapia y microinjerto de

apices caulinares in vitro

(Mendoza Godoy, Villalba
Romero, & Gonzdlez Segnana,

2013)

Adaptacién de la  técnica de
Microinjertacion in vitro de apices
caulinares, de Valencia y Pineapple
utilizando patrones de Carrizo (Poncirus
trifoliata (L.) Raf. x Citrus sinensis (L.)
Osbeck) y Citrumelo (Poncirus trifoliata

(L.) Raf. x Citrus paradisi Macf.)

(Cortés Paniagua, 2004)

Cuatro modalidades de Microinjerto tres
Auxinas (Ana, Aia, Aib) en el manejo In
Vitro de Plantas de Limonero (Citrus
aurantiflolia Christm.) y Naranjo (Citrus

sinencis L.)

(Coloma, 2018)

Estudios in vitro sobre la técnica de
microinjerto en dos cultivares de citricos

para producir plantas libres de virus"

(Naz A. , Jaskani, Research, &

Qasim, 2007)

Evaluacion de la Eficacia de los Métodos

de Mini Injertos Hendidura, T Invertida y
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Yema Terminal en la Propagacion de
Plantas de Naranja Valencia (Citrus

sinensis (L.) Osbeck.)

(Alvarez Correa, 2020)

Ensayo de la técnica de microinjertacion
de yemas de naranjo dulce citrus sinensis
L. Osbeck en micropatrones de naranjo

agrio citrus aurantium |.

(Barreras Valdez & Meza

Valenzuela, 1990)

Improvement of Shoot-tip Grafting in

vitro for Virus-free Citrus

(Navarro, Roistacher, &

Murashige, 1975)

CorteenV

Reactivacién de material vegetal élite de

Pinus radiata d. Don. Mediante

microinjerto in vitro. Interciencia.

(Materan, Vega, Sanchez Olate,

Sdez, Rodriguez, & Rios, 2008)

Corte Triangular

Uso del microinjerto in vitro de apices

caulinares para eliminar ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ en cultivares de

citricos en Cuba

(Zamora Rodriguez, Luis
Pantoja, Pefia Bdrzaga, Ferriol
Marchena, & Hernandez

Rodriguez , 2015)

Cuatro modalidades de Microinjerto tres
Auxinas (Ana, Aia, Aib) en el manejo In

Vitro de Plantas de Limonero (Citrus

(Coloma, 2018)
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Hendidura

aurantiflolia Christm.) y Naranjo (Citrus

sinencis L.)

Evaluacion de la Eficacia de los Métodos
de Mini Injertos Hendidura, T Invertida y
Yema Terminal en la Propagacién de
Plantas de Naranja Valencia (Citrus

sinensis (L.) Osbeck.)

(Alvarez Correa, 2020)

Escision

T Normal

Cuatro modalidades de Microinjerto tres
Auxinas (Ana, Aia, Aib) en el manejo In
Vitro de Plantas de Limonero (Citrus
aurantiflolia Christm.) y Naranjo (Citrus

sinencis L.)

(Coloma, 2018)

Colocacién de

Superficie

Estudios in vitro sobre la técnica de
microinjerto en dos cultivares de citricos

para producir plantas libres de virus"

(Naz A. , Jaskani, Research, &

Qasim, 2007)

Ensayo de la técnica de microinjertacidn
de yemas de naranjo dulce citrus sinensis
L. Osbeck en micropatrones de naranjo

agrio citrus aurantium |.

(Barreras Valdez & Meaza

Valenzuela, 1990)

Mini Injerto

Evaluacién de la Eficacia de los Métodos
de Mini Injertos Hendidura, T Invertida y

Yema Terminal en la Propagacion de

(Alvarez Correa, 2020)
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Mini Injerto Yema Plantas de Naranja Valencia (Citrus

Terminal sinensis (L.) Osbeck.)

Establecimiento aséptico y microinjerto
de explantes de citricos certificados de
Corte en forma de | importancia agrondmica para el noreste | (Varela Gonzalez, 2015)

Triangulo de México

3.2.1 Tipos, descripcion y ventajas

En los tipos de técnicas de microinjertacion en citricos, existe la técnica de saneamiento la cual
permite la eliminacion de patdgenos presentes en plantas madres, la técnica de saneamiento mas
usada es la técnica MIV (microinjertacion in vitro de apices caulinares) en la eliminacion de las
diferentes bacterias que atacan cultivos de citricos como lo es Candidatus Liberibacter asiaticus
y por medio de esta técnica se ha comprobado su eficiencia con una eliminacion de 100% del
material vegetal, manteniendo las plantas libres de esta bacteria por largo tiempo, demostrando
por cuatro afios su efectividad en saneamiento vegetal. (Zamora et al. (2015).

Como también existe la técnica de termoterapia en la cual consiste en usar choques térmicos en
la temperatura para provocar un estrés, con el fin de eliminar los agentes patégenos que causan la
enfermedad en la planta como lo hizo (Godoy et al. (2013), donde se realizé la combinacion de
termoterapia y microinjerto de apices caulinares, permitiendo obtener plantas libres de sorosis la
enfermedad que estaba causando dafio en Citrus sinensis.

Aunque existen otras técnicas de injertacion, pero la que mas se utiliza en diferentes
investigaciones de citricos es la T invertida, la cual consiste en realizar microinjertos sobre

patrones que se le realizan el corte en forma de T invertida como su nombre lo dice, permitiendo
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obtener plantas con frutos de calidad y tolerante a ciertas condiciones del suelo adversos al
crecimiento, aunque los resultados no son los mejores pero sus porcentajes son aceptables como
lo realizé (Naz et al. (2007) que combino la técnica de T invertida con la colocacion en superficie
donde su efectividad en la microinjertacion fue inferior al 40%.

De igual manera observando la tabla de técnicas o métodos de microinjertacion se puede
concluir que el método de T Invertida demostré ser un método bastante eficaz en microinjertacion
in vitro, la razén es probablemente por su facilidad a la hora de realizar el corte y también porque
el explante tiende a estar mejor acoplado al patron, y asi obtener el microinjerto deseado. Una
demostracién de su eficacia se puede observar en los resultados de la investigacion de (Correa
(2020), ¢l usa varias técnicas de microinjerto y al final en los resultados demostré que la T Invertida
es una técnica que obtiene mayor porcentaje de supervivencia, después de la técnica de Hendidura

que obtuvo un 75% de éxito.

3.3 Avances practicos en la microinjertacién de citricos

La microinjertacion demuestra ser una técnica de propagacion in vitro que permite la obtencion
de material libre de virus, su procedimiento es sencillo. (Navarro et al., (1975), ellos propusieron
en su investigacion el método de T invertida para realizar la microinjertacion in vitro en Citricos,
las plantas microinjertadas fueron sometidas a unas condiciones luminicas de 16h con 1000 lux,
hubo una frecuencia de 30 a 50% de injertos usando plantulas de crecimiento oscuro de 2 semanas
como portainjertos y usando puntas de los brotes de 0.14 a 0.18 mm de largo como vastago. Por
otra parte, (Barrera & Meza (1990)) realizaron la misma técnica de T invertida mencionada
anteriormente, y las mismas condiciones de luz por 16h en yemas Citrus sinensis L. Osbeck
utilizando como patron Citrus x aurantium; la técnica demuestra ser eficaz, pero los mejores

resultados se obtuvieron en plantas con tres semanas germinadas en la oscuridad. Se puede decir
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que la T invertida es la técnica de microinjertacion mas usada, ademas es una técnica muy
eficiente; sin embargo, la técnica de T invertida fue probada para saneamiento de HLB, como lo
propusieron (Zamora et al. (2015) ellos aplicaron la técnica de Microinjerto in vitro de semillas de
Citrus macrophulla como patrén y para los injertos se usaron Citrus sinensis L. y Poncirus
trifoliata L., las plantas injertadas se introdujeron en un tubo con medio liquido MS y sustancias
organicas, estas se mantuvieron en el cuarto de cultivo por 5-7 semanas, luego las plantas
microinjertadas se reinjertaaron en patrones de Citrange carrizo para acelerar el desarrollo y
realizar aclimatacion; en los resultados el 100% de las plantas obtenidas estuvieron libres del virus
por cuatro afios.

Se debe tener en cuenta que el material vegetal a veces proviene de campos donde existe gran
contaminacion, los protocolos cumplen una funcion totalmente necesaria, pero primero debemos
investigar cual podria ser el méas eficiente, porque esto evita problemas sobre la produccion que se
desea obtener; uno de ellos es que no permite pérdidas econdmicas.

El agente desinfectante mas eficaz y mas utilizado en todos los protocolos es el Hipoclorito de
Sodio, pero se debe tener en cuenta la concentracion y el tiempo que se dejara el material vegetal.
(\Varela (2015) realizé varias concentraciones en diferentes tiempos; mostré buenos resultados
porgue no hubo presencia de contaminacion externa, el mejor resultado fue usar el Hipoclorito al
5% con 3 gotas de Tween 20 por 10 min; pero recomienda no dejar por mucho tiempo el material
vegetal inmerso en el Hipoclorito, porque puede generar muerte sobre el material vegetal.

(Cortés (2004) propuso para los explantes un tratamiento con 0.25% con 0.1% de Tween
durante 5 minutos, en los patrones el tratamiento con 0.8% por 8 minutos permitié obtener mayor

propagacion de estos. Para terminar, se analiza en los siguientes articulos que los autores realizaron
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una tabla con varios tratamientos, pero las tablas poseen las mismas concentraciones y tiempos;
(Quispe (2018) y Cabrera et al. (2019) presentaron sus protocolos de la siguiente manera.

Realizaron unos tratamientos para varetas y para semillas, cada una con 4 tratamientos y en
cada tratamiento. Primero en las semillas se usaron 30 unidades experimentales en cada
tratamiento, el primer tratamiento tenia una concentracion de 0.08% de NaCIO por 5 min, el
segundo 0.16%, el tercero 0.2% y el cuarto tenia una concentracion de 0.8% todos estos tres por
10 min; y por otra parte con las varetas se usaron 20 unidades experimentales en cada tratamiento
con diferentes concentraciones, la primera tenia una concentraciéon de 0.70% de NaClO por 10
min, los otros tenian una concentracion de 0.88%, 1% y 1.5% respectivamente por un tiempo de
20 min.

Pero (Quispe (2018) tiene en cuenta un testigo para las semillas y un testigo para las varetas;
30 varetas sirvieron de testigo y se dejaron con 0.16% de Hipoclorito por 5 minutos, y para las
semillas se usaron 20 unidades con un porcentaje de 0.88% de Hipoclorito por 10 minutos. En los
resultados de las dos investigaciones, se demostro que en las semillas es mas eficaz el Tratamiento
con 0.16% de Hipoclorito por 5 minutos, que fue el tratamiento del testigo; por otra parte, el mejor
tratamiento fue con un porcentaje de 1% por 20 minutos. Se debe tener en cuenta que el tratamiento
mas eficiente no es solamente el que tiene menor contaminacion, sino también el que permite el
proceso de germinacion de la planta, pues los tratamientos con mayor porcentaje no permiten que
haya contaminacion, pero logra deteriorar el material vegetal.

Cabe agregar que Liz Llihua desarroll6 su tesis usando como patrén las semillas de Citrus
sinensis x Poncirus trifoliata, ella realizd un tratamiento de inmersién en agua a 52°C y con

hidroxiquinolina para eliminar presencia de bacterias y hongos en las semillas. Asimismo, usaron
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meristemos de varetas extraidas de plantas madres de Citrus sinensis variedad Washington Navel

y Citrus limon variedad Eureka.

Por otra parte, los medios de cultivos y sus componentes son importantes para lograr que los
explantes cumplan con sus necesidades y obtener su crecimiento. Autores como (Arrieta et al.
(2005) y (Vidal & Marco (2014)) donde se establecieron microinjertos in vitro por medio de
segmentos nodales en medio de cultivo MS y suplementado con ANA, en el caso de Vidal utilizo
reguladores de crecimiento y adicion de PPM(Plant Preservative Mixture) que es un regulador de
agentes patogenos y KIN, Arrieta logré mayor enraizamiento y brote con ANA lo que permitio
un crecimiento significativo de la raiz y mayor nimero de nudos, en cambio Vidal alcanzo solo el

34% de explantes con brotes.

El Medio de Cultivo MS es cominmente usado para siembras in vitro, estas van acompafiados
por vitaminas, Sacarosa y otros compuestos que permiten el crecimiento del material vegetal, y
ademas compuestos que inhiben contaminacion generado por muchos factores; (Mendoza et al.
(2013) realizé un procedimiento que consistia primero en someter el material vegetal a
termoterapia asi proceder al microinjerto sobre el medio de cultivo con 70 g/L de Sacarosa,
inositol, clorhidrato de tiamina, clorhidrato de piridoxina y acido nicotinico para obtener Naranjo
dulce libre de virus. Por otra parte, Cabrera et al. (2019) preparé el MS con vitaminas White y
Sacarosa en dos concentraciones diferentes e identificar que influencia tiene sobre la siembra, y
ellos observaron que la Sacarosa en bajas concentraciones forman Xilema, y cuando existe una
alta concentracion se forma el Floema, por ello recomiendan usar concentraciones entre 25-30 g/L

y asi formar Xilema y Floema.
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Las investigaciones cada vez van avanzando y por eso se comienzan a buscar otras alternativas
que permitan la supervivencia de las plantas cuando son llevadas al proceso de aclimatacion, pues
los agares y el papel filtro han demostrado que al momento de ser transferidos al campo no
demuestran eficacia al 100%, pues tienden a no sobrevivir; por esta razon en esta investigacion
tienen como objetivo usar sustratos inertes y observar la multiplicacion, enraizamiento y la
supervivencia de los Citricos que ellos utilizaron; los sustratos inertes fueron, 1) Agrolita, 2)
Vermiculita y 3) Tezontle; se llevaron a un proceso de tamizaje y esterilizacion para asi ser
agregados junto con el medio de cultivo MS. En los resultados ellos obtuvieron resultados muy
positivos en la Germinacidn, Crecimento y Enraizamiento, entonces concluyeron que si se pueden
usar diferentes Sustratos Inertes como alternativa para que haya una mayor supervivencia de las

plantas al ser llevadas a la aclimatacion (Hernandez et al., (2006).

Para finalizar, algunas técnicas ex vitro se pueden aplicar en laboratorio, como (Correa (2020)
que plante6 evaluar diferentes técnicas de mini injertos ex vitro; las técnicas son mini injertos
Hendidura, T invertida y Yema terminal, en las pruebas se queria producir naranja valenciana y
tomaron como patron las semillas de la mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan), estos
mini injertos fueron dejados en una casa malla y recibian riego por medio de aspersion; en los
resultados se observé que la Hendidura demostré un mejor desempefio con un porcentaje de 75%
de éxito en sus mini injertos. Cabe tener en cuenta un dato muy importante en el momento de
producir el patron, pues el autor realizd una escarificacion en algunas semillas, estas semillas
tuvieron un 100% de germinacion, lo cual puede tenerse en cuenta para la produccion de patrones

que sean necesarios en la aplicacion de microinjertos.
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4 Conclusiones
En la investigacion de microinjertacion in vitro de citricos se logro identificar las técnicas
més usadas de microinjertacién para producir plantas libres de virus las cuales son la
técnica de T invertida demostrando que es excelente para el saneamiento de las plantas
evitando contaminacion en cultivos de citricos.
En las etapas de la microinjertacion in vitro en citricos, se tiene en cuenta distintos
elementos, entre los cuales se encuentra el medio de cultivo que aporta los nutrientes
necesarios para el crecimiento y desarrollo del explante. En el desarrollo de este
documento, el medio de cultivo que mostré unos resultados mas 6ptimos, fue a través de
la implantacion del medio MS debido a su composicion nutritiva.
Como se ve reflejada en las distintas investigaciones consultadas, se tiene en cuenta el tipo
de patron e injerto a utilizar, en el caso del patrdn se elige prudentemente debido a que este
debe estar libre de factores contaminantes, entre los mas usados se encuentran Citrange
troyer y Citrus lambhiri.
Algunas técnicas de injertos que normalmente son desarrolladas en campo o invernadero,
también pueden ser utilizadas para aplicarlas en laboratorio; ademas el uso de semillas
escarificadas para la propagacion de patrones demuestra ser una excelente técnica.
El uso de sustratos inertes como alternativa en la microinjertacion in vitro permite mayor

sobrevivencia al momento de ser aclimatadas.
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