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RESUMEN

El cultivo de Citrus aurantium L., conocido comUnmente como naranja agria, es considerado
de gran importancia en la provincia de Huaura, distrito de Huacho, debido al potencial
gastronomico que demanda su empleo en las comidas tipicas de la zona, sin embargo, los
ejemplares de dicho citrico, se encuentran de manera escasa, no solo por el descuido de los
pobladores, sino también por su susceptibilidad a enfermedades como el CTV (virus de la
tristeza de los citricos). Existen estudios de micropropagacion in vitro de dicho frutal pero no
aseguran su conservacion eliminando o disminuyendo su exposicion a enfermedades. Es por ello
que en la presente investigacion, se plantea evaluar la influencia de tres pardmetros de
microinjertacion en el prendimiento in vitro de “naranja agria” empleando el patron “Citrumelo”,
siendo una metodologia que permite eliminar enfermedades, sobre todo virales en citricos, por lo
que es necesario generar bases para estudios posteriores, vinculados al saneamiento de dicho
material vegetal. Los pardmetros evaluados fueron la edad del patrén, el método de colocacion
del &pice y la concentracion de sacarosa, determinandose un porcentaje de 13.3% de
microinjertos prendidos y la influencia significativa de la concentracion de sacarosa, mostrando
diferencia significativa entre la mayor (70 g/l) y menor concentracion (30g/l) empleada, asi como

la interaccidn entre la edad del patrén y el método de colocacidn del apice.

Palabras clave:

Microinjertacién, prendimiento in vitro, Citrus aurantium, Citrumelo, edad del patron,

método de colocacion, sacarosa.



ABSTRACT

The cultivation of Citrus aurantium L., commonly known as sour orange, is considered of
great importance in the province of Huaura, district of Huacho, due to the gastronomic potential
that its use demands in the typical foods of the area, however, the specimens of said citrus, they
are scarce, not only because of the discovery of the inhabitants, but also because of their
susceptibility to diseases such as CTV (citrus tristezavirus). There are in vitro micropropagation
studies of this fruit tree but they do not ensure its conservation by eliminating or reducing its
exposure to diseases. That is why in the present investigation, it is proposed to evaluate the
influence of three micrografting parameters in the in vitro setting of "sour orange" using the
"Citrumelo™ pattern, being a methodology that allows to eliminate diseases, especially viral in
citrus, therefore, it is necessary to generate bases for subsequent studies, linked to the sanitation
of said plant material. The parameters evaluated were the age of the rootstock, the method of
placement of scion and the concentration of sucrose, determining a percentage of 13.3% of
attached micrografts and the significant influence of the concentration of sucrose, showing a
significant difference between the highest (70 g/ I) and lower concentration (30g/l) used, as well

as the interaction between the age of the rootstock and the method of placement of scion.

Keywords:

Micrografting, in vitro grafting, Citrus aurantium, Citrumelo, rootstock age, method of

placement of scion, sucrose.



INTRODUCCION

Los frutos de C. aurantium L., “naranja agria”, son empleados en la elaboracion de platos
tipicos de la provincia de Huaura, ciudad de Huacho, considerandose un ingrediente tradicional
para la zona, y que ademas es reconocido en la gastronomia como un ingrediente importante
sensorialmente (Roman, 2006; IICA, 2014). Ademas, en otros paises que poseen dicho cultivo,
es empleado por sus caracteristicas medicinales (Lv et al. 2015; Segun et al. 2018) y por ser un
portainjerto para diferentes variedades de importancia comercial y otros usos como la extraccion
de aceites esenciales (Rivera-Cruz, Trujillo-Narcia, & Alejo, 2010), sin embargo, la
susceptibilidad a enfermedades como el CTV (virus de la tristeza de los citricos), ha generado el

descenso de su propagacion (Madariaga, 2017) y por tanto la insuficiencia de sus ejemplares.

Ante ello, el empleo de herramientas biotecnologicas para el mejoramiento genético vegetal,
como el uso de microinjertos in vitro, se presenta como una alternativa para la conservacion de
un material vegetal tan importante y para el saneamiento de enfermedades, por lo que en el
presente estudio, se plantea la evaluacién de tres parametros de microinjertacion en el
prendimiento in vitro de naranja agria, empleando el patron Citrumelo, ya que para la obtencion
de plantas sanas, inicialmente se deben realizar ensayos de microinjertacion, evaluando
diferentes factores influyentes en dicho proceso, y establecer una metodologia que permita un
mayor porcentaje de prendimientos in vitro, lo que promueva continuar con las diferentes etapas

que abarcan dicho proceso a corto plazo.

Es asi que la presente investigacion plantea determinar la influencia de tres parametros: edad
del patron, concentracion de sacarosa y método de colocacion del apice, de manera individual y
conjunta, a través de interacciones, empleando un disefio trifactorial, teniendo como variable

respuesta, el porcentaje de prendimiento.



Capitulo I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.Descripcion de la Realidad Problemética

Los problemas fitosanitarios extendidos en campos de cultivos de las regiones costa y selva
del Perd, son la causa principal de la disminucion de la poblacion de citricos (Sanchez, 2012).

Al norte de nuestro pais, en el kildmetro 148 de la Panamericana Norte (ciudad de Huacho),
Citrus aurantium (naranja agria), posee frutos empleados en la elaboracion de sus principales
comidas tipicas como el ceviche de pato, la salchicha huachana e inclusive en bebidas como el
pisco sour (Romén, 2006), siendo considerado un ingrediente tradicional de la zona; ademas de
ser reconocida en la feria gastronémica “Mistura 2011 por ser empleado en la preparacion del
“mejor ceviche peruano” (IICA 2014), existiendo libros que datan del siglo XIX, en los que se
utilizaba como insumo en el ceviche de pescado, sudado y causa limefia (Coloma, 2010; Reyes,
2016; Zapata, 2013).

En otros paises, donde se encuentra distribuido este cultivo, la importancia radica en sus usos
medicinales, debido al contenido de flavonoides que regulan la respuesta inflamatoria, las
enfermedades cardiovasculares y la carcinogénesis (Lv et al. 2015; Segun et al. 2018), otro
notable uso es como portainjerto de diversos citricos de importancia econémica como el limén
persa y naranja dulce, asi como también la obtencion del aceite de neroli, proveniente de sus
hojas (Rivera-Cruz, Trujillo-Narcia, & Alejo, 2010).

La baja produccion de C. aurantium, pone en evidencia su escasez; al ser sustituida por otros
citricos de mayor productividad, estacionalidad y calidad, como también el abandono de huertos
que antes lo cultivaban (1ICA 2014); siendo la infesta por afidos, causante principal en la
disminucion de rendimientos y calidad de las semillas, evitando el desarrollo normal del cultivo

(Delfino y Buffa, 2008); puede transmitir diversas enfermedades como por ejemplo el virus de la



tristeza de los citricos (CTV), produciendo marchitez, defoliacion, detencién del desarrollo, e
incluso su muerte (Madariaga, 2017). Asi mismo, es poco frecuente encontrar plantulas jévenes
de C. aurantium, observandose plantas afiejas de aproximadamente 50 afios, u otras utilizadas
como portainjerto, que no necesariamente, se encuentran libre de enfermedades.

Una solucidn reportada por algunos autores como Tallon, Porras, & Pérez-Tornero (2012) en
Espafia, es la propagacion vegetal in vitro, evaluando desde el establecimiento in vitro de C.
aurantium y Citrus reshni (mandarina cleopatra), hasta el proceso de aclimatacion, para su
posterior empleo en mutagénesis o transformacion genética de las mismas.

Ademas, se conoce sobre estudios realizados por Navarro, Roistacher & Murashigue (1975)
quienes emplean microinjertos in vitro para el desarrollo de citricos libres de virus, evaluando las
condiciones adecuadas tanto para el patrén citrange Troyer (Poncirus trifoliala (L.) Raft. x
Citrus sinensis (L.) Osbeck) y limonero rugoso (Citrus jambhiri Lush.) como el microinjerto a
desarrollarse, manifestando ser la técnica mas recomendada para la propagacion de dichos
frutales.

Vega (1997), recomienda realizar estudios en condiciones locales, siendo la propagacion in
vitro variable de acuerdo al tipo de explante que se utilice, la edad de la planta, las condiciones
ambientales en las que se encuentre y las caracteristicas genotipicas que presente la especie
(Tallon, Porras, & Pérez-Tornero, 2012).

Siendo la naranja agria un cultivo de importancia por sus caracteristicas organolépticas,
medicinales, entre otros; en vista de su afeccion fitosanitaria y dado que no se cuenta con
protocolos establecidos que permitan obtener de manera masiva y en menor tiempo dicho
material vegetal en nuestro pais, es que se ve por conveniente realizar un cultivo in vitro por

medio de microinjerto, centrado en la evaluacion de tres parametros de microinjertacion en el



proceso de prendimiento in vitro de C. aurantium empleando el patrdn trifoliado Poncirus
trifoliata (L.) Raf x Citrus paradisi Macfad “Citrumelo”.
1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general.
- ¢Cual serd la influencia de tres pardmetros de microinjertacion en el prendimiento in
vitro de Citrus aurantium “naranja agria”, empleando el patrén “Citrumelo”?
1.2.2. Problemas especificos.

- ¢Cual serd la influencia de la edad del patron Citrumelo en el prendimiento in vitro de
microinjertos de naranja agria?

- ¢Cual serd la influencia de la concentracion de sacarosa empleada en el medio de
cultivo, en el prendimiento in vitro de microinjertos de naranja agria sobre el patron
Citrumelo?

- ¢Cudl serd la influencia de los métodos de colocacién del apice de naranja agria, en el
prendimiento in vitro de microinjertos sobre el patrén Citrumelo?

- ¢Cual serd la influencia de la interaccion de dos o tres parametros en el prendimiento
in vitro de microinjertos de naranja agria sobre el patron Citrumelo?

1.3. Objetivos de la Investigacion
1.3.1. Objetivo general.

- Evaluar la influencia de tres parametros de microinjertacion en el prendimiento in

vitro de Citrus aurantium “naranja agria”, empleando el patron “Citrumelo”.
1.3.2. Objetivos especificos.
- Determinar la influencia de la edad del patron en el prendimiento in vitro de

microinjertos de naranja agria.



- Establecer la influencia de la concentracion de sacarosa en el prendimiento in vitro de
microinjertos de naranja agria sobre el patron Citrumelo.
- Determinar la influencia de los métodos de colocacién del apice de naranja agria en el
prendimiento in vitro de microinjertos, sobre el patrén Citrumelo.
- Analizar la influencia de la interaccion de dos o tres pardmetros en el prendimiento in
vitro de microinjertos de naranja agria sobre el patron Citrumelo.
1.4. Justificacion de la Investigacion
Se estima entre el 20% y 40% de pérdidas de productividad por afio a causa de los problemas
fitosanitarios en nuestra agricultura, considerandose en la citricultura que el 50% logra destinarse
al mercado exterior y el 50% restante al mercado interno, por presentar los problemas antes
mencionados (Vazquez & Ortiz, 2019); por ello a través del Instituto de Innovacion Agraria
(INIA) se ha puesto en marcha recientemente el empleo de la técnica de microinjertos de &pices
caulinares, para salvaguardar los cultivos de citricos del pais (MINAGRI 2018). Sin embargo, C.
aurantium, no es un citrico de exportacion y presenta reducida demanda a nivel nacional (Paino
and Donovan 2012), por ello en la presente investigacion se opta por el empleo de dicha técnica,
innovadora para nuestro pais aunque con bases preexistentes a nivel mundial, siendo la més
recomendada para el saneamiento in vitro de plantas infectadas por enfermedades (Cortés, 2004),
con el fin de lograr posteriormente el establecimiento de un protocolo de microinjertacion de esta
especie vegetal promoviendo su conservacion con un control eficiente de un cultivo de
importancia gastronémica para la zona, brindando a nuestra localidad mayor demanda turistica,
por consiguiente mayores ingresos economicos y oportunidades a futuro. Asimismo se abriran

brechas para futuras investigaciones, teniendo en cuenta que es un proyecto de mayor amplitud,



lo que sentara bases para el mejoramiento genético, bancos de germoplasma, u otros estudios
orientados a los diferentes beneficios de este citrico.
1.5. Delimitacion del Estudio

El estudio se realizo en las instalaciones del CITE Agroindustrial U.T. Huaura, ubicado en el
distrito de Santa Maria, Provincia de Huaura transportandose 12 plantas jovenes de C. aurantium
provenientes del vivero fruticola “San José” ubicado en la ciudad de Huacho, Provincia de
Huaura, Departamento de Lima, asi como también frutos de Citrumelo provenientes de

Sociedad Agricola La Piramide S.A.C.-Huaral.



Capitulo 11: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Las investigaciones relacionadas al cultivo in vitro de C. aurantium L., estan relacionadas a la
micropropagacion clonal del cultivo en sus diferentes etapas, ya sea a partir de brotes como lo
reportado por Hernandez-Amasifuen, Pineda-Lazaro & Diaz-Pillasca (2021) que determinaron la
mayor induccion de brotes empleando 0.25 mg/I de cada uno de los reguladores (BAP, KIN y
AG3) y el mayor porcentaje de enraizamiento con 1mg/l de BAP y ANA; o también la
propagacion in vitro por semillas descrito por Rosabal Pérez et al. (2021), cuya concentracion de

1mg/l de BAP, les permitié obtener el mayor nimero de brotes en el primer subcultivo.

Por otro lado la susceptibilidad al CTV (virus de la tristeza de los citricos) que presenta C.
aurantium L. al ser empleado como patron, ha reducido su propagacion (Martinez-Hernandez et
al. 2006), v los estudios de microinjertos empleando apices meristematicos de naranja agria, aun
no se han presentado, por lo que se consideraron como referencias, estudios de microinjertos en

otras especies de citricos.

2.2. Investigaciones Internacionales.

Naz, Jaskani, Abbas, Qasim, & Khan (2007), evaluaron tres concentraciones de sacarosa (3,5
y 7%) combinados con dos métodos de colocacion (T invertida y colocacion en superficie) en
mandarina Kinnow y naranja dulce Succari sobre limon rugoso, determinando que el 5% y 7%
de concentracion de sacarosa, permitian un mayor porcentaje de prendimiento en ambos
cultivares; mientras que ambos métodos de colocacion influyeron significativamente en dicha
unién, diferenciandose en la aparicion de brotes adventicios, siendo menor con el empleo de T

invertida.



Asimismo, Singh,Meetei, Kundu, Salma, & Mandal (2018), reportan respecto a las edades de
los patrones empleados para injertar mandarina Khasi, que el mayor porcentaje de prendimiento
(58.5%) se obtuvo con limén rugoso Nemutenga a los 13 dias de edad, mientras que con los
patrones cidra Tayum de 15 dias y naranja dulce Tasi de 17 dias, el 48.9% y 34.5%
respectivamente; también mencionan en cuanto al método de colocacion del apice mayor éxito
empleando el injerto por hendidura (56.4%) a comparacion de T invertida (47.5%). Con relacion
a la concentracion de sacarosa evaluado luego de una siembra inicial que contenia reguladores de
crecimiento (BAP e IAA), se obtuvo un mayor porcentaje de microinjertos prendidos (56.8%)
afiadiendo 5% de sacarosa. No obstante Vanegas, Zamora, & Vargas (2004), en su trabajo
relacionado a la microinjertacion en citricos a escala comercial, logré el mayor porcentaje de

prendimiento con 7.5% de concentracidn de sacarosa.

Le, Sakai, Mizunoe, Ozaki, & Wakana (2020),evaluaron portainjertos de citricos con
diferentes edades que variaron entre 2, 4, 8 semanas hasta 4 y 8 meses después de su
germinacion, respecto a la ubicacion de la decapitacion (superior, medio e inferior) para la
formacion de brotes adventicios y axilares, concluyendo que las de menor edad (2 semanas) eran
las mas eficientes posibilitando el crecimiento inicial de brotes adventicios y brotes axilares,
ademas la decapitacion en el tercio superior y medio de los epicotilos fue mayor que el tercio

inferior.

2.3. Investigaciones Nacionales.

Llihua (2018), evaluo el efecto de la sacarosa y cotiledones sobre el prendimiento de
microinjertos in vitro de Naranja y limon (Citrus sp.), empleando el portainjerto Citrange Troyer.
Con respecto a la adicion de sacarosa, la concentracion de 45 g/l, influencio en el prendimiento

de limdn Eureka, mientras que en naranja Washington Navel, el mayor porcentaje de



prendimiento se logré sin cotiledones, indistintamente de la concentracion de sacarosa en el
medio. En cuanto al nimero de hojas desarrolladas de limdn, la concentracion de 45g/I de
sacarosa influencio positivamente, mientras que en naranja la concentracion de sacarosa y el
numero de cotiledones no mostraron influencia alguna. Finalmente el tamafio de hojas tampoco

fue dependiente de ninguno de los factores mencionados.

Tirabante (2018), evalud la influencia de la microinjertacion en el saneamiento del CTV, en
variedades como tangelo y limon, utilizando dos primordios foliares en el injerto y 30 y 75 g/l de
sacarosa, no encontrando diferencias significativas entre ambos. Ademas la presencia de
cotiledones tampoco mostrd diferencias significativas, pero el patrén que conservaba los

cotiledones, mostré yemas vigorosas y la disminucién en el crecimiento del apice injertado.

2.4. Bases Teoricas

El presente proyecto fundamenta su desarrollo investigativo en las bases tedricas de
Murashige,et al. (1972), quien refiere que el uso de apices caulinares in vitro impide el ingreso
de patdgenos en el interior de la planta, lo que hace a la técnica del microinjerto superior a otros,
en cuanto a la obtencion de plantas libres de virus u otras enfermedades, ademas menciona que
las plantas obtenidas, no presentan caracteres juveniles. Dicha técnica ejecutada y mejorada por

Navarro et al. , (1975), se encuentra vigente, por lo que sirve de soporte para el presente trabajo.

En los citricos, los métodos de multiplicacion aséptica presentan numerosas ventajas, con
respecto a los métodos tradicionales de propagacion (semillas e injertos), debido, a que permiten
obtener elevadas tasas de multiplicacion en corto tiempo, empleando espacios reducidos y sin las
limitaciones impuestas por la época del afio. Ademas de que posibilitan la eliminacion de

patogenos no obligados y promueven la liberacion de patdgenos sistémicos (Iglesias, Rojas, &



Enriquez, 2001), mantienen la uniformidad genética y preservan rasgos especificos, los cuales
influirén en el futuro crecimiento de la variedad injertada (Tallon, 2015; Chagolla,1990),
también nos brinda la oportunidad de producir especies que requieren ser conservadas a gran
escala, evitando asi, la pérdida parcial o total de ese recurso valiéndose de los reguladores de
crecimiento (auxinas, citoquininas, giberelinas), afiadidas al medio de acuerdo a los
requerimientos de la planta (Cueva, 2015). La técnica de propagacion in vitro, en citricos, se
realiza comunmente a través de microinjertos, siendo esta técnica adecuada para la obtencion de
plantas libres de virus, de rapida fructificacién y sobre todo con ausencia de variaciones

genéticas (Hernandez, 1996).

La técnica estandar descrita por Navarro et al. (1975) se usa en laboratorios relacionados a la
mejora sanitaria de citricos, e incluye las etapas de preparacién del patron, preparacion del apice

(injerto), cultivo in vitro de plantas injertadas y trasplante a macetas en invernadero.

Se tiene que las especies de C. aurantium pertenecientes a la division Espermatofitas,
subdivision Angiosperma, clase Dicotiledoneas, subclase Archiclamideas, orden Geraniales, de
suborden Geraninas, familia Rutaceas, subfamilia Aurantioideas, tribu Citreas, subtribu Citrinas,
género Citrus (Agusti & Almela, 1991), conocida comUnmente como naranjo amargo 0 naranja
agria, con frutos de tamafio medio y forma esférica, globosos, de color naranja intenso en la
madurez, pulpa jugosa, de color naranja palido, &cido y con un caracteristico sabor amargo
(Ancillo & Medina, 2014), es utilizado en la ciudad de Huacho para la preparacién de comidas
tipicas como ceviche de pato y salchicha huachana (Romén, 2006), sin embargo los productores,
en su mayoria, no conducen sus plantaciones con adecuado manejo agronémico, mostrando

deficientes practicas de fertilizacion, riego, control de plagas y enfermedades (Vegas & Narrea,
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2011), generando una baja rentabilidad del cultivo y disminucidn notoria de estos frutales

(Municipalidad Provincial de Huaura, 2013).

Por ello, si bien es cierto, la técnica de microinjertacion permite la obtencién de plantas
asépticas, inicialmente en la introduccion del material vegetal in vitro, es necesaria la
eliminacion de microorganismos (bacterias y hongos) que desde su coleccidn, conviven con
ellas; para ello se realiza una evaluacion de desinfectantes en cuanto a su tiempo de exposicion y
la concentracion mas adecuada que permita su regeneracion en los medios de cultivo, logrando

asi su establecimiento (Perla, 2007).

El balance de los reguladores del crecimiento también es evaluado en diferentes las etapas del
ciclo de micropropagacion. Durante la fase de multiplicacion resulta esencial la adicion de
citoquininas, siendo BA la més usada en estudios de proliferacion en citricos (Tallon, 2015). Sin
embargo, la influencia de estos reguladores en el proceso de microinjertacion, depende de las
especies a emplear, donde su concentracion y efectos varian segun la asimilacion del explante y

tipo, entre otras variables.

Otros parametros descritos por Navarro et al. (1975), que influyen en el microinjerto de apices
caulinares son la edad del patron, el método de colocacion del apice o vastago (T invertida, sobre
anillo vascular, etc.), la concentracién de sacarosa, que puede incrementar el nimero y tamafio
de hojas, e inclusive el patron a emplearse, lo que permitira el prendimiento y la eliminacién de
virus y virosis; por otro lado se recomienda el uso de patrones trifoliados ya que favorecen la

eliminacion de crecimientos adventicios (Cortés, 2004).
2.5. Definicion de términos basicos

2.5.1. Apice Caulinar.
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Conocido como brote apical, conformado por un meristemo apical, primordios foliares y el
tejido contiguo al tallo (Zaid et al. 2004).

2.5.2. Microinjerto.

Técnica basada en la obtencion, en condiciones asépticas in vitro, de plantas libres de
patdgenos, mediante el desarrollo de un meristemo apical o apice caulinar colocado sobre el
epicétilo decapitado de una planta originada a partir de semilla denominado patron (Gravina &
Piestun, 1991). Dicha técnica, presenta los siguientes pasos:

2.5.2.1. Preparacion del patrén.

Los patrones conocidos como portainjertos formaran el sistema radicular de la especie
seleccionada, encargandose de la absorcion de nutrientes, favoreciendo el crecimiento y
confiriendo tolerancia a algunas enfermedades (Anderson et al. 1996). Se obtienen por medio de
la germinacion de semillas in vitro, se elimina el tegumento, se esterilizan en superficie y se
siembran en tubos de ensayo con medio de cultivo. Los cultivos se incuban en oscuridad a 27°C
comunmente. Los patrones a utilizarse deben tener dos semanas de edad aproximadamente, se
sacan del tubo de ensayo y se decapita aproximadamente 1.5cm del tallo. Se corta el extremo de
la raiz, dejando 4-5 cm de la misma y se eliminan los cotiledones (Navarro & Juarez, 2005).

2.5.2.2. Preparacion del apice.

Los apices caulinares pueden aislarse de brotes vegetativos en crecimiento activo de plantas
cultivadas en campo o invernadero o de varetas cultivadas in vitro (Navarro & Juarez, 2005). Los
virus no llegan a alcanzar el meristemo, por lo tanto, los meristemos con 2 a 4 primordios
foliares y una longitud de 0,12 a 0,18 mm se consideran optimos para lograr un buen equilibrio
entre el porcentaje de microinjertos prendidos y la eliminacion de virus (Gravina & Piestun,

1991).
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2.5.2.3. Cultivo de microinjerto.

Los primordios foliares de mayor tamafio del brote se eliminan con ayuda de un microscopio
y con instrumentos de microdiseccion, aislandose el apice caulinar compuesto por meristemo
apical y 2-3 primordios foliares con un tamafio entre 0.1 y 0.2 mm. El &pice se coloca en el
interior de la incision del patrén con la superficie de corte en contacto con el corte expuesto por
el corte horizontal de incision, proceso Illamado método de colocacion del &pice; existiendo
diversos metodos de colocacion, T invertida, es el mas recomendado (Navarro & Juarez, 2005).

En cuanto al medio de cultivo, uno de los factores mas influyentes segiin Navarro et al.
(1975), es la concentracion de sacarosa, que permite un mayor porcentaje de prendimiento con
7,5%, asi como el aumento de nimero de hojas frente a concentraciones inferiores.

2.5.2.4. Transplante a suelo.

Las plantas con al menos dos hojas expandidas, entre 3 a 5 semanas después de ser injertadas,
se trasplantan a macetas, con suelo apto para citricos. Inicialmente se colocan bolsas plasticas,
luego se abren y finalmente se las retira, conforme transcurren las semanas (Navarro & Juarez,
2005).

2.5.2.5. Indexing de plantas.

Viene a ser la determinacion de la presencia de patdgenos, mediante la observacion de
sintomas de los diferentes patdgenos, infectados con una planta enferma, o que ya se encontraban
infectando a la planta utilizada como apice. Se emplean pruebas de ELISA, PCR, entre otros.

2.5.3. Reguladores de crecimiento.

Son compuestos organicos sintetizados por las plantas superiores, que influyen en el

crecimiento y el desarrollo, se encuentran presentes y activas en muy pequefias cantidades.
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Actualmente se agrupan en cinco categorias: auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y
etileno (Zegarra, 2014).

2.5.3.1. Citoquininas.

Son derivados purinicos, en especial derivados de la adenina, las mas comunes y sintéticas
son la KIN (Kinetina: 6-furfunil aminopurina) y BAP (N-6- bencilaminopurina o N6-
benciladenina), siendo esta Ultima la més eficaz y cominmente utilizada en la regeneracion de
patrones de citricos (Borddn, Guardiola, & Garcia-Luis, 2000).

Generalmente estimulan la division celular, sobre todo si van en compafiia de una auxina. En
concentraciones elevadas (171° uM/I) pueden inducir la formacion de vastagos adventicios e
inhibir la formacion de raices. También promueven la formacion de vastagos axilares,
disminuyendo la dominancia apical, y retardando el envejecimiento (Pierik, 1999). El nivel de
citoquinina usada en el medio es critico para la regeneracion de yemas (Moreira-Dias, Molina,
Borddn, Guardiola, & Garcia-Luis, 2000), debido a que altas concentraciones pueden resultar
toxicas en la organogénesis de algunos genotipos (Almeida, Mourdo-Filho, Mendes, &
Rodriguez, 2002).

2.5.3.2. Giberelinas.

La giberelina mas difundida es el GAz o0 &cido giberélico, actualmente se conocen mas de 90
giberelinas diferentes, encontrandose en una misma planta solo algunas de ellas (Zegarra, 2014).
Estas hormonas provocan el alargamiento celular, eliminan el enanismo de las plantas; estimulan
la germinacion de la semilla mediante la induccion de la produccion de la a-amilasa, inducen la
floracion de plantas, pueden también eliminar la dormancia de las yemas, inducir la elongacion

de los entrenudos, el crecimiento de los meristemos o yemas in vitro. Generalmente se usa en
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concentraciones que van de 0.01 a 1.00 mg/L., con un punto éptimo de alrededor de 0.10 mg/L

(Roca & Mroginski, 1991).

2.5.3.3. Auxinas.

La auxina predominante es el &cido indolacético (IAA), encontrandose cominmente en

regiones de crecimiento activo como los meristemos apicales, permiten el crecimiento y

formacion de raices, siendo la concentracion éptima para promover elongacion de tallos entre 10°

%y 10° M, pero a su vez esta concentracion retarda el crecimiento de raices. Asi mismo permite

la abscision de 6rganos, diferenciacion vascular, dominancia apical, entre otros (Jordan &

Casereto, 2006).

2.6. Hipdtesis de Investigacion

2.6.1.

2.6.2.

Hipdtesis General.

Los tres parametros de microinjertacion influiran en el éxito del prendimiento in vitro
de Citrus aurantium “naranja agria”, empleando el patron “Citrumelo”.

Hipdtesis Especificos.

La edad del patron Citrumelo, influira en el prendimiento de microinjertos de naranja
agria, permitiendo la obtencion de un mayor porcentaje.

La concentracion de sacarosa influira en el mayor porcentaje de prendimiento in vitro
de microinjertos de naranja agria sobre el patron Citrumelo.

Los métodos de colocacion del apice de naranja agria permitirdn un mayor porcentaje
de prendimiento in vitro de microinjertos.

La interaccion de dos o tres parametros influiran en el prendimiento in vitro de

microinjertos de naranja agria sobre el patron Citrumelo.



2.6.3. Operacionalizacion de Variables e Indicadores

Tabla 1.

Operacionalizacion de Variables e Indicadores
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VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES NIVELES INDICADORES
-Tiempo transcurrido
2 semanas desde la germinacion
Edad de patron 3 semanas hasta su empleo en la
4 semanas microinjertacion.
VARIABLE Factores que
INDEPENDIENTE influyen el proceso C tracic 30g/L -Peso de la sacarosa en
Tres pardmetros de de microinjertacion q orsmen racion 50g/L relacion al volumen de
microinjertacion in vitro. € acarosa 70g/L la solucion
Métodos de T invertida Tipo de (;ctJrrgre]sobre el
colocacion del Colocacion sobre el Est tp ¢ |
apice anillo vascular "Estruciura transversa

del tallo del patron

VARIABLE
DEPENDIENTE
Prendimiento in vitro
de Citrus aurantium
“naranja agria”,
empleando el patron
Citrumelo

Unidn exitosa entre
el 4pice de una
especie con el

patrén de otra, que

le proporcionara
beneficios como
tolerancia a
enfermedades, etc.

Prendimiento del
microinjerto

-Porcentaje de
prendimiento
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Capitulo I11: METODOLOGIA

3.1. Disefio Metodoldgico

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.14.

Tipo de Investigacion.

La investigacion es aplicada, puesto que permite resolver problemas partiendo de
conocimientos previos (Hernandez, Fernandez, & Baptista, 2014), relacionados a la
microinjertacion de apices caulinares, cuya técnica recientemente se esta empleando
en nuestro pais, pero que posee bases preexistentes.

Nivel de investigacion.

El nivel de investigacién es explicativo, ya que busca determinar las causas de los
eventos o fendmenos de interés y la relacion entre variables (Hernandez et al., 2014),
lo cual implica evaluar la influencia de parametros en el prendimiento de microinjertos
in vitro de C. aurantium utilizando el patron Citrumelo.

Disefio.

El disefio es de tipo experimental, manipulandose las variables independientes con el
propdsito de analizar su efecto sobre la variable dependiente (Hernandez et al., 2014),
para ello se empleara un analisis de varianza trifactorial que permitira la evaluacién de
la influencia de los niveles de cada parametro y de la interaccion de los tres en
conjunto, en el proceso de prendimiento de microinjertos.

Enfoque.

El enfoque es cuantitativo dado que es un proceso secuencial donde se mediran
variables y se empleara el andlisis estadistico para su analisis respectivo extrayendo
una serie de conclusiones por medio de las hipdtesis planteadas (Hernandez et al.,

2014).
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3.2.Poblacién y Muestra
3.2.1. Poblacion.
La poblacidn estuvo constituida por todas las repeticiones de las unidades muestrales

(microinjertos) a evaluar.

3.2.2. Muestra.
En la presente investigacion, el tamafio de muestra fue igual a 90 unidades muestrales, como
se detalla a continuacion:
N° de Tratamientos = (niveles de edad del patron) (niveles de método de colocacion del
apice) (niveles de concentracion de sacarosa)
N° de Tratamientos = 3x2x3 = 18 Tratamientos
Tamanfo de muestra = N° de tratamientos X N° de repeticiones
90=18x5
La muestra fue probabilistica, para lo cual se seleccioné al azar, a través de un muestreo
aleatorio simple, los tubos numerados que contenian cada uno de los microinjertos.
3.3.Técnicas de recoleccion de datos
3.3.1. Técnicas a emplear.
3.3.1.1. Recoleccion del material a emplear.
a. Semillas de Citrumelo.
Las semillas se obtuvieron de frutos de &rboles provenientes del fundo Sociedad Agricola la
Piramide — Huaral (Figura 1), los cuales fueron trasladados a las instalaciones del CITE
Agroindustrial U.T. Huaura. Los frutos se lavaron con agua corriente y detergente comercial, se

cortaron a la mitad procurando no dafiar las semillas.
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Las semillas se seleccionaron, se enjuagaron con agua destilada y se colocaron en un frasco

de vidrio con 5ml de agua destilada para evitar la deshidratacion.

Figura 1 Frutos de Citrumelo, provenientes del fundo
Sociedad Agricola la Piramide- Huaral

b. Plantas de Naranja agria.

Se trasladaron plantas jovenes de C. aurantium, provenientes del vivero fruticola “San José”
de la Provincia de Huaura, los cuales se acondicionaron en el vivero del CITE Agroindustrial
U.T. Huaura. Para el presente estudio se colectaron muestras de segmentos internodales de
naranja agria, cortandose con ayuda de una tijera de podar, explantes con 2 a 3 nudos. Se
cepillaron individualmente, evitando dafiar el tejido y se sumergieron en una solucion de
detergente comercial agitandose vigorosamente para eliminar los residuos de polvo y otros restos
adheridos a la superficie de los segmentos (Figura 2). Luego se enjuagaron con agua corriente y

se trasladaron al laboratorio en un frasco sellado con agua destilada.



Figura 2 A. Planta joven de C. aurantium. B. Segmentos
internodales de C. aurantium en solucion de detergente comercial.

3.3.1.2. Preparacion del Patron: Citrumelo.

Las semillas se desinfectaron de acuerdo a lo descrito por Cantagallo, Azevedo, Schinor,
Mourao Filho, & Mendes (2005), y se introdujeron en tubos que contenian medio MS,
suplementado con sacarosa QP 30 g/l, solidificado con 5,7 g/l de agar, ajustandose el pH a 5,7,
para su esterilizacion en autoclave a 121°C x 15 min. Se sellaron los tubos de ensayo con
parafilm y se trasladaron al cuarto de cultivo, manteniéndose en completa oscuridad, a una

temperatura de 27+2°C.

Se monitorearon cada cuatro dias hasta observar la presencia de radicula (Figura 3), el cual
fue el indicador del inicio de la germinacién, lo que permitié contalibilizar la edad del patron
para su empleo como patrén in vitro. Trascurrido el tiempo adecuado (Tabla 2), fueron

empleados para el proceso propiamente dicho de microinjertacion.

Figura 3 Germinacion in vitro de semillas de Citrumelo.
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Tabla 2.

Tratamientos empleados para el factor: edad del patrén

EDADES DEL PATRON

Tratamientos EDAD
(Semanas)
Al* 2
A2 3
A3 4

*Control.
Fuente: Elaboracion propia

3.3.1.3.Preparacion del Apice: C. aurantium

Para la introduccion de segmentos internodales de naranja agria se emple6 la desinfeccion
mencionada por Roca & Mroginski (1991), se realizd cortes en ambos extremos del explante que
estuvieran dafiados producto de la exposicion a los desinfectantes. Seguidamente se sembraron
los explantes en tubos de ensayo conteniendo medio MS, suplementados con 30 g/l de sacarosa y
5,7 g/l de agar, ajustados a un pH de 5,7 antes de la esterilizacion en autoclave. Una vez sellados
con parafilm, se trasladaron al cuarto de cultivo, a una temperatura de 27£2°C, con un
fotoperiodo de 16h luz, hasta la obtencion de brotes del tamafio deseado (3 cm

aproximadamente) para ser microinjertado.

NS

¢ il l

3

Figura 4 Introduccion de segmentos internodales de C. aurantium.
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3.3.1.4.Microinjertacion.

El proceso de microinjertacion se realizé de acuerdo a lo descrito por Navarro et al (1975),
empleandose para el presente estudio, dos métodos de colocacion del apice (Tabla 3). En camara
de flujo laminar y con ayuda de un estereocopio, se procedio a realizar los cortes respectivos del
patrén teniendo en cuenta el tipo de incision asi como la estructura transversal del tallo para la
adecuada posicion del apice (Figura 5), asi mismo para los brotes de naranja agria, se eliminaron

las hojas y se mantuvo el domoapical con hasta 2 primordios foliares con un tamafio aproximado

de 0.15 mm (Figura 6).

Tabla 3.

Tratamientos empleados en el método de colocacion del apice.

METODOS DE COLOCACION DEL APICE

Tratamientos Métodos
B1* T invertida
B2 Colocacién sobre el anillo
vascular

*Control.
Fuente: Elaboracion propia

(2 APKE CAULINAR
o a
MEDULA b
4
d
[COLY 4 e

Figura 5 Tipos de injerto in vitro.

Nota: la imagen hace referencia a los diferentes tipos de injertos in vitro, para
el presente estudio se emplearon 2 de ellos (b y €). Tomado de Navarro
(1975).
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Figura 6 Proceso de microinjertacion in vitro. A. Brote de naranja agria. B. Apice
caulinar de naranja agria. C. Apice caulinar, microinjertado en patron Citrumelo,
por técnica de T invertida

Una vez insertados los apices caulinares en los patrones, se sembraron en tubos con medio
liquido MS (1962) (Anexo 1), suplementado con vitaminas White (1963) (Anexo 2), los cuales
presentaban un papel filtro como soporte, y diferentes concentraciones de sacarosa (Tabla 4). El
pH se ajusto a 5,7. Se monitore6 semanalmente, durante tres meses, eliminandose los brotes
adventicios del patrén de ser necesario y se evaluo el porcentaje de prendimiento, presencia de
apices caulinares muertos y formacion de callos relacionados al método de colocacion. En cuanto
a la concentracion de sacarosa, también se evalud el porcentaje de prendimiento, el nimero de

hojas y la longitud de las mismas.

Tabla 4.

Tratamientos empleados para la concentracion de sacarosa.

CONCENTRACION DE SACAROSA

C1* 30
C2 50
C3 70

*Control.
Fuente: Elaboracion propia
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3.4.Tecnicas para el procesamiento de la informacién

Se empled un disefio experimental factorial con tres factores, para evaluar la influencia de los
niveles de cada parametro de microinjertacion y la influencia de interaccion entre ellos, en el
proceso de prendimiento in vitro (Tabla 5). Se emplearon 5 repeticiones por tratamiento, siendo
cada microinjerto realizado, una unidad experimental, obteniendo un tamafio de muestra de 90
unidades muestrales.

Tabla 5.

Disefio Factorial con tres factores

VARIABLES Y NIVELES
Concentracion de sacarosa

Edad del patron Método de colocacién del apice

C

Nivel Nivel C1 Cc2 C3
Al Bl Al1B1C1* A1B1C2 AIlB1C3
B2 AlB2C1 Al1B2C2 A1B2C3
A A2 B Bl A2B1C1 A2B1C2 A2B1C3
B2 A2B2C1 A2B2C2 A2B2C3
A3 Bl A3B1C1 A3B1C2 A3B1C3
B2 A3B2C1 A3B2C2 A3B2C3

Fuente: Elaboracion propia

Se empled el sofware R, version 4.2.1, utilizando los paquetes phia, Car y DescTools en la
interfaz Rstudio, con un nivel de confianza del 95 %); se aplicé el andlisis de varianza (ANOVA)

y la prueba Prueba Post Hoc de Dunnett.
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Capitulo IV: RESULTADOS

4.1. Prendimiento in vitro de microinjertos de C. aurantium sobre el patron Citrumelo
Se observé prendimientos a partir de los 16 dias de realizado los microinjertos,

considerdndose como prendimientos aquellos apices caulinares que lograron desarrollar hojas
por otro lado los recambios de los medios de cultivo se realizaron a los 30 y 60 dias con el fin de
mantener disponible los nutrientes del medio y a su vez, eliminar los brotes adventicios de los

patrones (Figura 7). La evaluacién obtenida a los 90 dias, fue considerada en el presente estudio

para los andlisis estadisticos correspondientes.

Figura 7 Prendimiento in vitro de microinjertos de C. aurantium empleando el patrén Citrumelo.
A., B. y C. Microinjertos prendidos. D. Brotes adventicios del patron (hojas trifoliadas). E.
Microinjerto por método de colocacion sobre el anillo vascular. F. Microinjerto con T invertida.

Se obtuvo 13.3% de microinjertos prendidos de un total de 90 microinjertos realizados, los
cuales se desarrollaron en 8 de los 18 tratamientos evaluados (Anexo 3). Para el presente estudio,

10 tratamientos evaluados no presentaron ningin prendimiento exitoso.



4.1.1. Influencia de la edad del patron en el prendimiento in vitro.

Para la variable edad del patron se consideraron tres niveles: 2 semanas, 3 semanas y 4
semanas, a partir de su germinacion in vitro, obteniéndose 10, 13.3 y 16.6 % de prendimientos
respectivamente, sin embargo dicho factor, no fue significativo estadisticamente (Anexo 4), no
presentando influencia en el prendimiento in vitro de microinjertos de C. aurantium sobre el

patrén Citrumelo.

4.1.2. Influencia de la concentracion de sacarosa en el prendimiento in vitro.

Para la variable concentracion de sacarosa se consideraron tres concentraciones: 30, 50 y 70

25

g/l, siendo estadisticamente significativo su influencia en el prendimiento in vitro (Anexo 5). Asi

mismo, se puede observar que solo existe diferencia significativa entre la concentracion de 70g/I

con la concentracion de 30 g/l (Anexo 6), obteniéndose 26.6 % y 6.6 % de prendimientos

respectivamente.

4.1.3. Influencia de los métodos de colocacion del apice en el prendimiento in vitro.
Se emplearon dos métodos de colocacion: T invertida y sobre el anillo vascular, obteniendo
13.3 % de microinjertos prendidos para cada uno. Se determiné que la influencia de dicha

variable no fue estadisticamente significativa para el prendimiento in vitro (Anexo 7).

4.1.4. Influencia de la interaccidon de dos parametros de microinjertacion en el
prendimiento in vitro.
Se evaluaron las interacciones, agrupando cada dos parametros considerados en el presente
estudio y se determiné que la interaccion entre la edad del patrén y el método de colocacion del

apice, influyen de manera conjunta en el prendimiento in vitro de C. aurantium sobre el patron

Citrumelo (Anexo 8) , sin embargo, la interaccion de la concentracion de sacarosa con el método
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de colocacion del apice (Anexo 9), asi como con la edad del patron (Anexo 10), no presentaron

una interaccion significativa, no influyendo en el prendimiento in vitro.

4.1.5. Influencia de la interaccidn de tres parametros de microinjertacion en el

prendimiento in vitro.

Se evaluo la influencia de los tres pardmetros de microinjertacion considerados en el presente
estudio, observandose que la combinacion de los tres factores presentaba una significancia
mayor a 0.05 en la prueba ANOVA del disefio factorial 3x3, por lo cual no influirian en el
prendimiento in vitro de C. aurantium sobre el patron Citrumelo, de manera conjunta (Anexo

11).
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Capitulo V: DISCUSION

5.1. Discusién de resultados

El prendimiento in vitro en el presente estudio se determiné a los 90 dias tomando como base
lo reportado por Suarez (2021), que realizé su evaluacion a las 10 semanas de realizado su
microinjertacion; ademas se consideraron como microinjertos prendidos, solo aquellos que
mostraron desarrollo de hojas, ya que existian apices caulinares que se encontraban vivos, pero
que a pesar de los recambios, no lograron desarrollarse. Zamora et al. (2015) consideré como
microinjertos prendidos, aquellos que mantuvieron sus apices en buen estado (vivos y verdes)
durante 4 semanas, sin embargo el 39.29% del total de sus microinjertos logrados, no mostro

crecimiento, asociandolo a las caracteristicas del patrén, condiciones ambientales, entre otros.

Por otro lado, se observo que luego del primer y segundo recambio, donde se renovo el medio
de cultivo y se eliminaron los brotes adventicios del patrén, el porcentaje de prendimiento se
incremento en algunos tratamientos, ya que tal como menciona Morin et al (1980), los brotes del
patron compiten con el apice microinjertado, produciendo la disminucién del vigor y su

desarrollo, por lo que se sustenta que dicho proceso es necesario.

Respecto al porcentaje de prendimiento obtenido, segun Navarro (1975), la edad del patrén
influye en el éxito de los microinjertos, siendo los patrones mas jovenes (2 semanas), los que
permiten un mayor prendimiento, pero una mayor formacion de callos, sin embargo en el estudio
realizado, la edad del patron no fue significativa, obteniéndose porcentajes similares para cada
una de las edades estudiadas, asi mismo, Singh,et al. (2018), reportaron porcentajes de entre 34 —
58% para microinjertos de edades menores, los cuales son porcentajes mayores a los obtenidos
en la presente investigacion, debido probablemente a otros factores externos que también

influyen en la microinjertacion in vitro.
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En cuanto a la concentracion de sacarosa, Naz, et al. (2007), determinaron que la sacarosa
influia en el prendimiento in vitro de sus microinjertos, mostrando que conforme aumentaba la
concentracion de sacarosa, se incrementaba del porcentaje de microinjertos logrados para los dos
cultivares que emplearon, resultados similiares se obtuvieron en el presente estudio, donde la
mayor concentracion de sacarosa 70 g/l, permitié un mayor porcentaje, frente a los demas
tratamientos, a pesar de ello, los porcentajes alcanzados, no fueron altos, contrastados con lo
obtenido por Singh, et al. (2018), que menciona que al tratar previamente con reguladores de
crecimiento como BAP o IAA, el porcentaje de microinjertos se incremento, lo que posiblemente
se relacione a que algunas auxinas permiten la formacion del sistema vascular del meristemo

como menciona Llihua (2018).

Sobre los métodos de colocacion empleados, a diferencia de lo obtenido por Naz,et al. (2007),
en la presente investigacion ninguno mostré influencia alguna sobre el prendimiento in vitro, sin
embargo el método de T invertida, supone para investigadores como Navarro (1975), un mejor

método, al presentar menor desarrollo de brotes adventicios de los patrones.

Para la interaccidn entre el método de colocacion y la concentracion de sacarosa, Naz, et al.
(2007), tampoco obtuvo resultados significativos, al igual que Llihua (2018), cuya interaccién
entre la concentracién de sacarosa y la presencia de cotiledones, no presenté influencia en el
prendimiento de microinjertos de limon Eureka y de naranja Washington Navel sobre
Citrange Troyer, tanto para el porcentaje de prendimiento, como para el nimero y longitud de

hojas, mostrando que los factores influyen de manera independiente en tratamientos puntuales.

Para el presente estudio, la interacion de la edad del patron y el método de colocacion, que si

mostraron influencia de manera conjunta en el prendimiento de microinjertos de C. aurantium
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sobre el patron Citrumelo, posibilita una mayor experimentacion de sus tratamientos, ademas se
debe tener en cuenta que existen otros factores que influyen en el proceso de microinjertacion in
vitro, como la compatibilidad del patron con el &pice, el empleo de reguladores de crecimiento
como se menciond anteriormente, el diametro del patron, etc, los cuales requieren ser tomados en

consideracion.
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Capitulo VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones
- La edad del patron Citrumelo no influye significativamente en el prendimiento in vitro de

microinjertos de naranja agria.

- La concentracion de sacarosa influye significativamente en el prendimiento in vitro de
microinjertos de naranja agria, sobre el patron Citrumelo, encontrandose diferencia significativa

entre la mayor concentracién empleada (70 g/l) con la menor concentracion (30g/l) de sacarosa.

- Los métodos de colocacion del apice de naranja agria no influyen significativamente en el

prendimiento in vitro de microinjertos, sobre el patrén Citrumelo.

- La interaccion de dos pardametros de microinjertacion (edad del patron y método de
colocacion), influyen en el prendimiento in vitro de microinjertos de naranja agria, permitiendo

un mayor porcentaje de prendimiento.

- La interaccion de los tres parametros de microinjertacion (edad del patron, método de
colocacion y concentracion de sacarosa), no influyen en el prendimiento in vitro de microinjertos

de naranja agria sobre el patron Citrumelo.

6.2. Recomendaciones
- Emplear patrones de mayor didmetro, para facilitar la manipulacion de los microinjertos y

evaluar su influencia en el proceso de microinjertacion in vitro.

- Tener en cuenta, los tiempos de germinacion del patron y la brotacion del injerto, para lograr

la union sin pérdida de material.
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- Realizar diferentes ensayos que permitan evaluar la compatibilidad de microinjertos de

naranja agria sobre otros patrones utilizados en citricos.

- Evaluar otros parametros de microinjertacion que pudiesen afectar el prendimiento in vitro
de naranja agria, el estudio de los mismos permitird mejorar el proceso de microinjertacion

elevando el porcentaje de prendimiento.
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ANEXOS

Anexo 1

Composicion de medio Murashigue Skoog (1962)

Composicién Concentracién
(mg/L)
NHsNO3 1650
KNOs 1900
CaCl»2H,0 500
MgSO47H20 370
Kl 0.75
H3BO3 6.2
MnSO47H20 22.3
CuS045H20 0.025
Na:Mo0O42H,0 0.25
Fe2SO47H-,0 27.85
Na-EDTA2H,0 37.3
Anexo 2

Vitaminas White (1963)

Concentracion

Composicion (mg/L)
Glicina 4.0
Tiamina-HCI 0.2
Piridoxina-HCI 1.0
Acido nicotinico 1.0

Myo-inositol 200
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Resultados de prendimiento de microinjertos in vitro, expresados en promedio de

porcentaje de prendimiento

TRATAMIENTOS

Edatd ,del l}/létoqlg dg | Concentracion N° de N° de % de Pror;fgieo de
(5221 ;228) co o%a;;:i?en € de sacarosa (g/) repeticiones  prendimientos  prendimiento prendimiento

(A) (B)

2 30 5 0 0 0
2 T invertida 50 5 0 0 0
2 70 5 3 60 12
2 Sobre el anillo 30 > 0 0 0
% vascular 50 S Q 0 Q
2 70 5 0 0 0
3 30 5 0 0 0
3 T invertida 50 5 0 0 0
3 70 5 0 0 0
3 Sobre el anillo 30 S L 20 4
3 vascular 50 S 1 20 4
3 70 5 2 40 8
4 30 5 1 20 4
4 T invertida 50 5 0 0 0
4 70 5 2 40 8
4 Sobre el anillo 30 S 0 0 0
4 vascular 50 5 1 20 4
4 70 5 1 20 4

Anexo 4
Prueba ANOVA para los niveles del factor edad del patron
F.V. SC gl CM F Pr (>F)
f edad 27 2 13.330 0.281 0.75600
Residuals 4133 87 47.51




Anexo 5

Prueba ANOVA para los niveles del factor concentracion de sacarosa

F.V. SC gl CM F Pr >F)
f edad 320 2 160.000 3.625 0.03080
Residuals 3840 87 44.14
Anexo 6

Prueba Post Hoc de Dunnett para concentracion de sacarosa

Concentracion

de sacarosa diff Iwr.ci upr.ci pval
50-30 0 -3.8572 3.8572 1.000
70-30 4 0.1427 7.8572 0.0409
Anexo 7

Prueba ANOVA para los niveles del factor método de colocacion del apice

F.V. SC gl CM F Pr (>F)
f edad 0 1 0.000 0 1.00000
Residuals 4160 38 4160
Anexo 8

Prueba ANOVA para las interacciones de los niveles de los 2 factores (edad del patrény

método de colocacion del apice.

F.V. SC gl CM F Pr (>F)

f_edad 26.7 2 13.333 0.2958 0.74473
f_colocacion 0.0 1 0.000 0.0000 1.00000
f_edad:f_colocacion 346.7 2 173.333 3.8451 0.02525

Residuals 3786.7 84 45.079
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Anexo 9

Prueba ANOVA para las interacciones de los niveles de los 2 factores (colocacién del apice
y concentracion de sacarosa)

F.V. sC gl CM F Pr (>F)
f_colocacion 0 1 0.000 0 1.00000
f sacarosa 320 2 160.000 3.6 0.03162
f_colocacion:f_sacarosa 106.7 2 53.333 1.2 0.30630
Residuals 3733.3 84 44.444
Anexo 10

Prueba ANOVA para las interacciones de los niveles de los 2 factores (edad del patrény
concentracién de sacarosa)

F.V. SC gl CM F Pr (>F)
f_edad 26.7 2 13.333 0.2872 0.75110
f_sacarosa 320.0 2 160.000 3.4468 0.03659
f edad:f _sacarosa 53.3 4 13.333 0.2872 0.88548
Residuals 3760.0 81 46.420
Anexo 11

Prueba ANOVA para las interacciones de los niveles de los 3 factores

F.V. SC gl CM F Pr (>F)
f_edad 26.67 2 13.333 0.3158  0.73022
f_colocacion 0.00 1 0.000 0.0000  1.00000
f_sacarosa 320.00 2 160.000 3.7895  0.02724
f_edad:f_colocacion 346.67 2 173.333 41053  0.02049
f_edad:f_sacarosa 53.33 4 13.333 0.3158  0.86654
f_colocacion:f_sacarosa 106.67 2 53.333 1.2632  0.28895
f_edad:f_colocacion:f_sacarosa  266.67 4 66.667 1.5789  0.18915
Residuals 3040.00 72 42.222




