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Resumen 

 

El objetivo de la presente investigación, fue determinar el medio de cultivo más apropiado 

para la propagación in vitro de semillas y meristemos de Poncirus trifoliata var. 

monstruosa, comúnmente conocido como Flying Dragon; para la propagación de semillas, 

se evaluó el porcentaje de germinación en campo y en cada uno de los medios de cultivo 

propuestos, los cuales fueron: medio Murashige & Skoog (M&S) sin hormona (tratamiento 

testigo), M&S suplementado con 0,01mg/L GA3, M&S suplementado con 0,1mg/L GA3, 

dos medios M&S suplementados con extracto de cebolla larga en diferentes 

concentraciones y M&S suplementado con 100ml/L de Agua de coco; para la propagación 

de meristemos, se evaluó el porcentaje de proliferación de brotes en los siguientes medios 

de cultivo: M&S (tratamiento testigo), M&S + 0,5mg/L BAP, M&S + 0,25mg/L BAP y 

M&S + 100ml/L de agua de coco.  

Para comparar los resultados, se realizaron análisis de varianza (ANOVA) y pruebas de 

Tukey, por medio del software estadistico Infostat, utlizando un diseño de bloques 

completos al azar.  

Los resultados obtenidos mostraron que no hubo diferencia significativa entre los medios 

de cultivo (tratamientos) empleados para la germinación de semillas in vitro, obteniéndose 

un máximo de germinación del 57,03% con el medio M&S + 100ml/L de agua de coco y 

un mínimo de 27,77% con el medio M&S + 0,1mg/L GA3, porcentajes muy bajos 

comparados con  los obtenidos en campo, razón por la cual se sugiere la búsqueda de otros 

tratamientos para la germinación in vitro de Flying Dragon; por el contrario, los resultados 

obtenidos en la proliferación de brotes a partir de los meristemos de Flying Dragon, 

muestran que si se presentó diferencia estadística significativa entre los tratamientos 

propuestos, siendo el mejor tratamiento, el medio M&S + 0,5mg/L BAP con un porcentaje 

del 97,77% de brotes proliferados. 

 

Palabras clave: Propagación, in vitro, semillas, meristemos, medios de cultivo, 

germinación, brotes.  
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Abstract 

 

The objective of this research it was to determine the most suitable cultivation media for in 

vitro propagation of seed and meristems of Poncirus trifoliata var. monstrousa, commonly 

known as Flying Dragon; for the seeds propagation, it was evaluated germination 

percentage in the field and each of the proposed cultivation media: Murashige & Skoog 

(M&S) without hormone (control treatment), M&S + 0.01 mg/L GA3, M&S + 0.1mg/L 

GA3, two media M&S + green onion extract in different concentrations and M&S + 

100ml/L coconut water; for the propagation of meristems,  were evaluated the percentage 

of shoot proliferation in the following cultivation media: M&S without hormone (control 

treatment), M&S + 0.5mg/L BAP, M&S + 0.25 mg/L BAP and M&S + 100ml/L coconut 

water. 

For the analysis of results, analysis of variance (ANOVA) and Tukey test, where made 

using the statistical software Infostat, using design randomized complete block. 

 

The results showed no significant difference between the cultivation media (treatments) 

used for germination in vitro seeds, yielding a maximum germination of 57.03% with 

medium M&S + 100ml/L of coconut water and a minimum of 27.77% with M&S medium 

+ 0.1mg/L GA3, very low percentages compared with those obtained in the field, which is 

why the search for other treatments for in vitro germination of Flying Dragon is suggested; 

on the contrary, the results obtained in shoot proliferation from meristem Flying Dragon, 

show that if presentedstatistically significant difference between the treatments proposed , 

being the best treatment, the M&S medium + 0.5mg/L BAP with a percentage of 97.77% of  

shoots proliferated. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los cítricos son los frutales de mayor producción e importancia a nivel mundial, debido al 

aumento progresivo de su consumo en fresco e industrialización. Pese a que son diversos 

los países donde se practica la citricultura,   la FAO (2012) y CORPOICA (2008), reportan 

como mayores productores de cítricos del mundo a Estados Unidos, China y Brasil; siendo 

este último el mayor productor de cítricos frescos a nivel mundial (FAO, 2014, p. 13).  

En Colombia, el cultivo de cítricos posee gran participación en el sector frutícola nacional. 

Cultivándose desde los 0 msnm hasta los 2200 msnm,  actualmente, es el tercer frutal más 

producido en el país, con una participación del 20,4% en cuanto al área sembrada, y del 

18,7% con respecto a la producción frutícola nacional (DANE, 2016, p. 18), lo que 

evidencia la importancia de este cultivo a nivel nacional. 

 

La amplia distribución de enfermedades sistemáticas ocasionadas por virus y viroides por 

medio de material de propagación infectado, son enfermedades que limitan la 

productividad, la calidad de la fruta y la vida útil de los árboles  (CORPOICA, Agosto de 

2006, p. 3), asiendo necesaria la propagación de material vegetal de cítricos, mediante 

técnicas que garanticen la calidad fitosanitaria del material propagado. 

 



Por medio del cultivo in vitro, se permite la propagación de material vegetal sano, 

manteniendo las características agronómicas deseadas a través del tiempo, siendo así, una 

de las técnicas más usadas para el saneamiento del material vegetal; además el cultivo in 

vitro o cultivo de tejidos hace parte del procedimiento para la certificación de plantas de 

cítricos a nivel mundial,  permitiendo a su vez, la obtención de plantas sanas, elevar el 

potencial de producción y aumentar la longevidad de las plantaciones (CORPOICA, Abril 

de 2006, p. 7); Motivo por el cual la presente investigación plantea el uso de esta técnica, 

para la propagación de material vegetal de la especie Poncirus trifoliata var. monstruosa 

(Flying Dragon), evaluando su comportamiento en diferentes medios de cultivo y con la 

intención de obtener material vegetal sano, se siembran semillas y meristemos de este 

cultivar.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La presente investigación se desarrolló en el laboratorio de Biotecnología de la Institución 

Educativa Distrital Francisco de Miranda, ubicado en la ciudad de Bogotá en el barrio 

Timiza. Durante la investigación se estableció en cultivo in vitro, semillas y meristemos 

axilares de Poncirus trifoliata var. monstruosa; con el fin de identificar el medio óptimo 

para la propagación de cada tipo de material vegetal se realizaron observaciones semanales, 

hasta 2 meses después de realizada la siembra para determinar el porcentaje de germinación 

de las semillas en cada tratamiento y 1 mes después para el caso de los meristemos, para 

evaluar el porcentaje de explantes con proliferación de brotes. 

 

Elaboración de medios de cultivo 

Para la propagación in vitro se elaboraron los medios de cultivo a evaluar los cuales se 

realizaron con base a lo propuesto por Murashige y Skoog (1962); se elaboraron las 

soluciones madre o soluciones stock y al momento de la elaboración de los medios, se 

extraía la cantidad deseada, de cada una de ellas, con la ayuda de una pipeta estéril, 

diferente para cada solución. Además de las soluciones madre, a los medios de cultivo se 

les adiciono: INOSITOL 100mg/L, SACAROSA 30g/L, AGAR 6-10g/L y hormonas, 

según el caso. Las hormonas empleadas (casa comercial SIGMA) y las alternativas en 

remplazo de las hormonas se adicionaron de la siguiente manera, teniendo en cuenta el tipo 

de material vegetal: 

 

Semillas:  

Tratamiento testigo: Sin hormona. 

Tratamiento 1: 0,01mg/L GA3.  

Tratamiento 2: 0,1mg/L GA3. 

Tratamiento 3: 100ml/L Agua de coco. 

Tratamiento 4: Extracto de cebolla larga 

3,7mg/L. 

Tratamiento 5: Extracto de cebolla larga 

0,37mg/L. 

 

 

 

Meristemos 

Tratamiento testigo: Sin hormona 

Tratamiento 1: 0,5mg/L BAP 

Tratamiento 2: 0,25mg/L BAP  

Tratamiento 3: 100ml/L agua de coco 

Posterior a esto, a los medios de cultivo se les ajusto el ph a 5,8 – 6,0 con HCl y KOH y se 

llevaron a punto de ebullición para su homogenización; posteriormente se llevaron a la 

autoclave a 15psi durante 20 minutos para su esterilización. 



Las semillas y las yemas utilizadas para la extracción de meristemos provienen del vivero 

“Frutales del Trópico” ubicado en el municipio de Fusagasugá Cundinamarca con registro 

ICA 25290-0528, el cual es productor y distribuidor del material vegetal Poncirus trifoliata 

var. monstruosa comúnmente conocido como Flying Dragon, información que puede ser 

consultada en el área de semillas y recursos fitogenéticos del ICA. 

 

Desinfección y preparación del material vegetal 

Después de la recolección, el material vegetal fue llevado al laboratorio para realizar el 

protocolo de desinfección y el correspondiente alistamiento para la siembra. 

 

Los frutos de Flying Dragon fueron lavados con agua y jabón en polvo; posteriormente se 

abrieron con un bisturí estéril y se extrajeron las semillas; las cuales se depositaron en un 

frasco de vidrio estéril y se llevaron a la zona de propagación, a la cabina de flujo laminar 

para su desinfección. Inicialmente se lavaron con una solución de agua destilada estéril y 

jabón antibacterial, agitando por 5 minutos y juagando tres veces con agua destilada estéril. 

Posteriormente son lavadas con una solución de hipoclorito de sodio al 2%, adicionando 

1ml de Tween 20 por cada 100 ml de solución, agitando durante 5 minutos para finalmente 

ser juagadas tres veces, con agua destilada estéril. 

 

Para la extracción de meristemos una vez ingresadas las plántulas al laboratorio, se toman 

las yemas eliminando las hojas, utilizando un bisturí estéril; posteriormente estas son 

depositadas en un frasco de vidrio esteril; las yemas son lavadas con agua y jabón en polvo, 

agitando por cinco minutos y juagando, posteriormente se llevan a la zona de propagación, 

a la cabina de flujo laminar, para realizar allí su desinfección. Las yemas son lavadas con 

una solución de hipoclorito de sodio al 2% adicionando 1ml de Tween 20 por cada 100ml 

de solución, agitando durante 5 minutos y juagando tres veces con agua destilada estéril. 

 

Propagación  

Para realizar la siembra del material vegetal, se desinfectaron todas las superficies de la 

zona de propagación y las cabinas de flujo laminar con hipoclorito de sodio y 

posteriormente con alcohol antiséptico para evitar la contaminación; las herramientas 

utilizadas: pinzas, bisturís, cajas de petri, servilletas y tabletas, fueron esterilizadas 

previamente en la autoclave, con el mismo objetivo. 

 

Semillas 

Una vez terminado el protocolo de desinfección, las semillas se depositaron en cajas de 

petri las cuales contenían servilletas absorbentes y utilizando una pinza se depositaron en 

los medios de cultivo; posterior a la siembra se incubaron a 30°C. Por cada tratamiento 

(tipo de medio de cultivo) se realizaron 3 repeticiones, en cada repetición se sembraron 10 

frascos de medio y en cada uno de ellos 3 semillas, para un total de 30 semillas por 

repetición y 90 semillas por tratamiento. 

 

Meristemos 

Posterior a la desinfección, se tomó cada yema y se realizaron diferentes cortes con ayuda 

de un estereoscopio para realizar la extracción de cada meristemo. Cuidando la dirección, 

los meristemos se depositaron en los frascos con el medio de cultivo, los cuales se sellaron, 

marcaron y fueron llevados a la zona de incubación a temperatura ambiente 22-25°C. 



Por cada tratamiento se realizaron 3 repeticiones, por cada repetición se sembraron 5 

medios y en cada uno de ellos 3 meristemos, para un total de 15 meristemos por repetición. 

 

Para el análisis de los resultados se realizaron pruebas de Tukey y análisis de varianza 

(ANOVA), por medio del software estadístico Infostat. El diseño utilizado fue el de 

bloques completos al azar. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Evaluación del protocolo de desinfección de semillas y yemas de Poncirus trifoliata var. 

monstruosa (Flying Dragon). 

El protocolo de desinfección para cultivo in vitro debe asegurar la eliminación de cualquier 

tipo de agente patógeno sin dañar el material vegetal; entre los compuestos químicos más 

utilizados en este procedimiento, se encuentra el hipoclorito de sodio (NaCl), también 

llamado cloro en su forma comercial, utilizado en concentraciones que pueden ir del 2% al 

5%. También se utilizan detergentes como el Tween 20 el cual rompe la tensión superficial 

y le permite al material vegetal tener mayor contacto con el compuesto químico utilizado 

(Abdelnour y Escalant, 1994, p. 18), razón por la cual los compuestos anteriormente 

mencionados fueron seleccionados para la elaboración del protocolo de desinfección de la 

presente investigación. Como se mencionó en la metodología, el protocolo de desinfección 

consistió en lavar el material vegetal con agua y jabón, para sumergirlos posteriormente en 

una solución de hipoclorito de sodio al 2% la cual contenía 1ml de Tween 20 por cada 

100ml de solución, agitando durante 5 minutos y juagando con agua destilada estéril. 

 

La contaminación se presentó, producto del estado del ambiente, principalmente al 

momento de la elaboración de los medios de cultivo; es decir la contaminación fue 

exógena, lo cual corrobora que el protocolo de desinfección empleado para el material 

vegetal fue efectivo. 

 

La asociación de hipoclorito de sodio y Tween 20, ha sido utilizada exitosamente en 

protocolos de esterilización de material vegetal para el cultivo in vitro de cítricos. Ejemplo 

de lo anterior es la microinjertación de cítricos, en cuyo protocolo de desinfección se utiliza 

hipoclorito de sodio y Tween 20, tanto para las semillas del portainjerto, como para las 

yemas de donde se extrae posteriormente el meristemo a ser microinjertado (IICA, 1994, p. 

100). Martinez et al. (2006) emplearon un protocolo similar al usado en la presente 

investigación en la desinfección de semillas para la propagación in vitro de los patrones de 

cítricos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y C – 35, utilizando una solución de 

hipoclorito de sodio al 2,5% y Tween 20 obteniendo porcentajes de germinación de hasta el 

100% en sus tratamientos evaluados. Igualmente en el trabajo realizado por Santiana 

(2014), para el establecimiento in vitro de meristemos axilares de lima ácida (Citrus 

aurantiifolia [Christm.] Swingle.), los segmentos nodales, donde se encuentran los 

meristemos, son sumergidos en una solución de hipoclorito de sodio y Tween 80, como 

parte de su protocolo de desinfección, del cual se obtiene como resultado el 70,6% de 

meristemos asépticos; resultado que contrasta con el de la presente investigación ya que 

pese a ser implementado en una especie de cítricos diferente, se obtuvo un 99% de 

meristemos asépticos.  

 



Germinación de las semillas de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) en 

cultivo in vitro.  

Los mayores porcentajes de germinación se obtuvieron a los 60 días después de la siembra 

(dds) de las semillas, motivo por el cual con base en dicha información se realizó el análisis 

estadístico: 

 
Según el análisis de varianza aplicado, para niveles de confianza del 95% se obtiene un R

2 

el cual se define como el coeficiente de determinación de 0,62 lo cual implica que el 

análisis explica en un 62% la tendencia de los datos observados.  

 

En el análisis se presenta una “f calculada” (F), tanto para los medios de cultivo, como para 

los bloques, las cuales fueron comparadas con la “f tabulada”, según los valores de la 

distribución F de Fisher para un nivel de confianza del 95%, a partir de las cuales se 

discutió si se presentó o no diferencia significativa entre los medios de cultivo o entre los 

bloques.  

 

La “f calculada” (Fc) obtenida para los medios de cultivo (tratamientos) fue de 2,44 y la “f 

tabulada” (Ft) fue de 3,326; por lo tanto ya que Fc<Ft (2,44<3,326), se establece que no 

existió diferencia estadística significativa entre los tratamientos, pero ya que el valor 

arrojado por el R
2
 explica solo en un 62% el análisis, estos resultados se corroboran con    

test de Tukey. Igualmente, la “f calculada” (Fc) obtenida para los bloques (repeticiones) 

fue de 1,91 y la “f tabulada” (Ft) fue de 4,103; por lo tanto ya que Fc<Ft (0,02<5,143), se 

establece que no existió diferencia estadística significativa entre los bloques. 

La prueba de comparación múltiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey se aplicó 

para determinar cuál de los medios de cultivo (Tratamientos) fue más efectivo, para la 

germinación de semillas de Flying Dragon en cultivo in vitro. 

De acuerdo al Test de Tukey y como se evidencia en la Gráfica 1, para niveles de confianza 

del 95%, no se presenta diferencia significativa entre los medios de cultivo empleados para 

la germinación de semillas de Flying Dragon.  

Pese a que no se presentó diferencia significativa, el mayor porcentaje de germinación se 

obtuvo en el medio de cultivo M&S suplementado con 100ml/L de agua de coco, con un 



porcentaje de 57,03%; lo cual es posible, debido a la presencia de reguladores de 

crecimiento que han sido previamente identificados dentro del agua de coco (Krikorian, 

1991, p. 51). 

El anterior planteamiento, ha sido comprobado en un extenso número de investigaciones, 

empleando agua de coco para la germinación de semillas. Entre las investigaciones 

realizadas en campo, cabe mencionar la realizada por Patiño, (2011) el cual, obtiene buenos 

resultados en la germinación de Dracontium grayumianum, gracias a la inmersión previa de 

las semillas en agua de coco, logrando un porcentaje de germinación del 50%, superior a la 

de los demás tratamientos empleados, entre los que también se encontraba el uso de ácido 

giberélico. Otro ejemplo del empleo de agua de coco, para la germinación de semillas, es la 

investigación realizada por Salazar, et al. (2013), donde obtuvieron un porcentaje en la 

germinación in vitro de híbridos de Phalaenopsis (Orchidaceae) del 95,1%, siendo el medio 

de cultivo más eficiente para la germinación, el medio Murashige & Skoog suplementado 

con agua de coco.  

En cuanto al extracto de cebolla (EC), como evidencian las medias arrojadas por el test de 

tukey la mayor concentración de extracto (3,7mg/L), como la de GA3 (0,1mg/L),  

presentaron los menores porcentajes de germinación, los cuales estuvieron  por debajo del 

29%; igualmente las concentraciones de 0,01mg/L de GA3  y de 0,37mg/L del extracto,  

presentan un porcentaje de germinación similar, superior al 34%; estos resultados sugieren 

que la concentración de GA3 presente en el extracto de cebolla elaborado, fue similar a la 

encontrada por Díaz et al. (2013). Sin embargo, para corroborar la concentración de GA3 

tanto en el extracto de cebolla, como en el agua de coco, habría que realizar un análisis para 

poder caracterizar y cuantificar los componentes presentes en dichos suplementos naturales, 

empleados en la elaboración de los medios de cultivo. Por esta razón Krikorian (1991) 

menciona que debido a la variabilidad e imprecisión de la composición del agua de coco y 

los diferentes extractos y aditivos naturales, muchos investigadores, han dejado de usarlos, 

como suplementos de los medios de cultivo. 

 

 
Gráfica 1. Porcentaje de germinación 60 días después de la siembra de las semillas de 

Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2016). 

 

Proliferación de brotes a partir de los meristemos de Poncirus trifoliata var. 

monstruosa (Flying Dragon) en cada uno de los medios de cultivo propuestos. 

En todos los tratamientos se obtuvo el mayor porcentaje de proliferación de brotes a los 30 

días después de la siembra (dds) de los meristemos, motivo por el cual con base a dicha 

información se realizó el análisis estadístico.  



 

Según el análisis de varianza aplicado, para niveles de confianza del 95% se obtiene un R
2 

de 0,98 lo cual implica que el análisis explica en un 98% la tendencia de los datos 

observados, considerando esto como muy aceptable.  

En el análisis se presentan una “f calculada” (F), para los medios de cultivo, y otra para los 

bloques, las cuales fueron comparadas con la “f tabulada”, según los valores de la 

distribución F de Fisher para un nivel de confianza del 95%, a partir de las cuales se 

discutió si se presentó o no diferencia estadística significativa entre los medios de cultivo o 

entre los bloques.  

La “f calculada” (Fc) obtenida para los medios de cultivo (tratamientos) fue de 112,75 y la 

“f tabulada” (Ft) fue de 4,757; por lo tanto ya que Fc>Ft (112,75>4,757), se establece que 

si existió diferencia estadística significativa entre los tratamientos, lo cual se corroboro con 

el test de Tukey. Por el contrario, la “f calculada” (Fc) obtenida para los bloques 

(repeticiones) fue de 0,02 y la “f tabulada” (Ft) fue de 5,143; por lo tanto ya que Fc<Ft 

(0,02<5,143), se establece que no existió diferencia estadística significativa entre los 

bloques. 

La prueba de comparación múltiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey se aplicó 

para determinar cuál de los medios de cultivo (Tratamientos) fue más efectivo, para la 

proliferación de brotes, a partir de los meristemos de Flying Dragon.  

De acuerdo al Test de Tukey y como se evidencia en la Gráfica 2, para niveles de confianza 

el 95% se presenta diferencia significativa entre todos los medios de cultivo empleados 

para la proliferación de brotes, siendo el medio de cultivo M&S suplementado con 0,5mg/L 

de Bencilaminopurina (BAP), el tratamiento más efectivo, con un 97,7% de brotes 

proliferados. 

 

Estos resultados son similares a los alcanzados por Van Le et al. (1999), con Poncirus 

trifoliata Raf L., obteniendo una regeneración de brotes del 87% a partir de células ubicadas 

en los entrenudos de plántulas no mayores a un año, utilizando una concentración de BAP 

25µM en el medio de cultivo.  Igualmente Santiana (2014), obtiene un porcentaje máximo 

de proliferación de brotes en el 80% de los meristemos de lima ácida (Citrus aurantiifolia 

[Christm.] Swingle.), 28 días después de establecerlos en cultivo in vitro, utilizando 



0,25mg/L BAP. Dicha situación comprueba la eficacia del uso de la Bencilaminopurina en 

la proliferación de brotes in vitro a partir de meristemos de cítricos, pero evidencia también 

que cada especie y protocolo presentan requerimientos nutricionales y condiciones 

específicas para su desarrollo mediante cultivo in vitro. 

 

 
Gráfica 2. Porcentaje de proliferación de brotes 30 días después de la siembra de los 

meristemos de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2016). 

 

Así mismo el tratamiento que presento el porcentaje más bajo de proliferación de brotes, 

fue el medio de cultivo M&S suplementado con 100ml/L de agua de coco, lo que supone 

que el agua de coco presenta un efecto inhibitorio, pues con este tratamiento se obtuvo un 

porcentaje de brotes mucho menor al obtenido con el medio de cultivo M&S sin ningún 

tipo de suplemento. Jarret (1991) menciona un resultado similar al obtenido en la presente 

investigación, al propagar por cultivo in vitro, meristemos de camote; en los resultados 

obtenidos en dicha investigación, el agua de coco reprimió tanto la proliferación de brotes 

como el crecimiento de raíces (p. 424); así mismo menciona que esto puede deberse a altas 

concentraciones de citoquininas presentes en el agua de coco, las cuales inhiben la 

formación de brotes (p. 431). Esta situación es difícil de comprobar, ya que el agua de coco 

es una solución, que puede variar tanto en el tipo de compuestos, como la cantidad; lo 

anterior depende de la fenología, fertilización, ubicación y un sinfín de características 

específicas de la planta de donde se extrajo el material vegetal (AC). Debido a esta 

variabilidad en la composición del agua de coco (AC), es difícil discutir el motivo por el 

cual su uso como suplemento en el medio de cultivo no favoreció la formación de brotes, 

inhibiendo el desarrollo de los meristemos de Flying Dragon. 
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