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RESUMEN

La presente investigacion, es una tesis de pregrado, donde se evaluaron diferentes
medios de cultivo para la propagacion in vitro de semillas y meristemos de Poncirus
trifoliata var. monstruosa, comunmente conocido como Flying Dragon, con el fin de
generar un protocolo para la propagacion in vitro de este cultivar; para la propagacion de
semillas, se evalud el porcentaje de germinacion de las semillas 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 GAS3,
M&S suplementado con 0,1mg/L GAS3, 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 propagacion de meristemos, se evalud el porcentaje de proliferacion de
brotes en los siguientes medios de cultivo: M&S sin hormona (tratamiento testigo),
M&S suplementado con 0,5mg/L BAP, M&S suplementado con 0,25mg/L BAP y M&S

suplementado con 100ml/L de agua de coco.

Para comparar los resultados, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
Tukey, por medio del software estadistico Infostat, utlizando un disefio de bloques

completos al azar.

Los resultados obtenidos mostraron que no hubo diferencia significativa entre los
medios de cultivo (tratamientos) empleados para la germinacion de semillas in vitro,
obteniéndose un maximo de germinacion del 57,03% con el medio M&S suplementado
con 100ml/L de agua de coco y un minimo de 27,77% con el medio M&S suplementado
con 0,1mg/L GA3, porcentajes muy bajos comparados con los obtenidos en campo,
razon por la cual se sugiere la busqueda de otros tratamientos para la germinacion in
vitro de Flying Dragon; por el contrario, los resultados obtenidos en la proliferacion de
brotes a partir de los meristemos de Flying Dragon, muestran que si se presentd
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos propuestos, siendo el mejor
tratamiento, el medio M&S suplementado con 0,5mg/L BAP con un porcentaje del
97,77% de brotes proliferados.

Palabras clave: Propagacion, in vitro, semillas, meristemos, medios de cultivo,
germinacion, brotes.
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ABSTRACT

This research is a undergraduate thesis where different cultivation means were evaluated
for in vitro propagation of seed and meristems Poncirus trifoliata var. monstrousa,
commonly known as Flying Dragon in order to generate a protocol for in vitro
propagation of this cultivar; for the seeds propagation, were evaluated germination
percentage of the seeds in the field and each of the proposed means culture of which :
Murashige & Skoog (M&S) without hormone (control treatment), M&S supplemented
with 0.01 mg/L GA3, M&S supplemented with 0.1mg/L GA3, two media M&S
supplemented with green onion extract in different concentrations and M&S
supplemented with 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 supplemented with 0.5mg/L BAP, M&S
supplemented with 0.25 mg/L BAP and M&S supplemented with 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 supplemented with 100ml/L of coconut water and a minimum of 27.77%
with M&S medium supplemented with 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

supplemented with 0.5mg/L BAP with a percentage of 97.77% of shoots proliferated.

Keywords: Propagation, in vitro, seeds, meristems, culture media, germination, shoots

XV



INTRODUCCION

Los citricos son los frutales de mayor produccion e importancia a nivel mundial, debido
al aumento progresivo de su consumo en fresco e industrializacion, debido a que se
consumen de igual manera en los cinco continentes y se cultivan en casi todos los paises
donde se encuentren las condiciones necesarias para su desarrollo, gracias a su alta
adaptabilidad a las condiciones climaticas. Pese a que son diversos los paises donde se
practica la citricultura, la FAO (2012) y CORPOICA (2008), reportan como mayores
productores de citricos del mundo a Estados Unidos, China y Brasil; siendo este Gltimo

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

En Colombia, el cultivo de citricos posee gran participacion en el sector fruticola
nacional, logrando ocupar el puesto 30 en la produccion de citricos a nivel mundial con
957.000 Toneladas producidas en 55.000 hectareas sembradas logrando una
participacion del 1,8% en el total de &rea sembrada en cultivos permanentes del pais
(CORPOICA, Agosto de 2006, p. 3).

Cultivandose desde los 0 msnm hasta los 2200 msnm, la produccién de citricos se ha
distribuido por diversas zonas del pais y variado a través de los afios, aumentando tanto
en el porcentaje de area sembrada, como en su participacion en cultivos permanentes, en

los afios comprendidos entre 1992 y 2003 (Martinez y Espinal., 2005, p. 21, 54).

Pese a lo anterior, las cifras correspondientes a afios posteriores reflejan que la
produccion de citricos en el pais ha ido disminuyendo.

Para el afio 2010 el cultivo de citricos tuvo una participacién del 1,38% en la produccion
de cultivos permanentes; el area sembrada al igual que la produccion disminuyeron
entre los afios 2007 y 2010, situacién ocasionada por diferentes fenémenos como la ola
invernal, sostenida desde el afio 2007, que trajo consigo la importacion de varias
toneladas de citricos desde Venezuela, Ecuador y Estados Unidos que consigo podian
traer plagas y enfermedades generando mayores riesgos para la citricultura del pais
(Aguilar etal., 2012, p. 19).
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Es de resaltar que otros fendmenos de tipo antropico, también influencian la disminucién
de la produccion de citricos, entre estos fendmenos se pueden sefialar la alta dispersion
geografica de la produccién, la especulacion agricola, la falta de gestion empresarial y

un pobre desarrollo tecnologico para el sector. (Aguilar et al., 2012, p. 20).

Actualmente, el cultivo de citricos es el tercer frutal mas producido en el pais, con una
participacion del 20,4% en cuanto al area sembrada, y del 18,7% con respecto a la
produccion fruticola nacional (DANE, 2016, p. 18), lo que evidencia la importancia de

este cultivo a nivel nacional, pese a las dificultades que presenta su produccion.

Ademas de las probleméticas anteriormente mencionadas, la amplia distribucion de
enfermedades sistematicas ocasionadas por virus y viroides por medio de material de
propagacion infectado, enfermedades que limitan la productividad, la calidad de la fruta
y la vida util de los arboles (CORPOICA, Agosto de 2006, p. 3), se hace necesaria la
propagacion de material vegetal mediante técnicas que garanticen la calidad fitosanitaria

del material propagado.

Por medio del cultivo in vitro, se permite la propagacion de material vegetal sano,
manteniendo las caracteristicas agrondémicas deseadas a través del tiempo, siendo asi,
una de las técnicas méas usadas para el saneamiento del material vegetal; ademas el
cultivo in vitro o cultivo de tejidos hace parte del procedimiento para la certificacion de
plantas de citricos a nivel mundial, permitiendo a su vez, la obtencién de plantas sanas,
elevar el potencial de produccion y aumentar la longevidad de las plantaciones
(CORPOICA, Abril de 2006, p. 7).

Motivo por el cual la presente investigacion plantea el uso de esta técnica, para la
propagacion de material vegetal de la especie Poncirus trifoliata var. monstruosa
(Flying Dragon), evaluando su comportamiento en diferentes medios de cultivo y con la
intencion de obtener material vegetal sano, se siembran semillas y meristemos de este

cultivar.
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JUSTIFACION

Entre 2000 y 2012, la produccion de citricos en Colombia crecié 61%, esto debido al
aumento de los rendimientos en los cultivos ya establecidos y no al aumento del area
sembrada. Actualmente se cultivan citricos en 20 departamentos del pais, sin embargo la
produccién se encuentra concentrada; en el Valle del Cauca se localiza el 37% de la
produccion total de citricos del pais, Antioquia y los departamentos del eje cafetero,
suman el 72% de la produccion, dejando solo el 1% para los departamentos restantes.

Los departamentos con mayor produccion poseen mayores niveles de ingresos y por
ende menores niveles de pobreza, lo cual sumado a la generacion de empleos y que
desde 2006 hasta 2011 el valor de la produccion de citricos aumento un 70%, evidencia

de la importancia social y econémica de este cultivo (Ramirez et al., 2014, p. 30).

Las enfermedades virales, son problemas de tipo agrondémico que disminuyen la
produccion y la calidad de los productos obtenidos, son de dificil manejo y ocasionan
gran afectacion en los cultivos; para el caso de los citricos: la psorosis, leprosis, moteado
de la hoja de los citricos (Citrus leaf blotch), agallas de la madera (Vein enation-Woody
gall), enanismo del citrange (Tatter leaf-Citrange stunt) y la tristeza de los citricos
(CTV), (Pefa et al., 2004, p. 1), entre otras; estas enfermedades se presentan como una
gran limitante para la citricultura, teniendo en cuenta que la multiplicacién de citricos se
realiza por via asexual y este es uno de los principales medios de propagacion de estas y

otras enfermedades, en especial las de tipo vascular.

Como se menciond anteriormente, la propagacion de material vegetal enfermo y las
malas practicas que se realizan en este proceso, son una de las principales causas de la
diseminacion de los problemas fitosanitarios (Martinez et al., 2005, p. 26), razén por la
cual, la obtencidn de material vegetal sano para la produccion de citricos se convierte en
una necesidad tanto para viveristas como para los productores de citricos del pais;
motivo por el cual en esta investigacion se desarrollé un protocolo para la propagacion

in vitro de un cultivar de citricos.
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La presente investigacion se realizd mediante cultivo in vitro, ya que esta técnica posee
diversas aplicaciones en la agricultura, siendo una de las mas importantes, la obtencion

de plantas libres de patogenos.

La especie o cultivar seleccionado para la investigacion fue Poncirus trifoliata var.
monstruosa comunmente conocido como Flying Dragon, el cual es un patron de citricos
que presenta caracteristicas agrondémicas optimas, puesto que es un patron enanizante (la
copa mide menos de 1,80 mt.), resistente a CTV, xiloporosis, exocortis, psorosis,
phytoptora, con dicho patrén, se obtiene una buena produccion y calidad de la fruta
(Vasquez, 2013, p. 22); motivo por el cual su semilla posee un alto valor econémico (ver

anexo 1.).

En general, actualmente no se posee suficiente informacion en cuanto a este cultivar y su
propagacion, mediante el uso de esta técnica; en esta investigacion también se buscé la
propagacion de material vegetal sano, por medio de la propagacion de semillas y
meristemos axilares, protocolo utilizado en la limpieza fitosanitaria de material vegetal,
donde Corpoica, por medio del cultivo in vitro, ha obtenido plantas de citricos libres del

virus de la Tristeza.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La propagacion de citricos por via vegetativa trae consigo la propagacion de material
vegetal enfermo, siendo una de las principales causas de la dispersion de enfermedades
virdticas y los diversos problemas fitosanitarios actuales en el pais. Algunas de las
enfermedades virdticas y de micoplasmosis importantes son: la tristeza, la psoriasis,
exocortis, xyloporosis, el cristacortis, la impietratura, el stubborn, la cancrosis, erwinia 'y
alternaria; la mayoria de estas enfermedades se propaga por injerto. Para contrarrestar
estas problematicas, las alternativas tecnolégicas en Colombia son muy generales, con
bajos niveles de adopcion y no se encuentran particularizadas para cada variedad;
existen limitaciones en cuanto a la investigacion y transferencia de la misma; este
conjunto de limitaciones genera producciones costosas y poco competitivas (Martinez et
al., 2005, p. 25).

La problemética en cuanto a la propagacion de material vegetal enfermo, se puede
evidenciar varios afios despues de establecida la plantacion, dado el largo periodo
juvenil del cultivo de citricos y el tiempo que tarda en entrar en produccion; esto implica
un riesgo para los productores; situacion que se podria evitar mediante la consecucion de
material vegetal sano, el cual inicia mediante el empleo de semilla de patrones
certificada, yemas certificadas, exhaustivo control de plagas y enfermedades,
supervision e implementacién de herramientas tecnoldgicas que garanticen la

confiabilidad del proceso de produccion (Caicedo y Gémez., 2006, p. 6).
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OBJETIVOS
Objetivo general.

Establecer un protocolo para la propagacion in vitro de semillas y de meristemos de

Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon).
Obijetivos especificos

1. Evaluar un protocolo de desinfeccion de semillas y yemas del patronaje Flying
Dragon.

2. Analizar estadisticamente el porcentaje de germinacion de semillas y el
porcentaje de meristemos de Flying Dragon con proliferacion de brotes en los
diferentes medios de cultivo propuestos (tratamientos).

3. Determinar si los medios de cultivo y las condiciones evaluadas, son apropiadas
para el desarrollo de semillas y de meristemos de Flying Dragon en cultivo in

vitro.
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MARCO TEORICO
Generalidades del cultivo de citricos

Se denomina citricos a una serie de plantas con caracteristicas similares pertenecientes a
la familia Rutaceae, este nombre se debe a que la mayoria de las plantas comprendidas
en este grupo pertenece al género botanico Citrus, aunque también se incluyen especies
de importancia de otros géneros como Poncirus, Fortunela, entre otros (Morin, 1965, p.
11).

Los citricos provienen del Noroeste de India y territorios proximos de China y Bruma,
de alli se han dispersado a todo el mundo. La cantidad de especies de citricos, su
facilidad de cruzamiento y autotetraploidia, sumado a la particularidad que poseen de
poder hibridarse entre si y la buena afinidad entre si de diferentes especies a la
injertacion, permiten que exista practicamente una especie apropiada para cada clima

tropical (Pefia, s.f, p. 6)

Agusti (2012) describe que los citricos se cultivan en las regiones tropicales y
subtropicales de ambos hemisferios, llegando a ser actualmente el frutal de mayor
produccion a nivel mundial; menciona también que para el afio 2001, la produccién de
citricos estuvo cercana a los 81 millones de toneladas, siendo Brasil y Estados Unidos

los mayores productores del mundo, con mas de 16 millones de toneladas cada uno.
Citricultura en Colombia

Segun la encuesta Nacional Agropecuaria del afio 2010, en Colombia existian 62.409
Hectareas dedicadas a la produccion de citricos, siendo el frutal méas cultivado para
consumo interno, obteniéndose entre ochocientos mil y un millén de toneladas al afio
(Ordlz y Mateus, 2012, p. 50).

La dindmica de la produccion de citricos en Colombia estd mayoritariamente relacionada
con el cultivo de naranjas, mandarinas y lima acida (lima-limén); dicha produccion se
encuentra dispersa por todo el pais en 22 departamentos. Pese a que las estadisticas
nacionales se encuentran registradas por departamentos, se puede analizar la dindmica

de la citricultura del pais por regiones, agrupandolas en cuatro grupos productivos que
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son: Nucleo Centro-Oriente: (Santander, Norte de Santander, Boyacd, Cundinamarca,
Tolima y Huila), Nucleo Sur-Occidente (Caldas, Risaralda y Quindio, Antioquia, Valle
del Cauca y Narifio), Nucleo Costa Atlantica (Atlantico, Bolivar, Cesar, Cordoba, Sucre,
Magdalena y La Guajira) y Nucleo Orinoquia: (Meta y Casanare) (Roldan y Salazar,
2002, p. 14).

Como se observa en la gréfica 1., el area sembrada y la produccion de citricos en
Colombia han descendido en los ultimos afios; a partir del afio 2000, el pico mas alto en
cuanto a produccion se present6 en el afio 2004 con 758.565,90 ton, pese a que en este
afio no se tuvo el mayor rendimiento por hectarea, a esta produccién aportaron 18
departamentos, de los cuales Santander y Cundinamarca obtuvieron la mayor
participacion nacional con el 18,9% vy el 12,74% respectivamente. Posterior a este afio,
tanto el area cosechada como la produccion disminuyeron, llegando a tan solo
459.150,65 ton producidas en 2010; a partir del afio 2012, esos parametros han
aumentado progresivamente sin poder llegar a los valores alcanzados en 2004

(www.agronet.gov.co).
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Gréafica 1. Area cosechada y produccion de citricos en Colombia 2000 — 2014
(www.agronet.gov.co).

Por otro lado, en la grafica 2., se evidencia que entre los afios 2000 a 2014, el mayor

rendimiento del cultivo de citricos en Colombia, se presentd en el afio 2005, con
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17,05ton/Ha; al igual que la produccién y el area cosechada, el rendimiento decayé en
afios posteriores, presentando el menor valor en 2011, con 13,36 ton/Ha, y aunque a
partir del afio 2012, el rendimiento ha presentado un incremento a través de los afos,

dichos valores no se aproximan a los logrados en el afio 2005 (www.agronet.gov.co).
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Grafica 2. Rendimiento del cultivo de citricos en Colombia 2000 — 2014
(www.agronet.gov.co).

De acuerdo con el Dane (Abril de 2016) los mayores departamentos productores para el
afio 2014 fueron: Santander, Caldas, Meta, Tolima y Valle del Cauca, quienes a su vez
concentraron el 47% del area cosechada.

Propagacion de citricos

Los citricos se pueden propagar de dos formas, por via sexual y asexual. Como resultado
de la propagacion sexual se obtienen plantas vigorosas y de mayor longevidad, sin
embargo estas plantas necesitan de un mayor tiempo para entrar en produccion. Estas
plantas son altamente vulnerables a patdgenos del suelo y presentan diferencias en

cuanto a su apariencia, tamafo y calidad de fruta (CORPOICA, 2008, p. 31).
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La propagacion mas comun es la vegetativa o propagacién asexual, ya que permite el
uso de las caracteristicas de tolerancia a enfermedades, salinidad y problemas de
humedad, entre otros atributos; las especies con estas caracteristicas son usadas como
patrones, donde se injertan variedades con las caracteristicas deseadas, principalmente
de produccion y calidad de la misma, con este tipo de propagacion se permite una
entrada mas rapida en produccion, se obtienen plantas de menor tamafio, lo que facilita
su manejo en cultivo, a la vez que dependiendo del patrén, permite modificar la
densidad de plantas por area (CORPOICA, 2008, p. 32).

La propagacidn asexual de citricos, también presenta algunos inconvenientes, entre ellos
y tal vez el mas importante es la amplia difusién de enfermedades, como resultado de la
propagacion de material infectado; por este motivo, entidades como Corpoica,
Colciencias y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural han aportado recursos,
para fortalecer la infraestructura de casas malla, laboratorios, dotar de equipos, mejorar
la formacion de personal técnico en actividades de microinjertacion, diagnostico
serolégico y molecular e implementar procesos de certificacion (CORPOICA, Agosto
de 2006, p. 3).

Propagacion por injerto

La propagacion por injerto se basa en el trasplante de una yema la cual se toma de una
planta seleccionada (planta madre) y se acopla a un patrdén, obteniéndose asi una nueva
planta, la cual posee el sistema radicular del patron y la parte aérea de la planta injertada.
Existen diferentes tipos de injertacién, el método usado, depende de la adaptacion del
propagador, del clima y el tipo de material vegetal utilizado. Los tipos de injertacion
mas comunes son el de yema o escudete usado en patrones tiernos y el de pua o
incrustacion, utilizado principalmente la renovacion de copas de plantas adultas (Morin,
1965, p. 106).

Al momento de establecer una plantacién de citricos, es importante conocer las
caracteristicas y el comportamiento de los patrones a utilizar, dependiendo de las
condiciones climaticas, los suelos y los principales problemas fitosanitarios, ya que no

son los mismos para cada region productora. El uso de patrones trae consigo diversas
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ventajas, entre las que se cuentan: precocidad en la produccion, una mayor uniformidad
en la plantacién, control y proyeccion sobre la cantidad y calidad de la cosecha
dependiendo de la variedad, adaptacion a problemas fisicoquimicos del suelo, sequia y
tolerancia a plagas y enfermedades (COPOICA, 2008, p. 26).

Las plantas certificadas de portainjertos o patrones de citricos, se pueden propagar a
partir de semillas, esquejes o por cultivo in vitro (micropropagacion), cual sea el caso,
siempre la propagacion se debe realizar en un ambiente protegido, como las casa malla o

los invernaderos.

En el caso de la propagacion por semillas, las plantas de donde proviene el material de
propagacion (plantas madre) pueden estar sembrados en campo, en huertos comerciales,
deben estar libres de patdgenos, producir frutos tipicos de la variedad y encontrarse

registrados ante la autoridad competente.

La propagacion de patrones por esquejes se realiza principalmente por la falta de semilla
certificada de las variedades y en cultivares monoembrionicos. Las ventajas de este tipo
de propagacion son la obtencion de patrones con mayor rapidez, induccion de la
precocidad de la produccion y el manteniendo de las caracteristicas genéticas del

cultivar original (Oliveira et al., 2008, p. 18).

La micropropagacion o cultivo in vitro de patrones de citricos es una técnica
biotecnoldgica que se emplea principalmente con el objetivo de obtener plantas sanas,
pues es la via mas Util para establecer los programas de produccién y certificacion de
patrones (Rojas, 2001, p. 4).

Cultivo in vitro o micropropagacion

El cultivo in vitro es una técnica de propagacion de material vegetal, la cual cosiste en
sembrar una parte de la planta (explante o inoculo), en un laboratorio, con el fin de
proveerle artificialmente todas las condiciones necesarias para que sus células expresen
su potencial intrinseco y asi se puedan regenerar en un individuo completo. Esta técnica
requiere que todos los procedimientos se realicen de forma aséptica para evitar la

contaminacion por cualquier tipo de patdgeno (Rojas et al., 2004, p. 31).
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El cultivo in vitro lleva su nombre, debido a que se siembra en frascos de vidrio; como
sucede en los demas métodos de propagacion asexual, las plantas o individuos
obtenidos, son clones de la planta madre (de donde proviene el explante), es decir
individuos genéticamente idénticos a su progenitora, con excepcion de las plantas
propagadas por semillas por medio de esta técnica, ya que cada una tiene su propia base

genética.

El cultivo in vitro ha tenido gran aceptacion en la industria, esto se debe a las ventajas
que presenta respecto a los métodos tradicionales de propagacion, algunas de estas
ventajas son: el alto nimero de plantas obtenidas de un genotipo, por lo que con pocas
plantas donadoras del explante (plantas madre) se pueden obtener hipotéticamente un
namero infinito de plantas, es menor el tiempo con el que se realiza la multiplicacion o
propagacion de plantas, presenta la posibilidad de multiplicar un alto nimero de plantas
en espacios reducidos, permite mayor control fitosanitario del material propagado; se
puede multiplicar rapidamente una variedad de la que existan pocos individuos, entre
otras (Abdelnour y Escalant, 1994, p. 2).

Medios de cultivo

Para poder desarrollarse bajo cultivo in vitro, el explante requiere diferentes nutrientes,
los cuales son proporcionados en el medio de cultivo. La mayoria de los tejidos o
explantes se pueden desarrollar en un medio que contiene mezclas de sales minerales y
sacarosa como fuente de energia, otros tejidos requieren que el medio de cultivo sea
complementado o enriquecido con vitaminas o reguladores de crecimiento, para su
desarrollo (Krikorian, 1991, p. 42).

Reguladores de crecimiento

Ademas de los elementos minerales, para poder crecer y desarrollarse, las plantas
requieren de algunas sustancias organicas denominadas hormonas o reguladores de
crecimiento, las cuales promueven, pero también pueden inhibir el crecimiento; el efecto
de los reguladores de crecimiento depende principalmente de su concentracion, pues en
cantidades muy pequefias pueden estimular el crecimiento, pero en grandes cantidades,
poseen un efecto inhibidor (Muller, 1964, p. 109).
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Dependiendo de los resultados deseados, en la mayoria de los medios de cultivo para
cultivo in vitro, es necesario adicionar reguladores de crecimiento entre los que se
encuentran auxinas como el Acido Naftalenacético (ANA), Acido Indolacético (AIA),
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 — D) y el Acido Indolbutirico (AIB), citoquininas
entre las cuales se encuentra la Bencilaminopurina (BAP) y de las cuales la mas usada es
la Kinetina (KIN) y las Giberilinas, principalmente el Acido Giberélico (GA3) (Roca y
Mroginski, 1991, p. 32).

Algunas funciones de los reguladores de crecimiento son:

Las auxinas favorecen el crecimiento, promoviendo la elongacion celular, controlan los
tropismos de las plantas gracias a su efecto sobre tallos y raices, mantienen la
dominancia apical, también actdan sobre la formacion de flores y frutos y en la

diferenciacion del sistema vascular de las plantas (Jordan y Casaretto, 2006, p. 9).

Las citoquininas promueven la division celular, estimulan la organogénesis y la
androgeénesis, retrasan la senescencia, activan las yemas laterales que se encuentran en

dormancia y provocan la iniciacion de brotes (Jordan y Casaretto, 2006, p. 21).

Las Giberelinas promueven la floracion y el desarrollo de frutos, inducen el crecimiento
en altura de las plantas y la germinacién de las semillas, (Jordan y Casaretto, 2006, p.
16).

Para el desarrollo de la presente investigacion, se utilizé el acido giberélico (GA3) y la

Bencilaminopurina (BAP).
Extractos vegetales y agua de coco

Existe gran variedad de sustancias de composicion indefinida las cuales son usadas para
enriquecer los medios, entre dichas sustancias se encuentra la pulpa de banano, la
caseina, el jugo de naranja, de tomate, el agua de coco, entre otras (Abdelnour y
Escalant, 1994, p. 10).

El agua de coco es una de las sustancias de enriquecimiento a los medios mas utilizadas,

ya que pese a ser una sustancia indefinida (composicién quimica no definida), posee un
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alto contenido de citoquininas, ademas es relativamente econémica y facil adquirir
(IICA, 1987, p. 53). Ha sido utilizada para la produccion y maduracion de embriones
somaticos (Litz y Jarret, 1991, p. 145), en la germinacion y desarrollo de protocormos in
vitro de orquideas como Rossioglossum grande (Bertolini, et al., 2014, p. 1), para
inducir enraizamiento en plantulas obtenidas in vitro, en la regeneracion de plantas a
partir de suspensiones celulares, para la formacién de callo a partir de tejidos vegetales
(Pérez, 1991, p. 559), en el cultivo de apices meristematicos de tallos y raiz de camote
(Jarret, 1991, p. 426) y otras aplicaciones, que junto con las ya mencionadas ratifican la

importancia de su uso en la propagacion por cultivo in vitro.

Los extractos vegetales también pueden ser utilizados para enriquecer los medios de
cultivo, pese a desconocerse su composicion quimica y las variaciones que presentan
dependiendo de la etapa fisiologica del material, las condiciones de su crecimiento y la
variedad o el cultivar utilizado (Roca, 1980, p. 21), han sido implementados en los
medios de cultivo para sustituir el uso de reguladores de crecimiento ya que presentan

caracteristicas similares al agua de coco, en cuanto a su costo y facil adquisicion.

Ejemplo del uso de los extractos vegetales como sustituto de los reguladores de
crecimiento, es el estudio realizado por Diaz, Henao y Ramirez (2013), donde se
comprobd el uso de residuo agricola de la cebolla larga Allium fistulosum, como fuente
de &cido giberélico, para la germinacion de semillas de lechuga; en los resultados
obtenidos en esta investigacion se comprueba que el extracto de cebolla larga actué de
manera similar al patrén de &cido giberélico comercial utilizado, promoviendo la
germinacion de las semillas; estudios como este fortalece el uso de los extractos
vegetales como alternativa a las hormonas o reguladores de crecimiento comerciales, no

solo para su uso en campo, sino también para cultivo in vitro.
Propagacion in vitro de semillas

La propagacion in vitro de semillas, proporciona a los agricultores, material vegetal de
siembra de alta calidad genética y fitosanitaria pues esta técnica ademas de servir como
método de propagacion, es también un medio de conservacion y uno de los primeros

pasos para la certificacion de material vegetal (FAO, 2000, p. 190, 192).
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La propagacion in vitro de semillas y embriones ha demostrado grandes ventajas en
diferentes tipos de material vegetal, en las orquideas por ejemplo, donde la semilla posee
un embrion de tamafo reducido y una masa de algunos cientos de células, dependiendo
de nutrientes externos para poder germinar, en el caso de semillas latentes o que por la
sintesis de algunas sustancias inhibidoras esta no pueda germinar (Villalobos y Thorpe,
1991, p. 111).

En el caso de los citricos, la propagacion in vitro de semillas se realiza principalmente
para la propagacion de semillas de patrones, con el fin de realizar procesos de
microinjertacion, siendo este uno de los requisitos implementados por CORPOICA, para
la certificacion y limpieza fitosanitaria de citricos en Colombia (Caicedo y Mufoz,
2006, p. 10).

Propagacion in vitro de meristemos

La propagacion de meristemos tanto axilares como apicales, se ha empleado con éxito
en diversas especies, su principal importancia radica en la obtencién de plantas libres de
virus, permitiendo la microinjertacion; pese a su complejidad para la obtencion de un
individuo completo, puesto que para desarrollar esta técnica, el explante debe superar
inconvenientes como la oxidacion, la presencia de sustancias que inhiban el
enraizamiento y razén por la cual debe suministrarsele al explante un medio de cultivo
muy especifico y la sobrevivencia al ingresar a condiciones autotrofas, en las que el
individuo debe poder desarrollarse de manera natural; esta técnica ha sido implementada
en especies como el durazno Prunus pérsica, varios citricos, entre otras (Mosella y
Ascui, 1991, p. 514).

La obtencion de plantas libres de virus por medio de esta técnica, se hace posible debido
a que los virus no se distribuyen de la misma forma por toda la planta, algunos se limitan
al floema, en pocos casos a las células paranquimaticas adyacentes, otros involucran a
todas o casi todas las células de la planta, pero en general, son muy pocos los virus que
invaden los tejidos meristematicos, lo cual se debe posiblemente a que los meristemos
no tienen sistema o tejido vascular formado, y es por este medio por donde los virus se

transportan sisteméaticamente por toda la planta, también se mueven célula a célula, pero
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con menor velocidad, motivo por el cual se presume que las células meristematicas al
estar en continuo crecimiento, no se encuentran invadidas por virus (Conci, 2004, p.
304)

Los meristemos se obtienen de brotes terminales de plantas que han sido mantenidas
bajo invernadero, los cuales de esterilizan y lavan con agua destilada esteéril
generalmente tres veces 0 mas y para la extraccion del meristemo propiamente dicho, es
necesario la utilizacion de un estereoscopio y este proceso se debe realizar en cdmara de
flujo laminar (Mosella y Ascui, 1991, p. 517).

Propagacion in vitro de citricos

La propagacion in vitro de citricos se ha enfocado principalmente en los 6rganos
reproductivos (nucleos, 6vulos y ovarios), obteniéndose plantas libres de virus, también
se han realizado estudios sobre el cultivo de segmentos de tallo y raiz como fuente de
material vegetal para la microinjertacién de &pices caulinares, para la obtencion de
plantas libres de virus, intencion que se fundamenta en los problemas fitosanitarios del
cultivo, los cuales generan desde hace varios afios la necesidad del desarrollo de
investigacion en este tema; en Venezuela, por ejemplo, se ha realizado la
microinjertacion de apices caulinares de citricos y se han seleccionado razas débiles del
virus de la tristeza de los citricos; por medio de coordinaciones nacionales de Bolivia,
Colombia, Ecuador y Peru, se ha realizado el establecimiento y la conservacion de
bancos registrados de plantas madre de citricos libres de virus (PROCIANDINO, 1997,
p. 23).

En cuanto a la propagacién in vitro de citricos en Colombia, el esquema nacional de
certificacion de plantulas de citricos comprende el saneamiento de material vegetal
mediante la implementacion de técnicas como el cultivo in vitro, donde se contemplan la

propagacion de meristemos y la microinjertacion (CORPOICA, Abril de 2006, p. 7).
Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon)

El género Poncirus posee una sola especie, P. trifoliata la cual se caracteriza por ser un

arbol pequefio, con abundantes ramas de crecimiento acelerado, posee espinas simples y
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hojas trifoliadas; probablemente es la especie méas estable de todos los citricos, esto
debido a que los hibridos obtenidos a partir de su cruce con otros citricos, generalmente
son estériles, o que ha preservado sus caracteristicas durante siglos. La importancia de
esta especie y su uso como portainjerto radica en su vigor, rusticidad y en especial a la

tolerancia que presenta a algunas enfermedades (Agusti y Almela, 1991, p. 20).

Poncirus trifoliata var. monstruosa comuinmente conocido como Flying Dragon, es un
patron de porte enano, es decir, la copa mide menos de 1,80 metros, esta caracteristica
genera que el patron, tienda a adelantar el comienzo del periodo de fructificacion y la
época de maduracion del fruto; Flyng Dragon es tolerante a: Phytophtora, el virus de la
tristeza CTV (Citrus tristeza virus), psorosis CPsV (Citrus psorosis virus) y a
Xyloporosis (Citrus xyloporosis virus); es resistente al frio y tolerante a nematodos. Con
este patronaje se consigue una calidad de fruto mejorada, caracteristicas que lo
convierten en uno de los patrones de citricos, mas utilizados en Colombia (CORPOICA,
Julio 2006, p. 10).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién

La presente investigacion se desarrolld en el laboratorio de Biotecnologia de la
Institucion Educativa Distrital Francisco de Miranda®, ubicado en la ciudad de Bogota en
el barrio Timiza, el cual cuenta con el espacio y los equipos necesarios para el desarrollo

de cultivo de tejidos in vitro.

Durante la investigacidn se establecio en cultivo in vitro, semillas y meristemos axilares
de Poncirus trifoliata var. monstruosa, cominmente conocido como Flying Dragon, y se
evaluaron diferentes tratamientos, los cuales consistieron en los medios de cultivo con y

sin hormona y un sustituto de esta de bajo costo.

Con el fin de identificar el medio 6ptimo para la propagacion de cada tipo de material
vegetal se utiliz un disefio estadistico de bloques al azar y se realizaron observaciones
semanales, hasta 2 meses después de realizada la siembra para determinar el porcentaje
de germinacion de las semillas en cada tratamiento y 1 mes después para el caso de los

meristemos, para evaluar el porcentaje de explantes con proliferacion de brotes.

Para la propagacion in vitro se elaboraron los medios de cultivo a evaluar, se realiz6 la
consecucion del material vegetal 6ptimo, se establecié un protocolo de desinfeccion para
cada tipo de material vegetal y posteriormente este se propagé. Paralelo a la propagacion
de las semillas in vitro, con el fin de evaluar el comportamiento y la germinacion de las

semillas en campo, se realizaron siembras ex vitro en vivero.
Elaboracion de medios de cultivo

Los medios de cultivo evaluados, se realizaron con base a lo propuesto por Murashige y
Skoog (1962) (tabla 1.), para lo cual se elaboraron las soluciones madre o soluciones

stock, las cuales se guardaban en refrigeracion y al momento de la elaboracion de los

1. E. D. Francisco de Miranda - Bogota D.C. Colombia. Diag. 41 Sur #72 A 34
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medios, se extraia la cantidad deseada, de cada una de ellas, con la ayuda de una pipeta

esteril, diferente para cada solucion (Imagen 1.).

Tabla 1. Composicion de soluciones Stocks del medio de cultivo Murashige y Skoog.

B Concentracion | Cantidad de
Solucion Sales Concentracion | fing| en el medio| stock para un
del stock en g/L mg/L litro de medio
A NH,NO; 82.5 1650 20ml
B KNO; 95.0 1900 20ml
C CaCl,-2H,0 88.0 440 5ml
D KH,PO, 34.0 170 5ml
HsBO; 1.24 6.2
NazM%O4-2H2 0.05 0.95
E 5mi
CoCl,-6H,0 0.005 0.025
MgSO04-7H,0 74.0 370.0
e MnSO,-4H,0 3.45 22.3 el
ZnS0,-7H,0 1.72 8.6
CuS0Q4-5H,0 0.005 0.025
Na,EDTA 7.46 37.3
G 5ml
FeSO,-7H,0 5.57 27.8

Imagen 1. Soluciones Stock para la elaboracion de los medios de cultivo (Lozano,
2015).

33



Ademas de las soluciones madre, a los medios de cultivo se les adiciono: INOSITOL
100mg/L, SACAROSA 30g/L, AGAR 6-10g/L y hormonas, las cuales fueron pesadas,
preparadas y adicionadas utilizando una micropipeta, segun el caso (Imagen 2.).

Imagen 2. A. Balanza analitica para realizar el pesaje los reactivos, B. Micropipeta y C.
Agar utilizados para la elaboracién de los medios de cultivo (Lozano, 2015).

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:

e Tratamiento testigo: Sin hormona.
Tratamiento 1: 0,01mg/L GAS3.
e Tratamiento 2: 0,1mg/L GA3.

e Tratamiento 3: 100ml/L Agua de coco.
e Tratamiento 4: Extracto de cebolla larga 3,7mg/L.

e Tratamiento 5: Extracto de cebolla larga 0,37mg/L.
Meristemos

e Tratamiento testigo: Sin hormona
e Tratamiento 1: 0,5mg/L BAP
e Tratamiento 2: 0,25mg/L BAP

e Tratamiento 3: 100ml/L agua de coco
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I.magen 3. Extraccion de agua de 'é;co para la elaboracion de los medios de cultivo
(Lozano, 2015).

Como alternativa de bajo costo en remplazo de las hormonas, se utiliz6 agua de coco, la
cual se extrajo en laboratorio (Imagen 3.) y especificamente para la hormona (GA3) se
utilizé extracto de residuos agricolas de cebolla larga, puesto que en estudios hechos por
Diaz et al. (Julio de 2013), se evidencio en este un alto contenido de acido giberélico. La
metodologia para la elaboracién del extracto, correspondié con la metodologia propuesta

en esta investigacion.

Igualmente la concentracion del extracto utilizada se fundamenté en los resultados
obtenidos por Diaz, donde se encontré que la cantidad de &cido giberélico corresponde

al 2,70% de cebolla seca.

Después de adicionar las soluciones stock, el agar, la sacarosa, el inositol, las hormonas
y demas, a los medios de cultivo se les ajusto el ph a 5,8 — 6,0 con HCl y KOH vy se
[levaron a punto de ebullicion para su homogenizaciéon (Imagen 4.); posteriormente se
sirvieron en recipientes de vidrio, se taparon y se llevaron a la autoclave a 15psi durante

20 minutos para su esterilizacion (Imagen 5.).
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Imagen 4. Elaboracion de los medios de cultivo. A toma de pH, B plancha de
calentamiento y agitacion para la homogenizacion de los medio y C su posterior envase
en frascos de vidrio, antes de autoclavarlos (Lozano, 2015).

Imagen 5. A y B. Autoclave para la esterilizacion de los medios de cultivo y los demas
implementos utilizados en la siembra (Lozano, 2015).

Recoleccion del material vegetal

Las semillas y las yemas utilizadas para la extraccion de meristemos provienen del
vivero “Frutales del Tropico” (Imagen 6.) ubicado en el municipio de Fusagasuga
Cundinamarca con registro ICA 25290-0528, el cual es productor y distribuidor del
material vegetal Poncirus trifoliata var. monstruosa cominmente conocido como Flying
Dragon, informacion que puede ser consultada en el area de semillas y recursos
fitogenéticos del ICA, donde se encuentran registrados los viveros de todo el pais.
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Imagen 6. “Vivero Frutales del Trépico” (Lozano, 2016)

Semillas

Se recolectaron frutos de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) para la

extraccion de semillas, de plantas madre, como se puede observar en la Imagen 7.,

ubicadas en huerto basico del vivero.

4 yYGING DIA

LY
d cgcrn )2/

- '

fré

Imagen 7. A — B Plantas madre y C frutos para la obtencion de semillas de Poncirus
trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2015).
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Meristemos

Para la extraccion de meristemos, como se evidencia en la Imagen 8., se tomaron
plantulas entre los 4 a 6 meses de edad, las cuales se encontraban bajo casa malla en el

vivero.
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Imagen 8. A Casa malla y B plantulas de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying
Dragon) (Lozano, 2015).

Desinfeccion y preparacion del material vegetal

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

protocolo de desinfeccidn y el correspondiente alistamiento para la siembra.
Semillas

Los frutos de Flying Dragon son lavados con agua y jabon en polvo; posteriormente se

abren con un bisturi estéril y se extraen las semillas (Imagen 9.).

i

'Imagen 9. A Elementos necesarios B — C y procedimiento para la extraccion de semillas
de Flying Dragon (Lozano, 2015).

Las semillas se depositaron en un frasco de vidrio estéril y llevadas a la zona de
propagacion, a la cabina de flujo laminar para su desinfeccion.
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Inicialmente se lavaron con una solucion de agua destilada estéril y jabon antibacterial,
agitando por 5 minutos y juagando tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente
son lavadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%, adicionando 1ml de Tween

20 por cada 100 ml de solucion, agitando durante 5 minutos para finalmente ser juagadas

tres veces, con agua destilada estéril (Imagen 10.).

.. — ik a0 _—_, :j——'—’-'—"

'71‘ b R ; 8 g — g A e -
Imagen 10. A, B, C y D Procedimiento para la desinfeccion de las semillas de Poncirus

trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2015).

Meristemos

Como se evidencia en la Imagen 11., una vez ingresadas las plantulas al laboratorio, para
la extraccion de meristemos se toman las yemas eliminando las hojas, utilizando un

bisturi estéril; posteriormente estas son depositadas en un frasco de vidrio.

A

PHACRRISEIR N, W (i 2 S (R RS IS e i |
Imagen 11. A Plantulay B — C proceso de extraccion de yemas de Poncirus trifoliata
var. monstruosa (Flying Dragon) para realizar el protocolo de desinfeccion (Lozano,
2015).
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Una vez extraidas, las yemas son lavadas con agua y jabdn en polvo, agitando por cinco
minutos y juagando, posteriormente se depositan en un frasco de vidrio estéril y se
llevan a la zona de propagacién, a la cabina de flujo laminar, para realizar alli su

desinfeccion.

Las yemas son lavadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 2% adicionando 1ml
de Tween 20 por cada 100ml de solucion, agitando durante 5 minutos y juagando tres
veces con agua destilada estéril (Imagen 12.).
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Image'n' 12. AyB Desinfeccion de yemas para la extraccion de meristemos (Lzano,
2015).

Propagacion del material vegetal

Para realizar la siembra del material vegetal, se desinfectaron todas las superficies de la
zona de propagacion y las cabinas de flujo laminar con hipoclorito de sodio y
posteriormente con alcohol antiséptico para evitar la contaminacion; las herramientas
utilizadas: pinzas, bisturis, cajas de petri, servilletas y tabletas, fueron esterilizadas

previamente en la autoclave, con el mismo objetivo.
Semillas

Una vez terminado el protocolo de desinfeccion, las semillas se depositaron en cajas de
petri las cuales contenian servilletas absorbentes y utilizando una pinza se depositaron
en los medios de cultivo (Imagen 13.); posterior a la siembra se incubaron a 30°C.
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Imagen 13. A y B Siembra de semillas de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying
Dragon) en los medios de cultivo, proceso realizado en cabina de flujo laminar (Lozano,
2015).

Por cada tratamiento (tipo de medio de cultivo) se realizaron 3 repeticiones, en cada
repeticion se sembraron 10 frascos de medio y en cada uno de ellos 3 semillas (Imagen

14.), para un total de 30 semillas por repeticion y 90 semillas por tratamiento.

Imagen 14. Ay B Semillas de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) en
cultivo in vitro (Lozano, 2015).
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Meristemos

Posterior a la desinfeccion, como se observa en la Imagen 15., se tomd cada yema y se
realizaron diferentes cortes con ayuda de un estereoscopio para realizar la extraccion de
cada meristemo (Imagen 16.). Cuidando la direccion, los meristemos se depositaron en
los frascos con el medio de cultivo, los cuales se sellaron, marcaron y fueron llevados a

la zona de incubacién a temperatura ambiente 22-25°C.

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

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

repeticion.

» )
Imagen 15. A, B, C Extraccién de meritemos de Pon
D su siembra en los medios de cultivo (Lozano, 2015).

cirus trifoliata var. monstruosa y
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S :
Imégenes 16. A, B, C, Proceso de extraccion y D — G meristemos de P
var. monstruosa (Vista Estereoscopio) (Lozano, 2015).

Do &

oncirus trifoliata

Siembra en vivero

Para la siembra en condiciones ex vitro, se tomaron semillas de Poncirus trifoliata var.
monstruosa (Imagen 17.) para ser sembradas en campo. Las semillas se lavaron y
cubrieron con Vitabax para evitar su contaminacion; se sembraron 6 repeticiones las
cuales constaban de 100 semillas, el sustrato utilizado consistié en una mezcla de
escorea y tierra (Imagen 18.); la siembra se realizé en el vivero “Frutales del Tropico”

bajo casa malla; semana a semana, se registré la velocidad y el porcentaje de

germinacion y la temperatura del sustrato (Imagen 19.).

)

Imagen 17. A — B Recoleccién y C extraccion de semillas para la siembra en el vivero.
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Iae . A , y D. Tperatura en el sustrato empledb para la germincon en
campo de Flying Dragon

Disefio experimental

Para el analisis de los resultados se realizaron pruebas de Tukey y analisis de varianza
(ANOVA), por medio del software estadistico Infostat. El disefio utilizado fue el de
bloques completos al azar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del protocolo de desinfeccion de semillas y yemas de Poncirus trifoliata
var. monstruosa (Flying Dragon).

El protocolo de desinfeccion para cultivo in vitro debe asegurar la eliminacion de
cualquier tipo de agente patdgeno sin dafiar el material vegetal; entre los compuestos
quimicos mas utilizados en este procedimiento, se encuentra el hipoclorito de sodio
(NaCl), también Ilamado 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 tension superficial y le permite al material vegetal tener mayor contacto con el
compuesto quimico utilizado (Abdelnour y Escalant, 1994, p. 18), razon por la cual los
compuestos anteriormente mencionados fueron seleccionados para la elaboracion del

protocolo de desinfeccion de la presente investigacion.

Como se menciond anteriormente el protocolo de desinfeccion consistio en lavar el
material vegetal con agua y jabon, para sumergirlos posteriormente en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2% la cual contenia 1ml de Tween 20 por cada 100ml de

solucion, agitando durante 5 minutos y juagando con agua destilada estéril.

Para la evaluacion del protocolo propuesto, se realizé seguimiento semanal a la
proliferacion de agentes contaminantes como bacterias u hongos en cada frasco
sembrado, hasta un mes después de la siembra para los meristemos y dos meses para las
semillas; el protocolo usado para la desinfeccion del material vegetal resulto efectivo,
pues se presentd un porcentaje de contaminacion del 5% para las semillas y del 1% para

los meristemos de Flying Dragon.

La contaminacion se presentd, producto del estado del ambiente, principalmente al
momento de la elaboracion de los medios de cultivo (anexo 3.); es decir la
contaminacion fue exdgena, lo cual corrobora que el protocolo de desinfeccion

empleado para el material vegetal fue efectivo.

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

protocolos de esterilizacién de material vegetal para el cultivo in vitro de citricos.
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Ejemplo de lo anterior es la microinjertacion de citricos, en cuyo protocolo de
desinfeccion 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
investigacion en la desinfeccion de semillas para la propagacion in vitro de los patrones
de citricos Citrus volkameriana, Citrumelo swingle y C — 35, utilizando una solucién de
hipoclorito de sodio al 2,5% y Tween 20 obteniendo porcentajes de germinacion 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 acida (Citrus aurantiifolia [Christm.] Swingle.), los
segmentos nodales, donde se encuentran los meristemos, son sumergidos en una
solucién de hipoclorito de sodio y Tween 80, como parte de su protocolo de
desinfeccion, del cual se obtiene como resultado el 70,6% de meristemos asépticos;
resultado que contrasta con el de la presente investigacion ya que pese a ser
implementado en una especie de citricos diferente, se obtuvo un 99% de meristemos

asépticos.

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

en cultivo in vitro.

Imagen 20. A, B, C, D, E y F Germinacion e seillas de Poncirus trifoliata var.
monstruosa (Flying Dragon) en cultivo in vitro (Lozano, 2016).



Los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de germinacion de Flying Dragon

(Imagen 20.) en cada uno de los medios de cultivo durante el tiempo de evaluacion se

pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de germinacion de las semillas de Poncirus trifoliata var.
monstruosa (Flying Dragon) en cultivo in vitro durante el tiempo de evaluacion

(Lozano, 2016).

% % %
Rep Medios de Cultivo Germinaciéon | Germinaciéon | Germinacion
(Tratamiento) 15 dds 30 dds 60 dds
1 Sin Hormona 14,3 33,3 36,6
2 Sin Hormona 10 27,1 36,6
3 Sin Hormona 12,5 29,2 37,5

1 100ml/L Agua de Coco 15,6 33,3 77,8
2 100ml/L Agua de Coco 6,7 20 33,3
3 100ml/L Agua de Coco 6,7 26,7 60
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Andlisis estadistico.

Los mayores porcentajes de germinacion se obtuvieron a los 60 dias después de la

siembra (dds) de las semillas, motivo por el cual con base en dicha informacion se

realizo el analisis estadistico.

Anilisis de la warianza

Variakle M

E= 4j

o

%t Germinacidn 18 0,62 0,35

31,

47

Cunadro de fAnali=is de la Varianza (8C tipo III)

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelao 2231,22 7 318,75 2,29 0,1135
Medios de cultivo 1700,83 5 340,13 2,44 00,1074
BElogue (Repeticidn) 530,52 2 265,29 1,51 00,1989
Error 1391,62 10 139,16
Taotal 3622,84 17

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=33,4547a

Error:

138,1619 gl:

Medio=s de cultivo

g

Medias n

M&5
M&5
M&5
M&5
M&5
M&5

+
+

100ml/L AC
0,3Tmg/L. EC

5in Hormona

+ o+ o+

0,0lmg,/L GA3
3, TmgfL. EC
0, 1mg/L GA3

57,03
39,97
36,90
34,40

.
28,87

27,77

Ly oL Lh oL L L
o

Latrs

=

distintas indican diferenciss significatiwvas (p<= 0,05}

Segun el andlisis de varianza aplicado, para niveles de confianza del 95% se obtiene un

R?el cual se define como el coeficiente de determinacion de 0,62 lo cual implica que el

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

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

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

la distribucion F de Fisher para un nivel de confianza del 95% (Anexo 2.), a partir de las

cuales se discutid si se presento o no diferencia significativa entre los medios de cultivo

0 entre los bloques.
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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 existio diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, pero ya que el valor
arrojado por el R? explica solo en un 62% el analisis, estos resultados se corroboran con

test de Tukey.

Igualmente, la “f calculada” (Fc) obtenida para los bloques (repeticiones) fue de 1,91y
la “f tabulada” (Ft) fue de 4,103; por lo tanto ya que Fc<Ft (0,02<5,143), se establece

que no existi6 diferencia estadistica significativa entre los bloques.

La prueba de comparacion multiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey se
aplico para determinar cudl de los medios de cultivo (Tratamientos) fue mas efectivo,

para la germinacion de semillas de Flying Dragon en cultivo in vitro.

De acuerdo al Test de Tukey y como se evidencia en la Grafica 3, para niveles de
confianza del 95%, no se presenta diferencia significativa entre los medios de cultivo
empleados para la germinacion de semillas de Flying Dragon.

Pese a que no se presentd diferencia significativa, el mayor porcentaje de germinacion 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 ndmero de

investigaciones, empleando agua de coco para la germinacion de semillas.

Entre las investigaciones realizadas en campo, cabe mencionar la realizada por Patifio,
(2011) el cual, obtiene buenos resultados en la germinacion de Dracontium
grayumianum, gracias a la inmersién previa de las semillas en agua de coco, logrando un
porcentaje de germinacion del 50%, superior a la de los demaés tratamientos empleados,

entre los que también se encontraba el uso de acido giberélico.

Otro ejemplo del empleo de agua de coco, para la germinacion de semillas, es la
investigacion realizada por Salazar, et al. (2013), donde obtuvieron un porcentaje en la

49



germinacion in vitro de hibridos de Phalaenopsis (Orchidaceae) del 95,1%, siendo el
medio de cultivo méas eficiente para la germinacion, 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 concentracion de extracto (3,7mg/L), como la de GA3 (0,1mg/L),
presentaron los menores porcentajes de germinacion, los cuales estuvieron por debajo
del 29%; igualmente las concentraciones de 0,01mg/L de GA3 vy de 0,37mg/L del
extracto, presentan un porcentaje de germinacion similar, superior al 34%; estos
resultados sugieren que la concentracion de GA3 presente en el extracto de cebolla

elaborado, fue similar a la encontrada por Diaz et al. (2013).

Sin embargo, para corroborar la concentracién de GA3 tanto en el extracto de cebolla,
como en el agua de coco, habria que realizar un andlisis para poder caracterizar y
cuantificar los componentes presentes en dichos suplementos naturales, empleados en la

elaboracion de los medios de cultivo.

Por esta razon Krikorian (1991) menciona que debido a la variabilidad e imprecision de
la composicion del agua de coco y los diferentes extractos y aditivos naturales, muchos

investigadores, han dejado de usarlos, como suplementos de los medios de cultivo.

% Germinacion

65,651

1.

55,73

45,81+

- I 05z

% Germinacion

T
MES + 100mIL AC M85 + 0,37mg/LEC  M&S Sin Hormona  M&S + 0,01mg/LGA3 MES +37mg/lLEC  MES + 0,1mg/lLGA3
Medios de cultivo

Graéfica 3. Porcentaje de germinacién 60 dias después de la siembra de las semillas de
Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2016).
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Germinacion de semillas en campo

Con el fin de tener un referente para comparar la germinacion de las semillas de Flying
Dragon, determinando la velocidad y el porcentaje de germinacion de las semillas en
campo, se realizaron siembras en camas de germinacion bajo casa malla, ya que como se
menciond anteriormente (p. 18) la informacion existente respecto a este cultivar es
escasa; con base a lo anterior se obtuvieron los resultados que se pueden observar en la
Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de germinacion de las semillas de Poncirus trifoliata var.
monstruosa (Flying Dragon) en campo, durante el tiempo de evaluacion (Lozano, 2016).

% Germinacion
Repeticion | 7dds | 15dds | 22dds | 30dds | 37dds | 45dds 52dds 60dds
1 0 10 33 69 84 99 99 99
2 0 15 29 65 93 93 93 93
3 0 17 42 71 97 97 97 97
4 0 15 73 84 97 99 99 99
5 0 18 36 69 85 100 100 100
6 3 20 56 81 97 97 97 97

Como se evidencia en la gréafica 4, a diferencia de la propagacion por cultivo in vitro, al
sembrar en campo (bajo casa malla), el mayor porcentaje y la velocidad de germinacién

se obtuvo a los 37 y 45 dias después de la siembra.

El promedio del porcentaje de germinacion fue del 97,5 % a los 45 dds, que como se
puede observar, fue superior a los porcentajes de germinacion obtenidos con los

tratamientos implementados en cultivo in vitro.
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Grafica 4. Velocidad y porcentaje de germinacion de las semillas de Poncirus trifoliata
var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2016).

Tanto los resultados obtenidos en campo, como los obtenidos en cultivo in vitro,
contrastan con los resultados obtenidos por Rodrigues et al. (2010) donde se aplican dos
tipos de tratamientos para la germinacion de semillas de Flying Dragon en campo; los
tratamientos empleados consistieron en la remocion del tegumento de la semilla y el
sumergirlas en GA3, antes de su siembra; obtuvieron un porcentaje maximo de
germinacion a los 60 dias después de la siembra; con el tratamiento de inmersion en

GAZ3, obtuvieron un porcentaje de germinacion maximo del 22,5% aprox. y con la

remocion del tegumento de la semilla del 18% aprox.

Imagen 21. A y B Germinacién de semillas de Poncirus trifoliata var. monstruosa
(Flying Dragon) en campo (Lozano, 2016).

La razén por la cual en la presente investigacion se obtuvo un porcentaje de germinacion

superior al de Rodrigues et al. (2010) tanto en campo (Imagen 21.) como en cultivo in
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vitro, puede deberse a la temperatura, pues la proporcionada en cultivo in vitro,
correspondi6 con la obtenida en campo, la cual de acuerdo al seguimiento realizado, fue
de 30+2°C aproximadamente y en la investigacion mencionada, estas pese a recibir
tratamiento térmico de 52°C por 10 minutos, posterior a la siembra, las semillas se

mantuvieron a temperatura ambiente.

Pese a que el porcentaje de germinacion obtenido en cultivo in vitro, es superior a los
resultados obtenidos por Rodrigues et al. (2010), los resultados obtenidos en campo en la
presente investigacion, son superiores; igualmente, como los tratamientos empleados no
presentaron diferencias significativas, es necesario buscar otras alternativas, para
aumentar el porcentaje y disminuir el tiempo en la germinacion de semillas de Flying

Dragon en cultivo in vitro.

Proliferacion de brotes a partir de los meristemos de Poncirus trifoliata var.
monstruosa (Flying Dragon) en cada uno de los medios de cultivo propuestos.

Los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de proliferacion de brotes de los
meristemos de Flying Dragon en cada uno de los medios de cultivo durante el tiempo de

evaluacion son los siguientes:

Tabla 4. Porcentaje de proliferacion de brotes en los meristemos de Poncirus trifoliata
var. monstruosa (Flying Dragon) en cada uno de los medios de cultivo propuestos.

Medios de Cultivo % Proliferacion | % Proliferacion

Repeticion (Tratamiento) de Brotes 15 dds | de Brotes 30 dds
1 Sin Hormona 33,3 50
2 Sin Hormona 25 50
3 Sin Hormona 33,3 41,7

1 0,25mg/L BAP 33,3 58,3
2 0,25mg/L BAP 26,7 75
3 0,25mg/L BAP 33,3 66,7
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100ml/L Agua de Coco 0 6,7
100ml/L Agua de Coco 0 0
100ml/L Agua de Coco 0 6,7

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

30 dias despues de la siembra (dds) de los meristemos, motivo por el cual con base a

dicha informacidn se realiz6 el analisis estadistico.

Anadlisis estadistico.

Analisis de la wvarianza

Variable H

E= ER* A3 CW

%Prolif. Brotes 12 0,98

0,97 11,78

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo 13727,66 5 2745,53 &7,66 «0,0001
Blogue (R) 1,786 2 0,88 0,02 0,97%6
Medio de Cultiwvo 13725,90 3 4575,30 112,75 «<0,0001
Error 243,47 © 40,58
Total 13971,13 11

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=18,00626

Error: 40,5775 gl:
Medio de Cultivo

&
Mediazs n

M&5 + 0, 5mg/L BLP
M&5 + 0,25mg/L BLP
M&5 S5in Hormona
M&5 4+ 100ml/L AC

97,77
66,67
47,23

4,47

A

[ni}

3
3
3 C

3 D

Latras distintas indiecan difevenciszs significstivas (pe= 0,05}

Segun el andlisis de varianza aplicado, para niveles de confianza del 95% se obtiene un

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

observados, considerando esto como muy aceptable.

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

los bloques, las cuales fueron comparadas con la “f tabulada”, segin los valores de la
q p

distribucion F de Fisher para un nivel de confianza del 95% (Anexo 2.), a partir de las
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cuales se discutio si se presentd o no diferencia estadistica significativa entre los medios

de cultivo o entre los bloques.

La “f calculada” (Fc) obtenida para los medios de cultivo (tratamientos) fue de 112,75y
la “f tabulada” (Ft) fue de 4,757; por lo tanto ya que Fc>Ft (112,75>4,757), se establece
que si existio diferencia estadistica 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 existié diferencia estadistica significativa entre los bloques.

La prueba de comparacion multiple de medias de acuerdo con el criterio de Tukey se
aplico para determinar cudl de los medios de cultivo (Tratamientos) fue mas efectivo,

para la proliferacion de brotes, a partir de los meristemos de Flying Dragon.

De acuerdo al Test de Tukey y como se evidencia en la Grafica 5, para niveles de
confianza el 95% se presenta diferencia significativa entre todos los medios de cultivo
empleados para la proliferacion de brotes, siendo el medio de cultivo M&S
suplementado con 0,5mg/L de Bencilaminopurina (BAP), el tratamiento mas efectivo,

con un 97,7% de brotes proliferados.

% Proliferacion de Brotes
106,254

79,724

—T¢C

% Frolif. Brotes
(4]
[
T

26,571

’:|:|D

T T
M&S + 0,5mg/l BAP  M&5 + 0,25mg/L BAP M&S Sin Hormona M&S + 100mlL AC

0,00

Medio de Cultivo
Graéfica 5. Porcentaje de proliferacion de brotes 30 dias despues de la siembra de los
meristemos de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2016).
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Estos resultados son similares a los alcanzados por Van Le et al. (1999), con Poncirus
trifoliata Raf L., obteniendo una regeneracion de brotes del 87% a partir de células
ubicadas en los entrenudos de plantulas no mayores a un afo, utilizando una

concentracion de BAP 25uM en el medio de cultivo.

Igualmente Santiana (2014), obtiene un porcentaje maximo de proliferacion de brotes en
el 80% de los meristemos de lima &cida (Citrus aurantiifolia [Christm.] Swingle.), 28

dias después de establecerlos en cultivo in vitro, utilizando 0,25mg/L BAP.

Dicha situacion comprueba la eficacia del uso de la Bencilaminopurina en la
proliferacion de brotes in vitro a partir de meristemos de citricos, pero evidencia también
que cada especie y protocolo presentan requerimientos nutricionales y condiciones

especificas para su desarrollo mediante cultivo in vitro.

Asi mismo el tratamiento que presento el porcentaje mas bajo de proliferacidn 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

ningun tipo de suplemento.

Jarret (1991) menciona un resultado similar al obtenido en la presente investigacion, al
propagar por cultivo in vitro, meristemos de camote; en los resultados obtenidos en
dicha investigacion, el agua de coco reprimi6 tanto la proliferacion de brotes como el
crecimiento de raices (p. 424); asi mismo menciona que esto puede deberse a altas
concentraciones de citoquininas presentes en el agua de coco, las cuales inhiben la

formacion de brotes (p. 431).

Esta situacion es dificil de comprobar, ya que el agua de coco es una solucién, que
puede variar tanto en el tipo de compuestos, como la cantidad; lo anterior depende de la
fenologia, fertilizacion, ubicacion y un sinfin de caracteristicas especificas de la planta
de donde se extrajo el material vegetal (AC).
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Debido a esta variabilidad en la composicion del agua de coco (AC), es dificil discutir el
motivo por el cual su uso como suplemento en el medio de cultivo no favorecié la

formacion de brotes, inhibiendo el desarrollo de los meristemos de Flying Dragon.

Algunos de los meristemos en los que si se presento proliferacion de brotes, se pueden

observar en las Imagenes 22. y 23.

Imagen 22. A, B y C Proliferacion de brotes a partir de los meristemos de Poncirus
trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Lozano, 2016).

Imagen 23. A, B, C, D, E y F Proliferacion de brotes a partir de los meristemos de
Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon) (Vista con Estereoscopio) (Lozano,
2016).

57



CONCLUSIONES

El protocolo utilizado para la desinfeccion de semillas y yemas de Poncirus trifoliata
var. monstruosa fue efectivo, ya que se presenté un porcentaje de contaminacion del 5%

en las semillas y del 1% para los meristemos, lo cual se considera como aceptable.

No se presentd diferencia estadistica significativa entre los medios de cultivo
(tratamientos) evaluados para la germinacion de semillas de Poncirus trifoliata var.
monstruosa, razon por la cual no se pudo determinar cual de los medios de cultivo

(tratamientos) evaluados es el mas adecuado.

El mayor porcentaje de germinacion in vitro de las semillas de Poncirus trifoliata var.
monstruosa se obtuvo en el medio de cultivo Murashige & Skoog suplementado con

100ml/L de agua de coco, con 57,03% de semillas germinadas.

Los resultados obtenidos en la germinacion in vitro, son inferiores a los obtenidos en la
germinacion de semillas en campo, evidenciandose la necesidad de evaluar otras
alternativas para aumentar el porcentaje y la velocidad de germinacion de las semillas de

Poncirus trifoliata var. monstruosa en cultivo in vitro.

Al emplear suplementos o fuentes naturales de hormonas, como las utilizadas en la
presente investigacion en cultivo in vitro, es necesario realizar un analisis cualitativo y
cuantitativo, en cuanto a sus componentes, para poder comprender la dinamica de los

resultados obtenidos con ellas.

El medio de cultivo (tratamiento) mas apropiado para la proliferacion de brotes a partir
de meristemos de Poncirus trifoliata var. monstruosa es el medio Murashige & Skoog
suplementado con 0,5mg/L de Bencilaminopurina (BAP), ya que con él se obtuvo un

porcentaje de 97,7% de brotes proliferados.

El agua de coco usada como suplemento del medio de cultivo para la proliferacion de
brotes a partir de meristemos de Poncirus trifoliata var. monstruosa, presento un efecto

inhibitorio, siendo el tratamiento con el menor porcentaje de brotes proliferados.
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RECOMENDACIONES

Evaluar protocolos de desinfeccidn, tanto para semillas, como para yemas de Poncirus
trifoliata var. monstruosa, disminuyendo la concentracion de hipoclorito de sodio y
Tween 20 empleados en la solucion de inmersion del material vegetal, para asi
determinar si con menores concentraciones de estos dos compuestos, se pueden obtener

resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion.

Implementar diferentes técnicas como la eliminacién de la testa de la semilla, el uso de
otras concentraciones de hormona y diferentes rangos de temperatura, entre otros, para
aumentar el porcentaje y la velocidad de germinacion in vitro de las semillas de

Poncirus trifoliata var. monstruosa.

Evaluar el nimero de brotes proliferados a partir de meristemos de Poncirus trifoliata

var. monstruosa y no solo el porcentaje de proliferacion.

Evaluar protocolos en el medio de cultivo, para el enraizamiento in vitro de los brotes
obtenidos a partir de los meristemos de Poncirus trifoliata var. monstruosa, los cuales se
pueden realizar evaluando diferentes concentraciones de una auxina que promueva el

desarrollo de raices como el acido indolbutirico.
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ANEXOS

Anexo 1. Cotizacion semilla de Poncirus trifoliata var. monstruosa (Flying Dragon).

VIVERG
N Y rutales
derCroplce
NiT. 1068.744.988-6

Fusagasuga, 20 de Noviembre de 2015

Seifiores
LORENA LOZANO
La Ciudad

Ref. Cotizacion Semilla Fly Dragon
Cordial saludo,

Por medio de la presente me permito poner a su disposicion costo de la semilla de Flying

Dragon
N° | CANTIDAD UNIDAD DE VALOR
MEDIDA
1. 1 Kilogramo $ 1.000.000

FORMA DE PAGO. Contra entrega
VALOR DE LA OFERTA: 30 dias

Quedo atento a cualquier duda e inquietud

Cordialmente

Julian Carfillo Romero Davila
Nit 1.069.744 988-6

Km 62.9 Chinauta Via Melgar TOLIMA
321429 2576-311 262 3729
Email: viverofrutalesdeltropico@hotmail.com
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Anexo 2. Valores F de la distribucién F de Fisher para 95% de confianza

Tabla 5. VALORES F DE LA DISTRIBUCION F DE FISHER

1 - =095 V1 = grados de libertad del numerador
1-a=Pi{Fzf,..) vy = grados de libertad del denominadaor
Vg ¥ 1 2 3 4 5 i} T a8 ] 1D 11 12 i3 14 15 16 17 18 18 20
1 161,446 199490 25707 224583 230160 233988 236767 235884 240543 241882 24208081 243005 244690 245363 245049 246466 246017 247324 247658 2458016
2 15513 19000 194684 192347 19298 10329 19353 1937 19385 19396 19405 192442 194139 1048248 10429 10433 10437 10440 1904843 10446
3 10128 o552 93277 17 9013 a.041 B.3BT B.A4S Eai2 B.7BS B.TE3 BE.745 BE.729 B71S 703 B.602 B.6E3 BETS B.&6ET B.EED
4 T7.708 6044 E.591 6358 6255 6.163 E.00 E.041 £9z0 E984 E93E E912 5801 5873 5.858 5844 5832 BB EE11 EEB03
5 6608 5768 5.4 S92 5050 4,050 4876 4818 4772 4735 4.704 4676 4655 4636 4619 4 6504 4.500 45T 4 565 4555
L] soET 5143 4757 4534 4 387 4284 4207 4147 4059 4.060 4027 4.000 3976 1956 3938 3932 1908 1806 3684 AET4
T 5.8 4737 4,347 4120 34972 3.556 3787 1736 3677 3637 3603 3575 3.550 1539 3511 3.404 3480 J4ET 3455 3445
B 5318 4.453 4065 3838 3688 3.5 3.500 3438 33858 3.347 3313 3284 3.288 3237 3218 3202 3187 3173 31641 3150
a 2117 4 255 2LBE3 3633 3482 3374 3283 3230 3178 3137 3102 3073 3.045 3025 3.006 2988 24974 2.960 2.945 2835
10 4 0ES 4103 3708 3478 3326 3217 3135 iam2 3.020 2978 2943 2913 2 887 2865 2845 2838 2812 2708 2785 2774
11 4,844 J.ea2 AL5ET 3357 3204 3085 3012 2945 2,386 2854 2418 2. 785 2761 2738 2718 2701 2685 26T 2655 2645
12 4747 3.885 3490 328 3108 2.008 2913 2849 2706 2753 2717 2 687 2 660 2637 2617 2500 2583 2568 2555 2544
13 4667 3.806 341 317 3025 2915 2832 2767 2714 2671 2635 el 2577 2.554 2533 2515 2489 2484 24T 2458
14 4600 iTa 344 a2 24958 2.54E 2764 1] 2 646 2 602 2565 2534 2 507 2484 2 463 2445 2428 2413 2.400 2388
15 4.543 3682 L2487 3056 290 2.790 2707 2641 2.585 2544 2.507 2475 2445 2424 2403 2385 2.368 2353 2.340 2328
16 4 494 3634 323 007 2.852 2741 2657 2501 25358 2 404 2 456 2425 2387 2373 2352 2333 2317 2.302 2288 2276
17 4451 .02 3197 2865 2.810 2.688 2614 2.548 2404 2450 2413 2381 2353 2329 2.308 2289 2272 2257 2243 2230
18 4414 3.555 3180 2828 2773 2.661 2577 2510 2 456 2412 2374 2342 2314 2280 2269 2250 2233 2217 2203 218
18 4.3 3522 3127 2893 2.740 2.626 2.544 2477 2423 2376 2340 2308 2280 2256 2234 2215 2158 2182 2165 2155
20 4351 3493 3.098 2.BES 2T 2500 2514 2447 2 383 23458 2310 2278 2250 2235 2203 2 184 2167 2181 2137 2124
21 4.325 3467 072 2.840 2685 2573 2488 2420 2.366 2.3 2283 2.250 2232 2187 2176 2156 2138 2123 2109 2056
22 4.301 3443 3049 2817 2,661 2.540 2464 2387 2342 2207 2250 2226 2188 2173 2181 213 2114 2008 2.084 20mM
23 4273 3422 2.028 2795 2,640 2.526 2442 23735 2.320 2275 2236 2204 2175 2150 2128 2109 209 2075 2.061 2045
24 4260 3403 3,009 2776 2.6 2.508 2423 2355 2.300 2255 2216 2183 2155 2130 2108 20858 2.0 2.054 2.040 2027
25 4242 33685 2.2 273 2603 2.490 2405 2337 2282 2236 2188 2165 2136 2111 2.089 2068 2031 20335 2.0 2007
28 4225 33638 2873 2743 2.5687 2.474 2385 231 2265 2220 2181 2145 2118 2084 2072 2052 203 2018 2.003 1880
27 4210 3354 2,560 2728 2.572 2.450 2373 2305 2.250 2204 2.166 2132 2103 2078 2.056 2036 2018 2.002 1.987 1974
28 4. 195 3.340 2,847 2.4 2.553 2445 2358 221 2236 2180 2131 2118 210689 2.064 2041 2.0 2.003 1.987 1.972 1858
28 4. 183 3323 2,834 2. 2.545 2.432 2346 2278 2223 2177 2138 Z 104 2075 2.050 2027 2007 1988 1973 1.958 19435
30 4.1 3316 2822 26590 2534 2421 233 2266 2211 2165 2126 2.082 21063 2037 20135 1.985 14976 1.960 1.945 1832
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Anexo 3. Contaminacion en los medios de cultivo.
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