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DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA PARA EL ESTABLECIMIENTO IN

VITRO DE LIMONCILLO (Swinglea glutinosa)

Palacio Dayan, 2019. Desarrollo de una metodologia para el establecimiento in
vitro de Limoncillo (Swinglea glutinosa). Tesis Ingenieria agronémica en cultivos
tropicales. FCA. UP

RESUMEN

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Panama, durante los
meses de octubre del 2018 y junio de 2019. El objetivo fue el de evaluar la
respuesta de Swinglea glutinosa (limoncillo) a la micropropagacion, a través de
apices y yemas axilares provenientes de la germinacion in Vitro de semillas
gamicas y su respuesta ante la presencia de reguladores de crecimiento (Acido
giberélico, Bencilaminopurina y Acido Indolbutirico). Estas semillas para su
desinfeccidn fueron sumergidas en una solucion de Hipoclorito de Sodio (NaCLO)
a una concentracion de 1.25% durante distintos tiempos de inmersién (15 y 30
minutos). Se utilizd6 un disefio completamente al azar. Para las tres etapas se
utilizé el medio basico Murashige y Skoog (1962) suplementado con reguladores
de crecimiento: Acido Giberélico (1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l), Bencilaminopurina (1mg/I,
2 mg/l), Acido Indolbutirico (0.1 mg/l). El efecto de los tratamientos fue evaluado
durante cada una de las etapas del cultivo in vitro (Establecimiento y
Multiplicacion). Los mejores resultados para el efecto desinfectante del Hipoclorito
de Sodio (NaCLO) se lograron con una inmersion de 30 minutos. El andlisis de
varianza realizado mediante el sistema computacional SAS: En la etapa de
establecimiento el tratamiento que mayor altura de planta alcanzo fue AG 1 ppm
con una media de 4.54cm. Se encontraron diferencias altamente significativas en
la produccion de hojas y brotes con la aplicacion de BAP (1, 2) ppm en la etapa
de Multiplicacion. La mayor tasa de produccion de brotes se alcanzo en el primer
subcultivo con un Coeficiente de Multiplicacion (CM) de 2.63.

Palabras clave: Swinglea glutinosa, Acido Giberélico, Bencilaminopurina, Acido
Indolbutirico, semilla gamica.
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DEVELOPMENT OF A METHODOLOGY FOR IN VITRO ESTABLISHMENT OF
Swinglea glutinosa.

Palacio, Dayan, 2019. Development of a methodology for in vitro establishment
of Swinglea glutinosa.

ABSTRACT

This research was carried out in the Plant Biotechnology Laboratory of the Faculty
of Agricultural Sciences of the University of Panama, during the months of October
2018 and June 2019. The objective was to evaluate the response of Swinglea
glutinosa (lemongrass) to the micropropagation, through apexes and axillary buds
from in vitro germination of gamic seeds and their response to the presence of
growth regulators (Gibberellic Acid, Benzylaminopurine and Indolbutyric acid).
These seeds for disinfection were immersed in a solution of Sodium Hypochlorite
(NaCLO) at a concentration of 1.25% during different immersion times (15 and 30
minutes). A completely randomized design was used. For the three stages, the
basic medium Murashige and Skoog (1962) was used, supplemented with growth
regulators: Gibberelic Acid (1 mg /1,2 mg/ I, 3 mg /1), Benzylaminopurine (1mg /
l,2mg /1), Indolbutyric Acid (0.1 mg /). The effect of the treatments was evaluated
during each of the stages of in vitro culture (Establishment and Multiplication). The
best results for the disinfectant effect of Sodium Hypochlorite (NaCLO) was
achieved with a 30 minute immersion. The analysis of variance carried out through
the SAS computer system: In the establishment stage the treatment that reached
the highest plant height was AG 1 ppm with an average of 4.54cm. Highly
significant differences in leaf and shoot production were found with the application
of BAP (1, 2) ppm in the Multiplication stage. The highest rate of shoot production
was reached in the first subculture with a Multiplication Coefficient (CM) of 2.63.

Keywords: Swinglea glutinosa, Gibberellic Acid, Benzylaminopurine, Indolbutyric
acid, gamic seeds.
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1. INTRODUCCION

Dentro de la agronomia se manejan un gran niumero de plantas, de las cuales la

mayoria estan destinados al consumo y a la alimentacién humana y animal.

Actualmente también se cultiva una gran variedad de plantas con fines
ornamentales, las cuales se comercializan con fines decorativos ya que poseen

muchas caracteristicas estéticas.

Dentro de las plantas ornamentales también son cultivadas aquellas plantas

destinadas para el establecimiento de cercas vivas.

Las barreras generalmente se cultivan en curvas a nivel, principalmente en las
laderas, con el propésito de controlar la erosién. Poseen la caracteristica de que
se manejan tupidas, en los surcos con alta densidad; por este motivo actian como

barreras. (Garcia, 2011).

El uso de barreras vivas para la proteccion perimetral de predios y fincas se ha
hecho muy popular en nuestro medio durante los ultimos afios, sumado a esto las
mismas contribuyen a reducir la erosién, ya que, estas retienen la tierra que

arrastra el agua.

La especie Swinglea glutinosa, conocida cominmente como Limoncillo pertenece
a la familia Rutaceae. Esta familia abarca un gran niamero de géneros y especies,
entre ellos Citrus, Poncirus y Fortunella son los géneros mas explotados
comercialmente a nivel mundial, sin embargo, hay otros menos abordados, como

el género Swinglea cuya Unica especie es S. glutinosa.



El principal uso del limoncillo ha sido para la implementacién de cercas vivas para
proteccién perimetral, barreras rompe viento y también con fines ornamentales

debido a su héabito de crecimiento y resistencia a la poda.

Las cercas vivas elaboradas con limén ornamental, en este caso en especifico
con limoncillo o limén Swinglea, se caracterizan por ser vistosas, muy cerradas y
bastante espinosas, lo que hace que sean muy decorativas y a la vez bastante
seguras. Se adapta facilmente a las condiciones climaticas en la zona tropical.
Ademas, la produccion de biomasa puede funcionar como abono verde en el

predio.

Una de las principales limitantes a la hora de producir plantas ornamentales es la
utilizacién de una técnica que permita la propagacion masiva y de forma rapida de
las plantas y que las mismas estén en buenas condiciones de sanidad y que

conserven su identidad genética.

La propagacion del limoncillo tradicionalmente se hace a través de sus semillas
sexuales. Generalmente presenta dificultades como lo son una baja tasa de
germinacion o plantas débiles que posteriormente no se adaptan a condiciones

de campo.

Poner en practica otra metodologia de propagacion eficaz del limoncillo, resulta
de gran importancia en la agricultura. Mediante la utilizacion de la Biotecnologia
Vegetal y la técnica de micropropagacion se ha logrado cultivar de manera in vitro
un sin numero de especies vegetales de manera exitosa, por lo que utilizar estas

técnicas para la micropropagacion del limoncillo puede ser una interesante opcion



en la busqueda de implementar una metodologia estandarizada, donde las plantas

puedan propagarse masivamente en muy corto tiempo

La Biotecnologia Vegetal es un conjunto de técnicas fundamentadas en diferentes
ciencias. Se recurre al cultivo de tejidos cuando se busca una produccion masiva
de una determinada planta. Para llevarlo a cabo se debe tomar una porcion

(explante) de una planta madre.

Para esta investigacion se utilizaron semillas gamicas de limoncillo germinadas in
vitro, para entonces, a partir de ellas obtener brotes y yemas axilares las cuales

se utilizan como explantes iniciales en la etapa de establecimiento.

Con el uso de la micropropagacion se asegura que las futuras plantulas estén
libres de patégenos y en buen estado; debido a que al ser cultivadas bajo
condiciones totalmente asépticas se puede evitar la presencia de patégenos que
atacan al cultivo generalmente en etapas iniciales y durante su crecimiento,
también con la micropropagacién se consigue una multiplicacién mas rapida en

comparacién con los métodos convencionales y se mantiene la identidad genética.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El limén Swinglea ha tomado valor e importancia hoy en dia, se ha caracterizado
por su gran utilidad tanto como para barreras viva para le seguridad de las fincas

ademas de servir para el embellecimiento de ciertas zonas.

El limoncillo es un arbol que resulta ser de mucho beneficio para los productores,
personas con grandes extensiones de terreno, ya que funciona excelente como
barreras vivas, resulta bastante decorativo, es resistente a la poda y también
funciona como abono verde al igual que ayuda a la fijacion del Nitrégeno en el

suelo.

El uso de cercas vivas en Centroamérica es una practica coman dentro de las
fincas. Las cercas vivas se definen como lineas de varios arboles o arbustos sobre
los cuales se fijan varios hilos de alambre con la finalidad de establecer los limites
de un territorio y los cultivos agricolas y dividir extensas areas de potrero en areas

mas pequefias. (Budowski y Russo 1993).

Durante los ultimos afios se ha incrementado la demanda de plantones de
limoncillo, fundamentalmente para el establecimiento de cercas vivas, ya que, por
ser una especie que produce espinas largas, garantiza la seguridad perimetral de
los linderos de propiedades o fincas. Es importante agregar que, si se maneja

correctamente la poda, también ofrece un aspecto estético muy llamativo.

La produccion de plantones de limoncillo es cada vez mas reducida ya que los
métodos utilizados tradicionalmente para su propagacion no estan dando los

resultados esperados, teniendo una baja tasa de germinacion.



1.2 Antecedentes

Swinglea glutinosa es originaria de Filipinas, donde el uso que se le daba a esta
planta era con fines medicinales, utilizando el jugo de la fruta para tratar
afecciones de la piel. Otros estudios han demostrado que los extractos de esta
especie tienen propiedades antiplasmodiales (actividad contra bacterias del
género Plasmodium). Se ha demostrado que los extractos de aceites esenciales
de esta especie tienen actividad anti tuberculal (accién bacteriostatica contra
Mycobacterium tuberculosis) in vitro. En el continente asiatico esta reportada con

actividad anti fungica (actividad contra hongos).

1.3 Justificacion

La propagacion de este arbusto por lo general se realiza de dos formas, la primera
de ellas es la propagacion por semilla gamica y la segunda es mediante la

utilizacién de esquejes.

La propagacion por semilla gamica consiste en colocar las semillas previamente
extraidas de sus frutos y colocadas en un sustrato para su germinacion. Este
método al igual que la propagacion por esqueje no muestran los resultados
esperados ya que se da una baja tasa de germinacién de las semillas o los
esquejes utilizados no generan brotes nuevos. Estos resultados negativos

también pueden ser debido a factores propios de la semilla que se utiliza, o a que



no se le brindas los cuidados técnicos necesarios para la germinacién tal como es

el tipo de sustrato ideal.

Para su propagacion mediante semilla gamica se debe resaltar que las semillas
de limoncillo estan recubiertas por un gel primeramente y luego de una testa que
es una capa derivada del tegumento externo de la semilla. Estas estructuras que
posee la semilla hacen que sea mas dificil para el embrién poder germinar como
se desea, debido a que la testa es por lo general una capa de consistencia dura 'y
resistente y su principal funcién es la de proteger a la semilla ante condiciones

climaticas desfavorables.

Ambas vias tradicionales de propagacion de limoncillo dan como resultado una

baja tasa de germinacion y un bajo porcentaje de plantas establecidas.

Para satisfacer la demanda actual de limoncillo por sus beneficios como cerca viva
es necesario contar con una buena cantidad de plantones y estos en perfecta

condiciéon de sanidad.

La manera mas conveniente para la produccion masiva de plantas y libres de
enfermedades es mediante las técnicas de Biotecnologia Vegetal. Para esto la
realizacion de este trabajo es para poder determinar cual es la mejor manera o
encontrar un protocolo util para la correcta y mejor propagacion in vitro de S.

glutinosa.

La justificacion de este trabajo de investigacion estad orientada a utilizar otra
alternativa para propagar el limoncillo en condiciones asépticas y evaluar asi su

respuesta ante dicha metodologia.



1.4 OBJETIVOS
1.4.1 OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la respuesta del limoncillo Swinglea glutinosa a la

micropropagacion a través de apices y yemas axilares provenientes de

la germinacioén in vitro.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Valorar el efecto desinfectante del Hipoclorito de sodio al 1.25% y

distintos tiempos de inmersion sobre la desinfeccion de semillas
gamicas de limoncillo S. glutinosa.

e Determinar el efecto de diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento en el medio Murashige y Skoog, sobre el establecimiento in
vitro del limoncillo.

e Evaluar la tasa de produccién de brotes de limoncillo a diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento en el medio Murashige

y Skoog.



1.5 HIPOTESIS

Ho: No existen diferencias significativas entre los tratamientos con distintas
concentraciones de reguladores de crecimiento sobre el establecimiento y

multiplicacion de S. glutinosa.

Ha: Existen diferencias significativas entre los tratamientos con distintas
concentraciones de reguladores de crecimiento sobre el Establecimiento y

Multiplicacion de S. glutinosa.

1.6 ALCANCES Y LIMITACIONES

1.6.1- ALCANCES

Con la realizacion de esta investigacion se puede determinar la respuesta del
limoncillo a la micropropagacién. Generalmente durante la primera etapa que es
la de establecimiento se presenta un alto nivel de contaminacion in vitro, con el
presente estudio se puede determinar la manera correcta de llevar a cabo el

establecimiento, superando con éxito el problema de la contaminacion.

Ademas de conocer la respuesta que tienen los explantes al ser sometidos a
técnicas de micropropagacion, se podran estimar datos numéricos sobre el

promedio de la densidad de plantulas que pueden llegarse a obtener.



El resultado de esta metodologia favorece a los viveristas y personas interesadas
en limoncillo, gracias a que, pueden obtener un nimero de plantas superior y en
menos tiempo a los que generalmente se producen de manera convencional las
plantas de esta especie. Aunado a esto estaran seguros de obtener plantas sanas

libre de enfermedades.

1.6.2 LIMITACIONES

En Panama no existen estudios de investigacién acerca de la micropropagacion
de Swinglea glutinosa; por lo que se hizo necesaria la inversion de tiempo en
encontrar las técnicas que mas se adecuan para el establecimiento y propagacién

in vitro de esta especie.

Se debe contar con un laboratorio equipado correctamente para poder realizar las

labores correspondientes a esta técnica de propagacion.

En las préacticas de laboratorio de Biotecnologia, es importante mantener una
asepsia total a la hora de la preparaciéon de los medios de cultivos, que seran la
fuente de nutrientes para las semillas y futuras plantulas. De igual manera la
manipulacién de los tejidos vegetales se debe realizar con mucho cuidado y en
condiciones asépticas, de lo contrario se presentan contaminaciones en el

material cultivado



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Origen y Distribucién de Swinglea glutinosa

2.1.1- Origen de Swinglea glutinosa

Swinglea es un género monotipico de plantas, pertenece a la familia Rutaceae.
Swinglea glutinosa es la Unica especie y es exclusivamente originaria del

continente asiatico y es endémica en Filipinas.

El “Tabog”, como se conoce esta especie en Filipinas, oriundo de la Isla Luzon.
Se intento utilizar esta especie la cual crecia al aire libre en Manila, como patrén

de injerto de vastagos de Citrus, pero fue imposible.

2.1.2- Distribucion

Fue introducida en América después de la primera guerra mundial en los paises
de Sudamérica y Centroamérica, donde fue introducido inicialmente a Colombia
por los productores de cafa, principalmente se encuentra distribuida en las zonas
célidas y cafetaleras. En el departamento de Cundinamarca se cultiva en el valle
del Rio Magdalena en los municipios comprendidos entre Girardot y Puerto Salgar
desde donde fue distribuido hacia América latina. Cominmente S. glutinosa es
utilizada mayormente conocida como limoncillo o limén ornamental es utilizada

como cercas vivas o setos. (Segovia et al., 2000).

Desde la primera guerra mundial el limoncillo se ha introducido a muchos paises

de América central y del sur.
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El limoncillo fue reportado en Panama por primera vez en los jardines
experimentales de Las cumbres, dentro de la zona del Canal por J.E Haggins, s.f.

(University of California Riverside, s.f)

En el pais, S. glutinosa ha tomado importancia tanto para fines agricolas como
ornamentales, ya que es utilizada como barreras vivas y como decoraciones en
parques y jardines. Hasta el momento, en Panama no se cuenta con registros ni
datos acerca plantas de limoncillo que hayan sido propagadas por métodos de

laboratorio a través del cultivo de tejidos.

2.2 Descripcion Botanica
e Género: Swinglea

e Especie: glutinosa

Swinglea glutinosa es un arbol perteneciente a la familia Rutaceae, esta familia
abarca un gran niumero de géneros y especies, sin embargo, el género Swinglea
es el menos abordado y explotado comercialmente, el cual posee una sola

especie (S. glutinosa).

Fue traido hasta América desde el Sureste de Asia. En la actualidad se utiliza
como planta ornamental mayormente en Colombia y como barrera viva en las

zonas rurales y de cultivos y ganaderia.

Este arbol posee frutos que no son comestibles, pero tienen un olor agradable. Se
distribuye entre 0 y 1500 metros sobre el nivel del mar, donde la temperatura se

eleva hasta los 37°C en verano y desciende a -6°C.
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2.3- Caracteristicas Botanicas

2.3.1- Altura

La planta Swinglea glutinosa es un arbusto lefioso que crece hasta 15 metros de

altura y 40 centimetros DAP (didmetro del arbol) y es de un tronco no muy grueso.

2.3.2 Hojas

Miden 15 centimetros de largo por 40 centimetros de ancho, son alternas
compuestas y estan formadas por tres foliolos; con un foliolo terminal del doble

del largo que los otros, de color verde oscuro.

2.3.3 Inflorescencia

Sus flores miden 1.5 centimetros de largo por un centimetro de ancho, sus pétalos
son de color verde amarillento, su caliz es de color verde, su gineceo tiene forma
de pequenias botellas y estan dispuestas en inflorescencias en forma de pequefios

racimos terminales

2.3.4 Fruto

Sus frutos miden 10 cm de largo por 7 cm de didmetro, tienen forma eliptica, su
superficie es rugosa y su color es verde, parecidos a un limén grande, su cascara
es gruesa, son fragantes, su pulpa es de color amarillo y cada uno de los frutos

contiene numerosas semillas.
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2.3.5 Semillas

Las semillas de S. glutinosa miden 10 mm de largo, 5 mm de ancho y 1 mm de
grosor, son de color amarillo y algo aplanadas, tienen forma de elipse y conservan

algo de fibra en su interior.

2.4 Ecologia de Swinglea glutinosa

2.4.1 Suelo

Un suelo ideal para que crezca y se desarrolle bien este arbusto deben ser suelos
bien drenados, aireados y fértiles con Ph entre 5y 7, con buena disponibilidad de
elementos mayores, especialmente fosforo, potasio y calcio y bases

intercambiables. (Institucién Educativa Presbitero Daniel Jordan, 2006)

2.4.2 Riego

Generalmente después de los 6 meses del plantado definitivo, y hasta el primer
afo por lo menos, es recomendable el riego regular, a partir de alli el riego se hace

necesario en los momentos de sequias.

2.4.3 Usos

Este arbol es utilizado principalmente para la implementacién de cercas vivas
dentro de los terrenos agricolas y pecuarios y de igual manera se utiliza con fines

ornamentales, decorativos debido a su tipo de crecimiento.
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Son multiples los beneficios que brinda este arbol al ser usado dentro del
sector agropecuario. Por otro lado, en Filipinas también es utilizado con fines
medicinales para tratar afecciones de la piel. También se ha demostrado que
los extractos de aceites esenciales de éste arbol tienen accion anti tuberculal

in vitro.

2.4.4 Temperatura

Se adaptan en climas donde la temperatura media es de 20 a 24°C y lluvia anual

de 800 a 2000 mm.

2.4.5 Fotoperiodo

Recientes investigaciones han comprobado que la luz es un factor fundamental

en la morfogénesis (Villalobos et al.,1984).
Son bastantes exigentes en luz debido a que es una especie de crecimiento
rapido.

2.5 Historia del Cultivo de Tejidos

El cultivo de tejidos se desarroll6 a partir del siglo XIX aproximadamente, con los
primeros intentos realizados por Sacks (1960) y Knops (1961), quienes prepararon
una solucion nutritiva de sustancias inorganicas que contenian los principales
nutrientes para las plantas superiores; esta solucion es utilizada desde entonces

por muchos investigadores.
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El cultivo de tejidos estd compuesto por una serie de técnicas que permiten la
propagacion y multiplicacion de especies vegetales. Dichas técnicas se basan
principalmente en aprovechar la totipotencia que tienen las células vegetales,
sobre todo y mas importante generar plantas sanas, libres de microorganismos

como virus, bacterias y hongos.

Las técnicas del cultivo de tejido incluyen la utilizacion de un explante, el cual es
extraido de una planta madre, estos explantes pueden ser protoplastos, células

organos Y tejidos.

Cuando nos referimos a el cultivo in vitro de vegetales se refiere a que todo el
proceso de las plantas se llevara a cabo dentro de recipientes especiales para
este fin 0 en tubos en donde la planta se le brindard un ambiente artificial para su

desarrollo.

Para realizar el cultivo de tejidos es importante tener en cuenta las caracteristicas
de dicha técnica, las cuales son: un manejo estricto de la asepsia, luz, temperatura
y humedad relativa; que son los factores que van a influir en el crecimiento y

desarrollo de las plantas.

La importancia del cultivo de tejidos radica en que se pueden generar plantas
sanas, en un tiempo relativamente corto y que también pueden ser mejoradas
para el beneficio de la poblacion con la ayuda de la Biotecnologia Vegetal, al igual
gue generar informaciéon y nuevos descubrimientos de mucho beneficio para el

futuro.
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2.5.1 Fundamentos del cultivo de tejidos vegetal

Una buena respuesta en los cultivos in vitro dependeréa de los fundamentos

principales que son:

2.5.2 Totipotencia celular

La totipotencia es una caracteristica de las células de las plantas, la cual permite
gue, a partir de una Unica célula, se genere una planta nueva genéticamente igual
a la planta madre, todo este proceso sin la necesidad que intervengan ningun tipo
de fusion de células de tipo sexuales o gametos, como principalmente se forma
una nueva planta. La totipotencialidad celular es caracteristico de un tipo de
células vegetales conocidas como células meristematicas. Las células
meristematicas son aquellas que estan situadas tanto en el apice del tallo como
en el apice de las raices. De estas células meristematicas empiezan a

diferenciarse nuevas células y va dando forma a las nuevas partes de la planta.

Gracias a técnicas de cultivo in vitro se puede hacer que una célula de la hoja,

tallo, o raiz recupere la totipotencia del cigoto.
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2.5.3 Desdiferenciaciéon / Rediferenciacion

La Desdiferenciacion es la perdida de la capacidad de especializacion y formar
los 6rganos de una planta, es decir que las células diferenciadas terminales las
cuales tienen una funcion especifica realizan un proceso inverso en donde

vuelven a un estado menos diferenciado.

Las células adultas vivas, aunque hayan alcanzado estabilidad y especializacion
fisiologica pueden volver a tener accibn meristematica cuando son
adecuadamente estimuladas. Ocurre naturalmente en las plantas cuando se
originan los meristemas secundarios. Por ejemplo, el felégeno, meristema
encargado de la formacion de los tejidos de proteccidn secundarios, se originan

por desdiferenciacion de células epidérmicas y/o subepidérmicas.

Por otro lado, la rediferenciaciéon es la formacién de nuevas células con la
capacidad de diferenciarse y formar células con funciones especificas en la planta

a partir de aquellas que estuvieron desdiferenciadas.

2.5.4 Reguladores de crecimiento vegetal

El cultivo de tejido vegetal tiene que tener las hormonas necesarias o bien para la
organogeénesis (para crecer parte aérea 0 subterrdnea) o bien para la
embriogénesis (para regenerar un individuo completo), estas hormonas cambian
en concentracion dependiendo de la planta, aunque, las familias hormonales
relacionadas al crecimiento vegetal son auxinas, citocininas y giberelinas. Con la
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correcta adicion y balance de estas hormonas se obtiene un cultivo totipotente.

(Contreras R. , 2013)

Inicialmente una concentraciébn mayor de auxinas con relacion a citocininas
beneficia a la induccidon de células totipotentes, luego para el proceso de
multiplicacion celular se hace necesario un aumento en las concentraciones de

citocininas.

Cuando se hayan formado las plantulas se le debe seguir brindando las
condiciones necesarias para su crecimiento y nutricion, brindandole las hormonas
gue naturalmente en un ambiente ex vitro le brindaria aquellas células que
acomparfen al embrion. Finalmente, para el proceso de enraizamiento se suele
utilizar un medio de cultivo suplementado con auxinas, en donde las mas

utilizadas, son el &cido indolacético o el acido indolbutirico.

2.6 Etapas del cultivo in vitro

2.6.1 Establecimiento

El objetivo principal del establecimiento in vitro es la obtencion de plantulas sanas,
viables y en condiciones totalmente asépticas. Un factor que sera realmente
determinante para lograr esto, es la calidad del explante a utilizar, es decir, que
se deben tomar brotes o partes jovenes de la planta madre ya que estas estan en
crecimiento, por ende, las células meristematicas estan activadas, para el caso de
obtencion de plantas libres de virus es completamente necesario el uso de apices
meristematicos. Junto con una buena seleccion del explante, el aislamiento y la

esterilizacion de los mismos hacen que la etapa de establecimiento sea exitosa.
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La desinfeccién superficial incluye varios pasos que comprenden desde la
utilizacién de agua corriente, utilizaciéon de etanol en donde puede variar la
concentracion dependiendo la especia, hipoclorito de sodio y finalmente un
minimo de 4 enjuagues con agua destilada estéril, todo esto con el fin de
minimizar al maximo la presencia de patdégenos que puedan contaminar los

explantes.

En algunos casos algunos patdgenos permanecen latentes y expresan su
desarrollo hasta que son colocados en un medio de crecimiento. Durante la
etapa de establecimiento también se puede dar la contaminacién por la
presencia de bacterias y hongos asociados a trips que hayan sobrevivido a los
tratamientos de esterilizacion y por patdégenos enddégenos latentes que se
encuentran dentro del sistema vascular. (Consejo Argentino para la

Informacion y el Desarrollo de la Biotecnologia, s.f.).

2.6.2 Etapa de Multiplicacion

El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar el nimero de brotes para los
sucesivos ciclos de multiplicacién (subcultivos), esto se logra haciendo cortes de

las plantulas previamente establecidas.

En esta etapa es importante la presencia de los reguladores de crecimiento como
las auxinas, citocininas y giberelinas, ya que, de ellos dependera el crecimiento y

formacion de los nuevos brotes.
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2.6.3 Etapa de Enraizamiento

En esta etapa se inducen los vastagos producidos luego de los subcultivos
anteriores, a la produccién de raices, mediante la aplicacion principalmente de
auxinas en el medio de cultivo. Debe haber un balance entre auxinas y citocininas,

en concentraciones bajas y siempre mayor cantidad de auxinas.

2.6.4 Etapa de Aclimatacion

Es una etapa bastante critica dentro del cultivo in vitro debido al estrés que sufren
estas al estar sometidas al clima ex vitro, las plantulas sufren una alta

evapotranspiracion, por lo que la supervivencia de las plantas se ve afectada.

Se utilizan una mezcla de diferentes sustratos como tierra, arena y sustratos
comerciales. La etapa de aclimatacion debe darse dentro de un invernadero con

una humedad relativa controlada.

2.7 Ventajas y desventajas del cultivo in vitro

2.7.1 Ventajas
- Produccién masiva de plantas en un periodo de tiempo relativamente

corto.
- Mayor control sobre la sanidad del material propagado.
- Eliminacién de virus mediante el cultivo de meristemas.
- Obtencién de plantas en cualquier época del afio.
- Conservacion de germoplasma.

- Facilidad para el intercambio internacional de material vegetal.
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2.7.2 Desventajas
- Se requiere personal entrenado

- Se requiere infraestructura y equipamiento
- Equipo costoso

- Contaminacion in vitro.

2.8- Concepto de Micropropagacion

La micropropagacion consiste en la propagaciéon de plantas en un ambiente
artificial controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. El cultivar plantas
utilizando esta técnica de la biotecnologia resulta muy util en los programas de
mejoramiento, ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad uniforme a
escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con una taza de multiplicacién
ilimitada. Esto es posible gracias a la propiedad de totipotencia que tienen las
células vegetales; esto es la capacidad de regenerar una planta completa cuando
estan sujetas a los estimulos adecuados. Asi, las células sométicas de cualquier

tejido podrian formar tallos, raices o embriones somaticos.

Dependiendo de las caracteristicas de la planta que se desea propagar y del
objetivo perseguido, la micropropagacion puede realizarse a través de tres vias
de regeneracion: brote de yemas adventicias, produccion de yemas de Novo y
embriogénesis somatica. (Consejo Argentino para la Informacion y el Desarrollo

de la Biotecnologia)
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2.8.1 — Técnica utilizada en la Micropropagacién de Swinglea glutinosa

2.8.1.1 — Método de los segmentos nodales

Para la realizacion de este método se utilizan las yemas axilares o primordios de
las hojas para luego ser divididos y subcultivados. Este método es el que més se
utiliza comercialmente debido a la facilidad con la que se propagan gran mayoria
de especies. Las plantas generadas por esta metodologia suelen mantener una

buena estabilidad genética.

2.9 — Los factores que afectan a la Micropropagacion

2.9.1 — Planta donadora del explante

La correcta eleccion del explante incide directamente sobre la calidad del mismo
y su respuesta frente a los dos principales problemas que afectan al
establecimiento del cultivo, que son, la contaminacion por microorganismos y la
oxidacion del explante. La seleccion del explante es un aspecto clave para tener
exito en el cultivo de tejidos, ya que, dependiendo de su ubicacion en la planta,
del tipo de tejido que contiene, de su edad cronologica y fisiologia y de su

contenido enddgeno de hormonas se comportara de una manera u otra.

22



2.9.2 El explante

Los explantes seleccionados para la micropropagacion in vitro deben pasar por
un proceso de desinfeccién superficial para eliminar cualquier microorganismo
gue pueda ser fuente de contaminacion y que vaya a causar problemas en el

establecimiento del cultivo.

El tamarfio del explante generalmente no tiene gran influencia. A menos que, se
desee propagar plantas que se encuentren libres de virus, se suelen utilizar los
meristemas ya que son las partes de la planta que tienen mas probabilidades de

estar libre de estos microorganismos.

2.9.3 Medio de Cultivo

De acuerdo con Gamborg et al. (1976) el éxito en el cultivo de tejidos depende de
la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su composicién quimica y su forma

fisica.

Uno de los factores mas importantes que influye en la morfogénesis y el
crecimiento de los tejidos de la planta es la composicién del medio de cultivo. Los
componentes de los medios para el cultivo de tejidos incluyen macronutrientes,
micronutrientes, un suplemento de hierro, vitaminas, una fuente de carbono y

usualmente reguladores de crecimiento. (Contreras C. , 2016).
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2.10 Sala de Crecimiento

Las plantas cultivadas in vitro son colocadas luego en el area de crecimiento o de
incubacién. Este es un cuarto apropiado en donde debe haber gabinetes o
camaras de crecimiento; estas pueden ser mas eficientes en cuanto al control
ambiental. El &rea de incubacién o crecimiento in vitro debe proporcionar un buen

control de la temperatura, de la iluminacién y de la humedad relativa.

Es necesario propiciar una buena distribucion del aire en esta sala para evitar
zonas de recalentamiento por efecto de las luces. Cuando se utilizan tubos

fluorescentes, es conveniente sacar los balastros fuera de la sala.

La regulacion de la temperatura se puede lograr por medio de aires
acondicionados. En cualquier caso, es necesario tomar precauciones para evitar
el calentamiento excesivo, instalando alarmas y controles para cortar la

iluminacion cuando falle el aire acondicionado. (CIAT, s.f.)
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del Estudio

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Departamento de Fitotecnia de la Facultas de Ciencias Agropecuarias, en su sede

de la provincia de Chiriqui.

El estudio buscaba desarrollar una metodologia para el establecimiento y
multiplicacion in vitro de Swinglea glutinosa, ante la presencia de diferentes
combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento como &cido

giberélico, bencilaminopurina y acido Indolbutirico.

Para estas etapas se utilizé como medio base el medio Murashige y Skoog (1962)

suplementado con reguladores de crecimiento y con modificaciones de PH a 5.8.

Inicialmente se realiz6 un ensayo para evaluar la efectividad de utilizar una bateria
de desinfeccion a base de hipoclorito de sodio al 1.25%. Dicha desinfeccion esta
destinada a eliminar patdgenos que puedan causar problemas posteriores de
contaminacion en la etapa de establecimiento que por lo general es la etapa en
donde lograr obtener plantas sanas libres de patégenos para las siguientes etapas

es algo esencial.

Se sembraron 75 semillas en tubos de ensayo a razén de una semilla por tubo.
Esta bateria de desinfeccion fue evaluada a los 7 y a los 15 dias después de la

siembra.
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3.2 Materiales

3.2.1 Medio de cultivo

Cuadro I: MEDIOS DE CULTIVO PARA EL ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE

Swinglea glutinosa

Trat Componentes Componentes Componentes
1 Sales MS + Gelrite Sales MS + Gelrite Sales MS + Gelrite
5 Sales MS + Gelrite + 1ppm Sales MS + Gelrite Sales MS + Gelrite + 0.1ppm
AG AlB
les MS + Gelrite + 2 les MS + Gelrite + 0.1
3 Sales MS + Gelrite + 2ppm Sales MS + Gelrite + 1ppm BAP Sales MS + Gelrite + 0.1ppm
AG AlB
+ ite + + ite + 0.
4 Sales MS + Gelrite + 3ppm Sales MS + Gelrite + 2ppm BAP Sales MS + Gelrite + 0.1ppm

AG

AIB

Fuente: El autor

Cuadro Il: MEDIOS DE CULTIVO PARA LA MULTIPLICACION IN VITRO DE

Swinglea glutinosa

Trat Componentes Componentes
1 Sales MS + Gelrite Sales MS + Gelrite
2 Sales MS + Gelrite + 1ppm AG Sales MS + Gelrite + 2ppm BAP
3 Sales MS + Gelrite + 2pm AG Sales MS + Gelrite
4 Sales MS + Gelrite + 3ppm AG Sales MS + Gelrite + 1ppm BAP

Fuente: El autor
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Cuadro lll: MATERIALES NECESARIOS PARA EL DESARROLLO DE UNA

METODOLOGIA PARA EL ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE Swinglea

glutinosa

Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)

Material vegetal: fruto de Swinglea glutinosa

Alcohol 70%

Cloro

Jabén Antibacterial

Tubos de ensayo

Frascos de vidrio para la multiplicacion
Vasos quimicos

Balanza analitica

Pinzas de Laboratorio

Bisturi

Reguladores de crecimiento

Céamara de flujo laminar

Microondas
Agitadores magnéticos
Autoclave

Refrigerador

Fuente: El autor
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CUADRO IV: COMPONENTES NECESARIOS PARA LA PREPARACION DEL

MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y SKOOG (1980)

Vi

VI

Componentes

MACRONUTRIENTES

Nitrato de Amonio NH4NO3
Sulfato de Magnesio MgSO4 - 7H20
Fosfato de Monopotasico KH2PO4
Cloruro de Calcio CaCl2.2H20
Nitrato de Potasio KNO3
MICRONUTRIENTES

Acido Bérico H3BO3

Sulfato de Manganeso Mn SO4.H20
Sulfato de Zinc ZnS0O4. 7TH20
Molibdato de Sodio Na2MoO4. 2H20
Sulfato de CobreCuS0O4. 5H20
Cloruro de cobalto CoCI2. 6H20
Yoduro de Potasio Kl

QUELATOS DE HIERRO

Sulfato Ferroso FeS0O4. 7H20
Na2EDTA

VITAMINAS

Tiamina-HCL

Acido Nicotinico

Glicina

Piridoxina-HCL

Reguladores de crecimiento

MY O-Inositol

Bencilaminopurina

Acido Giberélico

Acido Indolbutirico

FUENTES DE CARBONO
Sacarosa

Agente Gelificante

Gelrite

Murashige y Skoog

1650
370
170
440

1900

6.2
22.23
8.6
0.25
0.05
0.05
0.83

37.3
27.8

0.1
0.5

0.5
0.1
0.05
0.05
0.05
30000

300.5

Fuente: El Autor
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3.3 METODOS
3.3.1 Disefio Experimental

En el presente estudio se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) se

utilizaron 3 combinaciones de reguladores de crecimiento.

El modelo Lineal aditivo fue:

Yijkl=u+ Ai + Bj + Ck + (AB)ij + (AC)ik + (BC)ik + (A*B*C)ijk + Eijkl.

Donde:

Yijkl= Variable de respuesta medida

pu= Media poblacional

Ai= Efecto del Acido Giberélico

Bi= Efecto de la Bencilaminopurina

Ck= Efecto del Acido Indolbutirico

(AB)ij= Efecto de la interaccion entre el Acido Giberélico con la Bencilaminopurina
(AC)ik= Efecto de la interaccion del Acido Giberélico con el Acido Indolbutirico
(BC)jk= Efecto de la interaccién de la Bencilaminopurina con el Acido Giberélico

(A*B*C) ijkl= Efecto de la interaccion entre el Acido Giberélico, la

Bencilaminopurina y el Acido Indolbutirico

Eijkl= Efecto del error experimental
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3.4 Variables a evaluar

Las variables a evaluar fueron tomadas en las etapas desde la inoculacion de las
semillas de limoncillo, su establecimiento, multiplicacion y los dos posteriores

subcultivos.

Establecimiento:

e Altura de las plantas a los 45 dias de haber sido establecidas las semillas

de limoncillo.
e Numero de hojas por planta a los 45 dias.

e Numero de yemas por planta a los 45 dias.

Multiplicacion y subcultivos:

e Numero de brotes por explante después de 45 dias de la multiplicacion.
e Longitud de brotes a los 45 dias de la multiplicacion.

e Numero de yemas después de 45 dias de la multiplicacion.

Para cada una de las variables, en las diferentes etapas se realizé un Analisis de
Varianza (ANOVA), mediante el procedimiento GLM del programa computacional

SAS (SAS Institute, 1998).

De encontrarse significancia en alguna de las fuentes de variacion, se procedera
a realizar una prueba de amplitud multiple de medias de Tukey y una prueba LSD

de Fisher en caso de haber diferencia significativa en la interaccion.
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3.5 Establecimiento del ensayo

3.5.1 Preparacion de medios de cultivo

El éxito de una micropropagacion consiste en gran parte en el medio de cultivo
adecuado para el tipo de explante o planta que se va a propagar. De entre la gran
diversidad de medios de cultivo in vitro utilizados habitualmente, el medio
Murashige y Skoog (MS) (1962) es el medio mas conocido. Y es el que mejor se
presta de acuerdo a sus componentes fisicos y quimicos para la propagacion de

especies lefiosas en este caso, para la propagacion de limoncillo.

3.5.1.1 Preparacion de soluciones madre

El medio de cultivo se prepar6 a base de diluciones de soluciones madre. Estas
soluciones son preparadas en alta concentracion de las principales sales que
componen el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962). Las soluciones madre
gue se preparan son los macronutrientes, los micronutrientes, reguladores de

crecimiento y vitaminas.
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Figura 1: Soluciones madre para la preparacion del medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962)

Fuente: El autor

3.5.2 Introduccioén e inoculacién de las semillas en el laboratorio

Los explantes que se usaron para este estudio, se obtuvieron a partir de la
germinacion in vitro de las semillas de limoncillo. Las semillas se extrajeron de los
frutos de limoncillo. Los frutos fueron lavados con agua y jabon bajo inmersion
durante 30 minutos con la finalidad de eliminar cualquier contaminante externo.
Posteriormente fueron trasladados a la camara de flujo laminar en donde fueron
enjuagados con agua estéril y se procedié a extraer las semillas dentro de la

camara de flujo laminar
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Figura 2: Inmersion de los frutos de limoncillo en aguay jabén

Fuente: El autor

Figura 3: Extraccion de las semillas de limoncillo

Fuente: El autor
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3.5.3 Tratamiento de desinfeccion de las semillas

La desinfeccion superficial de las semillas se realizé dentro de la camara de flujo
laminar con una solucion de Hipoclorito de Sodio a una concentracion de 1.25%
durante 30 minutos y luego fueron enjuagadas 4 veces con agua destilada

esterilizada.

Hipoclorito de Sodio 1.25%

Figura 4: Desinfeccién superficial de las semillas con Hipoclorito de Sodio

Fuente: El autor
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Figura 5: Eliminacién de la testa de las semillas para su posterior siembra

Fuente: El autor

3.5.4 Evaluacién del efecto desinfectante del Hipoclorito de Sodio

Para evaluar el efecto de esta bateria de desinfeccion, después de haber sido
eliminada la testa de las semillas, se sembraron 75 semillas, dentro de tubos de
ensayo cada uno con 10 ml medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) sin
reguladores de crecimiento. A los 7 dias se cuantificd el nimero de explantes con

necrosis y los vivos y se calcul6 el porcentaje de contaminacion.
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3.5.5 Etapa de Iniciacion o establecimiento del cultivo in vitro

Una vez se hubo comprobado la eficacia de la desinfeccion de las semillas se
procedié a iniciar con la siembra o establecimiento de todos los tratamientos del
estudio. Esta siembra se hizo con la finalidad de generar los apices axilares y
caulinares que luego serian llevados a la etapa de multiplicacién.

CUADRO V: TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN EL DESARROLLO DE UNA

METODOLOGIA PARA EL ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE Swinglea
glutinosa EN ETAPA DE INICIACION.

75 semillas/Tratamiento | A (Acido | BAP(Bencilaminopurina) |AIB (Acido indol
Giberélico) mg/L | mg/L butirico) mg / L
T1 0 0 0
T2 1 0 0.1
T3 2 1 0.1
T4 3 2 0.1

Fuente: El autor
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3.5.6 Etapa de Multiplicaciéon

En esta etapa se utilizaron los brotes provenientes de la anterior etapa de

establecimiento, los cuales tenian 4 semanas de edad.

En esta etapa se evaluo el efecto de diferentes combinaciones de Acido Giberélico
y Bencilaminopurina. Luego de transcurridos 45 dias en la etapa de multiplicacion
se hicieron dos subcultivos cada 4 semanas para determinar el coeficiente de

multiplicacion.

CUADRO VI: TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN EL DESARROLLO DE UNA
METODOLOGIA PARA LA MULTIPLICACION IN VITRO DE Swinglea
glutinosa EN ETAPA DE MULTIPLICACION.

60 explantes/tratamiento AG (Acido giberélico) mg/L ELﬁl!::iCO) (rAnZi;jLo indol
T1 0 0
T2 1 2
T3 2 0
T4 3 1

Fuente: El autor
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto desinfectante del Hipoclorito de sodio al 1.25% a los 7 dias

Inicialmente se realiz6 la desinfeccion de las semillas con hipoclorito de sodio al
1.25% por un tiempo de 20 minutos. Al hacerse la evaluacion a los 7 dias se
cuantificaron 13 semillas contaminadas lo que correspondié a un 17% de
contaminacion y un total de 83% libre contaminacién y no se observaron explantes

con necrosis.

Luego de vistos estos resultados previos al inicio del establecimiento del ensayo,
se decidié hacer un ajuste en el tiempo de desinfeccién a 30 minutos, lo que causo
un efecto positivo teniendo como resultado un 100% plantulas libres de

contaminacion y ninguna plantula con necrosis.
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4.2 Etapa de iniciacion o establecimiento

4.2.1 Altura de las plantas

En cuanto a esta variable, el andlisis de varianza (ANOVA), realizado mediante el
programa computacional SAS (SAS Institute 1998) determind una interaccion
Hormona x Concentracion altamente significativa (p<0.01). Esto indica que los

efectos de hormonas y concentracion estan relacionados. (Cuadro VII)

CUADRO VII. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE ALTURA EN LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 2 22.50 0.0001**
Concentracién 4 1.60 0.1764 NS
Hormona*Concentracion 2 10.10 0.0001**
Error 156

Total 164

C.V=23.01%

NS: No significativo.
**: Diferencia significativa al 1%.
Fuente: El autor

Debido a que los efectos de las hormonas y las concentraciones estan
relacionados se procedio a analizar la matriz de valores p, generadas por SAS

con el objetivo de encontrar la naturaleza de esta interaccion. (Cuadro VIII)
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CUADRO VIIl. ANALISIS DE MATRIZ DE VALORES P PARA DETERMINAR LA
NATURALEZA DE LA INTERACCION HORMONA X CONCENTRACION EN LA
VARIABLE ALTURA EN LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

AGRUPAMIENTO

HORMONA  CONCENTRACION MEDIA+ LSD
AG 1 4.54 a
AG 2 4.16 a
AG 3 3.56 b
AG 0 3.42 c
AlB 0 3.56 a
AlB 0.1 3.43 a
BAP 0 3.29 a
BAP 2 2.91 b
BAP 1 2.73 b

Fuente: El autor
+: Medias de Minimos Cuadrados

Se observa efectivamente la presencia de interaccion, ya que, el comportamiento
de las concentraciones fue el mismo en las hormonas AG y BAP, pero fue
diferente en la Hormona AIB. La media mas alta se alcanzé con el tratamiento que
consistia en AG (Acido Giberélico) a una concentracion de 1 ppm la cual fue 4.54

centimetros.
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B CONCENTRACION EMEDIA

Gréfica 1: Medias de minimos cuadrados para la interaccion hormona x
concentracion para la variable altura en Establecimiento.

Fuente: El autor

Figura 6: Etapa de Establecimiento

Fuente: El Autor
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4.2.2 Numero de hojas por planta

El analisis de varianza determiné una interaccion hormona X concentracion
altamente significativa (P<0.01). Esto indica que el efecto hormona vy
concentracion estan relacionados. Debido a esto se procedio a analizar la matriz
de valores P generados por SAS con el objetivo de encontrar la naturaleza de esta

interaccion. (Cuadro 1X)

CUADRO IX. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE NUMERO DE HOJAS EN LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 2 11.33 0.0001**
Concentracion 4 1.38 0.2444 NS
Hormona*Concentracion 2 14.39 0.0001**
Error 156

Total 164

C.V=17.04%

**: Diferencia altamente significativa al 1%.

NS: No significativo.
Fuente: El autor
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CUADRO X. ANALISIS DE MATRIZ DE VALORES P PARA DETERMINAR LA
NATURALEZA DE LA INTERACCION HORMONA X CONCENTRACION EN LA
VARIABLE NUMERO DE HOJAS EN ESTABLECIMIENTO.

HORMONA  CONCENTRACION  MEDIA + AGRUPAMIENTO LSD

BAP 2 2.49 a
BAP 1 2.02 b
BAP 0 1.97 b
AG 0 1.97 a
AG 1 1.91 a
AG 3 1.71 b
AG 2 1.67 b
AIB 0 1.91 a
AIB 0.1 1.81 a

Fuente: El autor

+: Medias de minimos cuadrados.

[ CONCENTRACION  E MEDIA +

GRAFICA 2: Medias de Minimos cuadrados para la interacciéon hormona x
concentracion para la variable namero de hojas en Establecimiento.

Fuente: El autor
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4.2.3 Numero de yemas

En el caso de esta variable no se observo interaccién significativa entre hormona
y concentracion. Esto indica que sus efectos son independientes uno del otro. Al
analizar los efectos principales se observé que tanto hormona como concentracion
tuvieron un efecto altamente significativo (P<0.01). Esto amerit6 comparar las
medias de las hormonas y también las medias de las concentraciones para la

variable en estudio. (Cuadro XIl).

CUADRO XI. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

TABLA ANOVA
F.V GL Fc Pr>F
Hormona 2 14.28 0.0001**
Concentracién 4 5451 0.0001**
Hormona*Concentracion 2 0.36 0.6997 NS
Error 156
Total 164

C.V=31.92%

**. Diferencia altamente significativa.
NS: No significativo.
Fuente: El autor
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CUADRO XIl. COMPARACION DE MEDIAS DE LAS HORMONAS PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

HORMONAS MEDIAS AGRUPACION TUKEY+
BAP - AIB 0.47 rx a
AG - AIB 0.29 ek b
BAP - AG 0.18 rx b

Fuente: El autor
***. Diferencia altamente significativa a 0.01

+: Medias seguidas por la misma letra no difieren segun la prueba de Tukey.

La prueba de Tukey como se observa en el cuadro, indica que la Hormona BAP
(Bencilaminopurina) frente a la hormona AIB tuvo el nimero de yemas promedio
mas alto la cual fue superior a las hormonas AG (Acido Giberélico) frente a AIB y

BAP frente a la hormona AG.
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CUADRO XIIl. COMPARACION DE MEDIAS DE CONCENTRACION PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

CONCENTRACION MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
2-0 1.27 el a
2-0.1 0.81 ok b
2-3 0.58 ok b
2-1 0.33 il b
1-0 0.93 el a
1-01 0.47 ok a
1-3 0.24 b
3-0 0.69 ok a
3-0.1 0.23 b

0.1-0 0.45 el a

Fuente: El autor

***. Diferencia altamente significativa a 0.01

La prueba de Tukey como se observa en el cuadro, indica que la concentracion 2

ppm frente a las demas concentraciones alcanzé las medias mas altas.
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4.3 Etapa de Multiplicacién

4.3.1 Brotes por explante

El andlisis de varianza (ANOVA) para esta variable determiné una interaccion
Hormona x Concentracién altamente significativa (P<0.01), esto nos indica que
los efectos de Hormonas y Concentracion estan relacionados. Debido a esto se

procedid a analizar la matriz de valores P generados por SAS con el objetivo de

encontrar la naturaleza de esta interaccion. (Cuadro XIV)

CUADRO XIV. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA

VARIABLE BROTES EN LA ETAPA DE MULTIPLICACION.

TABLA ANOVA
F.v GL Fc Pr>F
Hormona 1 88.06 0.0001**
Concentracién 3 13.84 0.0001**
Hormona*Concentracion 2 8.92 0.0002**
Error 130
Total 136

C.V=29.25%
**: Diferencia altamente significativa 1%
Fuente: El autor
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CUADRO XV. ANALISIS DE MATRIZ DE VALORES P PARA DETERMINAR LA
NATURALEZA DE LA INTERACCION EN LA VARIABLE BROTE POR
EXPLANTE EN ETAPA DE MULTIPLICACION.

HORMONA CONCENTRACION MEDIA+ AGRUPAMIENTO LSD
BAP 1 1.69 a
BAP 2 1.56 a
BAP 0 1.07 b
AG 1 1.02 a
AG 3 1.02 a
AG 0 0.82 b
AG 2 0.76 b

Fuente: El autor

+: Medias de minimos cuadrados

Segun los resultados de la matriz de valores P se observa que las medias del
tratamiento BAP (0, 1, 2) presentaron los mejores resultados con los brotes

medios por explante mas alto.
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B CONCENTRACION B MEDIA

Gréfica 3. Medias de minimos cuadrados para la interacciéon hormona x
concentracion para la variable brote por explante en la etapa de
Multiplicacion.

Fuente: El autor

FIGURA 7: Etapa de Multiplicacion

Fuente: El autor
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4.3.2 NUmero de Yemas

En el caso de esta variable no se observo interaccion significativa entre hormona
y concentracion lo que indica que sus efectos son independientes uno del otro. Al
analizar los efectos principales se observO que tanto hormonas como
concentracion tuvieron un efecto altamente significativo (P<0.01). Esto llevo a
comparar las medias de hormona y concentracion para la variable en estudio.

(Cuadro XVI)

CUADRO XVI. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN LA ETAPA DE MULTIPLICACION.

TABLA ANOVA
F.v GL Fc Pr>F
Hormona 1 21.61 0.0001**
Concentracion 3 23.65 0.0001**
Hormona*Concentracion 2 1.88 0.1563 NS
Error 130
Total 136

C.V=35.52%

NS: No significativo

**: Diferencia altamente significativa al 1%.
Fuente: El autor
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CUADRO XVII. COMPARACION DE MEDIAS DE HORMONA PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN LA ETAPA DE MULTIPLICACION.

HORMONA MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
BAP 1.59 a
AG 1.29 b

Fuente: El autor

Los resultados obtenidos para esta variable segun la prueba de Tukey, muestra
gue hay diferencia entre los efectos principales de las hormonas, siendo BAP
(Bencilaminopurina) la hormona con la que se alcanz6 la media mas alta, siendo
esta de 1.59, mientras que el AG (Acido Giberélico) present6 una media mas baja

siendo esta de 1.29.

Grafica 4: Numero de yemas por explante en Multiplicacion

Fuente: El autor
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CUADRO XVIII. COMPARACION DE MEDIAS DE CONCENTRACIQN PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN ETAPA DE MULTIPLICACION.

CONCENTRACION MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
1-0 0.79 f a
1-2 0.30 b
1-3 0.20 b
2-0 0.49 el a
3-0 0.59 e a
3-2 0.09 b

Fuente: El autor

***. Altamente significativas a 0.01

La prueba de Tukey como se observa en el cuadro, indica que la aplicacion de
reguladores de crecimiento tuvo un efecto significativo con respecto a la no

aplicacién de reguladores.
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4.3.3 Longitud de brotes

En el caso de esta variable no se observo interaccién significativa entre hormona

y concentracion, lo que indica que sus efectos son independientes. Al analizar los

efectos principales se observdé que Hormona no tuvo un efecto significativo

(P>0.05). Sin embargo, el efecto de concentracion fue significativo. Esto llevo a

comparar las medias de las concentraciones con la prueba de Tukey. (Cuadro

XIX)

CUADRO XIX. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE LONGITUD DE BROTES EN LA ETAPA DE MULTIPLICACION.

TABLA ANOVA
F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 1.87 0.1740NS
Concentracion 3 4.12 0.0079 *
Hormona*Concentracion 2 1.38 0.2541NS
Error 130
Total 136

NS: No significativo
*. Diferencia significativa al 5%
Fuente: El autor
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CUADRO XX. COMPARACION DE MEDIAS DE CONCENTRACIONES PARA
LA VARIABLE LONGITUD DE BROTES EN LA ETAPA DE MULTIPLICACION.

CONCENTRACION MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
3-0 0.44 wxx a
3-2 0.26 b
3-1 0.13 c
2-0 0.17 a
1-0 0.31 a
1-2 0.13 a

Fuente: El autor

*** comparaciones significativas a 0.05

Los resultados obtenidos para esta variable en la prueba de Tukey, indica que la
mejor respuesta se presentd con la concentracién 3 ppm, siendo la media mas
alta de 0.44 frente a los tratamientos donde no se aplicO reguladores de

crecimiento.
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4.4 Primer subcultivo

4.4.1 Brotes por explante

En cuanto a esta variable el andlisis de varianza reveld una interaccion Hormona
x Concentracion altamente significativa (P<0.01). Esto quiere decir que los efectos
de Hormona y concentracion estan relacionados. Debido a esto se analizé la
matriz de valores P generados por SAS con el fin de determinar la naturaleza de

esta interaccion. (Cuadro XXI)

CUADRO XXI. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE BROTES POR EXPLANTE EN EL PRIMER SUBCULTIVO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 24.67 0.0001**
Concentracién 3 7.79 0.0001**
Hormona*Concentracion 2 8.33 0.0005**
Error 93

Total 99

C.v=21.37

**. Diferencia altamente significativa 1%.
Fuente: El autor
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CUADRO XXIl. ANALISIS DE LA MATRIZ DE VALORES P PARA
DETERMINAR LA NATURALEZA DE LA INTERACCION HORMONA X
CONCENTRACION PARA LA VARIABLE EN ESTUDIO.

HORMONA CONCENTRACION MEDIA+ AGRUPAMIENTO LSD

BAP 2 1.63 a
BAP 1 1.60 a
BAP 0 1.02 b
AG 2 1.10 a
AG 1 1.08 a
AG 0 1.04 a
AG 3 1.00 a

Fuente: El autor
+: Medias de Minimos Cuadrados

Segun los resultados obtenidos al analizar la matriz de valores P para esta variable
se observo que los tratamientos BAP (1, 2) alcanzaron el nGmero de brotes medio
mas alto teniendo un comportamiento similar, en cambio los demas tratamientos

alcanzaron medias mas bajas y no difieren entre si.

56



Gréfica 5: Medias de Minimos cuadrados para la interaccion hormona X

concentracion en la variable brotes por explante en el primer subcultivo.

Fuente: El autor
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4.4.2 NUmero de yemas

El andlisis de varianza revel6 que existe interaccion Hormona x Concentracion
significativa. Esto indica que los efectos de hormona y concentracion estan
relacionados entre si. Por este motivo se analizo la matriz de valores P generados

por SAS con el fin de determinar la naturaleza de esta interaccion. (Cuadro XXIII)

CUADRO XXIll. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN EL PRIMER SUBCULTIVO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 1.71 0.1938 NS
Concentracion 3 8.12 0.0001**
Hormona*Concentracion 2 3.22 0.0445*
Error 93
Total 99

C.V=23.13%
**: Diferencia altamente significativa al 1%.

*. Diferencia significativa al 5%.
Fuente: El autor

58



CUADRO XXIV. ANALISIS DE LA MATRIZ DE VALORES P PARA
DETERMINAR LA NATURALEZA DE LA INTERACCION HORMONA X
CONCENTRACION EN LA VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN EL PRIMER
SUBCULTIVO.

HORMONA CONCENTRACION  MEDIA+ AGRUPAMIENTO LSD
AG 0 1.21 a
AG 1 1.35 a
AG 2 1.46 a
AG 3 1.40 a
BAP 0 1.08 a
BAP 1 1.64 b
BAP 2 1.63 b

Fuente: El autor

+: Medias de minimos cuadrados

Segun los resultados obtenidos al analizar la matriz de valores P para esta variable
se observo que los tratamientos BAP (1, 2) alcanzaron el nimero de yemas medio
mas alto teniendo un comportamiento similar, en cambio los demas tratamientos

alcanzaron medias mas bajas y no difieren entre si.
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Gréfica 6: Medias de minimos cuadrados para la interaccion hormona Xx
concentracion en la variable nimero de yemas en el primer subcultivo.

Fuente: El autor
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4.4.3 Longitud de brotes

En el caso de esta variable se encontré6 que ni la interaccion ni los efectos
principales fueron significativos. Esto lleva a pensar que los factores no estan
relacionados, sino que, actian independientemente; pero de todas formas

actuando de forma independiente no tuvieron impacto en la variable medida.

CUADRO XXV. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE LONGITUD EN EL PRIMER SUBCULTIVO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 0.68 0.4115 NS
Concentracién 3 1.58 0.1983 NS
Hormona*Concentracion 2 0.4 0.6712 NS
Error 93

Total 99

C.V=28.64%

NS: No significativo.
Fuente: El autor
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4.5 Segundo Subcultivo

4.5.1 Brotes por explante

Para esta variable, no se encontrd interaccion y los efectos principales de
Hormona y Concentracion no tuvieron un efecto significativo (P>0.05). Esto
significa que los factores no estan relacionados, sino que, actian

independientemente, pero aun asi no tuvieron impacto en la variable medida.

CUADRO XXVI. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE BROTES EN EL SEGUNDO SUBCULTIVO.

TABLA ANOVA
F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 2.85 0.0971 NS
Concentracion 2 0.89 0.4156 NS
Hormona*Concentracion 0
Error 54
Total 57

C.V=39.90%
NS: No significativo
Fuente: El autor
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4.5.2 NUmero de yemas

En el caso de esta variable no se observé interaccion entre hormona y
concentracion. Al analizar los efectos principales se observé que el factor
concentracion no tuvo un efecto significativo (P>0.05). Sin embargo, el efecto del
factor Hormona fue altamente significativo (P<0.01). Esto amerité comparar las

medias de las hormonas con la prueba de Tukey.

CUADRO XXVII. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN EL SEGUNDO SUBCULTIVO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 10.60 0.0020**
Concentracién 2 1.33 0.2729 NS
Hormona*Concentracion 0

Error 54

Total 57

C.V=29.21%
NS: No significativo.

**: Diferencia altamente significativa al 1%.
Fuente: El autor
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CUADRO XXVIIl. COMPARACION DE MEDIAS DE LAS HORMONAS PARA LA
VARIABLE NUMERO DE YEMAS EN EL SEGUNDO SUBCULTIVO.

HORMONA MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY +
BAP 1.65 a
AG 1.02 b

Fuente: El autor.

+: Medias seguidas por la misma letra no difieren segun la prueba de Tukey.

La prueba Tukey como se ilustra en el cuadro indicé que la hormona BAP
(Bencilaminopurina) tuvo el nimero de yemas promedio mas alto, el cual fue

significativamente superior a la hormona AG (Acido Giberélico).

Gréfica 7: Promedio de namero de yemas en el segundo subcultivo.

Fuente: El autor
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4.5.3 Longitud de brotes

En cuanto a esta variable, el analisis de varianza no encontrg interaccion entre
Hormona y Concentracion y los efectos principales no tuvieron un efecto
significativo (P>0.05). Esto significa que los factores no estan relacionados, sino
gue actuan independientemente, pero aun asi no tuvieron impacto en la variable

medida.

CUADRO XXIX. RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
VARIABLE LONGITUD EN EL SEGUNDO SUBCULTIVO.

TABLA ANOVA

F.V GL Fc Pr>F
Hormona 1 0.07 0.7914 NS
Concentracion 2 0.21 0.8124 NS
Hormona*Concentracion 0

Error 54

Total 57

NS: No significativo.
Fuente: EL autor
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CUADRO XXX. COEFICIENTE DE MULTIPLICACION DE Swinglea glutinosa
OBTENIDO EN EL MEDIO DE CULTIVO DE MULTIPLICACION

Coeficiente de Multiplicacién de Swinglea glutinosa
TRATAMIENTOS

Hormona/Conc AG AG AG AG BAP BAP BAP
(Oppm) | (Lppm) | (2ppm) | (3ppm) | (Oppm) | (Ippm) | (2ppm)
EXPLANTES
INICIALES 30 30 30 30 60 30 30
MULTIPLICACION | 27(0.9) [19(0.63) | 12(0.4) | 16(0.53) | 38(0.63) | 44(1.46) | 30(1.0)
| SUBCULTIVO 22(0.81) | 12(0.63) | 5(0.41) | 7(0.43) |15(0.39) |46(1.04) | 79(2.63)
[ SUBCULTIVO 10(0.45)| 4(0.33) | 0(0) 0(0) 0(0) |36(0.78)|58(0.73)
Nota: Entre paréntesis el factor de multiplicacion
Fuente: El autor
COEFICIENTE DE MULTIPLICACION
3.0
25
2.0
% 13 e=@== \ULTI
1.0 \ I'SC
\ : Il'sC
0.5 SO
0.0
AG AG AG AG BAP BAP BAP
(Oppm)  (1ppm) (2ppm) (3ppm) (Oppm) (1ppm) (2ppm)
TRATAMIENTOS

Gréfica 8: Coeficiente de multiplicacion
Multi: multiplicacién
ISC: Primer Subcultivo

Il SC: Segundo subcultivo
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5. CONCLUSIONES

Para lograr una desinfeccion eficaz de las semillas de limoncillo se debe
sumergir las semillas durante 30 minutos en la solucion de Hipoclorito de

Sodio (NaClO) 1.25%.

La aplicacion de AG (Acido Giberélico) a una concentracion de 1 ppm

ayuda a obtener plantulas de mayor altura en la etapa de Establecimiento.

La aplicacion de BAP (Bencilaminopurina) estimulé la mayor produccion

de hojas y yemas por planta en la etapa de establecimiento.

En la etapa de Multiplicacion la aplicacion de BAP (Bencilaminopurina) a 1
ppm logra producir la mayor cantidad de brotes por explante y numero de

yemas.

La mayor tasa de produccion de brotes se alcanzé en el segundo
subcultivo con la aplicacion de BAP (Bencilaminopurina) a una

concentracion de 2 ppm adicionados al medio Murashige y Skoog.
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6. RECOMENDACIONES

Para el establecimiento in vitro de Limoncillo se recomienda la utilizacion
de semillas gamicas y que su posterior tratamiento se de en condiciones

de asepsia en la camara de flujo laminar para evitar contaminaciones.

Por lo general la presencia de Antioxidantes es muy importante en la etapa
inicial de la micropropagacion, en este caso no se aplic6 ningun
antioxidante y no se presenté oxidacion en los explantes. Por lo que se

recomiendo no aplicar antioxidantes.

Continuar investigando sobre un protocolo mas preciso en la
micropropagacion de limoncillo en donde se logren aumentar el nimero de

brotes a partir del segundo subcultivo.

Realizar ensayos sobre diferentes combinaciones de reguladores de

crecimientos para la produccion de raices de limoncillo.
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