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RESUMEN

La Naranja Valencia (Citrus sinensis (L.) Osbeck.) es la mas cultivada en las
regiones citricolas del mundo al igual que en Colombia, siendo las regiones
subtropicales las responsables de méas del 85% de la produccion mundial. La
Naranja Valencia es de gran importancia en Cordoba debido a su amplio consumo
y ademas por sus altos contenidos nutricionales como la vitamina C, que ayuda a
absorber otros nutrientes. En Colombia los pequefios productores de plantas para
siembra del &rea citricola, tienen la incapacidad de cumplir lo requerido por la
Resolucién 12816 de 2019, principalmente por los costos que implica el mantener
plantas madres de gran tamafio bajo condiciones de casa malla. La presente
investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad
de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cordoba, municipio de Monteria en el
departamento de Cérdoba y tuvo como obijetivo principal evaluar la eficiencia de tres
técnicas de mini injertacién en la produccion de plantas de naranja valencia. Los
patrones fueron obtenidos a partir de semillas de mandarina cleopatra (Citrus reshni
Hort ex Tan) evaluando diferentes condiciones para la germinacion. Las semillas
que fueron escarificadas alcanzaron el mejor resultado con un 100% de
germinacion. Se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados(P<0,05). Los patrones y las plantas productoras de yemas
fueron mantenidas en casa malla con riego por aspersion y tratamiento fitosanitario
preventivo. Para la induccién de yemas, se obtuvo mayor numero de brotes cuando
las plantas madres fueron podadas, observandose 27 nuevas yemas al cabo de
cuatro semanas, no se observaron diferencias significativas en las variables
evaluadas (P>0,05). Se evaluaron tres meétodos de mini injertos (T invertida,
hendidura y yema terminal) con 20 repeticiones para cada tratamiento, el método
Hendidura obtuvo el mayor porcentaje de mini injertos exitosos (75%), seguido del
método T invertida (37,2%), el método que obtuvo los datos menos favorables fue
yema terminal (0%). Se evalud la longitud de la yema (cm) y numero de hojas. La

longitud de yemas se analizO con una Prueba t de Student para muestras
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independientes, donde no se observaron diferencias significativas (P>0,05), para el
namero de hojas se utilizé una Prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
independientes. Se observaron diferencias significativas entre tratamientos

(P<0,05), con 3y 5 hojas promedio.

Palabras claves: Naranja valencia, citricos, propagacion, mini injertos, semillas.
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ABSTRACT

The Valencia Orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck.) is the most cultivated in the citrus
regions of the world as well as in Colombia, being the subtropical regions responsible
for more than 85% of the world production. The Valencia Orange is of great
importance in Cordoba due to its wide consumption and also because of its high
nutritional content such as vitamin C, which helps to absorb other nutrients. In
Colombia, small producers of plants for planting in the citrus area are unable to
comply with the requirements of Resolution 12816 of 2019, mainly because of the
costs involved in maintaining large mother plants under net house conditions. This
research was carried out in the Laboratory of Vegetal Biotechnology of the Faculty
of Agricultural Sciences of the University of Cordoba, municipality of Monteria in the
department of Cordoba, and its main objective was to evaluate the efficiency of three
mini-grafting techniques in the production of orange Valencia plants. The rootstocks
were obtained from cleopatra mandarin seeds (Citrus reshni Hort ex Tan) evaluating
different conditions for germination. The seeds that were scarified achieved the best
result with 100% germination. There were statistically significant differences
between the evaluated treatments (P<0.05). The rootstocks and the plants
producing buds were kept in a net house with spray irrigation and preventive
phytosanitary treatment. For bud induction, it was obtained a greater number of
sprouts when the mother plants were pruned, observing 27 new buds after four
weeks, there were not significant differences in the variables evaluated (P>0.05).
Three mini-graft methods were evaluated (inverted T, cleft and terminal bud) with 20
repetitions for each treatment, the cleft method obtained the highest percentage of
successful mini-grafts (75%), followed by the inverted T method (37.2%), the method
that obtained the less favorable data was terminal bud (0%). Bud length (cm) and
number of leaves were evaluated. Bud length was analyzed with a Student t-Test for
independent samples, where no significant differences were observed (P>0.05), for
number of leaves a non-parametric Wilcoxon Test for independent samples was

used. Significant differences between treatments were observed (P<0.05), with 3
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and 5 leaves on average.

Keywords: Orange valencia, citrus, propagation, mini grafts, seeds.
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INTRODUCCION

El origen del género Citrus se sitla en el sureste de Asia y el centro de China,
Filipinas y el archipiélago Indomalayo hasta Nueva Guinea. Las primeras
variedades e hibridas de citricos fueron el resultado de un largo proceso de
identificacion, colecta y reproduccion de plantas silvestres (Earth, 2004). Los citricos
se encuentran entre los grupos de plantas mas importantes del mundo, tienen una
larga historia de cultivo que supera los 4000 afios (Li et al. 2010).

En Colombia, los citricos se cultivan desde el nivel del mar hasta los 2.100 msnm;
el mejor comportamiento comercial se logra entre los 1.500 y los 1.600 msnm. Las
temperaturas Optimas estan entre los 18 y 30 °C. Asi, las variedades tempranas
provenientes de las regiones subtropicales se adaptan a los climas medios, y las
variedades tardias a los célidos. Esto indica que la seleccién de variedades (copas)
y patrones debe realizarse con base en sus requerimientos climaticos y edéficos,
preferiblemente con evaluaciones realizadas en condiciones ambientales cercanas
a los sitios de cultivo (Hernandez, D., y Rodriguez, J. (2014).

La naranja ‘Valencia’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck), es originaria de China, pero fue
identificada en Portugal antes de 1865; es clasificada como de cosecha tardia en el
subtropico (Agropecuaria, 2016). La Naranja valencia fue traida a América desde
Portugal (Amortegui et al. 2001). Es la variedad de naranja dulce mas cultivada en
las regiones citricolas del mundo al igual que en Colombia. Las principales regiones
productores de citricos en el mundo estan ubicadas entre los 20° y 40° de latitud N
y S lo que se conoce como los cinturones citricolas. En el caso de la naranja, en las
regiones subtropicales se produce mas del 85% de la produccién mundial, siendo
los principales productores, Brasil (29%), Estados Unidos (11%), México (7%), India
(6%) y China (5%); Indonesia, Espafia, Iran e Italia suman el 4% del total (FAO,
2009). Esta especie pertenece a la familia Rutaceae, a la clase Angioespermae ,
subclase dicotiledonea, al orden Rutales y al género citrus. Son arboles pequefios
con hojas unifoliadas, peciolos con pequefas alas y articulados con la vaina de la

hoja; las flores son de color blanca, simples y ubicadas en las axilas de las hojas,

18



ovario generalmente de 10 a 14 partes; el fruto es un tipo especial de baya
(hesperidio), las semillas pueden ser monoembrionicas y poliembridnicas; la raiz

pivotante con muchas raices secundarias (Earth, 2004).
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA

La produccion y consumo mundial de citricos ha pasado por un periodo de enorme
crecimiento, a partir de la segunda mitad de los afios 80. La produccién de naranjas,
tangerinas, limones y limas se ha expandido rapidamente. Niveles mas altos de
produccion han permitido a su vez mayores niveles de consumo total (CORPOICA
2012). Segun el ICA (2019), declaro la enfermedad Huanglongbing (HLB) de los
citricos y su vector el insecto Diaphorina citri Kuwayama, como plagas de control
oficial, y se establecen las medidas fitosanitarias para su vigilancia y manejo. EI HLB
es la enfermedad mas devastadora para la industria citricola en el mundo, que
ocasiona la reduccién masiva en la produccion de frutas y la muerte de arboles

infectados.

Para la produccion de plantas citricas de buena calidad en viveros, los costos de
produccion suelen ser altos, por tal motivo los pequefios productores presentan
incapacidad para cumplir con los requisitos especificos de la Resolucion 12816 de
2019 propuesta por el ICA, lo que ha ocasionado que éstos pequefios productores
no se acojan a la presente Resolucién y por lo tanto, no produzcan plantas citricas.
Segun Carvalho et al. (2005) la planta de vivero es uno de los insumos mas
importantes para la formacién de una plantacién de citricos, teniendo en cuenta el
caracter perenne del cultivo. La importancia de la planta de vivero radica en el hecho
de que el potencial maximo de produccion y de calidad de las frutas sera revelado
entre 6 y 8 afios después de plantada, y la longevidad de la plantacion solamente
se sabra en un intervalo de tiempo aun mayor (Tedfilo, 1991). De la misma forma
gue una planta de vivero de buena calidad constituye una de las principales bases
de la citricultura, una planta de vivero de baja calidad puede originar una plantacién
improductiva y hacer inviable un negocio lucrativo. Por lo anterior se esta buscando
un meétodo de produccion de plantas injertadas que no involucre costos muy altos.
Debido al bajo presupuesto econdmico de los productores y la técnica para
mantener plantas citricas adultas bajo condiciones de casa malla, las cuales son las

productoras de yemas, esto representa una gran probleméatica para los viveros
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convencionales, por lo cual se buscan alternativas factibles que permitan solucionar
ésta problemética. Una de las técnicas es utilizar tanto yemas, como patrones de
menor tamafo a través del método de mini injerto, esperando resultados favorables
que permitiran utilizar plantas donadoras de yemas y productoras de patrones que
pueden ser ubicados en recipientes que varien en tamafio, con el fin de viabilizar el
mantenimiento de éstas en lugares de propagacion, cumpliendo de esta forma las

restricciones establecidas por la Resolucion 12816 de 2019.
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2. JUSTIFICACION

La citricultura colombiana ha venido creciendo en los ultimos seis afios, mostrando
incrementos en area sembrada del 5.8% y produccién en 4.5%, por encima del
sector agropecuario en general (ICA 2018). Los citricos se propagan a través del
injerto, ya que el patron proporciona muchas caracteristicas favorables para los
citricos cuando se trata de la calidad de las frutas, la tolerancia y la resistencia al
climay las adversidades fitopatologicas (Andrade et al. 2003). Los citricos presentan
una gran oportunidad de generacion de empleo por ser cultivos que exigen mano
de obra permanente. En el afio 2016, las exportaciones de naranjas a nivel mundial,
representaron el 45% de la produccion (Ministerio de Agricultura, 2019). Lo cual
indica un alto consumo interno en los paises productores, al igual que de
procesamiento de las frutas para el mercado nacional e internacional (Espinal et al.,
2005). El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2019), reporta que la cadena
citricola gener6é 199.828 empleos indirectos y 299.742 directos para un total de
499.570 empleos con un area sembrada de 99.914 en 2019, 2 empleos directos y
3 empleos indirectos. ha, cuando es época de cosecha los empleos indirectos se
duplican.

Las regiones productoras de citricos en Colombia se encuentran en una etapa muy
incipiente de desarrollo que limita la posibilidad de competir con otros paises en
América Latina. El pais posee condiciones propicias para el establecimiento de una
industria competitiva, pero tiene una limitada capacidad de generacién de volumen
constante, de ofrecer las variedades requeridas por el mercado y de brindar una
oferta de fruta con calidad. Por el contrario, el desarrollo, evolucién y crecimiento
del mercado interno colombiano esta permitiendo que la oferta citricola de paises
vecinos vea a Colombia como un importante mercado de destino para su produccion
exportadora (CORPOICA 2012).

En Colombia actualmente existe la Resolucion 12816 del 21 de agosto de 2019 que
rige la produccion de plantas comerciales de citricos, la cual establece que las

plantas proveedoras de yemas y los injertos producidos para su comercializacion,
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deben permanecer bajo condiciones controladas en las llamadas “casa malla”, esto
con el fin de prevenir la presencia de insectos vectores de enfermedades, que
pueden afectar la produccién del material de propagacion. Debido a la incapacidad
de algunos viveros de cumplir con la Resoluciéon 12816 de 2019, han salido del
mercado citricola, lo que ha ocasionado un impacto en la economia de los
productores de plantas de vivero. En el presente estudio se evalud la eficacia de
diferentes métodos de mini injertacion tomando como fuente de yemas plantas
injertadas de vivero de tamafo reducido y patrones en estados tempranos de
crecimiento, como alternativa para el manejo del proceso de produccién de plantas
citricas por grandes, medianos y pequefios productores para seguir produciendo
plantas citricas injertadas y contar con material de siembra producido y adaptado a

las condiciones locales.
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3. MARCO TEORICO

3.1. REVISION DE LITERATURA
3.1.1. Antecedentes

Varios autores reportan el crecimiento vegetativo y supervivencia de los cultivares
de citricos utilizados con diferentes patrones, a través del método de mini injerto,
para generar plantas idénticas a sus padres. Mendes et al., (2019), realizaron mini
injertos, utilizando segmentos apicales (1 y 2 cm de largo) de mandarina
"Clementina", con patrones de Citrandarinas ‘Indio’ y ‘Riverside’ y de la combinacion
entre variedades ‘Pera’ dulce naranja, mandarina "Sunki Madarin" y limén "Santa
Cruz Rangpur". Se usaron los patrones de procedimiento de mini injertos (20 y 30
cm de alto y un didmetro de aproximadamente 2 mm) en ambos experimentos.
Estos fueron sometidos a decapitacion en el area apical y a defoliacion; quedando
tres hojas superiores en cada planta. Se abrié una ranura longitudinal en el tallo
(aproximadamente 0,5 cm de profundidad); posteriormente, se realizaron los mini
injertos. Se hicieron dos cortes en forma de cufia sobre la base del segmento apical,
gue se inserté en la ranura longitudinal del patrén. Para facilitar la adherencia y
evitar la deshidratacion del tejido, las partes en contacto entre si, se sellaron con
Parafilm® para cubrir completamente el area del injerto. Las plantas injertadas se
cubrieron con bolsas de plastico transparentes, que se etiquetaron sobre la base
del patron para formar una camara humeda. Las plantas se almacenaron a
temperatura media + 27 ° C. El Parafilm® se mantuvo hasta que ambas partes se
adhirieron por completo, 60 dias después, en promedio. Se eliminaron las yemas
en los patrones para evitar desequilibrios nutricionales capaces de influir en las
yemas de los patrones.

Segun las condiciones experimentales que se evaluaron, las tasas de supervivencia
de diferentes patrones fueron similares: 32.50% y 35%, respectivamente, para las

Citrandarinas ran Indio 'y* “Riverside”. No presentaron diferencia entre los genotipos
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evaluados. Con respecto a la variacion en el tamafio del segmento apical, la tasa
de supervivencia méas alta se observo cuando se uso6 una longitud del segmento
apical de 2 cm (55%).

En otra especie como Maracuya (Pasiflora edulis Sims) se realizaron cortes de cufia
de lados iguales en la base del injerto (punta de las ramas adultas de P. edulis f.
Flavicarpa) que se introdujeron en la division del patron. Para mantener el injerto y
patréon estrechamente atados, se utilizaron clips o Parafiim®. Las plantas injertadas
se acondicionaron y mantuvieron durante 10 dias en bolsas de plastico (7 x 15 cm)
para crear un ambiente humedo y reducir la deshidratacion del injerto. El
experimento se mantuvo en un invernadero con riego por microaspersion,
administrando a cuatro riegos de tres minutos por dia en intervalos de tres horas. El
diametro del injerto (DI, mm) y del patrén (DP, mm), se evaluaron con la ayuda de
un calibrador digital sobre y debajo del area del injerto, respectivamente, después
de 21 dias después del mini-injerto (DDM). Donde la union fue favorecida por
patrones con brotes de 8-12 cm (90.27%), en comparacién con los de 3-7 cm
(65.96%) (Segantini et al., 2016).

Navarro (1979) (Como se citd en Mendoza, 2004), a través de métodos de mini-
injertacién en condiciones in vitro, realizando en citrico (agrio) ensayando varios
métodos de colocacion (injerto) del apice sobre el patrén. En unos casos el apice
se coloco en la superficie de corte del epicotilo decapitado, mientras que en otros
se introdujo en una incision tipo T-invertida. Esta incisién se realiz6 mediante dos
cortes perpendiculares de 1 mm de longitud en la corteza del patrén sin alcanzar la
médula. La incision se realiz6 en el punto de decapitacion del epicotilo y también se
realizaron cortes en otra region entre 3-5 mm de altura del epicotilo. Cuando el mini-
injerto se realizd en la superficie de corte del epicotilo, el apice se coloc6 en contacto
con la corteza, el anillo vascular o la médula. Cuando se utilizo la incision, el apice
se colocd con su superficie basal de corte en contacto con la superficie de corteza
del patrén expuesta por el corte horizontal de la incisién o en contacto con la regién
cambial. En esta ultima posicién el apice estaba orientado perpendicularmente al

eje vertical del patrén, de forma analoga al método standard de injerto en los viveros.
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Mendoza et al., (2004), evalué microinjertos en la especie Folha murcha (Citrus
sinensis (L.)), con patrones de aproximadamente dos semanas de edad, los cuales
se decapitaron a una altura de 2 cm. Se utilizaron apices caulinares, los cuales

fueron insertados en una incision tipo T invertida en el patrén.

3.2. Naranja valencia (Citrus sinensis (L.) Osbeck.): Origen y distribucion
geografica.

La naranja del cultivar Valencia (Citrus sinensis L.), Osbeck se origin en la China,
pero fue identificada en Portugal antes de 1865; es clasificada como de cosecha
tardia en el subtropico (Agropecuaria, 2016). La naranja dulce es la variedad mas
cultivada en las regiones citricolas del mundo, al igual que en Colombia. Siendo las
regiones subtropicales las responsables de méas del 85% de la produccion mundial;
los principales paises productores son Brasil, Estados Unidos, México, Indiay China
(Orduz y Garzon, 2012).

Los citricos son cultivados en mas de 140 paises alrededor del mundo,
localizandose la mayoria entre los 35° N y 35° S alrededor del ecuador,
especialmente en el hemisferio norte (Liu et al. 2012); aunque, los mayores centros
de diversidad de estas especies de plantas pertenecientes a la familia Rutaceae se

encuentran en el sur de Africa y Australia (Bayer et al. 2009).

3.3. Clasificacion taxonémicay boténica.

Los citricos son una especie que pertenece a la clase Angioespermae, subclase
dicotiledonea, al orden rutae, a la familia Rutaceae y al género Citrus. Existen 145
especies de citricos y entre ellos la naranja. El género Citrus, pertenece a la gran
familia de las Rutaceas, tiene 16 especies y esta constituida por dos sub-géneros:
Papeda y Eucitrus. Entre las principales especies del género Citrus se encuentran:

Citrus sinensis (Naranja dulce), Citrus aurantium (naranja agria), Citrus reticulata
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(Mandarina), Citrus aurantifolia (Limon criollo), etc. Son arboles pequefios, hojas
unifoliadas, peciolos con pequefias alas y articulados con la vaina de la hoja; las
flores son de color blanca, simples y ubicadas en las axilas de las hojas, ovario
generalmente de 10 a 14 partes; el fruto es un tipo especial de baya (hesperidio),
las semillas pueden ser monoembridnicas y poliembridnicas; la raiz pivotante con

muchas raices secundarias (Earth, 2004).

3.4. Importancia econémica.

Colombia reporta 104.367 has en citricos distribuidos en todo el territorio nacional
(ICA, 2019). Segun la Encuesta Nacional Agropecuaria, ENA (DANE, 2016),
durante el afio 2015 en Colombia se contaba con 44.420 ha sembradas de naranja,
de las cuales se encontraban en produccion 32.610 ha, de las que se cosecharon
497.226 ton de fruta, con rendimientos promedios de 15,2 ton ha* al afio; siendo el
departamento de Antioquia, el principal productor con 271.637 ton, seguido por los
departamentos de Quindio, Valle del Cauca y Meta. La variedad de naranja se
diferencia segun el uso dado, es decir si es para consumo fresco o para congelar.
Aunque la mayoria de las frutas citricas se pueden consumir en forma fresca, la
mayor parte de la produccion es destinada a la produccién de jugo, y de esto la
mayoria corresponde a jugo de naranja. La produccion mundial total aproximada en
el afio 2014 fue de 121.273 millones ton, de las cuales el 50% correspondieron a
naranjas, 25% a mandarinas, 10% a limones y limas el 1% a pomelos y el resto a
las otras frutas citricas. En Cérdoba se estima que hay 459 ha de citricos
sembradas, mayoritariamente de naranja dulce, y una produccion anual de 7.963
ton ha'! (Minagricultura, 2017). Asimismo, de acuerdo con el ICA, en el
departamento de Cordoba en el afio 2012 se encontraban registrados 11 viveros que
producian y/o comercializaban plantas citricas. Coérdoba cuenta con 41 viveros con
registro ICA, pero ninguno cumple con la Resolucién 12816 de 2019 para producir
y comercializar plantas citricas. (ICA 2020). En la base de datos actual del ICA solo

aparece un vivero registrado como productor y/o comercializador de citricos para el
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afio 2017 (ICA 2017). Sin embargo, Colombia cuenta con 1385 viveros registrados
ante el ICA de los cuales 65 cumplen con la Resolucion 12816 de 2019 lo que
equivale al 4,7% de los viveros. Esto indica que las siembras de nuevas
plantaciones de citricos en Cérdoba y zonas aledafias se estan haciendo con
materiales de siembra introducidos de otras zonas del pais, con los consecuentes
problemas de adaptacion del material a esta zona. Igualmente se convierte en un

potencial de negocio Agricola.

3.5. Germinacion de semillas.

La germinacion de semillas es un proceso en el cual se generan cambios
morfologicos y fisioldégicos que terminan en el crecimiento del embrién (Miransari y
Smith, 2014). La germinacion requiere de condiciones especificas de temperatura,
niveles de oxigeno y luz, con las proporciones adecuadas para cada especie
(Corbineau et al., 2014). La semilla absorbe agua, lo que resulta en expansion y
elongaciéon del embrién. Cuando la radicula crece fuera de la testa el proceso de
germinacién ha terminado (Hermann et al., 2007). La germinacion de semillas de
Mandarina Cleopatra va a depender del tiempo de secado una vez hayan sido
extraidas de los frutos y también del almacenamiento que son sometidas. Gravina
(1989) y Sempionato (1997), afirman que después de la extraccidén de las semillas
de citricos se recomienda secarlas a la sombra a temperatura ambiente por tiempo
variable; indican que se requieren de 24 a 36 horas. Sin embargo, Stenzel et al.,
(1992) afirman que el tiempo de secado de semillas es de 24 a 48 horas, pero no
sefalan el contenido de humedad de la semilla, el porcentaje de germinacién y
emergencia después del almacenamiento. Segun Cochran et al., (1986); Cameron
y Soost (1987) sefialan que cuando las semillas se secan demasiado pierden
viabilidad y capacidad de germinacion. Es necesario saber la composicion quimica
de las semillas de citricos, para su almacenamiento. Por lo tanto, Nieves et al. (1995)

afirman que las semillas de mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan) estan
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constituidas por 34,7% de agua y 65,3% de materia seca; de éste, el 25,87% es
grasa bruta; los carbohidratos contenidos son fructosa, sacarosa y almidén (5,66;
14,08 y 8,0 mg por gramo de materia seca). Siqueira et al. (2002) sefialan que
mandarina cleopatra ha presentado problemas de germinacion relacionados con el
almacenamiento inadecuado de las semillas. Observaron que las semillas con
18,4% de humedad, almacenadas a 5-7°C disminuyeron su germinacién desde los
30 dias llegando a 23% a los 60 dias. Atribuyen este hecho a que el contenido de
humedad disminuyo de 18,4% a 5% a los 30 dias de almacenamiento.

Anderson et al.,, (1996) afirman que la mayoria de las semillas citricas son
poliembridnicas. Ello significa que cada semilla tiene mas de un embrién. Uno de
ellos es de origen sexual y los otros son nucelares. Se denominan nucelares a los
gue se originan en el nucelo de la semilla, tejido que rodea al saco embrionario. Los
plantines de este origen tienen las mismas caracteristicas de las plantas madre de

donde se saco la semilla.

Por otro lado, es importante la escarificacion de semillas de citricos para su
germinacion, la cual consiste en raspar, quebrar, eliminar o perforar las testas de
las semillas, ya sea manualmente o con instrumentos. La escarificacion manual esta
considerada como el método que da los mejores resultados en semillas de muchas
especies (Bonner, 1974). La escarificacion mecanica de semillas no requiere de
control de temperatura, implica pocos riesgos para los operarios y las semillas
quedan secas; sus desventajas radican en que las semillas escarificadas son mas
susceptibles al ataque de patégenos (Hartmann y Kester, 1997).

El uso de reguladores como las giberelinas, ha demostrado incrementar el
porcentaje de germinacion, la velocidad de emergencia y crecimiento inicial de la
plantula (Villagran, 1999). Algunos ensayos hechos con giberelinas demuestran que
estas ayudan en forma considerable en la germinacion de semillas de frutales, por
ejemplo, en citricos (FAO, 1991), reportan que aumentaron el porcentaje y velocidad
de germinaciéon con remojo en giberelinas. Duarte et al. (1974) en semillas de

chirimoya, muestra claramente los beneficios del GAs en incrementar la
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germinacion.

3.6. Propagacion.

Los citricos se propagan de forma natural por métodos sexuales. Las semillas estan
compuestas por una cubierta fibrosa, dos cotiledones y uno o varios embriones que
pueden dar origen a varias plantulas en el proceso de germinacion. Las semillas se
extraen de frutos maduros fisiologicamente, los cuales se lavan con agua fresca y
se secan a la sombra. Con el fin de prevenir el ataque de hongos, se puede aplicar
un fungicida protectante. El almacenamiento debe realizarse en condiciones de
reducida humedad, aunque las semillas de citricos se comportan como
recalcitrantes, bajo buenas condiciones de almacenamiento (baja humedad relativa
y baja temperatura) su viabilidad se puede conservar hasta por 6-12 meses. Las
semillas pueden sembrarse enteras o escarificadas, aunque la escarificacion agiliza
el proceso de germinacion y emergencia. La germinacion ocurre dentro de la
primera semana para la mayoria de las semillas, pero puede extenderse hasta por
dos semanas de acuerdo con el vigor de la semilla. Una vez germinadas, las plantas
destinadas a ser patrones son mantenidas en condiciones de vivero como minimo
por 6 meses y hasta por un afio para su injertacion (Hartmann et al., 2013). Las
plantas cultivadas en viveros proporcionan una mayor eficiencia de las actividades
de gestion para el riego, la nutricion y el control de plagas y enfermedades, asi como

mayor calidad de los propagulos vegetativos (Xavier et al., 2003).

Si se considera que una planta de vivero de buena calidad es una de las bases de
la citricultura, una planta de vivero de baja calidad puede originar una plantacion
improductiva (Dibbern, 2009). La injertacion es una técnica muy antigua de
propagacion vegetal, existen evidencias que prueban que era utilizada por los
chinos en el 1000 a. C. Presumiblemente, el hombre haya tomado la idea a partir
de la observacion de los injertos que se producian naturalmente entre las ramas de
los arboles al frotarse las cortezas entre si por accién de distintos elementos, como

por ejemplo el viento, y quedar expuestos los tejidos especificos que, con el tiempo,
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generaban una fuerte union. Si bien a menudo, estos dos términos son utilizados
indistintamente para referirse a la propagacioén de los vegetales, sus significados
son diferentes y es conveniente emplearlos en su correcta acepcion. Se reproduce
un frutal cuando se emplea la via sexual (semillas) y se multiplica cuando se utiliza

la via asexual (yemas, estacas, etc.).

La reproduccion es el medio natural por el que se propagan las plantas, asegurando
la perpetuacién de las especies; por el contrario, la multiplicacion es el medio
artificial, creado por el hombre, que permite, fundamentalmente, conservar las
caracteristicas de una variedad, originalmente obtenida por via sexual o por
mutaciones, que no se perpetian fielmente por semillas. Entre los métodos
empleados para la multiplicacién de frutales, la injertacién es, sin duda alguna, uno
de los procedimientos utilizados con mayor frecuencia, que ofrece enormes ventajas
sobre otros métodos de propagacion asexual como, la multiplicacién por estaca
(Valentini y Arroyo, 2003).

La union estable de un injerto va a depender de varios factores, entre los cuales se
destacan la compatibilidad de las partes (patrébn y yema), la presencia de
enfermedades y la habilidad del injertador, entre otras. La primera es una condicion
que esta influenciada por aspectos de tipo genético y fisiologico. Entre mas
cercanas sistematicamente son las partes del injerto mayores son las
probabilidades de ser compatibles, mientras que a medida que se aumenta la
distancia taxonomica es menos probable lograr una union estable; de igual forma,
la unién de injerto iniciaa partir del contacto intimo de las zonas cambiales del patrén
y la yema, una condicién que solo puede lograrse en plantas dicotiledéneas que se
encuentren en buenas condiciones de hidratacion y nutricion para tener una zona
de cambium vascular activa. En cuanto a las enfermedades, algunos microbios
actuan en la zona del injerto y puede provocar la falla de este; el caso mas conocido
es del virus de la tristeza de los citricos (CTV), el cual provoca la muerte progresiva
e irreversible de la planta afectada (Naz et al. 2007). El tercer aspecto es la habilidad

del injertador, el cual hace referencia a la maestria con la cual se hagan los cortes,
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la sanidad que se aplique a la operacion y la colocacion de las dos partes de tal
forma que se establezca un contacto intimo de las zonas cambiales, se evite la
presencia de los contaminantes en la zona injertada y se mantengan las partes
unidas hasta que haya una cicatrizacion y formacion vascular continua entre el

patréon y la yema (Hartmann et al. 2013).

3.7. Yemas.

El inicio de la brotacion, el desarrollo de la yema, requiere de la activacion de la
division celular en el corpus. Los primordios foliares y la diferenciacion de yemas
axilares se produce a medida que el meristemo apical progresa. Inicialmente, las
trazas de procambium son comunes para los dérganos en desarrollo. La
diferenciacion de elementos vasculares, protoxilema y protofloema, progresa en
sentido acropeto y basipeto a partir del tercer primordio foliar (Agusti, 2003). La
division celular requiere el aporte de carbohidratos para satisfacer los
requerimientos energéticos, de ahi la dependencia nutricional de la brotacion
(Martinez et al., 2015). Pero la brotacién también depende de factores hormonales.
El balance entre auxinas, citocininas y giberelinas determina que en el meristemo
se promueva la diferenciacion o la division (Moubayidin et al., 2010). Las
fitohormonas también regulan la inhibicibn de la brotacion axilar mediante los

procesos de dominancia apical (Bangerth et al., 2000).

Por otra parte, las citoquininas, que son producidas mayoritariamente en las raices,
también se sintetizan en los brotes, y transportadas acrépetamente en el xilema,
promueven el crecimiento de las yemas laterales. La brotacion esta controlada por
la relacion de auxinas/citoquininas. Una aplicacién directa de citoquinas a las yemas
axilares, en algunas especies, estimula la actividad de division celular y el
crecimiento (Taiz y Zeiger, 2006). Si la sintesis de citoquininas no se produce, la
brotacion de las yemas se inhibe (Ferguson y Beveridge., 2009).
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La citoquinina BAP es importante para inducir la produccién de yemas. Las
citocininas juegan un papel relevante en el cultivo de tejidos vegetales,
especialmente en la induccion de la division celular y el control de la morfogénesis,
ya que, las citoquininas ayudan a incrementar la sintesis de proteinas. George
(1993) menciona que concentraciones muy altas de citoquininas pueden causar la
produccion de una gran cantidad de brotes pequefios, que usualmente no se
alargan y que en algunas especies presentan una forma, inusual llegando a ser

hiperhidricos.

3.8. Mini injerto.

La necesidad de modernizar la produccion de plantas, especialmente en los cultivos
frutales, ha sido estimulada por tendencias como el incremento de las densidades
de siembra, la agricultura de precision, la siembra de plantas con tamafios
reducidos, la presencia creciente de plagas y enfermedades de importancia
econdémica y también las regulaciones legales para la produccion de plantas
(Rehman y Gill, 2015). La propagacion de plantas por injerto no ha sido exenta a
estas modificaciones y cada dia se buscan alternativas para realizar injertos que
puedan utilizar patrones de menor tamafio y yemas consecuentemente con
menores grados de desarrollo. El mini injerto consiste en la injertacion que se realiza
de yemas de tamafio reducido (< 1 cm de longitud) en patrones recién germinados
0 en estados iniciales de crecimiento y desarrollo. En este método se utilizan plantas
mantenidas en condiciones de casa malla como donadoras de yemas y los patrones
se germinan in vitro o ex vitro, pero el injerto se realiza en condiciones ex vitro al
interior de una casa malla.

El mini injerto, se ha utilizado en algunas especies nuevas, como los arboles de
caucho (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) (Lemos et al., 1994), la Caoba
sudamericana (Swietenia macrophylla King) (Kalil et al., 2001), Prosopis alba
Griseb. (Ewens y Felker, 2003), Mate (llex paraguariensis A. St.-Hill.) (Wendling y
Hoffmann, 2005), Maracuya (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. y P. mucronata
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Lam.) (Alexandre et al., 2013; Oliari et al., 2016), Nuez (Juglans regia L.) (Farsi et
al., 2016) y Guayaba (Psidium guajava L.) (Campos et al., 2017), como una nueva
estrategia de propagacion vegetativa. Ademas de promover la propagacion clonal a
gran escala de plantulas fitosanitarias de alta calidad, esta técnica tiene la gran
ventaja de reducir la susceptibilidad de las plantas a las enfermedades del sistema,
como sucede con la propagacién a través del injerto convencional. Cuando esta
técnica se compara con el microinjerto, presenta una mayor adherencia y excelentes
tasas de curacion, lo que facilita el injerto y la generacion de plantulas en un periodo
de tiempo mas corto (Wendling y Hoffmann, 2005). Campos et al. (2017) afirman
que el mini injerto puede acelerar el tiempo de produccion de las plantulas de

guayaba injertadas y aumentar su porcentaje de éxito del injerto.

Otros ejemplos de mini injertos se han realizado en aguacate al injertar brotes (3-6
mm) obtenidos in vitro a partir de embriones somaticos sobre patrones de los
cultivares “Booth” y “Lula” de 3-4 semanas de germinada in vitro pero transferidos
a condiciones de casa malla (Raharjo et al. 2003). En citricos, se logré un 100% de
efectividad cuando brotes de 5-10 mm de longitud regenerados in vitro fueron

injertados en patrones decapitados a 7-12 cm de altura (De Pasquale et al. 1999).

Mendes et al., (2019) en su investigacién realizada en citricos, afirman que el
tamafo del segmento apical, también es un factor determinante para lograr un mini
injerto exitoso, con uso de segmentos de 2 cm de largo facilita la adherencia de mini
injertos con 4pices caudales mas pequefos. En este caso observaron los mayores
porcentajes de supervivencia, los cuales se registraron en los patrones de
citrandarina "Riverside" (60%) e "Indio" (50%), estos fueron mini injertados con
segmentos de 2 cm de longitud. Las tasas de supervivencia se redujeron al 10%
(citrandarina 'Riverside’) y al 15% (citrandarina ‘Indio’) cuando se utilizaron

segmentos de 1 cm de longitud.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

e Evaluar la eficacia de los métodos de mini injertos Hendidura, T invertida y yema
terminal en la propagaciéon de plantas de Naranja valencia (Citrus sinensis (L.)
Osbeck.).

4.2. ESPECIFICOS

e Evaluar los efectos de los tratamientos de escarificacion y Acido Giberélico GAs
para la germinaciéon de semillas de Mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort ex
Tan) para la produccion de patrones.

e Determinar los efectos de podas y Bencilaminopurina (BAP) sobre condiciones
para inducir la produccion de yemas, en plantas injertadas de Naranja valencia
(Citrus sinensis (L.) Osbeck.).

e Determinar el porcentaje de supervivencia en tres técnicas de mini injertacion

en plantas de Naranja Valencia (Citrus sinensis (L.) Osbeck.).
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5. HIPOTESIS

La técnica de mini injertacion Hendidura, es una alternativa para la produccion y
comercializacion de plantas de vivero de la especie Naranja valencia (Citrus

sinensis (L.) Osbeck.).
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6. METODOLOGIA

6.1. LOCALIZACION.

La presente investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal
de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba, ubicado en el
Municipio de Monteria, departamento de Cordoba a una altura de 13 msnm. Sus
coordenadas geograficas corresponden a los 8° 31' de Latitud Norte y 75° 58'
Longitud Oeste, respecto al meridiano de Greenwich. Asi mismo, cuenta con
condiciones agroclimaticas que la clasifican como un Bosque Seco Tropical, segun
la clasificacion de Holdridge, una temperatura promedio de 28°C, humedad relativa
promedio del 80%, precipitacién promedia anual de 1200 mm y brillo solar anual de
2108.2 horas (Palencia et al., 2006).

6.2. POBLACION Y MUESTRA.

6.2.1. Material vegetal.

El material vegetal para los patrones se obtuvo a partir de semillas de plantas
adultas de mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan). Las yemas para los
injertos se tomaron de plantas injertadas de aproximadamente un afio de edad de
Naranja Valencia (Citrus sinensis L. Osbeck.), las cuales fueron adquiridas en el
municipio de Fusagasuga, departamento de Cundinamarca del vivero con
autorizacion comercial de plantas citricas “FERJA DE FRUTALES”, con Registro
ICA: 25290-06V (Anexo 10.1).

6.2.2. Produccién de patrones y crecimiento.

Las semillas de mandarina cleopatra se extrajeron de frutos en estado de madurez

horticola, fueron lavadas con agua potable para retirar el megasporangio, luego se
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colocaron en un papel a la sombra durante el curso de la noche. Se establecieron
cuatro tratamientos; donde se utilizaron aproximadamente 400 semillas. Para (T1)
100 semillas fueron escarificadas; para (T2) se utilizaron 100 semillas sin escarificar;
(T3) consistio en tomar 100 semillas que fueron escarificadas y tratadas mediante
inmersién de cinco minutos con una solucién de 1 mg L de acido giberélico (GA3)
y para (T4) 100 semillas fueron tratadas mediante inmersion de cinco minutos con
una solucién de 1 mg L de acido giberélico (GAs) sin escarificar. Posteriormente
todas fueron colocadas de forma separada en una bandeja con papel humedecido
y algodén con agua destilada estéril. Las bandejas se cubrieron para evitar la
incidencia de luz y se colocaron a una temperatura de 28°C. Cada uno de los
tratamientos mencionados anteriormente se repitieron tres veces. Para todos los
tratamientos, se registré diariamente nimero de semillas germinadas, se calculé el
porcentaje de germinacion, el tiempo de germinacién y el numero de plantas
producidas. Las semillas germinadas se trasplantaron en tubetes de 60 cc para su

crecimiento.

6.2.3. Induccién de yemas.

Las plantas injertadas de Naranja Valencia utilizadas como proveedoras de yemas
fueron mantenidas en casa malla con riego por aspersion. Se trataron con 2,5 ml. L
! de insecticidas sistémicos (Thiamethoxam) y 1,25 ml.L! de fungicida protectante
(Azoxytop y Oxicloruro (alternados)) cada 10 dias. Un grupo de seis plantas fueron
podadas mediante la remocion de las yemas terminales (4-5 cm del apice) con el
fin de inducir la produccion de yemas axilares (T1). De forma alterna, otras seis
plantas de la misma especie fueron tratadas con una aspersion de 1 mg L* de
Bencilaminopurina (BAP) (T2). Para ambos casos al cabo de 3-4 semanas se
registraron las variables numero de nuevos brotes producidos y las caracteristicas

de los mismos (Longitud y grosor (cm)).
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6.2.4. Mini injertos.

Se evalug la efectividad de tres métodos de mini injertacion. En el primero, (T1)
Yema terminal, consistio en decapitar el patron a una altura de 5 cm y se coloco en
la parte decapitada una yema (2 mm) en contacto con el cilindro radial; el injerto se
cubrié con un tubo Eppendorf® (0,25 cc) durante 8 dias. El segundo (T2) Hendidura,
consistié en realizar un corte vertical en el centro del patrén decapitado (5 cm), en
el cual se injertd la yema (1,5 cm) preparada para su ubicacion, la parte injertada se
fij6 con Parafilm® posterior a esto el mini injerto fue cubierto con un tubo Eppendorf
(0,25 cc). Eltercero, (T3) T invertida (Miniescudete), consistio en realizar un corte
(5-10 cm de altura) en la corteza del patrén, finalizado con un corte perpendicular de
1 cm de longitud, y en éste se inserté la yema (5 mm) obtenida de las plantas
injertadas, la zona se cubrié con Parafilm®, dejando el punto central de la yema sin
cubrir. Cada método de injertacion (tratamiento) se repiti6 20 veces. Las plantas
injertadas se mantuvieron en condiciones de casa malla (50% de retencion de
irradiacion) con dos riegos diarios (1 minuto cada uno) por aspersion. Después de
6-8 semanas se registré el niumero de injertos exitosos y los datos de crecimiento
(altura de la yema (cm)) y desarrollo (formacion de nuevos oOrganos), fueron

registrados semanalmente durante dos meses.

6.2.5. DISENO EXPERIMENTAL.

En el presente estudio los datos fueron analizados mediante un Disefio
Completamente al Azar (DCA). Para produccion y crecimiento de patrones; los
datos de porcentaje de germinacion fueron analizados mediante una Analisis de
Varianza para un factor (ANAVA). Para induccion de yemas; los datos fueron
analizados con una prueba t de Student para muestras independientes, con un nivel
de significancia (a=0,05) y para mini injertos; se utilizo la prueba estadistica t de
Student para muestras independientes con un nivel de significancia (a=0,05) (Altura
yemas (cm)), para el andlisis de los datos niamero de hojas, los datos fueron

distribuidos con el método estadistico no paramétrico Wilcoxon para muestras
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independientes, con un nivel de significancia (a=0,05).
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. PRODUCCION DE PATRONES Y CRECIMIENTO.

7.1.1. Porcentaje de germinacion.

La tabla 1 muestra los resultados de la prueba de germinacion. Se puede apreciar
gue el tratamiento que indujo el mayor porcentaje de germinacion, fue el tratamiento
T1 de semillas escarificadas, alcanzando de esta manera un 100% de germinacion,
seguido por el tratamiento T2 de semillas sin escarificar, con un 96% de germinacion
de semillas. Los tratamientos con menor porcentaje de germinacion fueron los
tratamientos T3 y T4 de semillas escarificadas + 1mg. L! de GAsy semillas sin
escarificar + 1mg. L't de GAs, con porcentajes de 88 y 84%, respectivamente.

El Analisis de Varianza (ANAVA) (Anexo 10.2), y la prueba de comparacion de
medias (Tukey) con un nivel de significancia de a=0,05 (Anexo 10.3), permitié
detectar diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre los tratamientos

de semillas germinadas (Figura 1.).

Tabla 1. Datos generales de prueba de germinaciéon de semillas de Mandarina

Cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan).

% ] DIAS DE ]
TRATAMIENTOS GERMINACION | GERMINACION

T1: Escarificada 100 8
T2: Sin escarificar 96 7
T3: Escarificada + 1 88 8
mg.Lt GA3

T4: Sin escarificar + 1 84 8
mg.Lt GA3
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Figura 1. Comparacion de cuatro tratamientos T1 (Semillas escarificadas), T2 (sin
escarificar), T3 (Escarificadas + 1mg. L'* de GAz) y T4 (Sin escarificar + 1mg. L1 de
GAz3), en prueba de germinacion de semillas de Mandarina Cleopatra (Citrus reshni
Hort ex Tan). *Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de

acuerdo con la prueba de Tukey (a=0,05)).
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Por lo anterior, en este estudio los cuatro tratamientos evaluados alcanzaron un alto
porcentaje de germinacion, ya que, las semillas una vez extraidas de los frutos,
fueron secadas por un dia y posteriormente utilizadas para su germinacion. Villegas
y Andrade (2005), obtuvieron porcentajes de germinacion en semillas de mandarina
cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan) de 90,6; 94,6 y 91,3%, donde hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. Jaramillo et al., (2012).
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Determinaron las mejores condiciones de humedad para almacenar semillas,
obtuvieron porcentajes de germinacion en semillas de (Limon ‘Volkameriana’ (Citrus
volkameriana Ten. y Pasq.) con porcentaje de 97,3%; Hibrido Sunki x English (Citrus
sunki Hort. ex Tan. x Poncirustri foliata (L.) Raf.), con porcentaje de 75,2% y
Citrumelo CPB 4475 (Citrus paradisi Macfad. x Poncirus trifoliate (L.) Raf.), con
47,8% de germinacion, utilizados como patrones de Lima tahiti (Citrus lantifolia
Tanaka). Mas et al. (1995), (como se cito en Villegas y Andrade, 2005), obtuvieron
90% de germinacion en semillas de mandarino ‘Cleopatra’ al almacenar las semillas

durante seis meses a 4°C.

En este estudio, las semillas escarificadas, obtuvieron mejor respuesta en cuanto a
la germinacion, lo que concuerda con el estudio de Villagran (1999), donde encontro
en semilla de canistel que los tratamientos que germinaron mas rapido fueron
aquellos donde se realiz6 escarificacion, siendo el mejor el que no se le aplicé &cido
giberélico con un 97,5% de geminacion, también afirma que al escarificar las
semillas tiene un efecto positivo en acelerar la germinacion, y que al remojarlas en
diferentes dosis de GAs realmente no ayudd a que produjera una germinacién mas
rapida, ya que se observd que si se aumentaba la dosis de GAs la semilla tenia un
menor porcentaje de geminaciéon. Sin embargo Saldivar et al., (2010), observaron
que a mayores dosis de GAs (0; 50; 100; 150; 200 y 250 mg. L?), el porcentaje de
germinacién aumenta en semillas de la especie (Jaltomata procumbens (Cav.) J. L.
Gentry), con porcentajes de germinacion de 28; 30,33; 41,66; 66,66; 61,33 y 87%

respectivamente.

7.1.2. Numero de plantas producidas.

El mayor nimero de plantas se obtuvo en el tratamiento de semillas escarificadas
(T1), obteniéndose 100 plantas; seguido del tratamiento de semillas sin escarificar
(T2), con 96 plantas, luego el tratamiento de semillas escarificadas + 1mg. L de

GA3 (T3), con 88 plantas y el menor numero de plantas lo obtuvo el tratamiento de
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semillas sin escarificar + 1 mg. L* de GAz (T4) obteniéndose 84 plantas . Los
resultados anteriores fueron obtenidos al cabo del dltimo dia de evaluacion (Dia 12),
es decir, dia en el cual no se observdé mas germinacion de semillas (Anexo 10.4).

Con lo anterior se puede deducir que para obtener el mayor nimero de plantas al
momento de realizar una prueba de germinacion de semillas de mandarina
cleopatra, se recomienda realizar el proceso de escarificacion, lo cual facilita la

germinacion.

7.1.3. Tiempo de germinacion.

Segun los datos de la prueba de germinacion, se observa que los dias de
germinacion en los tratamientos es similar (8 dias de germinaciéon de semillas),
excepto en el tratamiento (T4) de semillas sin escarificar + 1 mg. L' de GAs (7 dias
de germinacién) (Tabla 2.). Se pudo apreciar que los dias de inicio de germinacién
(DIG) para los tratamientos de semillas escarificadas + GAs (T3), Escarificadas (T1)
y Sin escarificar (T2) empezo6 a partir del dia 5. Sin embargo, para el caso de
tratamiento de semillas sin escarificar + GAs (T4) empez6 el dia 6. La prueba de
germinacion tardd 12 dias, lo cual fue constatado debido a que no se observé mas
germinacion de semillas. Villega y Andrade (2005). Determinaron que la
germinacion de semillas de mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan) (6
meses de almacenamiento), se dié en el transcurso de 30 dias y termin6 a los 60
dias después de su siembra. En este caso puede influir el tiempo de
almacenamiento de semillas, ya que en el presente estudio las semillas una vez
fueron extraidas del los frutos, no se almacenaron por mucho tiempo, lo que pudo
favorecer el tiempo de germinacion de semillas de mandarina cleopatra. Siqueira et
al. (2002) almacenaron semillas de mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan)
con 10,30; 11,23; 18,41 y 21,42% de agua a temperatura de 5-7°C, y observaron
qgue la germinacion fue menor a partir de los 30 dias de almacenamiento, de tal

manera que a los 60 dias obtuvieron solo el 23% de germinacion.

44



Tabla 2. Tiempo de germinacion de semillas con cuatro tratamientos (Escarificadas
+ GA3 (T3), Sin escarificar + GA3(T4), Escarificadas (T1), y Sin escarificar(T2).

TRATAMIENTOS DIG DFG DGS
T3: Escarificadas + GAs 5 12 8
T4: Sin escarificar + GAs 6 12 7
T1: Escarificadas 5 12 8
T2: Sin escarificar 5 12 8

DIG: (dia inicio de germinacion); DFG: (dia final de germinacion); DGS (dias de
germinacion de semillas).

7.2. Induccion de yemas en plantas madres.

7.2.1. NUmero de brotes.

En el proceso de induccion de yemas al transcurrir cuatro semanas, se observé que
las plantas sometidas a la técnica de poda (T1), tuvieron mayor nimero de brotes
nuevos, observandose de esta manera 27 nuevas yemas, comparado con 11 yemas
producidas en las plantas tratadas con 1 mg L™t BAP (T2) (Tabla 3.). Segun Darrouy
et al. (2010), tomaron secciones basales de brotes provenientes de arboles de
aguacate con y sin poda, se observdé un aumento en el grosor del cambium
interfascicular y fascicular, que mostraria un posible efecto de la poda y de la
posicion de la yema dentro del brote. Botero et al. (2014) realizaron cortes en las
ramas de plantas de citricos (Citrus latifolia, Citrus sinensis) en el departamento de
Cordoba, observaron el crecimiento de brotes por rama, los cuales oscilaron entre
0,9 y 8,85 brotes/rama en promedio respectivamente. Sin embargo, durante la

mayor parte del estudio los niveles de brotacién fueron relativamente bajos.

Caso contrario para T2 con las plantas tratadas con 1 mg. L' de Bencilaminopurina
(BAP), se observaron menor numero de brotes, con 11 nuevas yemas activas (Tabla

3.). Lo anterior demuestra que es mas factible realizar podas en plantas de Naranja
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Valencia, con el fin de producir mayor nimero de yemas. No obstante, algunos
autores han observado en sus experimentos resultados favorables con la aplicacion
de BAP. Jajo (2010), ha demostrado en condiciones in vitro que aplicando
Bencilaminopurina (BAP) en concentracion de 2.22 um, obtuvieron brotes en

plantas de Citrus limonia con 18.26 por explante.

Las citoquininas por otra parte activan las yemas que se encuentran en dormancia,
produciendo asi de esta manera la produccion de nuevos brotes. En este caso el
estudio de la aplicacién de 1 mg. L' de BAP no resulté favorable, demostrandose
de esta manera que, realizando podas, se genera mayor nimero de yemas. Se
deduce con lo anterior que, no es necesario aplicar ninguna clase de citoquinina

(BAP) para la induccién de yemas.

Tabla 3. Numero de nuevas yemas en plantas adultas de Naranja Valencia (Citrus
sinensis (L.) Osbeck.) sometidas a la técnica de poda (T1) y (T2)tratadas con 1 mg.

L-* de Bencilaminopurina (BAP).

PODAS BAP (1 mg. L)
PLANTA NUEVAS YEMAS PLANTA NUEVAS YEMAS

OO WINIEF

N
Nio|w|&|~N|o|u
SIGIENTMINIT
=
NI=INITMINITNIT N

TOTAL TOTAL

7.2.2. Longitud y grosor de yemas.

Para el caso de longitud de yemas (cm), y teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en la prueba t de Student para muestras independientes con un nivel de
significancia (a=0,05); se pudo apreciar que no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos T1: Podas y T2: BAP (P>0,05) (anexo 10.5 ), donde la media
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de longitud de yemas para las plantas sometidas a la técnica de podas fue de 21,6
cm y la media para las plantas tratadas con 1 mg. L de Bencilaminopurina (BAP)
fue de 18,8 cm (Figura 2.).

Figura 2. Respuesta de longitud de yemas (cm) a la realizacion de podas y la
aplicacion de 1mg.L1 de Bencilaminopurina (BAP) en plantas de Naranja Valencia
(Citrus sinensis (L.)). *Valores con la misma letra no son diferentes

estadisticamente de acuerdo con la prueba t de Student (a=0,05)).
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Segun Bhagat et al. (2012), tuvieron respuesta de regeneraciéon del 75 % de brotes
al utilizar 3 mg L't de BAP en la especie limén rugoso (Citrus jambhiri Lush), a nivel
in vitro, donde se micropropagaron segmentos nodales para patrones de plantas
citricas. Alcanzaron una altura de brotes de 1.8 cm. Estudios realizados por Alvarez
et al. (2011), utilizando BAP como inductor de crecimiento de yemas en Gmelina

arborea Roxb, de acuerdo con el efecto de las concentraciones de BAP, los mejores
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resultados, en porcentaje de brotacion y longitud total, se presentaron cuando se
aplic6 0.5 mg. L't de BAP a las yemas. Arreola et al., (2010) evaluaron la induccién
de crecimiento lateral de yemas en Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, a través
del despunte de brotes. Encontraron una disminucién entre el 38% y el 60% de la
longitud de los brotes podados. La induccién de yemas laterales alcanz6é una
longitud de 32 y 21 cm, como resultado del despunte a5y 10 yemas.

Segun los resultados obtenidos en la prueba t de Student para muestras
independientes, con un nivel de significancia (a=0,05). Para el caso de grosor de
yemas (cm), se observé que no hubo diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (Podas y BAP) (P>0,05) (anexo 10.5). Se puede apreciar que la media
para el caso de las plantas podadas fue de 0,030 cm y las plantas tratadas con 1
mg. Lt de bencilaminopurina (BAP) fue de 0,026 cm (Figura 3.). De acuerdo con
Baldini (1992), la activacion del cambium esta directamente ligada con la
reactivacion de las yemas, la cual ocurre en sentido basipeto en la rama y es
controlada por la interaccibn de reguladores de crecimiento como auxinas,
citocininas y giberelinas. Si la relacion de auxinas/citocininas cambia con la posicion
de la yema dentro de la rama, las secciones basales tendrian mayor contenido de
citocininas y presentarian una mayor actividad mitética del tejido cambial, lo que

podria explicar el mayor grosor de los brotes.
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Figura 3. Respuesta de grosor de yemas (cm) a la realizacion de podas y la
aplicacion de 1mg.L1 de Bencilaminopurina (BAP) en plantas de Naranja Valencia
(Citrus sinensis (L.) Osbeck). *Valores con la misma letra no son diferentes

estadisticamente de acuerdo con la prueba t de Student (a=0,05).
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7.3. Mini injertos.

7.3.1. Porcentaje de supervivencia de mini injertos.

Las técnicas empleadas de injerto de hendidura (T2), T invertida (T3) y yema
terminal (T1) (Figura 4) presentaron variacion en los porcentajes de éxito. La Tabla
4 muestra los resultados de los porcentajes de éxito obtenidos con las diferentes
técnicas de mini injertacion aplicadas. Se puede observar que el porcentaje de éxito
para los mini injertos con el método hendidura fue del 75%, seguido por el de T-
invertida con 37.2% y finalmente el de yema terminal con ausencia total de éxito
(0%). Estos resultados tienen correspondencia a los obtenidos por Alexandre et al.
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(2013), obtuvieron mini injertos exitosos con el método de hendidura en cultivares
de P. edulis f. flavicarpa/P. edulis f. flavicarpa, P. edulis/P. edulis f. flavicarpa, P.
alata/P. edulis f. flavicarpa, P. mucronata/P. edulis f. flavicarpa, P. foetida/P. edulis
f. flavicarpa fueron 90, 90, 68, 80 y 90%, respectivamente. Los mini injertos que
fueron exitosos presentaron buenas caracteristicas fenotipicas como se observa en

la figura 5.

Figura 4. Diferentes técnicas de mini injertacién en plantas de Naranja valencia
(Citrus sinensis (L.) Osbeck.).

Yema terminal - invertida

Hendidura

Tabla 4. Datos generales de mini injertos en plantas de Naranja Valencia (Citrus

sinensis L. Osbeck.).

DATOS GENERALES MINI INJERTOS NARANJA VALENCIA (Citrus
sinensis L. Osbeck.)
METODOS ) TAMANO YEMA # DE HOJAS
% EXITO PROMEDIO (cm) PROMEDIO
HENDIDURA 75 3 5
T- INVERTIDA
(Miniescudete) 37.2 2.9
Y. TERMINAL 0 0
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Figura 5. Mini injerto con el método hendidura, con buenas caracteristicas

fenotipicas de Naranja valencia (Citrus sinensis (L.) Osbeck.).

Para el caso de mini injertos con la técnica de mini injertacion hendidura, se pudo
observar que es necesario generar la mayor superficie de contacto entre los dos
cambiums vasculares y la yema a injertar, con el fin de obtener el mayor porcentaje
de éxito de mini injertos. La figura 6 muestra la yema insertada en el patron. Esto
puede explicar el alto porcentaje de eficiencia por parte de este método de mini
injertacion.

Figura 6. Yema en contacto con cambiums vasculares del patron de Mandarina

Cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan).
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La union de los mini injertos esta formada inicialmente por la division de las células
del callo, originalmente del injerto y patrén, que se diferencian aiin mas para formar
el cambium vascular. Tres etapas consecutivas ocurren en el éxito del proceso de
mini injerto: la adhesion entre el injerto y el patron, proliferacién de células de callo,
y diferenciacion vascular en la interfase de injerto (Hartmann et al., 2011).

Con los datos obtenidos de porcentaje de éxito, se deduce que el mejor método
para realizar mini injertos es hendidura. Alcanzo el mayor porcentaje de éxito de los
injertos realizados, el cual se recomienda para la propagacion asexual de plantas
citricas a través de la técnica de mini injertacion.

Una vez observados los resultados de los métodos de mini injertacion que fueron
exitosos (hendidura y T -invertida), se pudo apreciar el desarrollo de estos durante
el periodo de evaluacion (3 semanas) (Figuras 7 y 8). Para el método de hendidura
se observaron las yemas en su proceso de crecimiento, dicho proceso se observo
al cabo de 8 dias después de realizar los injertos. Para el método T- invertida, al
cabo del dia 8 después de realizar los mini injertos, se observd el inicio del
crecimiento de los brotes, que para ello fue necesario realizar el proceso de
“agobio”, con el fin de facilitar y permitir el paso de asimilados a la yema injertada
(Figura 9). Segun Young (2004) el agobio ayuda al aporte de auxinas, las cuales
facilitan la brotacion de las yemas.

Figura 7. Crecimiento y desarrollo de yemas de mini injertos con el método
hendidura.
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Figura 8. Crecimiento y desarrollo de yemas de mini injertos con el método T-

invertida (Miniescudete).

Figura 9. Mini injerto del método T- invertida (Miniescudete) sometido a la técnica
de agobio.

Segun Scatena y Scremin (2006), la division que retiene la capacidad de las células
adultas del parénquima juega un papel clave en la curacion o la regeneracion de
lesiones como el injerto. Este proceso es posible dada su capacidad inherente de

ser reprogramado al estado citolégico meristematico, que la diferencia de otros tipos
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de células. Las nuevas células parenquimatosas crecen tanto en el injerto como en
el patron llenando el espacio entre la ranura y el injerto (Pina y Errea, 2005). Aqui,
las células divisorias pertenecen al parénquima medular del injerto, a las células del
parénquima de la xilema y también a las cambiantes. Este hecho estéa relacionado
con el hecho de que las células derivadas de las zonas activas de crecimiento del
injerto son de alguna manera mas jovenes, y mucho méas sensible a las lesiones
debidas a una posible mayores tasas de division con respecto a las del patron;
ademas, este tejido tiene un alto contenido de auxina enddgena que induce el
proceso mitético junto con la citoquinina (Taiz y Zeiger, 2013), lo que repercute
positivamente en la efectividad de la curacion en la region del injerto.

Lo mencionado anteriormente es relevante en este caso, ya que del éxito de los
mini injertos va a depender de la curacion y posterior cicatrizacion del injerto, para
ello en nuestro experimento fue de gran ayuda el Parafim®, el cual sirve para
asegurar la union del injerto, también ayuda a cicatrizar la parte injertada y evita la
deshidratacion de los brotes y las yemas. En la figura 10 se puede apreciar los mini
injertos fijados en la zona injertada con Parafilm®, los cuales fueron exitosos. En un
estudio realizado por Oliari et al. (2016), el Parafiim® proporcioné un mayor apego

(89,57%) del mini injerto entre P. edulis f. flavicarpa x P. mucronata.
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Figura 10. Mini injertos del método Hendidura fijados con Parafilm®.

El Parafilm® ayuda a disminuir la deshidratacién en las yemas injertadas, ya que, en
el injerto, el brote proveniente de las yemas de injertos exitosos es el principal
organo para la pérdida de humedad. Otro aspecto importante en cuanto al éxito de
los injertos es la destreza que tenga el injertador, de eso va a depender los
resultados favorables, también es relevante la edad del patron que se va a utilizar,
en este caso se utilizaron patrones de seis meses de edad, hasta que alcanzaran el
diametro adecuado para realizar los mini injertos. Segun De Pasquale (1999) en un
estudio en citricos, lograron porcentajes de éxito de los mini injertos oscilaron entre
el 27,5% (‘Tardivo di Ciaculli’ mandarina injertada en Mandarina cleopatra de 6
meses) y el 100% ( Naranja agria injertada en una naranja agria de 18 meses, y
"Femminello Comune"” limon injertado en una naranja agria de 18 meses y una
mandarina Cleopatra de 18 meses) La mandarina 'Tardivo di Ciaculli’ mostro el
menor porcentaje de éxito, 63%, mientras que el porcentaje mas alto, 96%, se
observd con el limén "Femminello Comune". Los patrones de Naranja agria

produjeron mayores porcentajes de mini injertos exitosos que la mandarina
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Cleopatra. Observaron también que la probabilidad de éxito de las uniones de
injertos aumento con la edad del patron. Cuando el patron tenia 6 meses de edad,
el 81,3% y el 68,1% de las uniones de injertos tuvieron éxito en comparacion con el
96,3% y el 86,9% cuando el patron tenia 18 meses de edad (respectivamente en

Naranja agria y mandarina Cleopatra).

Con el método de mini injertacion T-invertida (Miniescudete), se pudo determinar un
porcentaje de éxito de 37,2; como lo muestra la tabla 5. Ademas, se pudieron
observar los mini injertos que resultaron exitosos (Figura 11). Estos mini injertos se
observaron con buen vigor y buenas caracteristicas fenotipicas (Figura 12).
Mendoza et al., (2004), obtuvieron a través de la técnica de microinjerto en plantas
de naranja dulce (Citrus sinensis L. osbeck) con el método T invertida porcentajes
de prendimento de 0 y 10,3%, sobre el patrén CitrangeTroyer (Poncirus trifoliata L.
Raft.).

Figura 11. Mini injertos exitosos del método T-invertida (Miniescudete).
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Figura 12. Mini injerto vigoroso del método T- invertida (Miniescudete).

Para el caso del método Yema terminal no se observaron resultados positivos
respecto al porcentaje de éxito, con un 0% de eficiencia, se observé en el
experimento que al momento de realizar preliminares de mini injertos con este
meétodo, no hubo prendimiento de la yema con el patrén (Figura 13), las yemas
puestas en el cilindro radial del patron se deshidrataron, considerando de esta
manera que los injertos con el método de injertacion antes mencionado fueron
fallidos, por lo que no arrojaron resultados favorables en este caso (Figura 14). Sin
embargo, Navarro (1979) en su estudio realizado en citrico (agrio) en condiciones
in vitro obtuvo que con el método de colocacién del &pice en el patrén influye
significativamente en el grado de prendimiento. Los mejores resultados se
obtuvieron mediante la colocacion del &pice sobre el anillo vascular en la superficie
de corte del epicotilo decapitado o en la incision realizada en la parte superior del
epicotilo, método similar al utilizado en este estudio con el método yema terminal.
El éxito del injerto es dependiente de la pérdida de humedad de las yemas (Rongting
y Pinghai, 1990; 1993). Rongting y Pinghai (1993) demostraron que, si la humedad
de los nuevos brotes se reduce a menos del 38%, por ende, la formacion de callo
en la union del injerto se detiene. De esta manera lo mencionado anteriormente,

pudo influir en el no prendimiento de yemas. Otro aspecto que pudo influir en el
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prendimiento de las yemas, pudo haber sido la poca superficie de contacto entre el
patron y la yema injertada, no se produjo curacion y el tejido parenquimatoso no
llend los espacios libres patrén/yema, produciendo de esta manera deshidratacion
de yemas y no efectividad de este método de mini injertacion. Esta investigacion
sirvio para tener en cuenta que el método yema terminal es descartado como
técnica de propagacion de plantas citricas. Por otro lado, se puede afirmar que los
tubos Eppendorf®, no crearon el microclima adecuado para que la yema no se
deshidratara con facilidad, lo que repercute negativamente en el prendimiento de

yema con el patron.

Figura 13. Mini injerto fallido con el Figura 14. Yema apical deshidratada.

método yema terminal.

7.3.2. Longitud de yemas y numero de hojas.

En el caso de longitud de yemas (cm), y segun los datos obtenidos y posteriormente
distribuidos con una prueba t de Student para muestras independientes con un nivel
de significancia (a =0,05). Se observo que no hubo diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados (métodos T-invertida y Hendidura) P>0,05; con promedios
de 2,9 y 3 cm respectivamente (anexo 10.6). La figura 15 muestra los resultados
obtenidos de la variable longitud de yemas, con promedios similares como se

menciond anteriormente. Karnataka (2012) obtuvo 'Sardar' injertado plantulas de
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guayaba (Psidium guajava L.) con un promedio de hasta 22 cm de altura y 15 hojas

a los 120 dias después del injerto.

Figura 15. Longitud de yemas (cm) comparado en dos métodos de mini injertacién
(Hendidura y T-invertida (Miniescudete) *Valores con la misma letra no son

diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba t de Student (a=0,05).

METODOS DE MINIHNJERTACION

a
3,0 1
25 4
E 2,0 4
=
2
=
g 1,5 4
|
1,0 4
0,5 -
0,0 T
Hendidura T-imertida
Meétodos mini-ine rtos
[ Hendidura
B T-medida

Para el niumero de hojas, fue necesario distribuir los datos a través de la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras independientes, con un nivel de
significancia (a=0,05), donde se pudo observar diferencias estadisticas
significativas P<0,05 entre los tratamientos (T-invertida (miniescudete) vy
Hendidura), con promedios de 3 y 5 hojas respectivamente (anexo 10.7). Los
promedios en este caso fueron diferentes. Donde se aprecia que los tratamientos

con letras diferentes difieren estadisticamente (Figura 16).
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Figura 16. Numero de hojas comparado con dos métodos de mini injertacion
(Hendidura y T-invertida). *Valores con la misma letra no son diferentes

estadisticamente de acuerdo con la prueba Wilcoxon (a=0,05).

METODOS DE MINI-INJERTACION

Mimero hojas
[+ ]
1

0 T
Hendidura T-imertida

Métodos mini-injertos

[/ Hendidura
B T-inertida

Campos et al. (2017), obtuvieron en plantas de guayaba (Psidium guajava L.)
valores que fueron alrededor de 22,2 cm y 14 hojas en 120 dias después del mini
injerto. Por otro lado, Mendes et al., (2019) obtuvieron valores promedios de nimero
de hojas de 8,23 y 8,14 a los 120 dias luego de haber realizado los mini injertos en
dos variedades de Citrandarinas, donde no observaron diferencias estadisticas
significativas. Sin embargo, en el mismo estudio con obtuvieron en tres cultivares
de citricos numero de hojas promedio (23; 10,9 y 18,9) a los 120 dias luego de
realizar los mini injertos, en este caso si hubo diferencias estadisticas significativas

en los tres cultivares evaluados.
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En la literatura pocos estudios han evaluado la técnica de mini injertacion aplicada
a las especies de citricos (Mendes et al., 2019). Sin embargo, la realizacion en otras
especies frutales ya mencionadas anteriormente, han servido como guia para tener
certeza de que la técnica de mini injertos es de suma importancia para solucionar
algunas problematicas en cuestiones fitosanitarias, de tiempo, espacio y por
supuesto la disminucion de costos de producciébn en comparacion al injerto
convencional. Mendes et al., (2019), también afirman que la mini injertacion puede

ser una nueva opcion para la propagacion de los citricos.
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8. CONCLUSIONES

El tratamiento T1 (semillas escarificadas sin GAs) alcanz6 el mayor porcentaje de
germinacion (100%), en semillas de Mandarina Cleopatra (Citrus reshni Hort ex
Tan). Se observd que es necesario escarificar las semillas para facilitar su

germinacion.

La realizacion de podas en plantas adultas de Naranja Valencia (Citrus sinensis L.

Osbeck) es necesaria para obtener mayor numero de brotes.

La técnica de mini injertacion hendidura fue la mejor, alcanzé el mayor porcentaje
de supervivencia (75%), seguido de la técnica T invertida (miniescudete) 37,2% y la

técnica yema terminal 0%.
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10. ANEXOS

10.1. Planta adulta de Naranja valencia de vivero comercial “FERJA DE
FRUTALES” con Registro ICA: 25290-06V.

SAVERD

. FERIR 1B FRATIE

10.2. Prueba estadistica ANAVA en prueba de germinacion de semillas de

mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan) .

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
T1 3 299 100 0,33
T2 3 289 96 16,33
T3 3 264 88 1
T4 3 251 84 4,33
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio

las Sumade de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 488,9166667 3 162,9722222 29,63131313 0,000110516 4,066180551
Dentro de
los grupos 44 8 55
Total 532,9166667 11

10.3. Prueba de Tukey (HSD) para prueba de germinacién en semillas de
mandarina cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan).

HSD= 6,13
Valor critico prueba Tukey (qa)= 4,53
MSe= 55

n= 3

Donde; HSD (Diferencia honestaente significativa); MSe (Cuadrado medio del error)
y n (nimero de elementos por grupo).

Tratamientos T1 T2 T3 T4
T1 4a 12b 16b
T2 8b 12b
T3 4b
T4
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10.4. Datos de prueba de germinacién de semillas de mandarina (Citrus reshni Hort

ex Tan).

DIAS DE GERMINACION

TRATAMIENTOS 5 6 7 8 9 10 11 12
Semillas

escarificadas + 44 52 60 64 80 84 84 88
GA3

Semillas sin

escarificar+ GA3 0 24 44 52 64 2 6 84
Semillas sin

escarificar 40 48 60 68 72 80 88 96
Semillas

escarificadas 8 32 48 64 76 80 92 100

10.5. * Prueba t de Student para muestras independientes, con un nivel de

significancia (a=0,05) para las variables longitud y grosor de yemas (cm).

Tratamiento

Longitud (cm)

Grosor (cm)

Poda 21,59 0,02974074

BAP 18,82 0,02627273
Estadistico t 0,95099 0,96112
P-Valor 0,3479 0,3429
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10.6. * Prueba t de Student para muestras independientes, con un nivel de
significancia (a=0,05) para la variabe longitud de yemas (cm).

Método Longitud (cm)
T- Invertida 2,859259
Hendidura 2,959091

Estadistico t 0,26573

P-Valor 0,9175

10.7. * Prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras independientes, con

un nivel de significancia (a=0,05) para la variabe nimero de hojas.

Método Numero de hojas
T- Invertida 3
Hendidura 5
Estadistico W 320,5
P-Valor 0,001473

78



