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ABSTRACT 
 
The Persian lime (Citrus x latifolia) is of great importance because its international trade has 
grown in recent years and the cultivated area is increasing, generating greater demand for 
healthy and genetically pure plants. The Persian lime produces seedless fruit. The absence 
of seeds limits the sexual reproduction of this crop; asexual propagation, such as in vitro 
tissue culture, offers an excellent reproductive alternative. In vitro culture using temporary 
immersion systems with RITA® bioreactors promotes the multiplication of plants with 
phytosanitary quality. The objective of this study was to analyze the effect of RITA® 
bioreactors, semi-solid medium, and partial immersion on the in vitro culture of Persian lime, 
determining its morphological development, chlorophyll a, b, and total concentrations, 
phytohormones IBA, BAP, and KIN, and nutrients N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Fe, and 
B in plant tissue. In RITA® Bioreactors, the highest number of shoots, the highest 
concentration of BAP and KIN, macronutrients N, P and K and micronutrients Fe, Mn and B 
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were generated; the in vitro propagation of Persian lime in RITA® bioreactors is highly 
efficient. 
 
Keywords: Citrus x latifolia, chlorophylls, nutrients, phytohormones, temporary immersion 
system. 
 
 

RESUMEN 
 
El limón Persa (Citrus x latifolia) tiene gran relevancia ya que su comercio internacional ha 
crecido en los últimos años y la superficie cultivada está aumentando, lo que genera mayor 
demanda de plantas sanas y genéticamente puras. El limón Persa produce frutos con 
ausencia de semillas. La ausencia de semillas limita la reproducción sexual de este cultivo, 
la propagación asexual como el cultivo in vitro de tejidos ofrece una excelente alternativa 
reproductiva. El cultivo in vitro a través de los sistemas de inmersión temporal con 
biorreactores RITA® promueve la multiplicación de plantas con calidad fitosanitaria. El 
objetivo de este estudio fue analizar el efecto de los biorreactores RITA®, medio semisólido 
e inmersión parcial en el cultivo in vitro de limón Persa determinar su desarrollo morfológico, 
concentración de las clorofilas a, b y total, fitohormonas AIB, BAP y KIN y de nutrimentos 
N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Fe y B en tejido vegetal. en Biorreactores RITA® se generó 
el mayor número de brotes, mayor concentración de BAP y KIN, macronutrimentos N, P y 
K y de los micronutrimentos Fe, Mn y B, la propagación in vitro de limón Persa en 
biorreactores RITA® es altamente eficiente. 
 
Palabras clave: Citrus x latifolia, clorofilas, fitohormonas, nutrimentos, sistemas de 
inmersión temporal. 
 
 
1. Introducción 
 
El limón Persa (Citrus latifolia Tanaka) es un limón ácido con características de calidad 
sobresalientes como la alta cantidad del jugo, sabor y ausencia de semillas donde el 
principal productor y exportador a nivel mundial es México (Raddatz-Mota et al., 2019; 
López-Fortoso et al., 2021). 
 
Sin embargo, existen enfermedades en el limón Persa como el Huanglongbing (HLB), 
también conocido como enverdecimiento de los cítricos asociada a bacterias del género 
Candidatus Liberibacter, que es una de las amenazas más graves para la producción de 
cítricos a nivel mundial, caracterizada por el amarillamiento de las hojas, la deformación de 
los frutos y la muerte de los árboles (Bové, 2006; Gottwald, 2010; Estrella-Maldonado et al., 
2023; Ghosh et al., 2023). Esta enfermedad sigue representando un riesgo importante para 
la producción citrícola mundial (Machado et al., 2025). Otra enfermedad de alto riesgo es el 
virus de la tristeza de los cítricos (CTV), que se considera el virus de mayor importancia 
económica para la industria citrícola, ya que causa un profundo impacto debido a que los 
cítricos son un producto agrícola importante a nivel mundial, con una producción que superó 
los 165 millones de toneladas en 2024 (FAOSTAT, 2026). 
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Los cítricos se cultivan a nivel global y su uso principal se relaciona con la elaboración de 
productos alimenticios a base de cítricos, como bebidas, frutas enlatadas y mermeladas, 
además de los posibles usos de los residuos, como la cáscara, en aplicaciones alimentarias 
industriales, ya que contiene diversos compuestos activos, como fibra dietética, pectina, 
proteínas, pigmentos, flavonoides y aceites esenciales (Huang et al., 2019; Andrade et al., 
2022). La alta demanda de jugos cítricos, las cosechas desastrosas debido a condiciones 
climáticas extremas y las enfermedades de las plantas incentivan cada vez más el fraude 
alimentario (Jungen et al., 2021; Negrea et al., 2025). 
 
Los cítricos tienen un alto valor nutrimental y diversas investigaciones han demostrado sus 
propiedades beneficiosas en productos alimenticios a base de éstos para tratar algunas 
enfermedades degenerativas, como las cardiovasculares, reducción de glucemia, cáncer e 
hipertensión (Gupta et al., 2021; Park y Shin, 2021). Estudios han demostrado las amplias 
aplicaciones de los compuestos bioactivos de los cítricos en muchas industrias, incluyendo 
la alimentaria, la cosmética y la farmacéutica, enfocadas en diferentes propiedades 
biológicas, como actividades antioxidantes, antimicrobianas, anticancerígenas, 
antiinflamatorias, antidiabéticas (Liu et al., 2021; Panwar et al., 2021) y aceites esenciales 
que se utilizan principalmente en las industrias cosmética y de perfumería (Gaff et al., 2020). 
 
La propagación masiva del limón Persa a través del cultivo in vitro de tejidos vegetales 
permite la obtención de plantas sanas en periodos de tiempo cortos (Bassan et al., 2011; 
Curtis y Mirkov, 2012; Bulbarela-Marini et al., 2022). Los sistemas de inmersión temporal 
(SIT) permiten una mayor proliferación de brotes de cítricos cultivados in vitro, además de 
que es posible su automatización (Albany de Vilchez et al., 2015; Méndez-Hernández y 
Loyola-Vargas, 2024). El principio de la técnica de inmersión temporal se basa en la 
exposición de tejidos vegetales en medio de cultivo líquido en intervalos de inmersión muy 
específicos (Igarza et al., 2015). Los biorreactores RITA® son los SIT más empleados y 
constan de un solo contenedor, el cual se encuentra dividido en dos compartimentos a 
través de un soporte, que mantiene separadas a las plántulas del medio líquido, por lo cual 
existe alta humedad relativa (Georgiev et al., 2014; Carvalho et al., 2019). 
 
La micropropagación a través de los biorreactores RITA® permitieron obtener mayores 
tasas de micropropagación de Leucojum aestivum y Dianthus caryophyllus, en comparación 
con los sistemas semisólido e inmersión parcial (Ptak et al., 2013; Ahmadian et al., 2017). 
Además, en Pistacia vera y Gerbera jamesonii el número de brotes fue mayor y con mayor 
tamaño empleando el sistema RITA® en comparación con sistema de cultivo de inmersión 
parcial y semisólido (Akdemir et al., 2014; Mosqueda-Frómeta et al., 2017). En cítricos, los 
SIT han sido usados para desarrollar embriones somáticos (Cabasson et al., 1997; 
Agisimanto et al., 2019); y recientemente se han probado las ventajas de los sistemas 
RITA® (Bulbarela-Marini et al., 2019), y Plantform en la micropropagación de cítricos 
(Cengiz y Kaçar, 2019). 
 
La proliferación de brotes in vitro de cítricos como citrumelo (Citrus paradisi × Poncirus 
trifoliata) se ha logrado con la adición de las citocininas 6-bencilaminopurina y kinetina 
(Pérez-Tornero et al., 2010; Sen y Dhawan, 2010). 
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En el cultivo in vitro de cítricos, es importante asegurar una concentración adecuada de 
biomoléculas vitales para el buen funcionamiento de la planta. La abundancia de clorofilas 
es determinante en la fotosíntesis, lo que impacta la concentración de carbohidratos 
solubles en tejidos (Sanclemente y Peña, 2008) y finalmente el crecimiento y desarrollo de 
órganos (Iqbal et al., 2017). 
 
El objetivo del presente estudio fue evaluar el impacto de tres sistemas, biorreactores 
RITA®, semisólido, e Inmersión Parcial, de micropropagación para limón Persa en la 
generación de brotes, concentración de fitohormonas, clorofilas y nutrimentos en tejido 
vegetal. 
 
 
2. Materiales y métodos 
 
2.1. Material vegetal y medio de cultivo  
 
Explantes de limón Persa (5 mm) provenientes del cultivo in vitro, fueron establecidos en el 
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 1 mg L-1 de 6-
bencilaminopurina (BAP; Sigma-Aldrich; Saint Louis, Estados Unidos), 0.5 mg L-1 de 
kinetina (KIN; Sigma-Aldrich; Saint Louis, Estados Unidos), 100 mg L-1 de ácido ascórbico 
(Sigma-Aldrich; Darmstadt, Germany), 150 mg L-1 de ácido cítrico (Fermont; Monterrey, 
México), 30 g L-1 de sacarosa (Sigma-Aldrich; Saint Louis, Estados Unidos) y para el caso 
específico del medio semisólido se agregó 2.7 g L-1 de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich; 
Darmstadt, Germany). El pH del medio fue ajustado a 5.7 y fue esterilizado en autoclave 
(Lab-Tech model LAC5060s; Namyangju, South Korea) a 120°C durante 15 min. 
 
Los explantes se cultivaron en tres sistemas de cultivo in vitro; medio semisólido, medio 
líquido en inmersión parcial y biorreactores RITA® (VITROPIC; Saint-Mathieu-de-Tréviers, 
France). Los sistemas de cultivo semisólido e inmersión parcial contaron con 20 mL de 
medio de cultivo por explante en contenedores de 150 mL. Los biorreactores RITA® se 
colocaron con una frecuencia de inmersión de 4 h con 5 min de inmersión y 40 mL de medio 
por explante. Los cultivos se mantuvieron en fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad con 
luz blanca fluorescente y flujo de fotones de entre 40 y 50 µmol m-2 s-1 y temperatura 
ambiente de 25 ± 2°C durante 30 d. 
 
Se cuantificó visualmente el número total de brotes, hojas y longitud de los brotes en 
centímetros. 
 
2.2. Contenido de fitohormonas en plántulas de limón Persa cultivadas in vitro 
 
La determinación de concentraciones de las fitohormonas 6-bencil amino purina (BAP), 
kinetina (KIN) y ácido indolbutírico (AIB) se realizó mediante la metodología descrita por 
Pan et al. (2010), moliendo 50 mg de tejido vegetal con nitrógeno líquido, al cual se le 
añadieron 500 µL de solución de 2-propanol: agua: HCl concentrado (2:1:0.002 v:v:v). La 
mezcla fue agitada por 30 min a 100 rpm a 4°C, y al finalizar la reacción se le agregó 1 mL 
de diclorometano y se repitió la agitación con las mismas condiciones. La mezcla resultante 
se centrifugó por 5 min a 13,000 g a 4°C y se tomaron 900 µL de la muestra y se concentró 
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con flujo de nitrógeno. Por último, la muestra se suspendió con 0.5 mL-1 de metanol, y se 
analizó mediante HPLC-UV/DAD con un HPLC (Agilent 1200; Santa Clara, CA, USA) con 
una columna fase reversa (Acclaim TM 120 C18 5 µm 4.6 x 150 mm) (ThermoFisher®; 
Sunnyvale, CA, USA) y una guarda columna ZORBAX C18 5 µm, 10 x 2 mm (Agilent; Santa 
Clara, CA, USA) a 280 nm, con fase móvil isocrática compuesta de metanol: agua (1:1) 
acidificado con H3PO4 aplicando un flujo de 1 mL min-1 a 60°C. 
 
2.3. Contenido nutrimental en plántulas de limón Persa cultivadas in vitro  
 
La concentración de N en las plántulas se determinó mediante el método micro-Kjeldahl y 
los nutrimentos P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Fe y B se cuantificaron siguiendo la 
metodología descrita por Alcántar y Sandoval (1999), mediante espectrofotometría de 
emisión óptica de inducción por plasma acoplado, en un equipo ICP-OES modelo 725 
(Agilent; Mulgrave, Australia). 
 
2.4. Cuantificación de clorofilas a, b y total en plántulas de limón Persa cultivadas in 
vitro 
 
La cuantificación de clorofilas se realizó según la metodología descrita por Harborne (1973). 
Se tomaron 100 mg de material vegetal fresco, se le adicionaron 10 mL acetona al 80% y 
se cuantificó por espectrofotómetro (GENESYS™ 10S Vis Thermo Scientific™; Pittsburgh, 
PA, USA) en longitudes de onda de 663 y 645 nm. 
 
2.5. Análisis estadístico 
 
Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron comparadas por la prueba 
de Tukey (p ≤ 0.05) utilizando el paquete estadístico SAS (SAS, 2013).  
 
 
3. Resultados 
 
3.1. Evaluación morfológica de plántulas de limón Persa micropropagadas en 
diferentes sistemas 
 
El presente estudio de micropropagación de limón Persa presentó diferencias estadísticas 
significativas entre tratamientos. En el tratamiento de biorreactores RITA® se generó el 
mayor número de brotes (2.77), el mayor tamaño (5.68 mm) y el mayor número de hojas 
(4.66), que se obtuvieron a través de los sistemas de inmersión parcial (Tabla 1). 
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Tabla 1. Efecto de los diferentes sistemas de propagación in vitro en plántulas de limón 
Persa (Citrus x latifolia) después de 30 días de cultivo. 
 
Table 1. Effect of different in vitro propagation systems on Persian lime (Citrus x latifolia) 
plantlets after 30 days of culture. 
 

 

Medias con letras diferentes en las columnas indican diferencia estadística significativa (p ≤ 0.05). SS, sistema 
de cultivo en medio semisólido; IP, sistema de cultivo en inmersión parcial en medio líquido; RITA®, sistema 
de inmersión temporal en biorreactores RITA®. 

 
 
3.2. Concentración de fitohormonas por efecto del sistema de propagación in vitro 
del limón Persa 
 
Hubo diferencias estadísticas significativas entre los tratamientos cuando se analizó la 
concentración de fitohormonas en el limón Persa cultivado in vitro y la mayor concentración 
de BAP y KIN (12.13 y 9.89 ng mg-1 pf) se presentó durante la micropropagación de limón 
Persa en los sistemas de inmersión temporal RITA®, la mayor concentración de AIB se 
encontró en el sistema de cultivo en inmersión parcial en medio liquido (4.13 ng mg-1) (Fig. 
1).  
 

Sistema de 

propagación 

Brotes 

(número) 

Tamaño de brote 

(mm) 

Hojas 

(número) 

SS 1.40 ± 0.09b 4.05 ± 0.12b 3.14 ± 0.26b 

IP 1.32 ± 0.08b 5.68 ± 0.57a 4.66 ± 0.30a 

RITA® 2.77 ± 0.12a 4.42 ± 0.35ab 3.68 ± 0.26ab 
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Fig. 1. Efecto de diferentes sistemas de propagación in vitro en el contenido de 
fitohormonas en brotes de limón Persa (Citrus x latifolia) después de 30 d. Líneas sobre las 
barras indican error estándar. Letras distintas sobre las barras indican diferencia estadística 
significativa (p ≤ 0.05). Peso fresco (pf). Sistema de cultivo en medio semisólido (SS), 
sistema de cultivo en inmersión parcial en medio líquido (IP), sistema de inmersión temporal 
en biorreactores RITA® (RITA®). 
 
Fig. 1. Effect of different in vitro propagation systems on phytohormone content in Persian 
lime (Citrus x latifolia) shoots after 30 days. Lines above the bars indicate standard error. 
Different letters above the bars indicate a statistically significant difference (p ≤ 0.05). FW = 
fresh weight (fw). Semisolid medium culture system (SS), partial immersion liquid medium 
culture system (IP), temporary immersion system using RITA® bioreactors (RITA®). 
 
 
 
3.3. Concentración nutrimental por efecto del sistema propagación in vitro en 
plántulas de limón Persa 
 
El sistema de inmersión temporal RITA® produjo las mayores concentraciones de N, P y K 
(32.25, 2.04 y 5.87 g kg-1), en plántulas de limón Persa micropropagadas, mientras que la 
mayor concentración de Ca, Mg y S (7.34, 1.23 y 2.14 g kg-1), se presentó en plántulas 
propagadas a través del sistema de inmersión parcial (Tabla 2). 
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Tabla 2. Efecto del sistema de propagación in vitro en el contenido de macronutrimentos 
en plántulas de limón Persa (Citrus x latifolia) después de 30 d de cultivo. 
 
Table 2. Effect of the in vitro propagation system on the macronutrient content of Persian 
lime (Citrus x latifolia) plantlets after 30 days of culture. 
 

Medias con letras diferentes en las columnas indican diferencia estadística significativa (p ≤ 0.05). SS, sistema 
de cultivo en medio semisólido; IP, sistema de cultivo en inmersión parcial en medio líquido; RITA®, sistema 
de inmersión temporal en biorreactores RITA®. 

 
 
El sistema de propagación in vitro de inmersión temporal RITA® resultó en la mayor con-
centración de Fe, Mn y B (264.11, 111.94 y 166.75 mg kg-1) en las plántulas de limón Persa, 
mientras que la mayor concentración de Cu y Zn (3.05 y 78.39 mg kg-1) se obtuvo en las 
plántulas propagadas con el sistema de inmersión parcial (Tabla 3). 
 
 
 
Tabla 3. Efecto del sistema de propagación in vitro en el contenido de micronutrimentos en 
plántulas de limón Persa (Citrus x latifolia) después de 30 d de cultivo.  
 
Table 3. Effect of the in vitro propagation system on the micronutrient content of Persian 
lime (Citrus x latifolia) plantlets after 30 days of culture. 
 

Medias con letras diferentes en las columnas indican diferencia estadística significativa (p ≤ 0.05). SS, sistema 
de cultivo en medio semisólido; IP, sistema de cultivo en inmersión parcial en medio líquido; RITA®, sistema 
de inmersión temporal en biorreactores RITA®. 

 

Sistema 
de 

cultivo 

N P K Ca Mg S 

 

g kg-1 

SS 16.82±0.13c 1.13±0.02c 2.85±0.05c 6.18±0.22b 0.92±0.04b 1.22±0.02c 

IP 27.63±0.22b 1.57±0.02b 4.07±0.11b 7.34±0.15ª 1.23±0.04a 2.14±0.08a 

RITA® 32.25±0.44a 2.04±0.03a 5.87±0.20a 2.40±0.10c 0.69±0.02c 1.90±0.06b 

Sistema 

de cultivo 

Fe Cu Zn Mn B 

mg kg-1 

SS 130.97±2.52b 2.09±0.04c 38.78±1.55c 39.65±0.38c 62.25±0.74c 

IP 262.27±1.51ª 3.05±0.05a 78.39±3.04a 62.38±1.08b 133.56±1.50b 

RITA® 264.11±2.57ª 2.22±0.07b 71.77±1.26b 111.94±0.72ª 166.75±1.60a 
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3.4. Concentración de clorofilas por efecto del sistema de propagación in vitro del 
limón Persa  
 
La mayor concentración de clorofilas a, b y total (0.20, 0.11 y 0.32 mg g-1) se obtuvo al 
propagar el limón Persa en el sistema de inmersión parcial, en comparación con los 
sistemas de cultivo in vitro con medio semisólido y con biorreactores RITA® (Tabla 4). 
 
 
Tabla 4. Efecto de los sistemas de propagación in vitro de limón Persa (Citrus x latifolia) en 
el contenido de clorofilas después de 30 d de cultivo. 
 
Table 4. Effect of in vitro propagation systems for Persian lime (Citrus x latifolia) on chloro-
phyll content after 30 days of culture. 
 

Sistema de 
cultivo 

Clorofila a Clorofila b Clorofila total 
 

mg g-1 (pf) 
 

SS 0.17 ± 0.01b 
 

0.08 ± 0.005b 0.26 ± 0.01b 

IP 0.20 ± 0.01a 
 

0.11 ± 0.004a 0.32 ± 0.01a 

RITA® 0.13 ± 0.01c 0.08 ± 0.004b 0.21 ± 0.01c 
 

Medias con letras diferentes en las columnas indican una diferencia estadística significativa (p ≤ 0.05). SS, 
sistema de cultivo en medio semisólido; IP, sistema de cultivo en inmersión parcial en medio líquido; RITA®, 
sistema de inmersión temporal en biorreactores RITA®. 

 

 

4. Discusión 
 
4.1. Evaluación morfológica de plántulas de limón Persa micropropagadas en 
diferentes sistemas 
 
El número de brotes obtenidos en nuestro estudio es similar a los reportados en Gerbera 
jamesonii, Citrus × aurantium y C-35 citrange (Mosqueda-Frómeta et al., 2017; Cengiz y 
Kaçar, 2019). 
 
De acuerdo con Luczkiewicz et al. (2014) las citoquininas, como la BAP, desempeñan un 
papel esencial en la regulación de la proliferación de brotes y el metabolismo secundario 
en las plantas, además, Ravindran et al. (2023) mencionan que la eficacia de BAP, sola o 
en combinación con otras citoquininas o auxinas, para la proliferación de brotes en varias 
especies de Hypericum.  
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Grzegorczyk-Karolak et al. (2022) observaron que las plantulas de S. viridis multiplicados 
en biorreactores y sumergidos con mayor frecuencia en el medio presentaban un índice de 
proliferación de brotes más elevado que los sumergidos con menor frecuencia, a pesar de 
haber sido cultivados durante el mismo tiempo, lo que sugieren que este procedimiento 
permite la obtención de una mayor cantidad de material capaz de micropropagación 
posterior sin necesidad de estimular más la elongación de las yemas. 
 
4.2. Concentración de fitohormonas (BAP, KIN, AIB) por efecto del sistema 
propagación in vitro del limón Persa 
 
Las concentraciones de BAP y KIN están directamente relacionadas con el mayor número 
de brotes obtenidos a través de los biorreactores RITA®, lo cual concuerda con el efecto 
que estas sustancias ocasionan en las plantas, como lo fue en la generación de brotes de 
Citrus jambhiri (Savita et al., 2015). De acuerdo con Clapa et al. (2025) entre las condiciones 
evaluadas en el cultivo de Hypericum, el medio MS suplementado con 0,2 mgL-1 de BA y 
un período de cultivo de 60 días resultaron ser los más eficaces para la proliferación de 
brotes. 
 
La mayor concentración de AIB se presentó en el tratamiento con inmersión parcial donde 
se generaron los brotes con el mayor tamaño, lo cual puede ser debido a que las auxinas 
como AIB están relacionadas con la generación de raíces, la dominancia apical y el 
alargamiento de las plántulas en cítricos como citrange (Kaur et al., 2015; Pérez et al., 
2015).  
 
En nuestro estudio, en las plántulas que presentan el mayor contenido de citocinina se 
observa un bajo contenido de la auxina AIB. Esto puede deberse a que las auxinas y 
citocininas presentan antagonismos y tienen una regulación mutua de los niveles 
hormonales. Las citocininas aplicadas exógenamente o producidas endógenamente por la 
propia planta disminuyen los niveles de auxinas, y las auxinas aplicadas o producidas 
endógenamente reducen los niveles de las citocininas principales (Coenen et al., 2003). 
 
4.3. Contenido nutrimental por efecto del sistema propagación in vitro en plántulas 
de limón Persa 
 
Se observo que el contenido de N, P, K, Fe, Mn y B fueron mayores en el tratamiento con 
RITA®. debido a que las plántulas en los biorreactores RITA®, tuvieron una disponibilidad 
mayor de estos componentes en comparación con los otros tratamientos porque el medio 
de cultivo líquido ayuda a una mejor difusión de los nutrientes, aunado a que el área de 
contacto vegetal con el medio de cultivo es mayor lo que permite una mejor absorción de 
nutrimentos en comparación con los otros tratamientos (López-Páez et al., 2022). 
 
Nutrimentos como el N juega un rol importante en el desarrollo de las plantas, ejemplo de 
ello se muestra en los estudios realizados por Hua et al. (2024), en donde observaron que 
la deficiencia de N afectaba en el número de brotes y el contenido de hormonas 
relacionadas con el crecimiento de la planta tal como la 6-Bencilaminopurina (BAP), la cual 
estimula la división celular, promueve la formación de brotes y raíces, y retrasa el 
envejecimiento de las hojas (Da Silva y Magalhães, 2023; Hua et al., 2024). 
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Así mismo, el fósforo (P), desempeña funciones críticas en el metabolismo de los 
compuestos nitrogenados, en el transporte de carbohidratos, y en el metabolismo de las 
grasas y es esencial para el desarrollo de las plantas (Meng et al., 2021). Una deficiencia 
de P resulta en una reducción de la división celular, al igual que K, el cual participa en 
diversas actividades celulares y cuya deficiencia produce inhibición en el crecimiento y 
multiplicación de las plantas (Monib et al., 2023). 
 
Lal y De (1951) mencionan que en la caña de azúcar, la deficiencia de N redujo la 
concentración de N en tallos y hojas, aumentó las concentraciones de P, K y Mg en hojas y 
P, Mg y S en raíces, disminuyó la concentración de Ca en raíces, pero tuvo poca influencia 
en las concentraciones de Ca y S en hojas y K en raíces, sin embargo en hojas, la 
deficiencia de N provocó un aumento en la relación de la concentración de P, K, Mg, Ca o 
S con respecto a la concentración de N, mientras que en los tallos, la deficiencia de N 
provocó una disminución en la relación de la concentración de N, K, Ca, Mg o S con 
respecto a P. 
 
Micronutrimentos como Fe, Cu, Zn, Mn y B, cumplen funciones en células vegetales tales 
como formar moléculas que participan en la fotosíntesis, producción de proteínas, síntesis 
de ácidos nucleicos y transporte de carbohidratos (Broadley et al., 2012). Ejemplo de ello 
es el B, el cual tienen una participación en la regulación del metabolismo, Kohli et al. (2023) 
observaron que la deficiencia de B es capaz de obstaculizar los diversos procesos 
relacionados con el N, tales como la fijación del nitrógeno, la asimilación del nitrógeno, la 
ingesta, el transporte y el secuestro de nitratos en muchas variedades de plantas. 
 
Por lo que la mejor absorción de nutrimentos puede estar ligada a un mayor número de 
brotes en el tratamiento con RITA®, ya que la generación y calidad de los brotes estan 
relacionadas con la concentración de macro y micronutrimentos en el tejido vegetal (El-
Hawaz et al., 2016) los cuales fueron observados en mayor concentración en el tratamiento 
RITA®. 
 
4.4. Concentración de clorofilas por efecto del sistema de propagación in vitro del 
limón Persa 
 
Mandal et al. (2020) mencionan que la clorofila es un compuesto vital que permite a las 
plantas captar la luz solar para el proceso de fotosíntesis, y su concentración tiene un 
impacto directo en la tasa de crecimiento de las plantas. 
 
Las concentraciones de clorofila a, b y total obtenidas en el presente trabajo coinciden con 
lo reportado en Dianthus caryophyllus y Bergenia ciliata (Genkov et al., 1997; Rafi et al., 
2018). Se sabe que bajas concentraciones de clorofilas in vitro pueden deberse a que las 
condiciones del cultivo promueven plantas con reducida actividad fotosintética (Hazarika, 
2006), además de que el exceso de Mn inhibe la biosíntesis de clorofila y aumenta la 
acumulación de Mn oxidado en el apoplasto de las hojas, causando así clorosis en las hojas 
jóvenes y necrosis (manchas marrones) en las hojas viejas (Li et al., 2019). 
 
El contenido de clorofila indicó un impacto directo en la capacidad de la planta para realizar 
la fotosíntesis, lo que provocó los síntomas visibles de amarillamiento de las hojas y una 
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disminución general del vigor de la planta. Porra, (2002) reportó que la cantidad de clorofila 
en las hojas es un indicador de la salud de la planta y la gama de colores verdes en las 
hojas reflejó notablemente la pérdida de clorofila causada por el enverdecimiento. 
 
Cuando la eficiencia de la fotosíntesis en las hojas disminuye, hay una reducción posterior 
en la producción de carbohidratos, lo que lleva a una caída en la biomasa de los brotes 
(Shinichi y Ryan, 2015). 
 
Probablemente el mayor número de hojas, el tamaño del brote y la mayor concentración de 
clorofila, con el tratamiento de inmersión parcial, se deban a que menos brotes significan 
menos competencia por la luz, el agua y los nutrimentos del medio de cultivo, lo que reduce 
el estrés en cada planta y promueve un crecimiento más vigoroso (Craine, 2013). 
 
 
5. Conclusión 
 
El aumento en la concentración de citocininas en el cultivo in vitro de limón Persa está 
relacionado con la generación de brotes obtenidos en biorreactores RITA®, además de que 
promueve el aumento en el contenido nutrimental. Los hallazgos aquí reportados pueden 
servir de base para implementar otros sistemas eficientes para la propagación in vitro en 
especies frutales u o leñosas. 
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