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RESUMEN

Con fa finalidad de determinar la metodologia mas adecuada, para el establecimiento y
micropropagacion #7 ufro de embriones cigéticos de sapote. (/auferra sapota Jacq. Mer),
procedentes de dos estados fenlogicos del fruto, (inmaduros y maduros), se estudio el efectode
trece variantes del medio de cultivo basico Murashige & Skoog (MS} (1962), sobre el desarrollo
de las plantas. En la fase de establecimiento se utilizaron vetnte repeticiones por tratamientos,
tos cuales difleren en cuanto a las concentraciones y combinaciones de reguladores de
crecimiento (ANA, IBA, GAg y CA). En el estudio de micropropagacion se determind el efecto
que tendrian cuatro varlantes del medio béasico MS, suplementado con diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento sobre la micropropagacion de sapote a partirde
microestacasobtenidasdelasplantasestablecidas en la fase anterior. En el establecimiento de
los embriones cigdticos los provenientes de frutas nmaduras presentan menor porcentaje de
contaminacion causados por hongos que los embriones cigbticos de frutas maduras. 1a
contaminacion bacterlana fue simflar en ambos estadios de madurez, las plantulas
provenientes de embriones cigéticos obtenidas de frutas inmaduras lograron estadios de
desarrolio iy 1il (emergencia del hipocotilo y separacidn de las hofas cotiledonales y plantulas
con hofas primarias y radicula desarrollada) mas rapidamente y en mayor cantidad que las
plantas provenientes de embriones cigdticos de frutas maduras. Los embriones cigbticos
provenientes de frutas maduras presentaron una dindmica de crecimfento variada pues
registran  plantas en fos 3 estadfos de desarrofio al mismo tiempo. La altura de planta fue
mayor en las plantas provenientes de frutas thmaduras, al contrario las mayores longitudes
de raices se reportaron en las plantas provenientes de frutos maduros. En la fase de
micropropagacion no fue posible inducir el enrafzamiento de las microestacas, por 10 que en
el perfodo de 5 meses el porcentaje de sobrevivencla se redujo dréasticamente. Se reportd
relativamente altos porcentajes de contaminacion causada por hongos y bacterias debido a
microorganismos sistémicos que pueden permanecer en los explantes y que no se manifiestan
en el momento del establecimiento, sino que se expresan una vez inoculados en el nuevo
medio fresco. Las microestacas presentaron crecimiento de hojas, sobrevivieron por 8
semanas. A los 5 meses presentaron igual cantidad de hojas con una sobrevivencia minima.
Similares resultados se obtuvo en aitura de microestacas, no se logro ef crecimiento de esta
vaniable.

v



INTRODUCCION.

B Sapote ( Aurtenia sapota Jacq. Merr), pertenece a la familia Sapotacea del orden Ebenales, es

un 4rbol netamente tropical, su frto presenta un alto valor nutritivo, ignorado por la
mayoria de los consumidores (Morera, 1992)

El sapote es originario de las partes bajas de América Central, es un drbol de polinizacion libre,

multiplicado-generaimente por semilla, con grandes posibilidades econdmicas, crecen de
preferencia de forma silvestre desde el nivel del mar hasta més o menos 1000 m de altura con

temperaturas que oscilan entrelos 22 y 32 )C (Morera, 1992).

En América Central, América del Norte y las Antillas el interés por este cultivo es reciente,
solo existen algunas pequefias plantaciones comerciales y 4rboles en predios que pueden
permitir su promocion tanto a nivel local como para la exportacién. Ademds, América
Central posee caracteristicas climéticas, topogréficas, edéficas y sociales que podifan permitir
un desarrollo y aprovechamiento mds integral de este recurso genético.

El cultivo de esta especie tiene un mercado extemo atn no satisfecho y puede jugar un papel

importante como fuente de ingresos, a la vez, de que puede confribuir a una adecuada
composicion de la dieta.

En Costa Rica y Nicaragua producen aita calidad de fruto, pero no existen patrones especificos

de control de calidad para la exportacion del sapote; 2 excepcitn del contenido de fibras, sabor
dulce y pulpa de color rojo (Morera, 1992).



la variabilidad genética del género fbwferis se encuentra en las 4reas forestales tropicales
donde afim falta exploracion. Estas regiones son poco accesibles io que dificulta fa recoleccion
de genotipos que pucden estar en proceso de erosion genética debido al abandono. Por otro
lado, el desarrolio urbanistico acelera la pérdida de diversidad genética de esta especie. Por lo
general muchos de los paises con gran diversidad genética son palses en desarrollo por lo que
no pueden permitir sufragar por si solo la proteccién 7 s7w de recursos genéticos.

La intensificacion de la agricultura ha provocado la reduccién de la variabilidad genética de
esta especie tropical al sustituirse los cultivares silvestres de sapote por otras especies exéticas
de mayor aprovechamiento

E! establecimiento del cultivo del sapote puede ser un proceso lento ya que requiere
investigacion, tiempo e inversion. Se debe tener en cuenta que la investigacion, 1a produccion

comercial y comerdalizacion son los factores claves para establecer con éxito los cultives no
tradicionales.

lLas formas més comunes de propagacion de las Sapoticeas son: a) propagacién sexual (por
semilla) y b) propagacion asexual {injertacion)

En la propagacién por semilla existe el problema de la gran heterogeneidad y variacién
genética. Los arboles propagados por este método por lo general tardan en producirde 7 a 8
afos. Kl sapote propagadopor semilla puede resultar diferente a los padres en cuanto a peso,
forma y calidad de frutas. Para utilizar este método de propagacion deben seleccionarse las
semillas de mayor tamaio procedentes de &rboles que muestran caracteristicas deseables para

su multiplicacion como son: Color y calidad de pulpa, capacidad de produccidn, estructura de
1a planta, grado de resistencia a plagas y enfermedades (Morera, 1992).



Actualmente el método de propagacion vegetativa més utilizado del sapote es et injerto. Este
sistema mejora la caracteristica de productividad y producen a la mitad del tiempo que
cuando se propaga por semifla. Los métodos de injerto preferidos son los de enchape lateral y

hendiduras, para este propésito solo deben usarse varetas vigorosas de aproximadamente el
mismo didmetro del patrén.

La reciente utilizacién del cultivo de tejidos, como una de las técnicas més modernas en la
agricultura, permite obtener elevados voltimenes de material vegetal de buena calidad para la

siembra en numerosos cultivos imputando directamente en el incremento de la calidad y
rendimiento de las cosechas {Morera, 1992).

Bl cultivo de tejidos vegetales es una solucién viable para resolver algunos problemas de
incidencia de plagas y enfermedades. En los fitimos afios el desarrollo de la técnica de

micropropagacion ha tenido éxito y permite obtener grandes volimenes de plantas libres de

enfermedades las cuales poseen mayor vigor y homogeneidad genética (Hurtado & Merino,
1987).

La micropropagacion 47 7ty se basa en la multiplicacion de material vegetal a partir de
tejidos u Grganos de 1a planta. Esta ventaja se fundamenta en el principio de la totipotencia
que posee cada célula {facultad que tienen las células vegetales individuales de reproducir a
un individuo similar a la planta madre siempre que se encuentren en condiciones adecuadas
de luz, humedad, nutrientes, temperatura etc), su objetivo fundamental es la obtencion de
un gran namero de plantas clonales en un perfodo corto. Las ventajas mencionadas han sido
empleadas en cultivos perennes, forestales y frutales con buenos resultados, por lo que su
aplicacion en las sapotéceas afectaria positivamente la proyeccién del cultivo.



En Nicaragua, el laboratorio de cultivo de tejidos del Programa de Recursos Genéticos
Nicaragienses (REGEN) procedi6 a realizar una serie de experimentos con especiessapotaceas

{sapote y nispero) con cuyos resultados se contribuiré al establecimiento y desarrollo general
del cultivo en nuestro pals.

Con la ejecucitn del presente estudio se pretende cumplir con los
siguientes objetivos:

1 - Determinar la metodologia adecuada para lograr el més répido establecimiento de los

embriones cigblicos de sapote ( Fouferiasapoda Jacy. Merr) obtenidos a partir de frutos
maduros e inmaduros.

2 - Determinar la metodologia adecuada para la micropropagacidn &7 wiro de sapote

( /bwtena sgpola Jacq Merr) a partir de embriones cigbticos extraidos de frutos
maduros e inmaduros.



1L- MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Programa Recursos
Genéticos Nicaragiienses (REGEN), de {a Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicada en el
Km. 12 1/2 carretera norte, Managua, Nicaragua. La investigacitn se efectué en el periodo
comprendido entre noviembre de 1995 a septiembre de 1996,

1.- Materiales, reactivos y equipos utilizados
Pinzas
Bisturfes
Placas petri
Tubosdeensayo
Agitadoresy calentadores electromagnéticos
Ralanza analitica
Mechero bunzen
Homo para la esterilizacion de los instrumentos de trabajo
Autoclave
Alcohol al 90%
Destilador de agua
Beakers
Pipetas
Camara de flujo laminar
Papel de aluminio
Papel filtro
phimetro
Quiebra-nueces
Gradillas
Desionizador de agua

Cinta adhesiva (maskingtape)



2.- Estudio de establecimiento &7 vitro de los embriones cigoticos.

2.1.- Material vegetal Para la ejecucion del presente estudio se utilizaron frutos maduros e
inmaduros de sapote. EJ material vegetal fue adquirido en el Mercado Mayoreo en Managua,
en fincas y patios de las ciudades de Managua, Rivas, y Diriomo .

22 Preparacién de ks explantes. Después de colectado el material se procedio a su
desinfeccion. Para tal efecto los frutos de sapote fueron lavados con jabén liquido y luego

removidas las capas de lenticelas con un papel para lijar madera. A continuacion se
enjuagaron con agua del grifo

23 Preparacién del medio de cultivo. Los tubos de ensayo se esterilizaron en el
autoclave a temperatura de 120 °C durante 30 minutos. Las placas petri, pinzas y escalpelo se
estenlizaron en homos a 170 °C duranie una hora. Antes de transferir el material vegetal al
medio de cultivo se esterilizé la camara de flujo con rayos ultravioleta durante 30 minutos y

se desinfecté con alcohol al 90 %. Los medios de cultivo se esterilizaron a temperatura de 121
(. durante 30 minutos.

las variantes de medios de cultivo se prepararon en frascos aforados diluyendo todos los
constiluyentes en agua destilada y desionizada, luego las soluciones se homogeneizaron con
el agitador magnético. Los medios de cultivo empleados en el presente estudio se prepararon
utilizando el medio basico Murashige & Skoog (1962) (Tabla 1).



Tabla 1. Constituyentes del medio de cultivo bisico Murashige & Skoog(1962)

Sohwién  Constituyentes Concentracién Vol/soluci6n
final(mg/1 madre/litro
1 NH4NG; 1650000 mg 200 mi
2 KNO; 1900000 mg 200 ml
3 MgSQy 7H,0 370000 mg 200 mi
4 KH, PO, 170000 mg 200 mi
5 H3BO 6200 mg 10 mi
6 MnSO4 H,O 22300 mg 10 mi
7 Zn5047 HO 8600 mg 10 mi
K NayMoQy 2H,0 0250 mg 10 ml
9 (4504 SH,0 0.025 mg 10 mi
10 CoCh 6H,0 0025 mg 10 mi
11 KL 0830 mg 10 mi
12 CaCh 2H,0 440000 mg 29 mi
13 Na;EDTA 37300 mg 50 ml

EYpH se ajust6 a 6.1 como producto gelificante se utilizo, Agar Difco -Agar, el cual se adicion6
después de aforar el medio de cultivo. El Agar se disolvid mediante calentamiento. Se
procedié a distribuir 10 mi de las variantes del medio de cultivo estudiado (medio basico, semi

solido, Murashige & Skoog, 1962), suplementado con sacarosa, agar y reguladores de
crecimiento, en tubos de ensayode 14 x 25 cm.



24 Medio de cultivo. Se utilizé el medio béasico MS (1962) como esencial y se suplié con
reguladores de crecimiento y carbon activado (Tabla 2),

Tabla 2- Variantes de medio de cultivo MS (1962) empleados en los ensayos de
establecimiento a condiciones &7 wvifrp de embriones cigbticos de sapote
( Pouteriasapota Jacq. Mer), en frutos inmaduros y maduros

Medios Reguladores de crecimiento
1 05 ANA*
2 10 ANA
3 20 ANA
4 05 IBA*
5 101BA
6 20 1BA
7 05 IBA + 10 ANA
8 05 ANA + 10 IBA
9 50 mg/1 CA**
10 05 mg/t CA + 10 IBA
11 50 mg/1 CA + 05 ANA
12 SOmg/1CA + 10 GA,
13 1 mi GA"
¢ ANA: Acide Naftalenacktico *BA: Acido Indolinstirico
$0CAICasbin Activads +409GA; Acido Geberilico,



25.- Siembra del material vegetal Los sapotes fueron llevados a la camara de flujo laminar,
donde el fruto fue flameado con alcohol al 90 por clento, para luego extraer la semilla.

Igualmente se procedié con la semilla, 1a testa de la semilla, fue quebrada con un quiebra
nueces.

En placas petri, previamente esterilizadas se coloco la semilla sin cubierta y con la ayuda de
pinzas y escalpelos esterilizados se cortd el embridn, el cual fue inoculado en los tubos de

ensayos. Los embriones permanecieron por espacio de ocho semanas en estas condiciones
hasta la obtencién del material necesario para los diferentes experimentos.

26.- Establecimiento de jos embriones cigiticos. Se procedit a establecer un experimento
en el que se evalub dos estado de madurez de la semilla (semilla proveniente de frutos
maduros e inmaduros) en 13 variantes del medio de cultivo. El objetivo fue determinar la

influencia del estado de madurez de la semilla y los reguladores de crecimientos en el medio
de cultivo, sabre 1a velocidad de establecimiento 47 wire delos explantes.

2.7.- Variables evaluadas. Cumplidos dos meses de haberse realizado fa inoculacidn en el
medio de establecimiento se realizaron las siguientes evaluaciones:

27.1.- Porcentajes de contaminacion
a) Hongos
b) Bacterias.

272 - Estadios de desarrolio
a) Embriones sin desarrollar.

b} Embriones con el hipocatilo emergido y con las hojas
cotiledonalesseparadas.

¢) Plantulas con hojas primarias y radiculas desarrolladas.



273 Longjtud de raices{cm). Esta se midi6 utilizando reglas milimétricas desde la base de
jos embriones conteniendo pequeos trozos de cotiledones hasta el dpicepor ciento de laraiz.

2.74.- Alturade la planta (cm) Se calculé considerandola base de unidn de los embriones con
el medio de cultivo hasta el dpice terminal de la misma.

28-Disefio experimental utilizado. El experimento se establecié en el esquema del disefio
experimental disefo completamente al azar (DCA). Se utilizaron 20 repeticiones por
tratamiento (20 tubos de ensayo). A los datos de las variables cuantitativas altura de plantas y
longitud de raices se les realizd andlisis de varianza (ANDEVA). Se utilizd la prueba de

DUNCAN al 5 % de probabilidad para lograr categorizar las medias de los tratamientos,
cuando se reportaron diferencias estadisticas significativas entre ellos.

3. E<tudio de la micropropagacién a partir de microestacas.

3.1 Procedencia del material vegetal Para la ejecucion de esta fase se utilizaron trozos de
tallos de las plantas establecidas en la fase anterior, conleniendo primordios foliares, que en
su base mantenian una yerna lateral de crecimiento, Las plantas establecidas tenfan una altura

promedio de 8 om, y contaban con alrededor de 6-8 hojas. Cada microestaca tenia una altura
promedio de {-15 cm.

32-Siembra de las microestacas. Una vez seleccionada las mejores plantas desarroliadas
en la fase anterior, se procedio a cortar y seleccionar los mejores trozos de tallos conteniendo
sus respectivas yemas axilares. Luego se procedi, con ayuda de pinzas y escalpelos, a la
inoculaci6n en el tubo de ensayo conteniendo 10 m! del medio de cultivo en estudio.

33 Medios de cultivo. Los medios de cultivo empleados en esta fase aparecen en la Tabla 3,
Se utilizaron 20 repeticiones por tratamiento.

10



Tabla 3.- Variantes del medio de cultivo MS (1962) empleadas en el estudiode
micropropagaciée in 1itro de sapote ( footeriasapola Jacs. Merr), a

partir de microestacas
Medios de cultivos Carbdn activado (mg/1)
i 0.00
2 050
3 100
4 150

34. Variables evaluadas,

34.1.- Porcentaje de contaminacion. (%).
a) Hongos
b) Bacterias

142 Porcentaje de sobrevivencia (%) Este se obtuvo a los tres y cinco meses después de
inoculadas las microestacas

343- Altura de planta (o). Se realizé una comparacién de la altura reportada por las
plantas a los tres y cinco meses.

i



I1L-RESULTADOSYDISCUSION

A-Ensayo de Establecimiento
En las Tablas 4,5 y 6 de los anexos se presentan los datos de porcentaje de contaminacion,

promedios de altura de plantas, longitud de raices, estadios de desarrolio obtenidos en el
ensayode establecimiento de los embriones cigdticos de sapote.

La contaminacin bacteriana fue mayor que la causada por hongos en los medios de cultivo
conteniendo embriones cig6ticos provenientes de frutos inmacuros con un promedio 388 y
15 por dento respectivamente, por el contrario la contaminacién causada por hongos fue
mayor que las causadas por bacterias en los medios de cultivo conteniendo embriones

cighticos provenientes de frutos maduros, con un promedio de 43 y 36 por ciento
respectivamente.

En fa contaminacion bacteriana se reportaron datos similares tanto en frutos inmaduros
como con frutos maduros con 388 y 36 por ciento respectivamente (ver Tabla 4 en Anexos).
Estos resultados pueden estar inducidos por el hecho que las frutas maduras ablandan la
cubierta y ta camosidad del fruto llegando hasta cuartiarse en la base, provocando ia posible
entrada de elementos contaminantes que luego se establecen en el medio de cultivo. Los
frutos de sapote tienen mayor tendencia a que la cubierta del fruto se rompa, debido a la
rapida emergencia de la radicula en la semilla, estando atn dentro de! fruto.

Los medios de cultivos 1 y 3 reportaron el 60 por ciento de contaminacion bacteriana en los
embriones cightico de frutos inmaduros, seguidos de los medios de cultivo 2, 4, 6, y 8 con un
50 por diento de contaminacién. La contaminacion fungosa en el medio de cultivo nimero 13
obtuvo el mayor porcentaje con 35 por ciento en los embriones cigdticos de frutos inmaduros

scguido de los medio de cultivos 5 y 7 con un 25 por cientc de contaminacién
respectivamente.

12



Iw]

Coutaminacién fungoss (%)
J

B frviamadwos
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Figura 1. Contaminaci6n fungosa y bacieriana (%) registrada en el
establecimientof? wfro en trece medios de cultiva de

embriones cigdticos de sapote ( Powterizapoia Jaq. Merr) de
frutos maduros e inmaduros
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En cuanto a embriones cigético de frutos maduros, el medio de cultivo 10 registrd et 75 por
ciento de contaminacién bacteriana seguido del medio de cultivo 12 con un 65 por cento de
contaminacion. La contaminacion fungosa por su parte reporté el medio de cultivo ndmero 8

con 80 por ciento, seguido del medio de cultivo nmero 6 con un 75 por ciento de
contarminacién.

Al analizar la variable altura de planta se observan que existen diferencias estadisticas
significativas entre los medios de cultivo asl también entre estadios de madurez, tal como se
deduce de los datos presentados en la Tabla 5 en anexos. De manera general se encontrd
mayor altura promedio en plintulas desarroliadas 2 partir de embriones cigtticos obtenidos a
partir de frutos inmaduros. El medio de cultivo ntmero 9 report6 la méxma attura de 4771
cm, estadisticamente superior al resto, seguido de los medios de cultive nGmero 4 y 9
conteriendo embriones ciglticos de frutos maduros con un promedio de 383 cm y 372 em
respectivamente. De igual manera los medios de cultivo nimero 7 y 1 con un promedio de

357 cm y 355 cm provenientes de frutos inmaduros y maduros respectivamente.

El andlisis de ia vanable longitud de raices indica que las plantas obtenidas de embriones de
semillas de frutas maduras desarrollan mayor longitud promedio de raices. El medio de

cultivo nimero 2 fue estadisticamente superior al resto con un promedio de 701 cm seguido
de los medios de cultivo 10, 11 y 1.

kn la Figura 2 se observa que hubo influencia de) medio de cultivo sobre la variable altura de
planta En el medio de cultivo 9 se obtuvo la altura méxima de plantas con 477 cm seguido
del medio 7 con una altura de 358 cm para frutos inmaduros. Para fnitos maduros el medio

de cuitivo 4 y 9 obtuvieron 383 cm de altura para ambos seguido del medio 1 con una altura
de 355 cm.
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En cuanto a longitud de raices para frutos inmaduros el medio 7 obtuvo 48 cm seguido del
medio 5 con 427 cm. En cambio en los frutos maduros el medio 2 reportd una longitud de 7
cm seguido del medio 10 con una longitud de 6.3 cm con mejores resultados que en ios frutos
inmaduros.

Losembrionescigdticosestablecidos 47 wiro desarrollan més rapidamente sus raices tanto en
frutos maduros como inmaduros ya que éstas le servirdn de anclaje y asimilacion de
nutrientes y por Gltimo el epicotilo que se trasforma en parte aérea de la pianta.

Al comparar las variables altura de planta y longjtud de rafces de los explantes se observa que
en frutos maduros se obtuvo mayor longitud de rafces. En las plantas de sapote se reporta el
fenémeno de viviparidad, por lo que es frecuente encontrar en las frutas maduras embriones
cighticns germinados y con la radicula fuera de la semilla. En las frutas inmaduras se
encuentra este fenébmeno pero con menor frecuencia.

Al comparar las variables altura promedio y longitud promedic de raices de plantas
provenientes de frutos maduros e inmaduros del medio de cultivo se encontrd que existe una
relacion inversa entre ellas. Los medios de cultivo que inducen a una mayor altura de planta
sonlas que reporian las menores longitudes de raices, por el contrario los medios de cultivo

que inducen a una mayor longitud promedio de raices reportan las menores alturas de
plantas.

fa mayor altura de planta encontrada en los medios de cultivo conteniendo plantulas
provenientes de frulas inmaduras, podria explicarse por el hecho de que a los explantes el
medio de cultivo les abastece de la cantidad de nutrientes requeridos por lo que no es

necesanio invertir los asimilatos en desarrollar un sistema radicular grande, pera si en
desarrollar ia parte aérea de la plania.
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Al analizar los medios de cultivo utilizados para et establecimiento de embriones cigdticos se
encontré que el medio de cultivo 9 reportd la mayor altura promedio de plantulas
desarroliadas a partir de embriones cigéticos de ambos estados de madurez. A la constitucion
de este medio de cultivo se le adicion6 50 mg de carbon activado. El carbén activado favorece
el alargamiento de los tallos, ademds evita la oxidacitn fendlica y ayuda a absorber sustancias
que se forman como desecho en alguncs medios de cultivo, lo cual incide de manera positiva
en el establecimiento y desarrollo de los explantes (Dublin, 1991).

Los resultados obtenidos en nuestro experimento coinciden de alguna manera con los
obtenidos por Astorga y Escalante (1995){(a y b)quienes lograron establecer piantulas de sapote
y nispero en un medio bésico MS suplementado con 0.5 y 1 mg/1 de 6-BAP respectivamente.
Aunque estos autores utilizan otros reguladores de crecimiento y otros genotipos, emplean
como maedio bisico el mismo empleado en el presente ensayo El medio de cullivo némero 2
fue el que report6 la mayor longitud promedio de raices provenientes de embriones cigbticos
obtenidos a partir de frutas maduras siendo beneficioso para el desarrollo radicular del

explante. A este medio de cultivo se le adicioné 1 mg/1 de ANA (&cido naftalenacético) la cual
es una auxina que induce el crecimiento radicular.

Al analizar el estadio de desarroilo en que se encuentran los explantes de sapote a las 8
semanas de establecido el ensayo, se enconin® que el mayor porcentaje de plantas se obtuvoen
el estadio de desamolio 1l (emergencia del hipocotilo y separacion de hojas cotiledonales) para

ambos estados de madurez del fruto independientemente del medio de cultivo (ver en
anexos Tabla 6).

Las plantas provenientes de frutos inmaduros llegan al estadio Il més répidamente que las
piantas provenientes de frutos maduros, seguido del estadio Il (plantulas con hojas primarias
y radicula desarrollada) con el menor porcentaje de plantas desarrolladas.
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El medio de cultivo que presentd mayor porcentaje de embriones desarrollados es el nimero
6 con un 50 por ciento de plantulas seguido del medio ntmero 11 con un 45 por ciento en el
estadio 11 de frutos inmaduros. En cambio en los medios de cultivo 9 y 10 presentan los
mayores porcentajes con un 45 y 35 por ciento de plantas completas en el estadio ntimero I11,

En 1a Figura 3 se pueden observar los estadios de desarrollo que los embriones provenientes
de frutos maduros obtuvieron en los medios de cultivo. Los medios de cultivo que presentan
porcentajes més altos son el 2, 4 y 7 con el 30 por ciento respectivamente, seguido del medio
némero 1 con un 20 por clento de plintulas en el estadio IL Asf mismo el medio de cultivo

namero 1 reporta el maximo porcentaje de plantas en el estadio nimero 111 con un 25 por
clento.
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B.- Ensayo de micropropagacion.

En la Tabla 7 de los anexos se presentan los datos de porcentaje de contaminacién, altura
promedio de planta (cm) y porcentaje de sobrevivencia de los explantes establecidos en 4
variantes del medio MS para micropropagacion a partir de microestacas. Los resultados
obtenidos no fueron satisfactorios, el objetivo propuesto no se cumplié.

La contaminacion fungosa y bacteriana fue baja, 5 y 30 por ciento respectivamente en el medio
1. Enlos medios 2 y 3 tinicamente se reportd contaminacion fungosa con un 30 y 5 por dento
respectivamente. En el medio 4 se obtuvo un 5 y 10 por clento de contaminacion fungosa y
bacteriana respectivamente, ademéas un 100 por clento de sobrevivencia de las plantas
establecida en los cuatro medios de cultivo. Los explantes en general presentan una
coloracién verde - amarillenta.

Las infectaciones se ven favorecidas por la constitucion del medio de cultivo y por las
condiciones fisicas en que se encuban los explantes, se crea un ambiente propicio para la
proliferacion de bacterias y hongos, los cuales compiten con el explante por los nutrientes del
medio de cultivo. Ademds existen microorganismos que pueden permanecer de manera
sistémica en los explantes y que no se manifiestan en el medio de cultiva al momento del

establecimiento, si no que lo hacen cierto tiempo después contaminando el nuevo medio de
cultivo.

Alos Smeses de haber sido establecido el experimento la contaminacién causada por hongos
y bacteria fue de 5 y 35 por ciento respectivamente para el medio 1; mientras que en el medio 2
fue de 50 por ciento de contaminacion fungosa y no se presentd infeccion bacteriana. En el
medio de cuitivo namero 3 se report6 10 por ciento de contaminacion causada por hongos y 5
por ciento por baclerias, mientras que en el medio de cultivo 4 un 10 por cento de
contaminacion fungosa y 10 por ciento de contaminacion bacteriana (Ver la Figura 4.
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De manera general se reportd mayor contaminacion por hongos que por bacterias en el
segundo momento de evaluacion. Estas infecciones son causadas por microorganismos que
no pueden ser eliminados mediante {a desinfeccion de bacterias sistémicas.

Los explantes contaminados por bacterias presentaron un halo rosado en la superficie del
medio de cultivo, justo en 1a base de Ja unién del medio de cultivo con los explantes, lo que
provoct la muerte del explante y el cambio de coloracitn del medio de cultivo. Por otro lado,
los medios de cultivo contaminados por hongos presentaban la vellosidad tipica de los
hongos. Los medios de cultivo que no presentaron contaminacién fungosa y bacteriana
permanecieron con el color caracteristico del carbén activado.
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Figurad Porcentaje de contaminacién (fungosa y bacteriana) de

embriones cighticos desapote ( fowfenasapota Jacq Merr)
obtenidos de frutos maduros e inmaduros en 4 medios de
cultivo a las 12 y 20semanas.
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Respecto ai porcentaje de sobrevivencia, a los 5 meses después de establecer el experimento, la
cantidad de plantas vivas se redujo drasticamente, hasta practicamente no tener plantas
sobrevivientes. En los medios de cultivo 1, 2 y 3 no se encontraron plantas vivas y solo se

encontrd el 15 por ciento de sobrevivencia en el medio de cultivo nimero 4 (ver Tabla 7 en
Anexos),

Las plantas pueden sobrevivir por in perfodo determinado traslocando los asimilatos y
nutrimentos del medio de cultivo hacia las partes més aéreas hasta agotarios, pero cuando se
dala desecacion deltallo de abajo hacia arriba se produce la muerte de los mismos. El cambio

de coloracion comienza desde la parte basal de manera lenta hasta que se da la muerte
completa de la planta.
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Figura 5. Altura inicial y final y ntmero de hojas totales en plantas de sapote
{ Pourferia sapola jacq. Merr) desarrolladas en 4 medios de cultivo

para sumicropropagacion, obtenidasde embrionescigbticos de frutas
maduras e inmaduras.

Al analizar la altura promedio de las plantas, se observd que en los cuatro medios de cultivo
evaluados disminuy0 la altura de las plantas respecto a la primera evaluacion realizada (3

meses después del establecimiento del ensayo), posiblemente debido al fenbmeno sefialado
anteriormente
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IV - CONCLUSIONES
A- Fase de establecimienio.

1.-El estado de macurez del fruto ejerce un efecto significativo sobre la contaminacion de tos
medios de cultivo. En los embriones cigdticos de frutas inmaduras se reporté menor
porcentaje de contaminacién a la causada por bacterias. En el establecimiento de
embriones cighticos provenientes de frutos maduros e inmaduros el porcentaje de
contaminacion causada por hongos fue inferior a la causada por bacterlas.

2- Los medios de cultivo MS + 05 mg/] IBA + 1.0 mg/i ANA y MS + 500 mg/1 CA
resultaron ser los mejores en cuanto a la induccién de 1a altura de planta en los frutos
inmaduros; y los medios de cultivo MS + 05 mg/1 IBA + 1.0 mg/1 ANA y MS + 10 mg/I
iiA con respecto a la longjtud de rafces en los embriones cigdticos de frutos inmaduros.

Las plantulas provenientes de embriones cigbticos de frutas inmaduras lograron més
rapidamente y en mayor cantidad los estadios de desarrolio I (emergencia del epicotilo y
separacion de las hojas cotiledonales) y 111 (plantulas primarias y radicula desarrollada)
que las plantas provenientes de embriones cigbticos de frutos maduros.

B- Fase de micropropagacion

4- EY mayor porcentaje de contaminacion de los medios de cultivo fue la causada por hongos,
las bacterias que se encuentran de manera sistémica en los tefidos vegetales, no son

detectadas en su momento, y provoca su proliferacion en los medios de cultivo frescos.
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5- No fue posible inducir el desarrollo de las variables altura de planta, nimero de hojas y
tongitud de raices en los 4 medios de cultivo utilizados

6- La evaluacién del experimento a los 5 meses de haber sido montado, mostré un

porcentaje de sobrevivencia de los explantes nulo, Gnicamente el medio de cultivo
nGmero 4 reportd un 15 por ciento de sobrevivencia de las plantas.
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V.- RECOMENDACIONES

- Utilizar embriones cigdticos provenientes de frutos inmaduros para el establecimiento
de los explantes-en los medios de cuitivo, ya que lograron mayor desarrolio tanto
radicular como aéreo.

2.

Estudiar otros métodos de desinfeccidn en la fase de establecimiento como en la fase de

micropropagacién para evitar la proliferacién de microorganismos contaminantes de los
medios de cultivo.

3. Utilizar diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores de crecimiento que
ayuden a inducir el crecimiento radicular en la fase de micropropagacion.

4- Emplear la técnica de inmersion temporal para estudiar las posibilidades de establecer y
micrupropagar mas eficientemente las sapotaceas, con esta técnica se pueden realizar

ensayos de micropropagacion a partir de embriones sométicos de plantas elites
seleccionadas en el campo.
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VII. - ANEXOS
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Tabla4- Porcentaje de contaminacion (hongos y bacterias) en 13 variantes del
medio de cultivo MS (1962} wtilizados en el establecimiento de

embriones cigbticos de sapote ( foufenizsapods Jacg, Merr) obtenidos
de frutas maduras e inmaduras.

Medios de Hongos Bacterias Hongos Bacterias
cultivo (FD (FI} (FM) (FM)

t 1000 6000 2000 3500

2 15.00 50,00 1500 S0.00

3 10.00 60,00 55.00 3000

4 1000 5000 3000 2000

5 25.00 2500 4500 2500

6 1500 5000 75.00 2500

7 2500 4000 4000 3000

8 1500 5000 8000 2000

9 1000 2000 65.00 1500

10 1500 1500 10.00 7500

11 1000 3000 2500 6000

12 1500 3500 2500 6500

13 3000 2000 7000 2000
Promedio 15.76 3880 4269 3615

Nota: {F1} Frutas inmaduras

{FM} Frutas maduras
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Tabla5.- Promedios de altura de plantas y longitud de rafces {(cm), de embriones

cigbticosde sapote ( Fouferia sgpota Jacq. Merr) de frutos inmaduros (FI) y
maduros (FM) en 13 medios de cultivo i vifro.

Altura de planta{cm) Longitud de raices (cm)
Tratamientos Promedio Grupos Tratamientos Promedio Grupos
F1{(% AT 3 M (2) 1012 a
M) kR <} b M (10} 6.300 a-b
PM) s b PM (11} 5931 ac
i 357 b M) 5753 at
M 3.550 bo MM 4831 b-d
M) 3.000 bd 121 g 4829 bd
Fan 2853 ce Fi {5} 4692 bd
| EWY) 2688 d-f F1(10) 4392 c-d
Fam 1670 df M) 4925 de
Fi{hy 1662 df M {4) 4.000 d-e
M2 2600 d-f P 3461 d-f
F1(8) 2380 d-p M3 3412 d-f
iy 2250 d-h M (13} 3300 d-f
() 213 di 2 2680 eg
b 200 ei FI{®) 2541 eg
M6 200G &4 Fid) 241 tg
M am 1.839 fp F@®) 2401 e-g
16 1574 gk FI(il) 2385 e-g
3 1500 hk FI¢l) 2281 eg
FL{i) 1.300 ik F1(13) 1.908 f-g
PMah 1.100 k- M) 1.825 fg
M) 0.961 k FI 1.756 ig
PN 3.000 3 A 1707 f-g
M (8} 0000 i F1(3) 1im z-h
M G.008 i FM (6} 1371 gh
MU 0000 i FM (3} 0,000 &

Medias con las mismas letras, no tienen diferencias estadisticas significativas entre ellas, de acuerdo 2 la prucha de fangoy
multiples de Duncan at § %,
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Tabla6.- Estadios de desarrollo de plantas de sapote {Fowfenia sapata Jacq. Merm)

obtenidos de embriones cightico de frutas maduras e inmaduras
esiablecidos en trece medios de cultivo in wiro.

Medios Frutos inmaduros Frutos maduros
de Estadios de desarrollo Estadios de desarrolio
Cuivo | il 11 i | 111
1 1500 1500 - 2000 2500
2 - 2500 1000 - 3000 500
3 3000 - - 1500 .
4 2500 1500 500 3000 1500
5 2500 2500 1000 1000 1000
6 5000 1500 - - -
7 2500 1600 - 3000
8 2500 1000 - . -
9 2500 4500 - 1000 1000
10 3508 3500 - 1000 5.00
11 4500 1500 - 10.00 500
12 4000 1000 - 1000
13 4000 1000 - 1080 -
Promedio - 3115 1653 115 1423 577
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Tabla7.- Porcentaje de contaminacitn y sobrevivencia, altura promedio de planta
{cm), ntmero total de hojas de los explantes de sapote
( Avtenia sapola Jacq Merr)end variantes delmedio MS

para micropropagacion a pafﬁr‘de microestacas.
12 semanas
1 5 X 100 14 11 %
4 ¥ 0 100 2% 148 1
3 § 0 100 19 1.30 P
4 5 10 100 206 169 13
20 semanas
1 5 % b -
2 50 0 0 . .
3 10 5 ¢ . - .
§ 10 10 15 - . -
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GLOSARIO

Viviparidad

Es un proceso en el cual el embrién germina estando atGn dentro del fruto.

Halkor

Colonia de bacterias contaminantes que cubre, el medio de cultivo y se
manifiesta con tonalidad rosada.

Ventajas de las Técnicas de cultivo de tejidos:

1. Alto volumen de plantas clonales,
2. Plantas libres de virus.

3. Producen a la mitad del tiempo que cuando se propaga por semilla,

4. Son plantas excepcionales.
M _ i

Consiste en la multiplicacion de un orgéno o tejido de la planta, en
condiciones adecuadas de temperatura, humedad, luz, nutrientes, obteniendo plantas

cionales en un perfodo corto,
Germoplasma:

Plantas de diferentes procedencia, con determinadas caracteristicas genéticas.
Embrionescigbticos:

Sonpequefios esporofitos parciaimente desarrollados, el cual es el resultado

de la fertilizacidn de la ovocélula, en el interior del saco embrionario, con un nicleo
mascuilino.
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Especies exdticas
Son especies de mayor calidad mejorada genéticamente que han sustituido a
especies silvesires de menor calidad.

Erosion genética:
Es la pérdida de la diversidad genética debido a la falta de penetracién, a la
zonas donde se encuentran estas especies.

Totipotencia:
Facultad que tienen la especies individuales vegetales, de reproducir a un

individuo similar a la planta macdre, siempre que se encuentren en condiciones edaficas y
climaticasadecuadas.

Recursos genéticos:
Material genético necesario para realizar las actividades, que mejoren la
diversidad genética dela especies.
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