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RESUMEN.

Se establecieron una serie de ensayos preliminares y un ensayo definitivo con el propésito de lograr
establecer en condiciones in vitro embriones cigoticos de semillas de frutas maduras e inmaduras de
nispero (Manilkars zapota). En los ensayos preliminares se trato de lograr la germinacion de la semilla
y el desarrollo de plantulas en diferentes condiciones: platos petri con papel filtro y agua destilada
estéril, medio de cultivo liquido con y sin reguladores de crecimiento; y con y sin tela de venda como
nodriza. El ensayo definitivo consté de dos fases: A) Establecimiento in vitro de nispero a partir de
embriones cigdticos de semillas de frutas en sus dos estados de madurez (inmaduros-maduros), en
trece variantes del medio de cultivo basico MS (1962), suplementado con diversas concentraciones
y combinaciones de los reguladores de crecimiento ANA (Acido Naftalen Acético), IBA (Acido Indol
Butirico), CA (Carbon activado), GA, (Acido Giberélico). B) La micropropagacion de nispero en
cuatro variantes del medio de cultivo MS (1962) a partir de trozos de tallos conteniendo yemas
axilares de las plantas desarroliadas en la fase A de este ensayo. En ambos ensayos se utilizaron 20
repeticiones por tratamiento. Se logro obtener la germinacion de semilla de nispero en ensayos de
laboratorio en platos petri con papel filtro y agua destilada estéril, en tubos de ensayos conteniendo
medio de cultivo liquido, ¢l cual facilita la imbibicion de la semilla pero puede causar afixia. En el
establecimiento de los explantes la contaminacion causada por hongos y bacterias fue inferior en los
medios de cultivo conteniendo embriones cigdticos provenientes de frutas inmaduras. Las mayores
alturas promedio por plantas se presentaron en los embriones provenientes de frutas maduras; las
mismas alcanzaron el estadio de desarrolio nimero Il (plantas formadas con las primeras hojas
verdaderas y raiz), por el contrario las mayores longitudes promedios de raices por plantas se
obtuvieron en plantas desarrolladas a partir de embriones cigoticos provenientes de frutas inmaduras.
El medio de cultivo 6 (MS + 2 mg/l de IBA) indujo los mejores resultados en altura y longitud
promedio de raices de plantas provenientes de ambos estados de madurez de la fruta. La
micropropagacion de plantulas a partir de trozos de tallos con yemas axilares no fue posible debido
a que los explantes no lograron desarrollar raices, aunque si presentaron primordios foliares
desarrollados.

PALABRAS CLAVES: Nispero, Manilkara zapota, embriones cigdticos, estado de madurez de la
fruta, germinacion, establecimiento, micropropagacion, reguladores de crecimiento.



.- INTRODUCCION

El Nispero (Manilkara zapota) pertenece a la familia de las sapotaceas y es originario
de América Central. Crece de forma silvestre desde el nivel del mar hasta mil metros
de altura, se considera que los espafioles contribuyeron a la dispersion del cultivo
(Rubluo, 1981).

El cultivo de esta especie tiene un mercado aun no satisfecho y puede jugar un
papel importante como fuente de ingreso, a la vez que puede contribuir a una adecuada
composicion de la dieta alimenticia, particularmente de las poblaciones de bajos
recursos, tanto rurales como urbanos. En algunos lugares de Mesoamérica, las semillas
molidas se usan para darle al chocolate el sabor amargo y caracteristico. En Costa Rica
se han usado para planchar ropa. En Guatemala y El Salvador el aceite de las semillas
se utiliza como tonico para la piel, para evitar la calvicie, reducir dolores musculares
y afecciones reumaticas (Blanco, 1985).

El establecimiento de esta especie como cultivo en un sistema de produccion
tradicional permitird mantener un desarrollo fruticola de gran sostenibilidad. La
explotacion de esta fruta en sistema intensivo'y extensivo, demandara la produccién y
existencia de adecuadas cantidades de semilla-planta que estén a disposicion de
productores y que garanticen una adecuada condicion genética y productiva.

Las formas convencionales de multiplicacion del nispero son dos: propagacion
a través de la semilla 0 embrion cigotico (sexual) y la propagacion a través de injertos
(asexual).

En la propagacion de plantas a partir de semilla botanica existe el problema de
la gran heterogeneidad y variacion genética. Las semillas necesitan para su germinacién
entre cuarenta a sesenta dias. Como tiene un periodo corto, con bajo poder

germinativo, s¢ acelera la germinacién con mas facilidad si se realiza una escarificacion



de la semilla. Este método se utiliza con el objetivo de que la cosecha no comience
hasta los siete afios y que su ciclo sea mas corto. Para emplear este método deben
usarse o seleccionarse semillas de mayor tamafio procedentes de arboles que muestren
caracteristicas deseables para su uso y multiplicacion; asi como también el grado de
resistencia a plagas y enfermedades (Rubluo, 1981). La propagacion asexual es
conveniente ya que se pueden propagar genotipos deseables o de mayor produccion y
que producen en la mitad de tiempo que cuando se producen por semillas. El método
preferido y que aparentemente es el mas recomendable para la propagacion asexual de
nispero es el de injerto o de enchape lateral. Cuando el arbol proviene de una
injertacion inicia su produccion a los tres afios.

En la reproduccion vegetativa el empleo de la micropropagacion a través de la
técnica de cultivo de tejidos, comparada con el de las técnicas horticolas tradicionales
presentan un coeficiente de multiplicacién mucho mas alto independientemente de los
factores climaticos y estacionales. Estas técnicas in vitro pueden utilizarse todo el afio
(Withers, 1985); permiten ademas un crecimiento continuo y una ruptura de la latencia
que causa una "brotacion” en la cascara. Por otra parte hay toda una gama de explantes
(hojas, pedinculos florales) que no son utilizados para el desqueje horticola pero; lo
son en condiciones in vitro y contribuyen a aumentar ese coeficiente de multiplicacion
(Westcott et al.; 1977).

La técnica de micropropagacion in yitro ha sido considerada por muchos
investigadores como posible solucion para aumentar los volimenes de produccion del
material de siembra y con mejor calidad.

La estrategia de conservacion del germoplasma depende de ia naturaleza del
material biolégico y esta definida por la duracion de su ciclo de vida, €l tipo de

reproduccién, el tamafio de los individuos y el nivel ecolégico (silvestre o
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domesticado). De acuerdo con estas carateristicas se han intentado diversos métodos
de conservacion los cuales van del tradicional jardin de variedades hasta el
mantenimiento de reservas en bancos de semillas (Rubluo, 1981).

El cultivo de tejidos vegetales presentan aspectos y aplicaciones practicas muy
variadas, como son ¢l ciclo de seleccion mas corto. De las ventajas de la multiplicacion
vegetativa es el cultivo de tejidos sin duda la més difundida y la que mas ha contribuido
al desarrolio de esta tecnologia. Sin embargo, cualquiera que sea el procedimiento
utilizado, ayuda en el mejoramiento genético de las plantas cultivadas. En realidad es
el tinico método que permite producir individuos excepcionales obtenidos al azar de las
combinaciones genéticas o de las mutaciones cuya fiel reproduccion no puede
realizarse por via sexual por diferentes razones. Esto ocurre precisamente con vanas
especies tropicales perennes de gran interés econdmico como las palmeras, el cacao,
el cafeto y el caucho (Dubin, 1991).

La importancia de este trabajo radica en que potencialmente se pueden utilizar
una amplia variedad de explantes para el cultivo de tejido in vitro de nispero. Se puede
lograr un gran avance en cuanto a la propagacion del nispero, considerando que esta
es una planta lefiosa.

Estudios similares al presente han sido realizados por investigadores del Centro
Agronomico Tropical de Investigacién y Ensefianza (CATIE), en las especies de
sapotaceas; zapote (Pouteria sapota Jack. Merr) y caimito (Chrisophyllum cainito); con
fos cuales han obtenido resultados relativamente exitosos.

Para lograr desarrollar el protocolo de micropropagacion de nispero se deberan
estudiar los efectos que tienen sobre el establecimiento, multiplicacion, enraizamiento
y posterior adaptacion de las plantas a condiciones de invernadero, factores muy

importantes como el tipo de medio de cultivo, concentracion y tipo de reguladores de
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crecimiento, tipo y origen del explante, consistencia del medio de cultivo y la condicion
genética de la planta donadora.

El presente estudio pretende contribuir al desarrollo de la agricultura
nicaragiiense a través de la obtencion de resultados que muestren la factibilidad del
establecimiento y micropropagacion in vitro del nispero, considerando la importancia
potencial de esta especie frutal; por lo cual se plantea cumplir con los siguientes
objetivos:

Objetivo General
- Determinar la metodologia adecuada para el establecimiento y micropropagacion in
'yitro del nispero a partir de embriones cigéticos provenientes de frutos maduros e
inmaduros.

Objetivos Especificos

- Estudiar la germinabilidad de las semillas de nispero en ensayos preliminares, en

platos petri y medios de cuitivo in vitro.

- Determinar en cual de las 13 variantes del medio de cultivo propuestas se logran los
mejores resultados en cuanto a: crecimiento de plantas, raices y porcentaje de
contaminacién de los embriones cigdticos de nispero provenientes de frutos maduros

¢ inmaduros.

- Estudiar las posibilidades de micropropagacion de plantas de nispero a través de
microestacas obtenidas a partir de las plantas desarrolladas en la etapa de

establecimiento.



Il.- MATERIALES Y METODOS.

A.~- Materiales y equipos

El presente estudio se realizo en el laboratono de cultivo de tejidos vegetales del
Programa de Recursos Genéticos Nicaragiiense (REGEN), perteneciente a la Facultad
de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria; ubicada en el kilometro 12 1/2 de
la carretera norte, Managua, Nicaragua.

A continuacion se detallan los materiales y equipos que fueron utilizados en este

estudio en todas sus fases: __
-Acido clorhidrico (HCI) ~-Sacarosa .
-Frascos de alummnio -Agitadores
-Alcohol -Homo
-Parafina (cintas) -Marcadores
-Mecheros de Bunsen -Autoclave
-Balanza analitica -Algodén
-Tubos de ensayo -Papel craft
-Papel de aluminio -Beakers
-Reguladores de crecimiento -Cuchillos
-Escalpelos y cuchillas -Parafina
-Céamara de flujo laminar -Bacto Agar
-Destilador de agua -Pipetas
-Soluciones madres (MS) -Placas petri

El ensayo se ejecutd en dos etapas: la primera etapa correspondid a los estudios

o ensayos preliminares y la segunda etapa es el establecimiento del experimento final.
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El ensayo final se ejecutd en dos fases: establecimiento in yitro a partir de embriones
cigéticos provenientes de frutos maduros e inmaduros y la segunda fase es la

micropropagacion n vitro del explante.

B.- Establecimiento de los ensayos preliminares.

En esta parte del estudio se realizaron una serie de experimentos encaminados
a definir Ia metodologia mas adecuada para la desinfeccion y determinar en cual
condicion el embrion cigotico utilizado logra mejores resultados para su germinacion.

De inicio se pretex;dié conocer cual seria la respuesta de las semillas de nispero
a los ensayos de germinacion en platos petri y en el cultivo in vitro.  Se realizaron .
ensayos utilizando semillas enteras provenientes de frutas maduras en sus dos variantes:
con cubierta (testa) y sin cubierta.

El proceso incluye la seleccion de frutas y posterior desinfeccion y
establecimiento de las mismas bajo condiciones de asepsia.
- Seleccion de los frutes. Los frutos fueron colectados de arboles ubicados en patios
y fincas de los municipios de Masaya, Carazo, Granada y/o comprados en ¢l mercado
de Masaya y en los mercados de Managua (El Mayoreo y Roberto Huembes). En los
dos wltimos los frutos provienen de Rivas y La Isla de Ometepe. No se prefiri6 tamafio
especifico de los frutos pero si el estado de madurez. Se consider fruta madura aquel
fruto que habia adquirido su tamafio final, cuya pulpa se ha suavizado y desprende el
aroma caracteristico y €l sabor tipico de la pulpa y cuya piel de la fruta no presenté
latex. El fruto verde es un fruto compacto, con una pulpa dura a la presion, al hacerle
un leve corte presenta un color blanco en la pulpa y con presencia de latex, no tienen

el olor y sabor desarrollado.



- Desinfeccion de los frutos. Los frutos se lavan con agua y jabon para eliminar
asperezas en la cascaray restos de latex que se encuentran en la superficie. Luego
se sumergen los frutos en hipoclorito de sodio (NaOCl) al 5% por diez minutos.

En la camara de flujo laminar en condiciones de asepsia, la cual fue
desinfectada con anticipacién con luz ultravioleta durante 15 minutos y con
alcohol al 90%, las frutas fueron rociadas con alcohol al 70% posteriormente
fueron flameados. Las pinzas, escalpelos y platos petri fueron esterilizados en un
horno a 170 °C durante una hora antes de ser utilizados.

En los experimentos preliminares las variables que se evaluaron fueron:
a) Pofcentaje de contaminacién por bacterias y hongos.

b) Estadios de desarrollo de la semilla:

-Semillas reventadas, cuando la testa de la semilla tiene alguna ruptura.

-Semilla no reventadas.

-Semilla germinadas, cuando estas presentan algin brote o presencia de

las primeras hojas cotiledonales.

En esta etapa se realizaron varios ensayos con los que se pretendia obtener
ideas de cémo trabajar con plantas de nispero in vitro para dar continuidad de la
segunda etapa.

B.1.- Germinabilidad de 1a semillas de nispero con cubierta (testa) ubicadas en
platos petri sobre papel filtro y agua destilada estéril.

Las semillas utilizadas en este experimento fueron desinfectadas en dos
ocasiones con hipoclorito de sodio, previo a su introduccidon en las condiciones
de prueba. A las frutas se le eliminaron las asperezas de la cascara y restos de
latex con agua y jabdn; luego con la ayuda de un cuchillo y en condiciones de

asepsia se



extrajeron las semillas las cuales fueron lavadas con agua e hipoclorito de sodio al 90%
por diez minutos, para luego ser ubicadas en los platos petri. Estos platos fueron
esterilizados en el horno a 180 °C durante una hora conteniendo papel filtro y una vez
al introducir la semilla se le adiciond el agua estéril. La cantidad de semillas utilizadas
fue de 80; cada plato contenia 4 semillas. Se evalud el nimero de hojas verdaderas y

la presencia de raices. Las evaluaciones fueron realizadas cada dos semanas.

B.2.- Germinabilidad de la semilla de nispero con cubierta en un medio de cultivo
MS (1962) sin reguladores de crecimiento,

- El método de desinfeccion de la fruta y semilla utilizados en este ensayo fue el
mismo que se utilizo en el experimento anterior. El objetivo fue el de determinar las
posibilidades de la germinacién in vitro de las semillas del nispero y la respuesta de
las semillas (crecimiento y desarrollo) al medio de cultivo. El medio de cultivo basico
utilizado fue el medio Murashige y Skoog (1962) (MS) liquido sin adicionarle
regulador de crecimiento, las semillas fueron extraidas de los frutos y desinfectadas con
agua e hipoclorito de sodio al 5% durante 10 minutos. Se utilizaron 80 tubos que
contenian 10 ml del medio MS donde se depositaron 80 semillas de nispero, una por
cada tubo.

B.3.- Germinabilidad de la semilla de nispero con cubierta en un medio de cultivo
MS (1962) liquido con y sin tela utilizada como nodriza.

Se planted en este estudio como objetivo estudiar la consistencia liquida del
medio de cultivo sobre la germinacion de las semillas. En la mitad del nimero total de
tubos (40) se ubic tela de venda como soporte, lo que facilitaria la sobrevivencia de

la semilla; a las restantes no se les ubicé el material sefialado.



C.- Ensayo definitivo.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos preliminares se estableci6 un
experimento que se subdivide en dos fases: El establecimiento in vitro de embriones
cigéticos y la micropropagacion in vitro.

C.1.- Establecimiento in vitro de embriones cigbticos.

El objetivo de este estudio fue el de determinar alguna influencia sobre el
crecimiento y desarrolio de la semilla de nispero proveniente de embriones cigéticos
de semillas de frutos maduros ¢ inmaduros, al ser cultivados en trece variantes del
medio de cultivo. La varante del medio de cultivo MS en estudio se presentan en la
tabla 1.

Tabla 1.- Las variantes del medio bisico de cultivo MS (1962) utilizados en
estudio de establecimiento in vitro de plantas de nispero a partir de embriones
cigéticos.

i

: Tratamientas de sa!es MS Reguiadores de crecimiento (mg/T)

0.5 ANA* (Acido Naftalen Acético)
1.0 ANA

2.0 ANA

0.5 1BA* (Acido Indol Butirico)
1.0IBA

2.0 IBA

0.5 IBA + 1.0 ANA

0.5 ANA + 1.0IBA

0.5 g CA* {Carbén Activado)
0.50 g/t CA + 1.0 I1BA

0.50 g/l CA + 0.5 ANA

0.50 ga CA + 1.0GA, _
1.0 mg/l GA,* (Acido Giberélico i
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Disefio estadistico
Los tratamientos se organizaron en un Diseiio Completamente Aleatorizado
(DCA) con dos factores en estudio. Se realizo un anadlisis de varianza (ANDEVA) y
separacion de medias empleando la prueba de rangos multiples de Duncan al 5% de
acuerdo a metodologia sugerida por Pedroza (1993) a los datos de las variables altura
de planta y longitud de raiz. Los niveles por cada factor son los siguientes:
Factor A: Medio de cultivo [trece variantes del medio de cultivo MS

(1962) presentados en la tabla 1].

Factor B: Estado de madurez de la fruta.
Niveles del factor B: B,= Maduro
B,= Inmaduro

El total de tratamientos en estudio fueron 26, cada tratamiento consté con 20
repeticiones, utilizando tubos de ensayos en las que se establecid un embridon de
semilla provenientes de frutas maduras e inmaduras. El total de embriones utilizados
fueron 520 embriones.

La preparacion de los frutas donadoras de las semillas se realizo eliminando las
lenticelas de la superficie de las frutas utilizando cuchillos, detergentes y luego se
enjuagaron con tres pases de agua destilada estéril. La desinfeccion se realizé en
condiciones asépticas rociando con alcohol al 90% las frutas y posteriormente se
flamea para lograr mayor éxito en la desinfeccién.

Las semillas fueron removidas del fruto con pinzas, se depositan en un plato
petri, se rocian con alcohol al 90% y se flamean. Después de la desinfeccion superficial
del fruto las semillas fueron extraidas en condiciones axénicas vy la testa fue elimmnada
utilizando un "quiebra-nueces" de tamafio adecuado. El embrion fue excisado del resto
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de las cotiledones mediante un corte de la parte de la semilla que lo contiene. Estos
embriones fueron depositados en un tubo de ensayo acompafiado con una pequeiia
porcion de endosperma para facilitar la emergencia de las hojas cotiledonales y de la
radicula. Después de la siembra de los explantes, los tubos fueron trasladados a un

cuarto de crecimiento donde se establecieron bajo condiciones de temperatura regulada

y luz.

Variables evaluadas.
Una vez establecido la serie de ensayos se procedio a la evaluacion de las
siguientes variables:
a) Porcentaje de contaminacion (bacteriana y/o fungosa).
b) Estadio de desarrollo del embrién:
I - Sin germinar,
II - Germinada (plantas con dos hojas cotiledonales).
I~ Plantulas con hojas cotiledonales y con hojas primarias.
d) Altura de plantas.
¢) Longitud de raices.

Se realizaron evaluaciones periodicas hasta completar los dos meses.

C.2.- Micropropagacion in vitro de los explantes.

Para el inicio de este estudio se utilizaron las plantulas obtenidas en la fase
anterior seleccionando los mejores explantes. Las plantulas fueron extraidas del medio
de cultivo para el establecimiento y trasladadas al medio de cultivo fresco donde se

pretendi6 un mejor desarrollo de hojas.
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Para la realizacion del ensayo de micropropagacion se seleccionaron los
explantes cortando Ias plantulas previamente establecidas en trozos. Cada trozo de hoja
o primordio de hojas que en su base contenian una yema de crecimiento axilar. Cada
entrenudo fue utilizado para la siembra. El medio basico utilizado fue un MS

modificado como se presenta en la tabla 2.

Tabla 2.- Variantes de los medios de cultivo basico MS (1962) utilizados en la

micropropagacion de nispero.

pcam——— et ———

Macrosales |  GA,
100%
50%
100%

Tratamientos

En este estudio se utilizaron 40 tubos de ensayos con 10 ml de medio de cultivo
MS semisolido para un total de 400 ml totales. Este ensayo se repiti6 en dos ocasiones.

Variables evaluadas.
Las variables que se analizaron fueron las siguientes:
a) Niimero de hojas verdaderas.
b) Altura de planta.
¢) Numero de raices.
d) Longitud de raices.
12



[1L.- RESULTADOS Y DISCUSION

-----

trabajar con la variante sexual; por considerar que se obtienen resultados con mayor
seguridad, lo que es lo mismo; se puede obtener material vegetal para estudios
exploratorios posteriores. El inconveniente de la utilizacion de material proveniente de
la via sexual de propagacion, es que al parecer; este no garantiza la estabilidad genética

del progenitor, la planta donadora.

A.- Experimentos preliminares.
Una vez concluidos los ensayos preliminares se obtuvieron resultados en cuanto
al porcentaje de contaminacién y estadios de desarrollo de la semilla los cuales se

presentan en la tabla 3.

Tabla 3.- Porcentaje de contaminacién y estadios de desarrollo de semillas de

nispero (Manilkara zapota) ubicadas en platos petri sobre papel filtro y agua

Estadio de desarrollode la

reventadas sin reventar

18 (22.50%)

Hay facilidad para el trabajo con las semillas de nispero por su tamafio y por lo
tanto, posibilidades de la realizacién de las pruebas de germinacion, asi como por la

facilidad en la desinfeccion de la semilla.
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Al analizar el porcentaje de germinacion de las semillas de nispero se observo
que hubo una germinacion de un 56%.El porcentaje de semillas germinadas es menor
que el porcentaje de semillas reventadas, lo cual es normal puesto que la imbibicion de
la semilla es un proceso meramente fisico y ocurre indistintamente en semilla viable y
en semilla no viable. La germinacién sélo ocurre en semillas viables.

Con los resultados obtenidos en nispero en este primer experimento, se planteé
1a realizacién de los ensayos de germinacion sobre medios de cultivos 1n yitro. Los
resultados después de dos meses de haberse establecido el experimento se muestran en
la tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de contaminacién y estadios desarrollo de la semillla de
nispero (Manilkara zapota) provenientes de frutas maduras; establecidos en

medio de cultivo jn vitro sin reguladores de crecimiento.

[Ensayos |  Contamivacien | " Estadios de la semilla
bacterias hongos reventadas sin reventar germinadas
25 (33.7%) 22 (27.5%) | 44 (55.0%) 36 {45.0%) 25 (31.2%)
18 (22.5%) 7 (&?5%} 52 (65.0%) | 28 (35.0%) 38 (47.5%)
_l 46 gzx.;z%z 29 Si& iZ; 96 56{}.3%5 .

A primers repeticion del experimento.
B= segunda repeticion del experimento,

Al comparar los dos primeros experimentos se encontro que en platos petri se
obtuvo mayores resultados en cuanto a semillas reventadas y germinadas que en los
tubos de ensayos con medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento.

Se obtuvo un porcentaje de 77.5% de las semillas de nispero reventadas y

39.37% de semillas de nispero germinadas, reportandose un 40.0% de semillas de
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nispero sin reventar in vitro. Con respecto a los platos petri el porcentaje de semillas
sin reventar es de un 10.0% lo que marca una diferencia de un 30.0% menos que en los
tubos de ensayo, considerando que in vitro se evaluaron los totales de las dos
repeticiones realizados (grafico 1).
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Grifico 1.- Estadios de desarrollo de la semilla de nispero (Manilkara zapota)

ubicadas en placas petri y en un medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento.

Los resultados de los estudios de la germinabilidad de la semilla de nispero en
un medio de cultivo MS sin adicionarle reguladores de crecimiento, demuestran que s¢
pueden obtener porcentajes de germinacion de la semilla hasta un 40%. Hubo un
porcentaje de contaminacion de un 28%; lo que es comiin cuando se esta hablando de
un medio de cultivo rico en nutrimentos que son aprovechados por las bacterias. Las
bacterias con seguridad permanecieron de manera sistémica en la semilla, las que no
fueron eliminadas en su totalidad por la desinfeccion realizada superficialmente. El
12% de contaminacion restante fue causada por hongos, que pudo haberse originado
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por descuido en los medios de asepsia a la hora de establecer el experimento. No
obstante, el porcentaje total de contaminacion (fungosa y bacteriana) no incidio de
manera significativa en el desarrollo general del experimento, puesto que no se impidio
los procesos normales de imbibicion y germinacion de la semilla estudiada.

Al analizar los resultados en cuanto a contaminacion con hongos y bacterias
registrados en los ensayos de germinacion, se encontré que el porcentaje de
contaminacién bacteriana fue mayor que la contaminacién con hongos, tanto en las
semillas ubicadas en platos petri como en las ubicadas en tubos de ensayos en un medio
de cultivo MS simple sin reguladores de crecimiento; encontrandose un 10% de
contaminacién bacteriana en los ensayos en plato petri y un 28.10% en los ensayos en
tubos de ensayo con un medio de cultivo MS (grafico 2).

La contaminacién fungosa es menor que la contaminacién bactenana. La
contaminacion fungosa en los platos petri fue de un 0.0% y en los tubos de ensayos con
un medio de cultivo MS simple sin reguladefa_s de crecimiento el porcentaje de
contaminacion fue en un 18.12%. La permanencia endogena de ciertas bactenas
dificulta la total efectividad de la desinfeccion, las mismas no pueden ser erradicadas

en su totatidad al momento de la aplicacion superficial del desinfectante en la semilla.
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Grdfico 2.- Porcentaje de contaminacion con hongos y bacterias registrada én los
ensayos de germinacion de la semilla de nispero (Manilkara sapota) en placas petri

y en medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento.

?or otro lado, para completar una parte de los estudios preliminares utilizando
semilla botanica de nispero se plante¢ como nueva variante consistencia liquida del
medio de cultivo sobre la germinacion de las semillas. El medio de cultivo utilizado fue
un MS suplementando con 1mg/l de 4cido giberélico (GAs). A la mitad del mimero total
de tubos (40) se le ubicé como soporte, tela de venda (gasa), lo que facilitaria la

sobrevivencia de la semilla. Los resultados se presentan en la tabla 5.
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Tabla 5.- Porcentaje de contaminacién y estadios de desarrollo de 1a semilla de

nispero provenientes de frutos maduros cultivados en dos variantes liquidas del

Bacteria Hongos Reventadas Sin reventar  Germinadas

| MS liquido sin telade | - 4 (20%) 1785%) | 3(15%) -
| venda (20 tubos)

MS liquido con tela 2(16%) 1 (5%) 10 (50%) 10 (30%) 3 (15%)

s

Los medios liquidos dificultan la germinabilidad de la semilla (grafico 3).
Aunque ia imbibicién ocurre en un 89%; no se logrd obtener altos porcentajes de
germinacion. Es posible que hayan habido mds semillas viables, pero estas no
germinaron por impedimento fisico que significo el sumergimiento de la semilla en el

medio liguido.

-
T

3

% de desarrolic

E-lreventada Blsnreventar  [_igerminadas
Grdfico 3.- Estadios de desarrollo de la semilla de nispero (Manilkara zapota) en un

medio de cultivo MS liquido con y sin tela de venda como nodriza.
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Al analizar la contaminacion causada por hongos se encontré que ésta fue
inferior a la contaminacion causada por bacterias. En el medio de cultivo con nodriza
se reportd un 5% de contaminacion y no se report6 en el medio liquido sin nodniza
(grafico 4). La contaminacion por bacterias fue mayor en el cultivo sin nodriza con un
20% de contaminacion, en cambio en el medio con nodriza se reportdé un 10%. Las
diferencias en cuanto al porcentaje de infeccion bacteriana reportada es tipica de la

distribucion azarizada de las semillas.
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Grdfico 4.- Porcentaje de contaminacién con hongos y baclerias registradas en
ensayos de germinacicn de la semilla de nispero (Manilkara zapota) en un medio de

cultivo MS liquido con y sin tela de venda como nodriza.

B.- Ensayo definitivo.
B.1.- Establecimiento de embriones ci1gdticos.
En base a los resultados obtenidos en los ensayos preliminares y a la

metodologia desarrollada por el CATIE, se procedio a establecer un experimento en el
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que se evalud dos estados de madurez de la semilla proveniente de frutos maduros ¢

inmaduros y trece variantes del medio de cultivo. El objetivo fue determinar alguna
influencia del estado de madurez de la semilla y/o de los reguladores de crecimiento en

los medios de cultivo, sobre la velocidad de establecimiento in vitro de los explantes.

Los resultados de porcentajes de contaminacion, altura de planta y longitud de raices;

lo mismo que el estadio de desarrollo de las plantulas establecidas in vitro se presentan

en la tabla 6.

Tabla 6.- Porcentaje de contaminacién (fungosa y bacteriana) de embriones

cigéticos provenientes de frutas maduras e inmaduras de nispero, cultivadas en

13 variantes del medio de cultivo in vitro.
. | | L ___ —
Medios de Frutos maduros Frutos inmaduros  hongos i
, cultivo hongos bacterias bacterias %
! 5% 25% - 15% |
2 - 5% : . ;
3 10% 15% . .
‘ 4 15% 25% . 10% |
u 5 ; 10% - 10% i
I 6 - - . 50% ?
E 7 - 25% 5% - {
[ 8 5% 15% . 10% }
9 . 10% 5% 5% f
| 10 . 15% - - t
1 . 10% . i i
| : 5% : :
IE _10% 10% 10% *
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El porcentaje de contaminacion fue mayor cuando se trabajé con los frutos
maduros. Estos resultados son debido posiblemente que las frutas maduras tienen
blanda la cubierta y la carnosidad del fruto podria permitir la introduccion de agentes
patogenos las que se depositan en la semilla y contaminaran posteriormente al medio

de cultivo (grafico 5).

Grdfico 5.- Porcentaje de contaminacion bacteriana en 13 variantes del medio de
cultivo conteniendo embriones cigdticos de semillas de nispero (Manilkara zapota)

provenientes de frutas maduras e inmaduras.

La contaminacion causada por hongos fue menor que la causada por bacterias
en los medios de cultivos para embriones en ambos estadios de desarrollo de la fruta.
Los medios de cultivo 2, 3, 6, 9, 10, 11 y 12 no presentaron contaminacion alguna en
los medios de cultivo conteniendo embriones provenientes de frutas maduras. Los
medios de cultivo 2, 3, 9, 10, 11 y 12 conteniendo embriones cigéticos provenientes

de frutas inmaduras también no reportaron contaminacion.
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La mayor contaminacion encontrada fue ia provocada por bacterias con un mayor
porcentaje en los medios de cultivo con embriones provenientes de frutas maduras que
en los embriones de frutas inmaduras (grafico 6).

En general se encontrd contaminacion bacteriana en los medios de cultivo
conteniendo embriones cigéticos provenientes de frutas maduras en todos los medios
de cultivo, exceptuando el medio de cultivo nimero 6.

El medio de cultivo con mayor contaminacion bacteriana es el medio cultivo 6
conteniendo embriones provenientes de frutas inmaduras el porcentaje es alto; pero al
comparar ambos medios de cultivo el medio de cultivo 6 el mas afectado con un 50%
de contaminacién.

Las bacterias se encuentran de manera intrinseca en la semilla y es comin que
cuando hay un medio de cultivo rico en nutrientes, estos sean aprovechados por las
bacterias que con seguridad permanecieron sistémicas en la semilla y no pudieron ser
eliminadas en su totalidad una vez que se realiz6 la desinfeccion superficial de la

semilla, previo la siembra.
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Grdfico 6.- Porcentaje de contaminacion fungosa en 13 variantes del medio de cultivo
conteniendo embriones cigdticos de semillas de nispero (Manilkara zapota)

provenientes de frutas maduras e inmaduras.

Por otro lado, el porcentaje de contaminacion causada por hongos es bajo en los
medios de cultivo 7, 9 y 13 con embriones de frutas inmaduras con valores de 5, 5, y
10% respectivamente. Para embriones provenientes de frutas maduras los medios de
cultivo contaminados fueron 1, 3, 4, 8 y 13 con valores de 5, 10, 15 y 10%
respectivamente.

El medio con mayor contaminacién por hongos es el medio de cultivo 4 con
embriones proveniente de frutas maduras en un 15% de contaminacion y para los
embriones provenientes de frutas inmaduras el porcentaje de contaminacion es de un
5% siendo el medio de cultivo 7 y 9 los mas afectados.

En los medios de cultivo conteniendo los embriones de frutas maduras se

encontraron con mayor contaminacion que los embriones de frutas inmaduras. Esto se
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debe posiblemente a que las frutas maduras tienen blanda la cubierta; en algunos casos
inclusive llegan a cuartiarse en la base; lo que provoca la entrada de elementos
contaminantes que luego se establecen en el medio de cultivo.

Asi mismo se encuentra una menor contaminacion fungosa en relacion a la
contaminacion por bacteria tanto en frutas maduras como en frutas inmaduras, lo que
se puede atribuir a la manipulacion y a las medidas de asepsia, lo que pudo haberse
originado por un descuido con las medidas de asepsia a la hora de establecer el
experimento y/o a la no total efectividad de las desinfecciones.

En cuanto a los medios de cultivo estudiados no encontramos relacion alguna
entre los medios de cultivo (constitucion) y la contaminacion registrada.

Al analizar las variables longitud de raices y altura de planta se encontré que
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos resultados de la
combinacion de los trece medios de cultivos y las dos procedencias de la semilla (tabla
7.

Segun estos resultados; los embriones cigéticos de nispero establecido in vitro
desarrollan mas rapidamente altura y raices cuando provienen de semillas de frutas

inmaduras que cuando lo hacen de fruto madura.
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Tabla 7.- Longitud promedio de raices y altura promedio de plantas de nispero
(Manilkara zapota) provenientes de embriones cigéticos obtenidos de frutos
maduros e inmaduros, cultivadas en 13 variantes del medio de cultivo in vitro.

| Medio de

Frutos inmaduros

{_ Frutos maduros

| cultivo Altplanta Long. raices Alt.planta Long.raices
I 1.25 ab 3.07abe 115 b | 120 de
2 1332 3.08 abe 1.05 be 196 cd
3 0.98 ab 190 d 102 be | 177 e

L 4 121 ab 193 d 125 be | 181 od
BE 124 b 2.4 bed 134ab | 188 cd
: 6 137a 388a 1.78 a 293 ab
K 127a 265 bed 150ab | 175 cd
BE 1.19 ab 188 d 123 be | 152 ode
: 9 0.99 ab 3.35 ab 113 bc | 3.04a
|10 116 be 205 cd 114 be | 228abe
L 077 b 188 d 075 ¢ | 143 cde
' 12 1.23 ab 374a 126 be | 2.18 be

| 13 | 137a 3.46ab 137 ab 149 cde

Promedic con s mismas letrzs no presentan diferencias estadisticas significativas segin Ia prueba de medias de Duncan al 3%.

En la tabla se presentan los promedios de longitud de raices y altura de plantas

obtenidas. Los embriones cigéticos de nispero establecidos in vitro desarrollan mas

rapidamente altura y raices cuando provienen de frutas inmaduras que cuando

provienen de frutas maduras.
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La longitud de raices es mayor en frutas inmaduras que la longitud de raices de
embriones provenientes de frutas maduras; se encontré un mejor resultado en los
medios de cultivo 6, 9 y 12. Para el medio 6 el promedio de longitud fue de 3.88 cm y
para el medio 9 fue de 3.04 cm en embriones provenientes de frutas inmaduras. Los
promedios de longitud en los embriones provenientes de frutas inmaduras esta el medio
de cultivo 6 y 9 con 2.93 cm y 3.04 cm respectivamente, también el medio 12 logro
alcanzar una longitud bastante razonable en ambos estadios de desarrollo como es 3.74

cm para frutos inmaduros y 2.18 cm para frutos maduros (gréfico 8).
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Grifico 7. Altura promedio de plantas (cm) de nispero (Manilkara sapota)

provenientes de frutas maduras e inmaduras establecidos en 13 variantes del medio

de cultivo.

Al analizar 1a altura promedio de plantulas de nispero provenientes de embriones
cigoticos de frutos maduros e inmaduros los mejores promedios fueron para el medio

de cultivo 6 con 1.78 cm en embriones de frutos maduros y 1.37 cm en embriones de
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frutos inmaduros, y al igual que en la longitud de raiz el medio de cultivo 12 también
tuvo efecto en ambos estados de la fruta con un promedio de 1.26 cm para frutas
maduras y 1.23 cm para frutas inmaduras en altura de plantas (grafico 7).

Una vez realizado el analisis de varianza se encontro que si existe diferencia
significativa entre los tratamientos, los medios de cultivo 6, 9 y 12 para los embriones
de frutas maduras e inmaduras fueron estadisticamente superiores al resto de los
tratamientos en las variables longitud de raices y altura de planta.

Es importante sefialar que el medio de cultivo nimero 6 es en el que se obtuvo
mejores resultados en longitud de raiz, para frutos maduros con un promedio de 2.93
cm y para los embriones provenientes de frutos inmaduros con un promedio de 3.88
cm. No asi en altura de plént%s son los embriones provenientes de frutos maduros
establecidos en el medio 6 con un promedio de 1.78 cm y los embriones provenientes
de frutos inmaduros con un promedio de 1.37 cm.

El medio de cultivo nitmero 9 presenta buenos resultados en longitud de raices
también con embriones de frutos inmaduros con 3.35 cm y para los embriones de frutos
maduros 3.04 cm; pero los resultados en altura de plantas son menores, presentando
mejor promedio los frutos maduros con 1.78 cm y en las frutas inmaduras un menor de

0.99 cm.
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Grdfico N’ 8.-Longitud promedio en cm de raices de nispero (Manilkara zapota)
provenienie de frutas maduras e inmaduras establecidas en 13 variantes del medio

de cultivo.

El medio de cultivo 12 también presenta buenos resultados para embriones de
frutas inmaduras que en embriones de frutas maduras, con un promedio de 3.74 cm en
longitud de raices para inmaduros y 1.23 cm para maduros. La altura de planta es
mayor en frutos maduros con 1.26 cm y para frutos inmaduros con 1.23 cm.

Cuando se analiza ¢l estado de desarrollo de las plantas a los cuarenta y cinco
dias después de establecido el ensayo, se observé que la mayoria de las plantas se
encontraban en el estadio tres de desarrollo (embriones con hojas cotiledonales y
primarias desarrolladas) (tabla 9). En los embriones provenientes de semilla de frutas
inmaduras se logra los mis altos resultados con respecto a las semillas de fruto maduro
por lo que sélo se analizaron tres medios de cultivo: 6,9y 12 ya que estos presentan
mayor longitud de raices, lo que es mas importante ya que si no existe raiz no habra

posibilidades de que se establezca una pianta.
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Tabla 8.- Estadios de desarrollo de plantas de nispero provenientes de embriones

cigéticos obtenidos de frutas maduras e inmaduras establecidos en trece medios

de cultivo in vitro.

i

[ Medio “Fratas madurss | Fromsinmaderas | Estadios de |
| de cultivo Estadios de desarrollo desarrollo |
I 1l o 1 11 mo|
| 0% | 10% | 80% ]
R 10% | 9% | 40% | 50% | 10% |
| 50% 60% E
| 4 0% | 10% | 0% | 10% |
| s S0% | 10% | 70% | 20% |
L 6 10% | 70% | 20% |
7 100% 60% | 30%
| 8 10% | 90% 60% | 20% |
I 9 20% | 40% 10% | 50% |
L 10 0% | 0% | 40% 1
11 60% | 10% | 30% | 30% |
L2 | 0% 40% 50% | 40% |

B.2.-Micropropagacion in vitro de los explantes.

El estudio de micropropagacién de plantas establecidas in vitro se realiz6
utilizando cuatro variantes del medio de cultivo basico MS (1962). Como explantes se
utilizaron trozos de tallo de las plantulas conteniendo yemas, estas plantas fueron

establecidas en el ensayo anterior.
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En la primera evaluacion a los 15 dias después de la siembra, se observd la
formacion minima de brotes o primordios de hojas en algunas de las microestacas con
yemas apicales e intermedias. A los 30 dias después de la siembra, algunas yemas
presentaron brotes foliares pero los porcentajes eran muy bajos.

Casi un 70% de las plantulas habian muerto, no precisamente por contaminacion
causada por hongos y/o bacterias va due estos medios de cultivo no presentaron
contaminacién alguna y los que resultaron contaminados se pudo atribuir a la
manipulacion durante el proceso de siembra.

La micropropagacion de microestacas obtenidas a partir de plantulas establecidas
in vitro no fue efectiva, ya que las yemas al ser tx*asiadadas al medio fresco mueren
cierto tiempo después. Las microestacas que logran sobrevivir forman hojas; pero
pasado un tiempo mueren al no poseer raiz.

Los medio de cultivo estudiados no indujeron a la formacion de raices en los
explantes utilizados (microestacas), al parecer la ausencia de primordios radiculares
en el tallo, fendmeno que hace imposible la propagacion del nispero de manera
convencional a través de estacas, es la causa fundamental del poco éxito de este
ensayo.

La activacion en las microestacas de los primordios de hojas ocurre a partir del
uso de las reservas que poseen éstas. La necrosis y muerte de las plantas ocurrio
paulatinamente desde la base de los explantes hacia arriba. Fue comin en el ensayo
encontrar plantas con la parte apical aun con hojas pequeiias verdes, con la base

necrosada y seca.

30



Tabla 9.- Contaminacién, altura de planta cm, longitud de raices cm, nimero de
hojas/planta y sobrevivencia de plantas de nispere (Manilkara zapota) obtenidas
en ensayos de micropropagacion a partir de microestacas en 4 variantes del medio
de cultive MS (1962).

15 dias después de establecido el expenmento

e e e e e e L oL A — o

f Medio de Contaminacion Altura Long Raiz | N’ Hoje Sobrevivencia i
_culnvo Hongos | Bacterias (em) | (cm) (%_) i'
| 1 - . 0.5 - - | 300 |
| 2 -l - 0.3 . ; 40 (8)
| 3 | - - |12 - ] w0 |

4 | - ] 03 | - ] 1503

M@;..MM“M.___..%WM@M oo S e T e e O et e

30 dias después de establecido el experimento.
- - 1.0 - 4 5(D

e

- 1.6

C.~ Discusién general.

C.1.- Sobre establecimiento in vitro.

Al evaluar las variables altura de plantas y longitud de raices se encontrd que
hubieron medios de cultivo que presentaron buenos resultados en cuanto a estas dos
variables.

La influencia del estado de madurez de la semilla es muy importante sobre los
resultados de las variables analizadas. Los medios de cultivo 6, 9, 12, y 13 reportaron

altos valores de ambas variables en los embriones provenientes de frutas inmaduras. El
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medio de cultivo 6 fue estadisticamente superior al resto(tabla 7, grafico 7 y 8).

Los mayores promedios en cuanto altura de planta se encontré en los embriones
provenientes de frutas maduras; sin embargo, son los que reportan menor longitud de
raices en relacion a los embriones provenientes de frutas inmaduras.

De manera general se encontré menor contaminacion con hongos y bacterias en
los medios de cultivo conteniendo embriones cigdticos provenientes de frutas
inmaduras. La contaminacion causada por hongos fue considerablemente menor que la
causada por bacterias.

La relacion medios de cultivo y estadios de desarrollo y la relacion de ambos con
la variable longitud de raices es muy buena. Los embriones provenientes de frutas
maduras llegan con mayor facilidad al estadio de desarrollo niimero I (plénta formada
con las primeras hojas verdaderas y raices). En el caso de las frutas inmaduras
presentaron mayores valores en el estadio de desarrollo nimero II (planta formada con
las primeras hojas verdaderas). La velocidad al alcanzar el estadio de desarrollo I1I fue
muy lenta(tabla 8).

Al revisar la composicion quimica de los medio de cultivo indica que los medios
de cultivo mas destacados son los medios 6 (MS + 2 mg/l IBA), 9 (MS+0.5 g/l CA),
12 (MS+ 0.5 /1 CA + 1 mg/l GA,), 13 (MS + 1 mg/l GA,). Al parecer la adicion de
un solo regulador de crecimiento en concentraciones relativamente bajas (2mg/l IBA;
1 mg/l GA,) o adicionarle altas concentraciones de CA (0.5 g/l) inducen a los mejores
resultados; de igual manera la combinacion de ambos CA + GA,.

Por otro lado no coincidimos con los resultados obtenidos por Astorga y
Escalant (1996)a) quienes trabajando con zapote (Pouteria sapota Jacq. Merr.)
encontraron los mejores resultados en el medio MS (1/4 de los macroelementos,

suplementado con 0.5 mg/l de BAP en el establecimiento de embriones cigéticos
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provenientes de frutas maduras. Sin embargo, los mismos autores (1996)(b) trabajando
con embriones cigoticos provenientes de frutas maduras de caimito (Chrisophyllum
cainito) encontraron que el mejor medio para el establecimiento de los explantes fue el
medio MS suplementado con 1 mg/l de BAP y 1 g/l de CA, con el cual dos de los
medios propuestos en nuestra investigacion tienen importante similaridad puesto que
tienen en comin el uso total del medio basico MS y la utilizacién de carbon activado.
En estudios realizados por Dublin (1991) en reproduccion de cacao encuentran
que la adicion de 30 uM (6 mg/l) de IBA induce a la proliferacion de raices en el
establecimiento de las estacas. Considerando que el cacao es un arbol perenne igual
“que el nispero, similares respuestas se obtuvo en nuestro estudio en cuanto a longitud
de raices y altura de plantas en el establecimiento de embriones cigbticos de nispero,
cuando se adiciond al medio MS 2 mg/! de IBA (uM 10).

C.2.- Sobre la micropropagacién in Vitro.

A diferencia de los resultados obtenidos por Astorga y Escalant (1996)a)
quienes lograron a desarrollar yemas axilares de zapote en el medio MS + 1 mg/l de
BAP + 1 g/l de CA; nuestros resultados indican que la sobrevivencia y desarrollo
relativo de las plantas originadas a partir de trozos de tallos con yemas axilares, es
posible lograrla en un medio de cultivo, sencillo (MS + 3% de sacarosa). Sin embargo,
coincidimos con los mismos autores en cuanto a que es dificil la induccidn de raices en

los medios de cultivo donde se lograron los mayores porcentajes de sobrevivencia.
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1Iv.- CONCLUSIONES

A) Ensayos preliminares.

»

B)

La germinacion de la semilla de nispero obtenidas de frutas maduras es posible
lograrla a nivel de ensayos en laboratorios, ya sea en platos petri con papel filtro

y agua destilada estéril o en tubos de ensayos con medio de cultivo.

El tamafio de los explantes (semillas) dificulta o imposibilita su establecimiento
in vitro fundamentalmente por problemas de la contaminacion bacteriana del

medio de cultivo.

El medio de cultivo liquido, aunque facilita la imbibicion de la semilla, dificulta
la germinacion por el fenémeno de afixia a que se someten las semillas cuando
estas son sumergidas en el medio de cultivo.

Ensayes definitivos.

b.1) Establecimiento.

»

En el establecimiento de embriones cigdticos provenientes de semillas de frutas
inmaduras menor contaminacion que en los provenientes de frutas maduras. La
causada por hongos fue menor que la causada por bacterias en ambos estados
de madurez de 1a fruta, independientemente de la variante del medio de cultivo

utilizado.

Las plantas obtenidas de embriones cigticos provenientes de semillas de frutas
maduras presentaron las mejores alturas promedio de plantas de manera general,
por el contrario las mayores longitudes de raices se lograron en las plantas

obtenidas de los embriones cigoticos provenientes de frutas inmaduras.
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El medio de cultivo niimero 6 (MS + 2 mg/l de IBA) indujo a las plantas lograr
mayores alturas promedios y longitud promedio de raices, superior

estadisticamente al resto de los medios de cultivos estudiados.

Las plantas establecidas a partir de embriones cigéticos proveneintes de semillas
de frutas maduras logran llegar al estadio de desarrollo I (planta formada con
las primeras hojas verdaderas y raiz) mas rapidamente que las plantas
provenientes de frutas inmaduras. En el mismo periodo estas ultimas presentaron
mayor cantidad de plantas en el estadio de desarrollo II (planta formada con las

primeras hojas cotiledonales).

B.2) Micropropagacion.

»

No hubo contaminacion fungosa y/o bacteriana en ninguno de las variantes de
los medios de cultivo estudiados, la cual demuestra que es posible utilizar
material obtenidos de embriones cigéticos con la seguridad de estdn libres de las
infecciones sistémicas, las cuales perjudican el desarrollo ulterior de los

explantes.

No fue posible lograr desarrollar plantas enraizadas a partir de los trozos de
tallos con yemas axilares utilizadas como explantes, en ninguna de las variantes
del medio de cultivo estudiado. Los primordios foliares lograron desarrollar en
hojas, sin embargo; no se logré inducir la formacion de raices, lo que causo la

muerte paulatina de las plantas.
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V.- RECOMENDACIONES.

En base a los resultados obtenidos en los experimentos realizados se recomienda

lo sigutente:

» Utilizar los resultados obtenidos en este estudio para el establecimiento de una
copia in vitro del germoplasma de nispero, siempre que para el establecimiento
del mismo se utilice semilla botanica, de esta manera se estaria conservando una

amplia variabilidad de la especie.

> Continuar el estudio de la micropropagacion a partir de trozos de tallos
conteniendo yemas axilares a fin de perfeccionar la técnica en la produccion de
plantulas y la formacién de raices. Para la sobrevivencia de las mismas
elementos nuevos, que podrian ser estudiados en la continuacion de este estudio
seran la inclusion de nuevos reguladores de crecimiento estimuladores del
enraizamiento, mayores concentraciones y combinaciones de los ya utilizados,
practicar una especie de anillado en los tallos obtenidos con el objetivo de tratar
de concentrar en la parte apical de las plantas mayor cantidad de auxinas, utilizar
para los mismos objetivos la técnica de inmersion temporal con la cual se han

reportado algunos éxitos en el CATIE.

> Continuar los estudios de establecimiento y micropropagacion de plantas madres
a partir de partes somaticas como: yemas axilares, hojas, trozos de cotiledones,

de tallo y raices; las que garantizarian la identidad genética del cultivar.
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