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RESUMEN

El mango en su medio natural estd expuesto a una variedad de patégenos, que
merman la produccion de este frutal. Por lo cual se plantea la utilizacion de la técnica
de cultivo in wiro para obtener clones libres de patégenos. Para la obtencién de
plantas madres se establecieron semillas bajo condiciones semicontroladas de
invernaculo estas generaron un promedio de tres plantulas por semilla, las cuales
poseian un promedio de cuatro yemas por plantulas. En la desinfecciéon de los
explantes, se trataron con un fungicida (Benoagro) durante 20 minutos, detergente
comercial y Tween 20 1% y etanol 70%. Se evaluaron diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaOCI) y sembrados en un medio Nistch-Nistch, obteniéndose el
mayor porcentaje de desinfeccién (75,86%) con NaOCI| 4% durante 10 minutos. Para
la iniciacion de los explantes se evaluaron diferentes concentraciones de kinetina,
obteniéndose los mejores resultados en el tratamiento de 1.5uM, con plantulas de un
promedio de 2.34 cm de longitud y cinco nudos.

Para la etapa de multiplicacion se evaluaron cuatro tratamientos con diferentes
combinaciones de kinetina y GAs. El mayor tamafo promedio del explante se obtuvo
con el tratamiento 0.25uM (kinetina y GA3) obteniéndose plantulas con 2.72 cm, de
largo en promedio, 6.2 nudos y 4.1 hojas en promedio.

Los anteriores resultados son bastante promisorios para el proceso de multiplicacién
acelerada de la semilla, limpia de patogenos sistémicos, de mango hilaza para los
proyectos de ampliacion y siembra de este fruto.

Palabras Claves: Mangifera indica, Semillas, Kinetina, Nistch-Nistch,  Explantes,
Desinfeccidon, Establecimiento y Micropropagacion.



SUMMARY

The mango in their natural enviromet this exponed a patogens variety that which
shrink their production, reason why propose the use of the in Vitro cultives technique
to obtain clones free of patogens. For the obtaining seeds of mothers plants settled
down under semicontroleds condition in greenhouse; these they generated an average

of theree plantsless for seed, which presented an average of four buds for plantsless.

In the explants disinfection, they talked to a fungicide (Benoagro) during 20 minutes,
commercial detergent, Twen 20 to 1% and Ethanol to 70%. Different concentrations of
sodium hipoclorito (NaOCL) were evaluated, and were sowed in Nistch — Nisstch
medium to obtained the biggest disinfection percentage (75.86%) with NaOCL to 4%,
10 being obtained the best results in the treatment 1.5uM, with plantsless with an

average of 2.34 cm of longitude and 5 knots.

For the stage multiplication, four treatments were evaluated winth different
combinations of Kinetin and GA3. The biggest size average in the explants was
obtained with 0.25 uM (Kin + GA3) obtained plantsless of 2.72 cm the average of long,

6.2 knots and 4.1 leaves in average.

The previos results are enough promissory for the process of quick multiplication and

the amplification of ssowed of seeds, free of patogens, of mango yarn.

Key words: Mang.fera indica, seeds, kinetin, explantes, disinfection, establishment,

propagation /n v.fro.



INTRODUCCION

Colombia debido a su posicion geografica, diversidad de relieve, variedad de climas,
posee gran privilegio en cuanto a una diversidad de especies vegetales tanto
forestales como horticolas, siendo éstas ultimas de gran importancia econémica, ya
gue en los ultimos anos se ha incrementado la exportacién de gran variedad de frutas
tropicales como el mango, la pifia, el aguacate, entre otros. Estas frutas tienen un
mercado creciente en los paises industrializados, no solo como frutas frescas, sino

como jugos concentrados, néctares y pulpas ( Becerra L, eta/ 1982).

Entre 1977 y 1981 en el mercado mundial de los jugos de frutas aumenté el 30% en
calidad y 80% en precio, lo cual es un indicativo de la tendencia a la demanda y segun
el Centro de Comercio Internacional UNCTA / GATT, la produccion de frutas y su
consumo en Estados unidos y Europa se incrementara, con lo cual se vera
incrementado también las importaciones de estas materias primas desde los paises
en desarrollo hasta el punto en que se estima que la produccién de frutas tropicales

no bastara para cubrir la demanda en el futuro (Becerra L, ef a/1982).

En la ultima década, la expansion del mercado interno, la perspectiva de explotacién y
la introduccién de variedades mejoradas de frutas (mango, citricos, pifa y aguacate)
han estimulado en Colombia los cultivos tecnificados de mango y otras frutas,
creandose la necesidad de utilizar mas tecnologia, con el objeto de racionalizar su
explotacion y optimizar o mejorar el alto grado de su rendimiento (Cartagena y Vega,
1992). A todo esto se le suma la estacionalidad de estas frutas, que en épocas de
cosecha hay una excesiva produccion, generando una baja en los precios y cuando la

cosecha se reduce aumenta el precio de estos productos.



Otro problema que afrontan estos frutales, es que son susceptibles a una gran
variedad de patdégenos, como lo son el hongo Collectotrichum gioesporides. P, O.dium
mar.gferae B, Meldo margilerae e, Eisinoe margferae B. y plagas como la irps
frankimela spp, araria rcja y araria bianca, que son los causantes de la baja en el
numero de plantas y la calidad de los frutos obtenidos por métodos convencionales,
por lo cual se requiere una técnica, como la propagaciéon in witro, para contrarrestar

este problema.

Debido a la alta demanda que tiene el fruto de mango var. hilaza las areas de siembra
se han incrementado, aumentando asi la demanda de semilla, por lo tanto se requiere
de un método de propagacion masiva como la propagacion in Vifro, que pueda
generar miles de plantas en espacios pequefnos y asépticos, obteniéndose asi plantas

libres de patdgenos.

Hipétesis

La técnica de propagacion jn v.irc es adecuada para la obtencién de un numero mayor
de plantas de mango var. hilaza ( Marg.fera inaica) en buenas condiciones para el
cultivo y posterior cosecha, utilizando diferentes concentraciones hormonales (auxinas
y citoquininas) en las distintas etapas de Este proceso y en cual concentracion se

obtendra mayor numero de plantas en buenas condiciones.



1. OBJETIVOS

1.1 GENERAL

Utilizar la biotecnologia en el area de cultivo de tejidos vegetales /in Vifro, para la

propagacion clonal de Mango (Mangifera indica) variedad hilaza.

1.2 ESPECIFICOS

1.2.1 Seleccionar los explantes (segmentos nodales) mas adecuados para la

micropropagacion de plantas de mango (Mangifera inaica var hilaza).

1.2.2 Determinar la concentracion de hipoclorito de sodio (NaOCIl) mas eficiente en la

desinfeccion de los explantes.

1.2.3 Estandarizar la técnica de micropropagacién, evaluando la influencia de los
diferentes reguladores de crecimiento de crecimiento como auxinas (AIB) citoquininas
(kinetina) y giberelina (GA3) a utilizar para la preparacion del medio de cultivo de los

explantes, en las etapas de establecimiento y multiplicacién.



2. ESTADO DEL ARTE

Colombia siendo un pais que esta situado en los trépicos, es apto para el cultivo de
una gran variedad de frutas, de gran importancia en el ambito mundial, como lo son
los aguacates, mangos, pifias, los anonaceas y los citricos; los cuales tienen un
mercado creciente no sélo como fruta fresca, sino también como jugos, concentrados,

néctares y pulpas.

En el departamento de Sucre se tienen gran disponibilidad de zonas agroecoldgicas
potencialmente aptas para el cultivo de frutales, pero se nota reducido el numero de
hectareas cultivadas sin tecnologia adecuada que permita la obtenciéon de excedentes
para el mercado interno o externo que puedan competir con la produccidén de otros
Paises, limitandose en la mayoria de los casos a cultivos de patios (Santis y Geney,
1993).

Las zonas mas productoras de mango en Sucre son el Golfo del Morrosquillo y la
Mojana siendo las variedades mas tipicas el mango de “Hilaza”, el “durazno’, el

“zapote”, el “roza’, el “filipino” y el “azucar” (Encuesta fruticola ICA, 1992).

En Colombia hay aproximadamente 4400 hectarea de mango cultivado con una
produccién anual de 35.000 toneladas siendo los departamentos mas productores
Tolima, Cundinamarca, Magdalena, Bolivar y Antioquia. En el mundo el mayor
productor de mango es la India seguida de Paquistan, México, Filipinas y Brasil

(Cartagena y Vega, 1992).

2.1 GENERALIDADES DEL MANGO

El mango es reconocido como una de las frutas tropicales mas importantes, después
de los citricos y el banano, su agradable sabor y aroma, su color atractivo y valor

nutritivo lo hicieron favorito del hombre desde épocas remotas.



El mango es originario del nordeste de la India, del norte de Burma, en las laderas del
Himalaya donde se cultiva hace mas de 4000 anos. De alli Se distribuy6 por todo el
sudeste de Asia y el archipiélago Malayo, Filipinas y China.El mango llegd a América
en el siglo XVI por dos rutas, una de la India al Africa, luego fue traido a Brasil y
Barbados por los portugueses, luego pasdé a Jamaica, Cuba y la costa oriental de
México, traido por los espafoles. En Colombia, el cultivo del mango ocupa una
superficie aproximada de 4468 hectareas, con una produccién anual de 35000

toneladas (Cartagena y Vega, 1992).

2.1.1 Botanica: El mango pertenece a la familia Anacardiaceae y a la especie
Mangifera indica L.

El género Mangifera comprende aproximadamente 49 especies nativas del sudeste
de Asia o de las islas circundantes y la Mangifera africana O, originaria del Africa. De
esta solamente Mangifera indica L. Mangifera orodata G. Mangifera caesia J. Y
Mangifera verticillata R., producen frutas comestibles. Sin embargo muchas de las
ofras especies pueden tener un valor potencial para fines de mejoramiento, puesto
gue poseen flores de 5 estambres fértiles, mientras que el mango comercial tiene solo

1 6 2 estambres fértiles por flor.

2.1.2 Descripcién: El mango tipico es un arbol de tamafo mediano de 10 a 20
metros de altura (Fig. 1), con un sistema radicular bien desarrollado que profundiza
entre 6 y 8 metros, el tronco es recto y cilindrico hasta de 1 metro de diametro, con
corteza de color gris o café en la que se distinguen grietas longitudinales. Las hojas
son alternadas espaciadas irregularmente a lo largo de las ramas, de forma oblongo

lanceoladas, color verde oscuro brillante por el haz y verde amarillento por el envés.

Las flores estan dispuestas en un paniculo ramificado y terminal de aspecto piramidal
con raquis o tallo rosado o morado. En la misma inflorescencia se pueden encontrar

flores masculinas y flores pericetales hermafroditas. (Figura 2)



o
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Figura 2: Inflorescencia de mango hilaza



La fruta del mago es una drupa bastante grande en cuanto a su forma y dimensiones
pero generalmente es ovoide oblonga, de color verde, verde amarillento o amarillo,

algunas variedades tienen matices rojos, morados o anaranjado. (Fig. 3)

El pericarpio es liso, con presencia de lenticelas, el mesocarpio o pulpa es de color
amarillo o anaranjado, jugoso con un contenido variable de fibra. El endocarpio es
grueso, lenoso y cubierto por una capa fibrosa externa que se puede extender dentro

de la pulpa (Cartagena y vega 1992).

La semilla tiene forma aplanada y los cotiledones representan el mayor volumen de la
misma; Puede ser monoembroicas (mangos grupo hindu) y poliembrioicas (mango

grupo indochino).

2.1.3 Variedades: Segun su origen y caracteristicas (Popenoe) se dividen en dos

grupos Hindu e Indochino.

En la actualidad se conocen en el mundo mas de 1000 variedades, entre las
variedades introducidas a Colombia se distinguen: Haden, Irwin, Tommy atkins, Keitt,

Kent, Van Dike, Falmer, Ruby y Zill.



Las variedades criollas colombianas son: Mariquita, Albania, ICA-1834, ICA-1835,
ICA-1837, Sufaida ICA (Cartagena y Vega, 1992) y mango var. hilaza (Aporte de

conocimiento tradicional)

2.1.4 Mejoramiento: Por ser el mango un cultivo perenne, con alto porcentaje de
polinizacion cruzada, los métodos de mejoramiento se encaminan a la seleccién de
plantas con buenas caracteristicas horticolas y que satisfagan las exigencias de la

industria y mercado de la fruta fresca.

Para el mejoramiento, se puede utilizar el método de hibridacidén, para lograr las
caracteristicas deseables de dos o0 mas individuos, introduccién de variedades que da
resultado a corto plazo, que consiste en reproducir material vegetal importado de otros
paises, seleccion de criollos, con el objeto de establecer si los multiples cruzamientos
naturales que han ocurrido, entre los arboles silvestres dan origen a mangos
sobresalientes; mutaciones de yemas, se fundamentan en los cambios cromosémicos
gue pueden ocurrir de manera natural o inducidas en celulas vegetativas, que puedan

dar origen a nuevas variedades comerciales.

2.1.5 Propagacion: Se puede propagar por semilleros, donde se utilizan variedades

poliembrionicas, que por su origen nuclear producen plantas iguales a la madre.

Para mejoramiento en el semillero (plantas) puede hacerse un proceso de injertacién,
la cual dara una planta mas resistente y productiva (Cartagena y Vega, 1992).

También se puede propagar por la técnica de propagacién /n vitro.



2.1.6 Enfermedades. El mango al igual que otros cultivos, es afectado por
enfermedades que en su gran mayoria son causadas por hongos. Entre las mas
comunes tenemos: Antracnosis (Colletrotichun gloesporides p), mildeo polvoso
(Oidium mangiferae B), fumagina (Melido mangiferae E), la Rona (Elsinoe
mangiferae B) la malformacién floral y vegetativa (Fusarium suglutinas M y Fusarium

moliniformes).

2.1.7 Plagas: Entre las mas comunes tenemos: El falso piojo blanco (Awlacaspis
tubercularis N), el gusano barba de indio (Megalopyge /anata S), los trips (selenothrips
rubrocintus G), el piojo blanco de citricos (Unaspis citri C), la mosca Mexicana

(Anastrepha Sp)y la mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata V).

2.2 GENERALIDADES SOBRE EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos es una técnica que consiste en aislar de la planta células, tejidos y
organos para cultivarlos en un medio nutritivo artificial y aséptico; Este método puede
servir para estudios basicos de fisiologia genética y para enfocar Soluciones a

problemas practicos en agricultura que de otra forma no seria posible (Roca W, 1989).

Los antecedentes del cultivo de tejidos se remontan a los anos 1860 y 1861 donde
Sacko y knops descubrieron que las sustancias mas importantes absorbidas por las
plantas eran los compuestos inorganicos. El resultado de estas investigaciones fue la
elaboracién de una solucién nitrica denominada solucién  Snops empleada como

componente basico de los medios de cultivo ( Villalobos, 1993).

En 1902 Hambreando propuso la teoria de la totipotencia, donde las células vegetales
pueden formar plantas completas; la cual fue comprobada por Krikorian en 1969

(Krikorian y Berguam 1969).



En 1934 White pudo cultivar raices de tomates “/7 vir&’ suministrandole extracto de
levadura y tiamina. Mas tarde (1939) Nobercourt y Gautheret en Francia y White en
Estados Unidos reportaron en forma independiente el cultivo indefinido de tejido de
callo vegetal en un medio sintético. El descubrimientos de citoquininas y el control
hormonal de la regeneracion de tallos y raices logradas de callos de tabaco por
Skoog y sus colaboradores en 1948, establecié las bases para la manipulacion de
organos vy proporciond la informacion fundamental en que se basa el proceso de

micropropagacion (Hartmann y Kester, 1987)

2.2.1 Micropropagacion: La micropropagacién consiste en la proliferacion de brotes
mediante la fragmentacién de apices y yemas axilares, los cuales son manipulados en
condiciones asépticas y transferidos al medio de cultivo y luego desarrollados en

condiciones apropiadas (Perea y Navarros 1988).

La multiplicacion de plantas mediante la proliferacién de brotes axilares es el método
de micropropagacién mas fiable en términos de estabilidad genética del material
obtenido (George, 1993).

Toda micropropagacion y cultivo de tejido empieza por la escisidbn de una pequefa
porcién de la planta, su liberacion o eliminacién de microorganismos contaminantes y
su plantacion en el medio de cultivo, la parte de la planta utilizada para iniciar el
proceso se denomina explante (Hartmann y Kester,1987).

Existen una serie de tejidos que pueden explantarse de diferentes especies como

material de partida para la micropropagacién, entre los cuales podemos mencionar:

« Meristemos caulinares y segmentos de tallos con yemas axilares.

< Tejidos que formen tallos adventicios o embriones adventicios (Lindsey y
Jones,1989).



Para seleccionar los explantes es necesario tener en cuenta la facilidad de
manipulacion, homogeneidad del tejido vegetal, el explante sea obtenido de plantas
sanas o saludables este en estado biologico adecuado para iniciar el cultivo, no debe
utilizar cultivos muy jévenes o muy viejos, debe seleccionar los tejidos u 6rganos
preferentemente de sobre otros tejidos por sus propiedades clbénales, supervivencia

en el cultivo, tasas de crecimiento y totipotencia i1 viirc (Castillo, 1996).

> Caracteristicas de la propagacion /n vitro.

Una de las ventajas de la micropropagacién es la posibilidad de realizar en poco
tiempo y espacios reducidos, la multiplicacion en gran escala de una planta
seleccionada por sus cualidades de produccion o por su estado sanitario. Otra ventaja
es la comercializacién rapida de una nueva variedad; La propagacién rapida de
plantas de dificil propagacion vegetativa; Propagacion de plantas cuyas condiciones
normales de multiplicacién son largas y dificiles (Perea y Navarro,1998). La
propagacion se lleva acabo en condiciones estériles, no debe producir perdidas por
plagas y enfermedades, se obtienen plantas libres de virus, bacterias, hongos y
nematodos, las condiciones para la multiplicacion /i viro pueden controlarce
estrictamente (luz, temperatura, composicién del medio, y niveles de reguladores de
crecimiento. Puede conseguirse reproduciblemente altas tasas de propagacién; la
produccién puede mantenerce continuamente sin variaciones estacionales; no se
necesitan atenciones entre los subcultivos ( como riego, eliminacién de malas hiervas,

fumigacién) (Lindsey y Jones,1989).

La micropropagacién también tiene sus problemas, entre los cuales podemos
mencionar: Las instalaciones necesarias son costosas y en muchas especies de
plantas las consideraciones econdémicas son tales que no justifican su empleo
comercial, para efectuar las operaciones se necesita adiestramiento especifico, los
errores de identidad, introduccién de organismos patégenos desconocidos, o la
aparicién de mutantes desapercibidos, pueden multiplicarse a escala considerable, en

un tiempo muy corto (Hartmann y Kester, 1987). También puede ser necesario



desarrollar métodos especificos para cada especie, con el fin de conseguir una
micropropagaciéon eficaz, incluyendo las condiciones de enraizamiento vy
establecimiento de las plantulas; si se produce contaminacién bacteriana o fungica en
las fases tempranas de la multiplicacibn puede perderce muchos propagulos
potenciales; Las plantulas producidas inicialmente son pequefas(Lindsey Jones,
1989).

> [Etapas de la micropropagacion

Las etapas implicadas en la micropropagacién de un genotipo vegetal dado son las

siguientes:

a) Seleccidn, preparacion y desinfeccion de plantas parentales.

+ Eleccién de plantas tipicas, vigorosas y sanas.

+» Puede ser necesaria la deteccién y eliminacioén de virus.

+ Desinfeccion de los explantes con agentes quimicos para su establecimiento /n

vitro.

b) Establecimiento de cultivos asépticos.

«» Esterilizacion en superficie.

¢) Multiplicacion.

< Multiplicacidon de estructuras capaces de dar lugar a plantas intactas con los
procedimientos adecuados.
« Los cultivos podran reciclarce varia veces para obtener las tasas de crecimiento

necesarias.



d) Enraizamiento o preparacién para la transferencia.

+» Formacién de raices por parte de los tallos.

e) Transferencia al medio natural.

« Lavado del agar de las raices, transferencia a un medio estéril de enraizamiento o

aun suelo artificial.

<+ Mantenimiento inicial de una humedad elevada.

+ Consolidacion gradual.

> Parala propagacion /n vitro se deben tener las siguientes consideraciones

> Esterilizaciéon de los explantes

Para la esterilizacion de los explantes es indispensable, realizar una asepsia rigurosa

utilizando desinfectantes en diferentes concentraciones como lo son:

+ Hipoclorito de sodio (NaOCI)

+ Hipoclorito de calcio (Ca(OClI),)

Bicloruro de mercurio (HgCl,). , es necesario tener en cuenta las siguientes

consideraciones:

% Inmersion del material en solucién desinfectante.

R/

+ Inmersién en la solucién detergente.



+ Enjuague en agua destilada estéril (3 veces) (Perea y Navarro, 1988).

Factores fisicos

Los factores fisicos que se deben tener en cuenta son la temperatura, lo cual es
necesario programar de acuerdo con los periodos de luz y oscuridad o constante, se
debe establecer la temperatura de acuerdo con la exigencia de la planta, climas
calidos, o frios; Otro factor importante es la luz, la cual es requerida para la
fotosintesis de los explantes verdes cultivados /n v.fro, ademas la luz es indispensable

para regular ciertos procesos morfolégicos (Perea y Navarro, 1988).

> Manipulacién del material vegetal

Las condiciones de asepsia deben mantenerse a lo largo de todas las etapas del
proceso del cultivo /n vifro, El material esterilizado debe ser manipulado en un
ambiente estéril (camara de flujo laminar) con los instrumentos y recipientes estériles

(Perea y Navarro, 1988).

> Area estéril

Es necesario trabajar con toda la asepsia posible y disponer de una camara de flujo
laminar, la cual debe ponerse a funcionar antes de su utilizacién durante una hora y
debe ser limpiada con alcohol; El tubo de luz ultravioleta (UV) que funcione fuera de
las horas de servicio ayudara a controlar la asepsia del area estéril. Esta camara de
flujo laminar debe estar equipada con mecheros de alcohol, que se utlizan para
flamear los instrumentos colocados con alcohol (bisturi, cuchillas, pinzas y agujas),
recipientes estériles(cajas de petri, frascos), papel de filtro estéril, agua destilada
estéril. Los medios de cultivo y agua destilada deben ser esterilizados en la autoclave
a 15 Ibs/in2 (103.4 Kpa) a 121° C de temperatura durante 20 minutos (Perea y
Navarro, 1988).



» Componentes nutricionales de los medios de cultivo

En cultivo /n vitro, cada planta y por consiguiente todo érgano o tejido debe ser

considerado como un caso particular.

Para los cultivos de tejidos vegetales se hace necesario la adicion de macro
elementos y microelementos, todos deben estar presentes en el medio acuoso en
estado de iones; Los medios mas utilizados en cultivo de tejidos son: Medio de Heller
(H), Erickson (ER), Murashige y Skoog (MS), Linsmaier y Skoog (LS), Schenke e
Hildebrendl (SH), B5 de Gamborg, Nistch-Nistch(Perea y Navarro, 1988). La

composicion del medio MS se muestra en el anexo 1.

% Sustancias orgéanicas

La sacarosa ha sido la mas utilizada como fuente de carbono, aunque para

determinadas especies se utilizan la glucosa y la fructosa (Perea y Navarro, 1988).

s Las vitaminas

Favorecen el crecimiento celular. La Tiamina es suplemento vitaminico indispensable
para los cultivos /in vitro, los cuales en su ausencia son dificiles de proliferar; También
se utilizan el acido nicotinico, piridoxina, riboflavina, y biotina presentando efectos
favorables en los cultivos vegetales (Perea y Navarro, 1988).

% Acidos aminados

Bajo la forma de un hidrolizado proteico (caseina) favorecen la formacidén de callos,

organo génesis y/o embriogenesis (Perea y Navarro, 1988).



X/

s Compuestos naturales

Entre los mas recomendados, estan la pulpa de banano, emulsién de pescado
(orquideas), el agua de coco y la caseina hidrolizada para algunos monocotiledéneas

y dicotiledonea (Perea y Navarro,1988).

s Hormonas vegetales (Fifohormonas)

Son necesarias para el metabolismo de la planta y se conocen diferentes clases de

reguladores de crecimiento:

» Auxinas, que son considerados como sustancias de crecimiento y estimulan el
alargamiento celular, la mitosis en los meristemos secundarios, los mas
importantes son: Acido indol-acético (AlA) (auxinas naturales); acido indol-
butirico (AIB) Sintéticas (Perea y navarro, 1988).

En la practica el uso de auxinas es un arte que se desarrolla con la practica,
con la experiencia, es posible establecer una concentracion particular de la

auxina que se debe utilizar para un caso particular (Brumel y May, 1987).

» Citoquininas, estas estimulan la divisién celular y se encuentran en casi todos
los tejidos y érganos, son abundantes en los granos, frutas y raices. Las mas
importantes son: Zeatina( natural), Kinetina y la bencilaminopersina (BAP o
BA) sintéticas(Perea y Navarro, 1987).

La mas utilizada es el BAP, el cual es un compuesto muy activo y de facil

conservacion (Roca y Mrioginski, 1991).

» Giberelinas, estimulan el alargamiento celular de los entrenudos del tallo y
pedunculos florales. Rompen la dormancia de gran numero de brotes y
semillas (Perea y Navarro, 1987).

El acido giberelico en altas concentraciones produce desdiferenciacién celular

provocando la formacién de callos y en pequenas cantidades combinadas con



auxinas y citoquininas forman callos aéreos en el area de corte de los
explantes, participan también en la formacién de brotes adventicios y hacen

brotar los embriones (Heide 1969).

» Etileno, es un hidrocarburo gaseoso y se considera como un producto de

degradacion metabélica que acompanfna la maduracién de los frutos.

» Inhibidores de crecimiento, el acido abscisico es un inhibidor de crecimiento y
desarrollo; En el cultivo /7 vifro especialmente en las plantas lefiosas, inhibe la
produccién de fenoles evitando oxidacién (Perea y Navarro, 1988).

El acido abscisico se utiliza en casos muy especiales, estimula la
sincronizacién durante la embriogenisis en ciertos cultivos (Rodriguez et al,
1995).

También es esencial para el desarrollo de embriones somaticos y cigéticos, al
manipular sus concentraciones se puede lograr su maduracién y en algunas

plantas es esencial para su desarrollo (Ammirato, 1988)

» Compuestos fendlicos: Inhibidores de crecimiento. En cultivo /7 witro,
especialmente en plantas lefiosas y algunas monocotiledéneas, la presencia
de compuestos fendlicos dentro del medio emitido por los explantes, puede
oxidarlos causando el enrojecimiento del medio y la muerte del explante

(Perea y Navarro, 1988).

» Agentes solidificantes: el mas empleado es el agar, como un sistema de
Soporte para la preparacion de medios sélidos y semisolidos. Las ventajas que
presenta el agar son: Es estable a todas las temperaturas de incubacion, no es
alterado por las enzimas vegetales, no reacciona con los constituyentes del
medio. Otros compuestos utilizados son: Gelrite, agarosa, alginato y en

algunos casos almidon (Hartmann y Kester, 1988)



Los explantes desinfectados, se establecen in Vitro en medios nutritivos, que
contienen sales minerales, vitaminas, azucar (sucrosa), reguladores de crecimiento
como BA (benziladenina), AG ( acido giberélico), ANA ( acido naftaleno acético), AIB
( acido indol butirico), etc. Para inducir micropropagacién de los cultivos (yemas, o
tallos) generalmente se aumenta la relacién BA: ANA o AIB; Esta micropropagacion
puede lograrse en un medio que contengan AIB o ANA altos y con la adicion de

compuestos fendlicos como el fluroglucinol (Roca, W. 1982).

2.3 MICROPROPAGACION EN MANGO

Laximin, colaboradores, en 1999 realizaron estudios de embriogenis somatica en
mango var Amrapalis, al igua | que Dominguez, 2005, en mango var Ataulfo y Hinde,
Cordoba y Dallos, 2005 realizaron induccién al embriogenesis somatica en hongo var
hilacha.

Chavarria et al 2004, realizdé estudios sobre transformacion de embriones somaticos
de mango por biobalistica Isea ef a/, realizd estudios sobre presencia de Hongos
contaminantes durante el establecimiento i Vifro de segmentos nodales de mango

(magjifera indica L).



3. METODOLOGIA

3.1 LOCALIZACION

Este trabajo fue realizado en el laboratorio de biotécnologia y cultivo de tejidos
vegetales de la universidad de Sucre, la cual se localiza a los 9° 9’ de latitud norte y
a 75° 27’ de longitud oeste del meridiano de Greenwich, con una humedad relativa

del 77%, una precipitacion anual de 1087.5 mm, con 200 m.s.n.m de altitud y una

temperatura promedio de 28°C (Rodriguez, C. 2002).

3.2 CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales que presenta el laboratorio de cultivo de tejidos

vegetales son:

» Temperatura: 25 + 3°C.

» Humedad relativa: 45 - 60%

> Intensidad luminica; 50 + 5 p mol m?s’

» Foto periodo: 12 horas luz.

3.3 MEDIO DE CULTIVO

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizo el medio basico propuesto por Nistch,

medio basico Nistch-Nistch (Anexo 2).



Este medio fue suplido con citoquininas y giberelinas, también se le adicioné carbon
activado 1gr/l.

En todas las etapas se utilizo un volumen de 20 ml de medio de cultivo por frasco.

3.4 OBTENCION DE PLANTAS MADRES DE MANGO Var. HILAZA.

Las semillas de mango que se utilizaron en el establecimiento de las plantas madres,
fueron obtenidas de plantas de gran vigor y altura (10- 15M), con 30 anos
aproximadamente, recolectadas en el area rural del municipio de Corozal
(corregimiento de Chapinero) Sucre, debido a su facil acceso. Una vez despulpadas
sé trasladaron al laboratorio de cultivo de tejidos de la universidad de Sucre, donde se
les retir6 la testa, y se sumergieron en una soluciéon de Benomil 2gr/L por un periodo

de 20 minutos.

Para la germinacion de las semillas se colocaron en papel periédico (5 semillas por

frasco), el cual fue humedecido con agua de grifo.

Una vez germinadas se colocaron individualmente en frascos con agua, de tal manera
gue las semillas quedaran sumergidas solo hasta la mitad.

Para el control sanitario a las plantulas se les remplazaba el agua cada 8 dias.

Para la obtencién de plantas madres fueron utilizadas un total de 362 semillas de
mango hilaza.

Este ensayo fue realizado en el invernaculo del laboratorio de cultivo de tejidos

vegetales.

3.5 TIPO DE EXPLANTE

Como explante se utilizaron segmentos nodales y apicales de brotes germinados
luego de 35 dias con una longitud promedio de 27 cm y con yemas laterales de unos

1.3 cm aproximadamente(Fig. 4)



Figura 4: Explantes De Mango var. Hilaza, a. sumergidos en agua estéril, b. lzquierda:
segmento nodal, derecha: segmento apical.

3.6 DESINFECCION

Una vez obtenidos los explantes, fueron sumergidos en una solucién de benomil 2gr/L
durante 20 minutos, luego se les realiz6 un lavado inicial con solucién de detergente
comercial(10gr/L) por 5 minutos, se enjuagaron con abundante agua hasta quitar
restos de detergente adheridos al explante, posteriormente se les adiciono 3 gotas de
Tween 20 y se lavaron con abundante agua.

Terminado el proceso de lavado los explantes fueron llevados a la camara de flujo
laminar donde se sumergieron en etanol 70% por un minuto seguido por tres lavados
con agua destilada estéril, seguidamente se desinfectaron con hipoclorito de sodio
(NaOCl) en concentraciones 1, 2, 3 y 4% (v/v) por dos periodos de tiempo ( 5y 10
minutos) para cada una de las concentraciones, para un total de 8 tratamientos y un
control sin NaOCL (Garcia ef a/ 2003) ( Tabla 1) Y fueron sembrados en un medio
Nitsch-Nistch con carbon activado (1gr/L) y sin
reguladores de crecimiento, y ubicados en un cuarto de crecimiento por un periodo de
32 dias en los cuales se realizé la toma de datos evaluando los tratamientos

(Presencia de contaminacién y necrosis)



Tratamiento (% NaOCL) Tiempo (minutos)
0 SO 0
S1 5
1 82 10
S3 5
2 S4 10
S5 5
3 S6 10
S7 5
4 S8 10

Tabla 1 Concentraciones de NaOCl y tiempo de inmersi6n para la etapa de
desinfeccion.

3.7 ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Se realiz6 una prueba iniciacion donde los explantes se cultivaron en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) sin presencia de hormonas y con carbon activado 1gr/l
pero transcurrida tres semanas los explantes murieron, luego se experimenté en MS
con hormonas (kinetina 0.5 a 2.0uM, y GAs en las mismas concentraciones) pero los

explantes también murieron, por lo cual se experimento con el medio Nistch — Nistch.

Luego de esto, los explantes fueron sembrados en medio Nistch-Nistch suplido con
kinetina en concentraciones de 0:0puM, 0.5uM, 1.0uM, 1.5uM y 2.0uM, para un total

de 5 tratamientos (Tabla 2).



Tratamiento
[ 1kinetina pM
M1 0.0
M2 0.5
M3 1.0
M4 1.5
M5 2.0

Tabla 2: Tratamientos establecidos en la etapa iniciacién en mango
Var. hilaza en Diferentes concentraciones de Kinetina

Una vez sellados los frascos con papel aluminio y asegurados con cristaflex, se
ubicaron en el cuarto de crecimiento por un periodo de 10 semanas, tiempo en el cual
se realizé la toma de datos, haciendo evaluaciones periddicas cada 8 dias.

Los parametros a evaluar fueron longitud del explante, nimero de nudos y numero de
hojas.

3.8 ETAPA DE MULTIPLICACION.

En esta etapa se evaluaron las concentraciones 0.5-1.5uM, de kinetina combinada
con GAj3 donde los explantes fueron sembrados en medio Nistch-Nistch en rangos

de, 0.25,0.75, 1.25 y 1.75uM de kinetina + GA3, para un total de 4 tratamientos (Tabla
3).

Tratamiento [1 (kin+GA3) pM
C1 0.25
C2 0.75
C3 1.25
C4 1.75

Tabla 3: Tratamientos establecidos en la etapa de multiplicacién en mango var.
hilaza con diferentes concentraciones de kin y GA;,



Posteriormente los explantes fueron almacenados en un cuarto de crecimiento por un
periodo de 10 semanas, tiempo en el cual se realizaron las respectivas evaluaciones.
Los parametros a evaluar fueron, longitud del explante, numero de nudos y numero de

hojas.



4. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo fue realizado utilizando un disefio experimental de bloques
completamente al azar en todas las etapas (Cochran, 1990) y el analisis de los datos
se realiz6 un analisis estadistico de disefio en bloque completamente al azar y la
prueba de ANOVA.

4.1 POBLACION.

La poblacién objeto de estudio en este trabajo fue de 306 explantes distribuidos de la

siguiente manera:

» Etapa de desinfeccién: 193 explantes.

» Etapa de establecimiento: 75 explantes.

» Etapa de multiplicacion: 38 explantes.

4.2 NUMERO DE REPETICIONES.

En la etapa de desinfeccién variaron las repeticiones de tratamiento en tratamiento, en
la etapa de iniciacién se utilizaron 15 repeticiones por tratamiento y en la de

multiplicaciéon se utilizaron 9 repeticiones por tratamiento.



4.3 VARIABLES E INDICADORES.

En las distintas etapas del proceso se evaluaron diferentes indicadores, teniendo en
cuenta las variables dependientes e independientes (Tabla 4, 5y 6)

4.3.1 Etapa de desinfeccion:

Variables

Indicadores

Concentracién de NaOCI (%) y tiempo

# de explantes contaminados X hongo

de inmersién en hipoclorito de sodio.

# de explantes contaminados X bacteria

# de explantes necréticos

Tabla 4 Variables e indicadores de la etapa de desinfeccién

4.3.2 Etapa de iniciacion:

Variables

Indicadores

Concentracién de Kinetina en uM

# de nudos por explantes

Longitud del brote (cm)

# hojas

% de explantes brotados

Tabla 5 Variables e indicadores de la etapa de iniciacién en mango var. Hilaza.

4.3.3 Etapa de multiplicacién:

Variables

Indicadores

Concentracion de Kinetina combinada con

GAs, en uM

# de nudos por explante

Longitud del brote (cm)

# de hojas por explante

Tabla 6 Variables e indicadores en la etapa de multiplicacién.




5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 OBTENCION DE PLANTAS MADRES (Mangifera inddica) var. HILAZA

Las semillas de mango hilaza empezaron a germinar 23 dias después de haberlas

llevado al invernaculo (Fig. 5), obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 7).

Total de semillas Semillas germinadas Semillas no germinadas
362 304 58
% de germinacion 83.9 16.1

Tabla 7: Porcentajes de germinacién en mango var. hilaza

El 60% de las semillas germinadas presentaban un promedio de tres plantulas por
semillas, y un promedio de 4 nudos por plantula y 8 hojas, con una altura promedio de
27 cm.

Figura 5: Plantulas de mango var. Hilaza, a. primera semana de germinacién, b. en las
primeras etapas de germinacién.



Las plantas madres obtenidas por este método (semillas) de 30-40 dias poseen un
alto porcentaje para proporcionar explantes, ya que por su caracter poliembridénico
cada semilla puede generar un promedio de tres plantulas, las cuales poseen entre 4
y 5 nudos; Ademas estas tienen una alta capacidad de regeneracién después del
corte de los segmentos nodales las cuales pueden formar nuevos brotes con varios

nudos aptos para la micropropagacion.

5.1.1 Seleccién de los explantes: Los explantes mas proximos a las yemas apicales
(Jbévenes) respondieron con mayor eficacia al medio de cultivo, que aquellos que sé

encuentran proximos a la base del tallo (Viejos).

Al exponer los tejidos mas jovenes en contacto con el NaOCI, este les provoca
necrosis, a diferencia de los tejidos viejos que resistieron la acciéon del NaOCI incluso
en concentraciones del 4% durante 10 minutos. Lo que sugiere que la respuesta de
los explantes al medio de cultivo puede variar notablemente con el estado fisiolégico

y la edad de los mismos.

No se encontraron reportes al respecto para el genero Mangifera, especialmente para

la especie Mangifera indicavar. Hilaza

5.2 ETAPA DE DESINFECCION

En el desarrollo de esta etapa se observé la presencia de hongos con halos de color
blanco, rosados y café, también se encontraron colonias de bacteria de color blanco,
en todos los tratamiento, no hubo presencia en los tratamientos S2 y S4; El

tratamiento mas efectivo fue el S8 con un 75.86% de efectividad (tabla 8, fig. 6)



Explantes Explantes Efectividad

Tratamiento(%NaOCl) tratados desinfectados (%)
0 SO 11 2 30

S1 13 2 18.8

S2 11 4 15.3

S3 9 2 36.6

2 S4 37 13 22.2
S5 34 21 35.1

3 S6 39 27 61.7

S7 29 22 69.2

4 S8 10 3 75.8

Tabla 8: Resultados de la evaluacion final en explantes desinfectados de mango var. Hilaza.

EFECTIVIDAD (%)
c5383888838

% EXPLANTES SANO DE MANGO (Mangifera indica)

WW iR

S0 81 82 S3 S4 S S S S8

TRATAMIENTOS (%NaOCl)

Figura 6: Porcentaje de explantes desinfectados después de la aplicacién de los diferentes
tratamientos con NaOCI.




5.2.1 Desinfeccion de los explantes: Para la especie M. indicavar. Hilaza, entre
mas baja sea la concentracién de hipoclorito de sodio y se disminuya el tiempo de
inmersién, menor sera el porcentaje de desinfeccién de los explantes, posiblemente
debido a que se evita totalmente la entrada del NaOCI a los tejidos mas profundos,
donde es posible que se alojen los patdégenos, permitiendo que estos proliferen en el

medio de cultivo.

El alto porcentaje de contaminacién presente en los tratamientos SO, S1, S2, S3y S4,
pudo ser causada por estos aspectos. Estas concentraciones, comparadas con otros
trabajos sobre frutales, son altas y efectivas, pero en M. /naica son insuficientes. Lo
gue sugiere la presencia de un hongo endégeno, el cual puede ser resistente a estas
concentraciones de hipoclorito, los cuales al introducir los explantes al medio de

cultivo proliferan a gran escala.

La necrosis ocasionada en los tratamientos S4, S5, S6, S7 y S8, pudo ser debida a la
penetracion excesiva de concentraciones elevadas de NaOCI, en los tejidos, lo cual

destruye las células meristematicas impidiendo la germinacion.

El tratamiento, S1 presento un elevado porcentaje de necrosis (33.3 %), al igual que el
S4 (57.14 %) que fue él mas alto de todos los tratamientos (Tabla 9, fig.7) lo que
contradice lo explicado anteriormente; Este resultado pudo haberse dado por que
posiblemente en estos tratamientos se utilizaron mas explantes jovenes (aquellos
cercanos al apice o el apice mismo), lo que produjo que en estas minimas

concentraciones de NaOCI causara la muerte de las células meristematica. (Fig. 8).

En la mayoria de los tratamientos contaminados por hongos, este se encontraba en
el explante y se proyectaba hacia el medio de cultivo, con halos de color blanco y
tenian una apariencia filamentosa; También se hallaban halos en el medio de cultivo,
de diferentes tonalidades, como café oscuro, negros, verde claro y estos en algunos

casos cubrian totalmente al medio de cultivo con el explante.



Tratamiento % de explant. %Explant.cont % de explant.
Cont.x hongo X bacteria Necrozados
SO 857 14.2 0
S1 555 11.1 33.3
S2 100 0 0
S3 857 14.2 0
S4 42.8 0 57.1
S5 50 37.5 12.5
S6 53.8 15.3 30.7
S7 50 25 25
S8 571 14.2 28.5

mango var. Hilaza.

Tabla 9: Porcentaje de explantes contaminados (hongos y bacteria) y explantes necrozados en
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Figura 7. Porcentaje de explantes necrozados, contaminados por hongos y contaminados por
bacteria.

Contaminado

Figura 8: Explantes contaminados, a. Necrosado y contaminado por bacteria, b.
por hongo.



Estos resultados son promisorios comparados con los obtenidos por Isea, efa/. 2004
quienes utilizaron hipoclorito de sodio al 5.25% en a desinfeccibn de segmentos
nodales de mango, obteniendo una contaminacion fungica del 100%. Comparadas
con ofras especies fruticolas como Guanabana (Garcia ef a/ 2003) que obtuvieron
buenos resultados en desinfeccion con concentraciones de hipoclorito que van desde
0.25 a 1.0 %. Lo anterior sugiere que la eficiencia en esta etapa varia de especie a
especie y va a depender del estado fitosanitario de la planta (presencia o ausencia de
patégenos enddgenos resistentes a concentraciones elevadas de Hipoclorito). En
ultimo instante también depende de las condiciones asépticas en que se establezcan

las plantas madres.

5.3 ETAPA DE INICIACION

5.3.1 Escision de los explantes: ElI corte longitudinal del segmento nodal
proporciona el crecimiento independiente y simultaneo de ambas yemas, debido a
que cada una por separado puede absorber los nutrientes necesarios para su

crecimiento (Acosta, 2001).

En este proceso se observé la presencia de un solo brote por explante, aunque este
tuviera dos nudos. Esto se pudo haber dado, porque segmentos nodales enteros
presentan inhibicién en el crecimiento en una de sus yemas con el fin de economizar

nutrientes y asegurar su supervivencia.

En esta etapa hubo un mayor porcentaje de brotacién en el tratamiento M4 con un
100% de explantes brotados y un menor porcentaje en el tratamiento M5 con 60% de

explantes brotados (fig. 9).



% DE BROTACION EN EXPLANTES DE MANGO
EN LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.
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Figura 9: Porcentaje de brotacién en explantes de mango.

En el desarrollo de esta fase se observo, que hubo una mayor longitud del explante en
M4(Fig. 10), un mayor numero de hojas en el tratamiento M4, pero hubo mayor

numero de nudos en el tratamiento M2 (tabla 10, fig.11)

Tratamiento pM #de Longitud del | # de hojas | %explantes
ki nudos explante | Xexplante | brotados

in. prom. X (prom) (prom)

explante

0] M1 4.21 2.1 3.1 93.7

0.5 M2 50 2.26 3.45 83.3

1.0 M3 4.0 2.13 3.6 75

1.5 M4 4.91 2.34 3.83 100

2.0 M5 3.5 1.55 3.0 60

Tabla 10 Resultados promedio de la evaluacién final en explantes iniciados de mango hilaza(M:
Indica)
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Figura10. Influencia de la kinetina en el crecimiento de explantes de mango en la etapa de
establecimiento.
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Figura 11. Influencia de la kinetina en la produccién de hojas y de nhudos en mango en la etapa
de establecimiento




La induccién del medio de cultivo de kinetina en concentraciones mayores a 2.0uM

produce una reduccién en el tamano de los explantes jévenes y su posterior necrosis.

No se evidencia proliferacién de callos en ninguno de los tratamientos, debido a que

no se le adicionaron auxinas al medio de cultivo.

Las concentraciones bajas de kinetina en un rango de 0, 0.5 y 1.5 favorecen la
proliferacién de brotes de mango en un buen estado fisiol6gico. Aun sin presencia de
reguladores de crecimiento en el medio los explantes presentan buenas condiciones,

lo que sugiere que estos ya traen consigo dichos reguladores (Fig. 12).

Figura 12. Explantes en la etapa de iniciacién, a. 0.5uM de kinetina,
b. 1.0uM de kinetina, c. 1.5uM de kinetina, transcurridas 10 semanas.



Existen diferencias entre las variables longitud del explante y el numero de nudos
dependiendo del tratamiento (Anexo 3,4,5 y 6), no existe diferencia entre el numero de

hojas (Anexo 7 y 8).

En el anexo 9 se presenta la tabla ANOVA en la cual se resume lo anteriormente

descrito.

Estadisticamente los tratamientos M2 y M4 son iguales por lo que se recomienda
utilizar cualquiera de estos tratamientos todo ello dependiendo de los costos, facilidad

de manipulacion y facilidad de adquisicién.

5.4 ETAPA DE MULTIPLICACION.

Para esta etapa se realizo una subdivisién de las mejores concentraciones obtenidas
en el proceso de iniciacién, con el fin de buscar la concentracion ideal (mayor tamano
del explante y mayor numero de nudos). Para obtener un mayor espacio entre los

segmentos nodales se combino kinetina y GA3 en iguales concentraciones.

5.4.1 Influencia de la combinacién Kinetina + GA3 en la multiplicacién de brotes
de mango var. Hilaza: Durante el desarrollo de esta fase se observo que el
tratamiento C1(0.25 uM Kin + GA3) presento la tasa de multiplicaciéon mas alta 6.2
segmentos nodales por explante en un periodo de incubacion de 10 semanas en
comparacion con los otros tratamientos ( figura 14), de igual manera, este tratamiento
registrd los mejores resultados en cuanto a la altura y el numero de hojas, con un
promedio de altura 2.72 cm ( Tabla 11, fig. 13) y un promedio de hojas por planta de
4.1 (Tabla 11, fig. 14).

Los promedios de la ultima evaluaciéon se muestran en el anexo 18.



Tratamiento pM #de Longitud del | # de hojas
. nudos explante | X explante
kin + GAs prom. X (prom) (prom)
explante

0.25 C1 6.2 2.72 41
0.75 C2 57 2.31 3.6
1.25 C3 5.8 2.24 3.7
1.75 C4 53 1.81 3.4

de multiplicacién

Tabla 11. Efecto de los tratamientos con kinetinay GA;transcurridas 10 semanas de en la etapa

Longitud Cm

LONGITUD PROMEDIO DE BROTES

C1

Cc2 C3

Tratamientos

C4

EZlongitudes de brote

Figura 13. Efecto de la combinacién GA; y kinetina en el crecimiento de explantes de mango




PROMEDIO # DE NUDOS Y #DE HOJAS
ENLAETAPADE MULTIPLICACION

NUMEROS

Cc2 3 c4
3 # De
TRATAMIENTO E# Hoj

Figura 14. Influencia de la combinacién de GA;y kinetina en la produccién de hojas y nudos en
explantes de mango.

Figura 15 Explantes en la etapa de multiplicacién a. 0.25uM kin+GA; b. 0.75uM kin+GA; c.
1.75uM kin+GA,



En esta etapa fue favorable la combinacién de kinetina y GAs en bajas
concentraciones (0.25 y 0.75uM)ya que se obtuvieron explantes con un mayor
numero de nudos, una mayor altura y un buen estado fisiolégico, comparado con la

etapa anterior.

Estos resultados son promisorios comparados con otros frutales (Arrieta y Rico, 2005)
guienes utilizaron kinetina en combinacion con ANA, en la multiplicaciéon de segmento

nodales de limdn criollo obteniendo un numero de 1.6 nudos.

No existe diferencia significativa entre los tratamientos C1, C2 y C3 en cuanto al
tamano del explante P=0.0511 (anexo 10 y 11), numero de nudos P=0.2136 (ver
anexo 12 y 13) y numero de hojas P=0.2540 (anexo 14 y 15), por lo que es
recomendable utilizar el tratamiento M1 ya que se requiere menor concentracién

hormonal y esto conlleva a un menor costo (anexo 16)



CONCLUSIONES

El método de mantener las plantas madres bajo condiciones ambientales
semicontroladas (T 28°C, I.L 81umol ms’'s y H.R 59%) resulto ser muy eficiente

para la obtencion de explantes.

Las plantas madres de mango variedad hilaza de unos 30 a 40 dias
proporcionan explantes ( segmentos nodales) con un buen estado fisiolégico

para su establecimiento /in Vitro..

El tratamiento inicial de los explantes (segmentos nodales) de mango hilaza, con
etanol 70%, seguido con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 4% por 10 minutos,

favorece de forma eficiente la desinfeccion de los explantes.

El medio Nistch-Nistch suplementado con Kinetina en concentraciones de 0.5 y
1.5uM, permite la induccién de nudos y el desarrollo de vitroplantas de buen

vigor en forma muy eficiente.

El medio Nistch-Nistch suplementado con Kinetina y GA3; en concentraciones de
0.25 y 0.75 pM, permite un mayor crecimiento y la obtencion de un mayor

numero de nudos en vitroplantas de mango.

Los resultados obtenidos son muy promisorios para acelerar los procesos de

multiplicacién de material para siembra en este frutal de clima calido.



RECOMENDACIONES

+ Realizar estudios con otros agentes desinfectantes donde se reduzca la
concentracion de hipoclorito, para minimizar la necrosis de los explantes mas

jovenes.

+ Utilizar concentraciones bajas de kinetina en explantes jovenes, ya que esta en

concentraciones altas produce latencia y muerte del explante.

+ Realizar en la etapa de multiplicacion subcultivos para determinar la tasa

promedio de propagacién de vitroplantas de mango.

R/

+ Realizar estudios sobre enraizamiento y aclimatacién.
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ANEXO 1. Composicién del medio basico para el establecimiento in vifro

(Murashige-Skoog 1962)

Constituyente

Concentracion en el medio mg/L

Sales minerales
NO3NH4

NOzK

S04Mg.7H,0
SO4Mn.H20
S0,4Cu.5H,0
C|2C3.2H20

IK

C|2CO.2H20

PO4KH,

BOsH;

S0O4Fe.7H20

EDTA Na,

Sustancias organicas
Sacarosa

Tiamina

Mioinositol
Compuestos complejos
Bacto-Agar

pH5.7-5.8

1.650
1.900
370
16.9
8.6
0.025
0.83
0.025
170
6.2
27.85
37.25

30000
0.1
100

7000-8000

ANEXO 2. Componentes del medio Nistch-Nistch.

OMPONENTE Gramos/ litro
NH4NO3 0.720
CaCl, 2H,0 022
PboMo 10 ml
FeNa EDTA 10ml
Tiamina 1 mi
Mioinositol 0.1 gr/l
C2H1206 304g/
pH5.7-5.8

Sulfatos 10 ml
Agar 5-8 gr/l
Agua destilada estéril 1000 mi




ANEXO 3. Diferencia de medias en la longitud del brote (etapa de iniciacién).

DIFERENCIA DE MEDIAS: ¢ t Tests (LDS)
Error: 0.8747 gl:56

Tratamiento  Medias n
5 1.11 15 A
3 1.57 15 A B
2 1.78 15 A B C
1 1.97 15 B C
4 2.35 15 C

Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0.05)

ANEXO 4. Tabla ANOVA: Variable: Longitud del brote (etapa de iniciacion).

F.vV G.L C.M F Pr>F
Tratamientos 4 3.19 3.65 0.0103
Error 56 0.87
Total 60

ANEXO 5. Diferencia de medias en el # de nudos (etapa de iniciacién).
DIFERENCIA DE MEDIAS: ¢ t Tests (LDS)
Error: 0.8857 gl:56

Tratamiento  Medias n
5 2.73 15 A
3 3.13 15 A B
2 3.93 15 A B C
1 413 15 B C
4 4.73 15 C
Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0.05)
ANEXO 6. Tabla ANOVA: Variable: # de nudos (etapa de iniciacion).
F.V G.L CM F Pr>F
Tratamientos 4 9.60 3.33 0.0163
Error 56 2.89
Total 60




ANEXO 7. Diferencia de medias en el # de hojas (etapa de iniciacién).
DIFERENCIA DE MEDIAS: ¢ t Tests (LDS)
Error: 2.0119 gl:56

Tratamiento  Medias n
5 2.27 15 A
3 2.67 15 A B
2 2.80 15 A B
1 2.93 15 A B
4 3.67 15 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0.05)

ANEXO 8. Tabla ANOVA: Variable: # de hojas (etapa de iniciacion).
F

F.V G.L CM Pr>F
Tratamientos 4 3.93 1.96 0.1140
Error 56 2.01
Total 60

ANEXO 9. Tabla ANOVA: General para todos los tratamientos — Fase Iniciacién

—Mango.

FV GL CM F Pr>F
Variable — | LB | #N | #1 [ LB | #iN | #H LB #N #H
Tratamiento 4 | 319 | 960 | 393 | 365 | 333 | 196 | 00103 | 0.0163 | 0.1140
Error 5 | 087 | 289 | 291
Total 60

L.B= Longitud del brote, #N= Numero de nudos y #H= Numero de hojas.

ANEXO 10. Diferencia de medias en la longitud del brote (etapa de
multiplicacién).

DIFERENCIA DE MEDIAS: 6 t Tests (LDS)

Error: 0.6341 gl:24

Tratamiento  Medias n
4 1.61 9 A
2.23 9 A B
2 2.31 9 A B
1 272 9 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)



ANEXO 11. Tabla ANOVA: Variable: Longitud del brote (etapa de
multiplicacién).

F.V G.L CM F Pr>F
Tratamientos 3 1.89 2.99 0.0511

Error 24 0.63

Total 27

ANEXO 12. Diferencia de medias en el # de nudos (etapa de multiplicacion).
DIFERENCIA DE MEDIAS: 6 t Tests (LDS)
Error: 2.6713 gl:24

Tratamiento  Medias n
4 4.67 9 A
578 9 A
3 6.00 9 A
1 6.22 9 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0.05)

ANEXO 13. Tabla ANOVA: Variable: # de nudos (etapa de multiplicacién).

F.V G.L CM F Pr>F
Tratamientos 3 4.30 1.61 0.2136
Error 24 2.67
Total 27

ANEXO 14. Diferencia de medias en el # de hojas (etapa de multiplicacién).
DIFERENCIA DE MEDIAS: 6 t Tests (LDS)
Error: 1.3056 gl:24

Tratamiento  Medias n
4 3.00 9 A
3.67 9 A
3 3.67 9 A
1 411 9 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0.05)




ANEXO 15. Tabla ANOVA: Variable: # de hojas (etapa de multiplicacion).

F.V G.L CM F Pr>
Tratamientos 3 1.89 1.45 0.2540
Error 24 1.31
Total 27

ANEXO 16. Tabla ANOVA: General para todos los tratamientos — Fase
Multiplicacion — Mango.

F.vV G.L CM F Pr>F
Variable — | LB | #N | # | LB | #N | #H LB #N #H
Tratamiento 3 1189 | 430 189|299 | 161 | 145 | 00511 | 02136 | 0.2540
Error 24 | 063 | 267 | 1.31
Total 27

L.B= Longitud del brote, #N= Numero de nudos y #H= Numero de hojas.

ANEXO 17. Ultima evaluacion etapa de iniciacion (Mangifera indica var hilaza)
transcurridas 10 semanas.

Evaluacién#10 Especie: Mangifera indiica | Etapa: Iniciacion
Medio: Nistch-Nistch varhieza Fecha: 20-06-05
Tratamiento # de explantes
uM de kin 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Log.delbrote
(cm) 12 | 20 | 15 | 22 | 46 | 27 | 254538/, 48 | 17 | O | 13 | 13 | 27 | 22
0 | Numerode
nudos 2 4 4 4 5 5 8 5 8 4 0 2 2 4 8
Numerode
hojas 1 4 2 3 4 4 5 5 4 3 0 1 2 2 4
Log.delbrote
05 | (cm) 32 (21|26 |37 |24 0 | 18|16 | 28| 0 | 10 |14 13 | 18 | 1
Numerode
nudos 6 6 6 5 6 0 4 4 6 0 2 5 4 5 3
Numerode
hojas 4 4 5 3 4 0 3 2 8 0 1 3 2 3 2
Log.delbrote
1 | (cm) 17 | 21| 25 | 11 0 |13 2 |[11|20|27 |12 ] 0 |33 |26 | O
Numerode
nudos 4 4 4 2 0 4 3 2 s 6 3 0 4 5 0
Numerode
hojas 4 3 5 2 0 3 2 2 4 4 2 0 5 4 0




Logdelbrote 25

15 | cm) 18 | 20 | 30 20 (17 | 28 |17 | 47 | 35|13 | 14 |11 | 38 | 19
Numerode
nudos 5] 4 5] 4 5 4 4 4 5] 4 4 5 4 5] 5
Numerode
hcjas 4 4 7 4 4 3 4 3 4 3 2 3 2 4 4
Logdelbrote

2 | (m) 121151201 23| 0 17 | 12| 10| 21 0 12| 0 13| 0 11
Numerode
nudos 2 4 6 4 0 4 4 4 5 0 2 0 4 0 2
Numerode
hcjas 2 4 4 4 0 4 2 2 4 0 2 0 4 0 2

Ultima evaluacién Mangifera indica var hilaza, en la etapa de iniciacion.

0: Explantes que no brotaron.

ANEXO 18. Ultima evaluacién etapa de multiplicacion (Mangifera indica var

hilazg) transcurridas 10 semanas.

EVALUACION # 10 |ESPECIE: MANGIFERA |ETAPA: MULTIPLICACION
INDICA

M.NISTCH -N VARIEDAD HILAZA FECHA: 30-08-05

TRATAMIENTOLM NUMERO DE EXPLANTES

DE KIN+GAs 1 2 3 4 5 & 7 8
Log. Brote 33126 25 2 | 21 | 27 | 35 | 42 | 16
(cm)

0.25 [# de nudos 8§ |6 5 | 5 | 5 | 6 | 8 | 8 | 5
# de hojas 5 | 4| 4 | 3 | 4 | 4 | 5 | 5 | 3
Log. Brote 4 26| 23 | 22 ] 2 |13 | 19 | 29 | 16
(cm)

0.75 [# de nudos 8§ |7 6 | 5 | 5 | 3 | 6 | 8 | 4
# de hojas 5 |4 4 | 5 | 3 | 1 3 | 5 | 3
Log. Brote 15 [19] 3 | 13 | 34 | 19 | 25 | 16 | 3
(cm)

125 [# de nudos 5 |6 | 8 | 4 | 7 | 6 | 6 | 4 | 8
# de hojas 3 13| 5 | 3 | 5 | 3 | 4 | 3 | 4
Log. Brote 13 | 2119 |16 | 0 | 21 | 22 | 19 | 15
(cm)

1.75 [# de nudos 4 (5] 5] 5 01 5 1 7 ] 6 | 5
# de hojas 2 13| 4 | 3] 0 | 4 | 4 | 4 3




