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Resumen

El municipio de Nuevo Ideal es una de las regiones mas importantes para la produccién de manzana
en el estado de Durango, México. Existen arboles dispersos de Malus domestica de huertos extintos
que fueron parte de un sistema de produccion y que hoy estan abandonados sin manejo agronémico,
pero que han mostrado una adaptabilidad eficiente a las condiciones y contintan produciendo fruto
de buena calidad. El objetivo del presente estudio fue desarrollar un protocolo de propagacion in
vitro de M. domestica utilizando semillas de arboles asilvestrados de esta region. Se evalu6 la
germinacion y produccion de brotes adventicios usando medios de cultivo murashige & skoog
(MS) y woody plant medium (WPM) complementados con fitohormonas 6-Bencilaminopurina
(BAP) y &cido indol butirico (IBA) en diferentes dosis. Para el enraizamiento se utiliz6 también
acido indol acético (AlA), acido naftalenacético (ANA) y kinetina (KIN) en combinacion con las
anteriores. La germinacién y formacién de brotes obtuvo mejor resultado con la concentracion de
0.5 mg L* de BAP en el medio MS a los 60 dias. En el desarrollo foliar destaco el tratamiento con
1.5 mg L™* BAP en medio MS con 21.07 hojas en promedio. Las plantas de todos los tratamientos
presentaron raiz, sin embargo, el mejor desarrollo lo presenté el tratamiento con 1.5 mg L™ de
ANAY 0.15 mg L de BAP en medio WPM. Mediante el protocolo generado en esta investigacion,
es posible propagar masivamente la especie M. domestica con propositos de conservacion de
germoplasma y posterior explotacion del cultivo.
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Introduccion

En el estado de Durango existen 48 486 ha destinadas a cultivos perennes, de las cuales 13.33%
son dedicadas a la produccion de manzana, lo que coloca a este cultivo perenne en el tercer lugar
de importancia después de la alfalfa verde y la nuez. En 2019, la superficie cosechada de manzana
obtuvo una produccion total de 21 020 t de diferentes cultivares como: Delicous, Starking, Doble
red, Top red, Winter banana y Winter pearmain, concentradas principalmente en los municipios de
Canatlan, Nuevo Ideal y Santiago Papasquiaro (FAO, 2014; SIAP, 2019).

La micropropagacion de cultivos perennes y transitorios ha contribuido al desarrollo de la
produccidn agrondmica de las ultimas décadas. Gracias a esta técnica se pueden generar clones de
variedades destacadas en grandes cantidades y beneficios adicionales (Hoyos et al., 2008). La
técnica organogenesis in vitro es un proceso donde se producen, 6rganos, yemas, brotes y raices a
partir de tejidos vegetales cultivados en un medio artificial de composicién quimica definida y se
incuba en condiciones ambientales controladas (Zhao et al., 2008; Levitus et al., 2010).

De acuerdo con Dobranszki y Teixeira Da Silva (2010) citado por Teixeira da Silva et al. (2019),
la propagacion in vitro de manzano, como en otras especies, incluye cuatro etapas; la primera etapa
consiste en el establecimiento in vitro de cultivos a partir de tejido vivo de plantas donantes. En
esta etapa es importante considerar las condiciones fitosanitarias de la planta donante, ya que puede
contener agentes causantes de contaminacion, aunado a que la seleccion del tejido vegetal a utilizar
debe tener un Gptimo estado fisioldgico debido la capacidad de totipotencia y diferenciacion de
tejidos. La etapa dos se refiere a la regeneracion o multiplicacion de brotes adventicios. En especies
lefiosas como el género Malus es comin la oxidacion de tejidos, presentando ennegrecimiento de
células, tejido y 6rganos vegetales.

Cuando se efectian cortes en el explante, se produce un estrés oxidativo ocasionado por el
metabolismo del oxigeno que produce radicales libres conocidos como especies de oxigeno
reactivo (ROS) por sus siglas en inglés y estos a su vez se pueden generar en otras organelas
celulares, como los pep-e-roxisomas y los lisosomas, a consecuencia de los cortes realizados en los
explantes que ocasionan la oxidacién en el area del corte (Azofeifa, 2009). En esta etapa es donde
se genera gran cantidad de clones libres de enfermedades en un periodo corto de tiempo, por lo
tanto, superar esta etapa in vitro es de vital importancia (Pancaningtyas, 2015).

La etapa tres consiste en el enraizamiento de los brotes lo cual determina el éxito y supervivencia
de las plantas por la absorcion de nutrientes y la estabilidad que proporciona a los especimenes, y
finalmente la etapa cuatro que consiste en aclimatar las plantas generadas in vitro y su
establecimiento en un ambiente abierto para ser plantadas en campo, que consiste en someter la
planta de un ambiente aseptico a simulacion de un ambiente endémico (Tandon et al., 2021).

El establecimiento de protocolos de multiplicacion masiva para diferentes especies de frutales
mediante embriogénesis de cigotos maduros a partir de semilla es una alternativa donde es
frecuente utilizar reguladores de crecimiento (auxinas/citoquininas) para promover el desarrollo
vegetativo (Dobranszki y Teixeira Da Silva, 2010). Sin embargo, las técnicas in vitro son de alto
costo al precisar mano de obra calificada, al igual que el equipo especifico y el alto costo del
material vegetal, por lo que la eficacia de cualquier protocolo de propagacion in vitro debe
optimizarse y mejorarse siempre que sea posible (Teixeira et al., 2019).
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En Nuevo ldeal, Durango, existen ejemplares de esta especie considerados como ‘asilvestrados’
debido a que proceden de material vegetal selecto de huertas que fueron productivas durante varios
afios y ahora estan abandonados. Los arboles que aun existen de manera muy dispersa muestran
adaptacion a las condiciones donde se ubican sin ningun tipo de manejo agronémico como
fertilizacion, riego, poda entre otros, y aun presentan una produccion aceptable de manzana de
buena calidad que incluso, en ocasiones supera la calidad de los huertos actualmente en produccion.

Por lo anterior, en aras de conservar la calidad genética de esta especie, el presente estudio se
desarroll6 con el objetivo de generar un protocolo eficiente como estrategia para la conservacion y
propagacion in vitro de Malus domestica utilizando como material inicial semillas provenientes de
estos arboles de la region de Nuevo Ideal, Durango.

Materiales y métodos

Este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Genética y Produccién de Planta del Instituto de
Silvicultura e Industria de la Madera de la Universidad Juarez del Estado de Durango.

Material vegetal

El manzano es comUnmente propagado a traves de técnicas como enraizamiento de estacas o
esquejes, injertos entre otras; sin embargo, se decidio implementar la técnica de cultivo de tejidos
vegetales debido a la lejania de los arboles donantes y la dificultad de dar seguimiento a cualquiera
de las técnicas mencionadas. Con esta técnica se pueden emplear diferentes fuentes de material
vegetal como yemas, explantes entre otras, no obstante, en la presente investigacion se opt6 por el
uso de embriones cig6ticos maduros a partir de la semilla.

La obtencion de material vegetal se realiz6 a partir de la seleccion de frutas de manzano (Malus
domestica) con caracteristicas fenotipicas deseadas, visiblemente sanas y sin plagas, recolectadas
de arboles asilvestrados del municipio de Nuevo Ideal, Durango durante la época de cosecha del
afio 2015. Se extrajeron las semillas en laboratorio y se mantuvieron en refrigeracion a una
temperatura de 4 °C en frascos estériles cerrados herméticamente. Para su establecimiento en medio
de cultivo, previamente la semilla fue desinfectada con etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 20%
y agua destilada estéril. EI experimento se desarrollé en dos fases: a) germinacion y produccion de
brotes; y b) enraizamiento.

Germinacién y produccion de brotes

Se efectud un corte sobre la parte longitudinal de la testa de la semilla, para en seguida retirar el
tegmen y dejar el embrién y cotiledones expuestos en contacto directo con el medio de cultivo. Se
propusieron 14 tratamientos compuestos por 25 repeticiones cada uno, para evaluar la germinacion
y la produccion de brotes adventicios, para lo cual se utilizaron los medios de cultivo Murashige y
Skoog, (1962) (MS) y el woody plant medium (WPM) (Mc Cown 'y Lloyd, 1981), complementados
con reguladores de crecimiento como 6-Bencilaminopurina (BAP) como citocinina y acido indol
butirico (IBA) como auxina en diferentes dosis. Se consideraron dos tratamientos testigo, uno de
cada medio de cultivo sin la adicion de reguladores de crecimiento (T1y T8) (Cuadro 1). Se afadid
al medio de cultivo 25 g L™ de sacarosa y 5.5 g L de agente gelificante (agar) ajustando el pH a
5.7 antes de ser esterilizados en autoclave durante 20 min a 115 °Cy 1.5 kg cm™.
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados en la germinacion y produccion de brotes in vitro de Malus

domeéstica.

Tratamiento Medio de Cultivo BAP (mg L ™) IBA (mg L™?)
T1 MS - -
T2 MS 0.5 -
T3 MS 15 -
T4 MS - 0.5
T5 MS - 15
T6 MS 0.5 0.5
T7 MS 15 15
T8 WPM - -
T9 WPM 0.5 -
T10 WPM 15 -
T11 WPM - 0.5
T12 WPM - 15
T13 WPM 0.5 0.5
T14 WPM 15 15

El establecimiento se realiz6 bajo condiciones asépticas utilizando una camara de flujo laminar
e instrumentos estériles. Los embriones se colocaron en frascos de vidrio con 25 ml de medio
de cultivo correspondiente a los tratamientos. Posteriormente se trasladaron a la camara de
cultivo en condiciones de oscuridad durante los primeros siete dias, a partir del dia ocho, se
sometieron a un fotoperiodo de 16 h luz y ocho h de oscuridad a una temperatura constante de
25 +2 °C. Las variables evaluadas en esta etapa fueron: porcentaje de germinacién, namero de
brotes, altura de la plantula (mm), desarrollo foliar (nGmero de hojas) y diametro del tallo (mm)
mediante andlisis morfoldgico aplicando la técnica de andlisis de imagen descrita por Gonzéalez
et al. (2005).

Enraizamiento

A los 60 dias, los brotes producidos en la etapa anterior fueron llevados a la fase de
enraizamiento. Se establecieron en medio de cultivo MS y WPM reducido al 50% de sus
nutrientes como describe Guadie (2011), adicionados con diferentes dosis de reguladores de
crecimiento a base de auxinas y citoquininas como: &cido naftalenalacético (ANA), acido indol
acético (AlA) y acido indol butirico (IBA), con o sin combinacién con citoquininas: 6- bencil
aminopurina (BAP) y kinetina (KIN). Se consideraron dos tratamientos testigo, uno de cada
medio de cultivo sin la adicion de reguladores de crecimiento (T1y T8) (Cuadro 2). Las variables
evaluadas fueron: porcentaje enraizamiento y longitud de raiz (mm) mediante analisis
morfoldgico a los 30 dias de iniciada esta fase.

606



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 13 num. 4 16 de mayo - 29 de junio, 2022

Cuadro 2. Tratamientos evaluados para el enraizamiento in vitro de Malus domestica.

ANA BAP AIA IBA KIN
(mgLY) (mgL?) (mgL? (mgL") (mgL™?)

Tratamiento Medio de cultivo

T1 MS - - - - -
T2 MS 0.5 0.05 - - -
T3 MS 1.5 0.15 - - -
T4 MS - - - 0.5 0.05
T5 MS - - - 1.5 0.15
T6 MS - - 0.5 - 0.05
T7 MS - 0.15 1.5 - -
T8 WPM - - - - -
T9 WPM 0.5 0.05 - - -
T10 WPM 1.5 0.15 - - -
T11 WPM - - - 0.5 0.05
T12 WPM - - - 1.5 0.15
T13 WPM - - 0.5 - 0.05
T14 WPM - 0.15 1.5 - -

Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con 14 tratamientos y 25 réplicas cada
uno, los resultados se evaluaron mediante el anélisis estadistico de Kruskall Wallis. Los datos
obtenidos se sometieron al analisis de varianza con la prueba de Wilcoxon, con el paquete
estadistico R version 3.2.2.

Resultados y discusion
Germinacién y formacion de brotes

La germinacién promedio obtenida en los tratamientos, fue de 32.3% a los 60 dias del
establecimiento de la semilla in vitro. No obstante, con el tratamiento compuesto por medio de
cultivo MS suplementado con 0.5 mg L de BAP (T2) se obtuvo el mayor porcentaje de semillas
germinadas (56%), lo cual concuerda con la investigacion desarrollada por Rustaei et al. (2009),
quienes trabajaron con Malus domestica. Debido a que en esta investigacion se utilizaron plantas
donantes silvestres las cuales carecian de condiciones rigurosas de sanidad, el protocolo de
desinfeccion no resulté tan efectivo en algunos tratamientos debido a que se presentd un promedio
de 31.7% de contaminacion por hongo y bacteria sin identificar. Lo anterior coincide con lo
establecido por Da Cémara et al. (1991); Keresa et al. (2012), quienes argumentan que el
establecimiento del material vegetal depende en gran medida al cuidado fitosanitario de las plantas
donante de semillas (Figura 1).
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‘ Germinacion Contaminacion Sin respuesta ‘

Figura 1. Porcentaje de germinacion, contaminacion y semilla sin respuesta de M. domestica a los 60
dias del establecimiento en medio de cultivo.

La situacion observada en este experimento coincide con lo argumentado por Soni et al. (2011),
quienes sefialan que es menos probable encontrar explantes contaminados recolectados en verano,
mientras que los explantes recolectados en primavera, otofio e invierno muestran mayor porcentaje
de contaminacién, que va desde un 12 a 54%. Por lo anterior, es importante implementar
tratamientos preventivos de desinfeccion de la planta donante, pues a pesar de la existencia
abundante de protocolos de asepsia, hay microorganismos de dificil control que pueden llegar a
albergarse en las partes internas del fruto y haces vasculares por la presencia de contaminantes
enddgenos adquiridos por la planta en su ambiente natural, lo que explica la incidencia de
contaminantes en este experimento.

Los resultados indicaron buena induccion de brotes; sin embargo, se detectd variacion en la
cantidad de éstos segun el tipo y dosis del regulador de crecimiento aplicado. La dosis de 1.5 mg
L de BAP (T3 y T10), presentaron la mayor cantidad de brotes por explante (36 brotes cada uno
respectivamente) (Figura 2 y 3) independientemente del medio de cultivo en el que se establecio.

Figura 2. Produccién in vitro de brotes adventicios de M. domestica en dos medios de cultivo a los 60
dias después al establecimiento: A) T3 (MS con 1.5 mg L de BAP); B) T10 (WPM con 1.5
mg L de BAP.
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Figura 3. Numero de brotes por planta de M. domestica producida in vitro en dos medios de cultivo y
diferentes dosis de reguladores de crecimiento.

Aunque la respuesta fue la misma en ambos medios con la dosis sefialada, se observé que el medio
de cultivo influy6 de forma importante en el desarrollo vegetativo, ya que, en las variables de altura
de planta, didmetro del tallo y namero de hojas, el medio de cultivo MS present6 los mejores
resultados (Figuras 4, 5y 6). Algunos autores han propuesto diferentes dosis de reguladores de
crecimiento en los medios de cultivo aqui evaluados (Vilchez et al., 2014; Montes-Salazar et al.,
2016), donde se argumenta que el medio de cultivo WPM se utiliza para especies lefiosas (Mc
Cowny Lloyd, 1981). Sin embargo, el medio de cultivo MS se considera un medio basal de amplio
espectro que se puede utilizar en diferentes tipos de plantas con resultados favorables. A diferencia
de otras investigaciones sobre propagacion in vitro en especies, en este trabajo el medio de cultivo
WPM se vio superado por el medio de cultivo MS en la mayoria de las variables evaluadas.

Hoyos et al. (2008), reportaron que esta hormona estimula el desarrollo de los brotes laterales, la
multiplicacién celular en los meristemos apicales y expansion de las hojas. Asimismo, argumentan
que, al no presentar raices, el explante no tiene la capacidad de sintetizar BAP, por lo cual, es
fundamental su adicion en la etapa de multiplicacion.

Por su parte Dalal et al. (2006), argumentan resultados similares en la multiplicacion de
portainjertos de manzana (M9), donde observaron un notable incremento de la formacion de brotes
multiples por ramificacion axilar en medio MS suplementado con BAP 2.22 uM, IBA 0.49 uM y
Kn de 2.32 uM, logrando una tasa de multiplicacion 4:1. Este comportamiento se debe a la
presencia de citocinina BAP, la cual tiene un efecto directo sobre la generacion de brotes.

Asi mismo, Murashige (1974); Chaturvedi et al. (2004), enfatizan que la hormona BAP establece
una superioridad en la induccién de brotes axilares en especies lefiosas. Por su parte, Kepenek y
Karoglu (2011), aumentaron la tasa de multiplicacion en el portainjerto M9 y las variedades
‘Starking Delicious’ y ‘Amasya’ cuando aplicaron retardadores de crecimiento (paclobutrazol y
daminozida), pero estos se atrofiaron provocando un efecto nulo en el desarrollo de raiz.

Altura de planta
Los resultados del andlisis de varianza indican que los valores de altura de planta y nimero de

hojas obtenido a 60 dias no mostraron diferencia significativa (p> 0.05) entre los medios de cultivo
MS y WPM. La Unica variable que presento significancia fue el diametro de tallo (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Analisis de varianza con la prueba de Wilcoxon en altura, diametro del tallo y nimero
de hojas de M. domestica.

MS WPM

Variable - - Valor de p
Mediana  Rango Mediana  Rango
Altura de plantulas (mm) 16.954 107.785  16.436 103.214 0.563
Diametro del tallo (mm) 1.771 116.066  1.097 94.933 0.0076"
NUmero de hojas 8.561 105.342  9.009 105.657 0.967

Aunque el anlisis no presento diferencias significativas entre medios de cultivo, se observo que
se produjeron plantas de diferentes tamarios, presentando mayor altura las plantas con el medio MS
destacando el T3 (1.5 mg L™ de BAP), el cual obtuvo un promedio de 27.59 mmy el T4 (0.5 mg
L de IBA) con 27.36 mm (Figura 4).

30 uMS
= WPM

25 1

ki

T1T8 T2T9 T3T10 T4T11 T5T12 T6T13 T7Tl4
Tratamientos

Altura de planta (mm)

Figura 4. Altura de planta de a los 60 dias del establecimiento in vitro de M. domestica en dos medios
de cultivo adicionados con diferentes dosis de reguladores de crecimiento.

Desarrollo foliar

El andlisis estadistico no reporto diferencia significativa (p> 0.05) entre tratamientos respecto a
esta variable segun la prueba de Kruskall Wallis para datos no paramétricos. Sin embargo, se
observo que el T3 (MS con 1.5 mg L™ BAP) destacd con la mejor respuesta de generacion foliar
al producir 21.07 hojas en promedio (Figura 5). Un buen desarrollo foliar incrementa la posibilidad
de captar de mejor manera la luz solar, lo que hace mas eficiente el proceso fisioldgico de la
elaboracion de carbohidratos a través de la fotosintesis, lo que permitira su adaptacion al medio
abierto en su etapa de aclimatacién en menor tiempo que las plantas que producen una cantidad
escasa de hojas (Valladares y Niinemets, 2008).
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Figura 5. Namero de hojas por planta de M. domestica en dos medios de cultivo adicionados con
diferentes dosis de reguladores de crecimiento.

Diametro del tallo

Los valores de diametro de tallo de las plantas obtenido a los 60 dias se comportaron de manera
significativa estadisticamente (p> 0.05) entre los medios de cultivo MS y WPM (Cuadro 4). EI T2
(MS con 0.5 mg L™ de BAP), superd a los demas tratamientos en esta variable, con una media de
2.5 mm, mostrando heterogeneidad en didmetro de tallos (Figura 6).
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Figura 6. Didametro de tallo de M. domestica a los 60 dias después del establecimiento in vitro en dos
medios de cultivo con diferente dosis de reguladores de crecimiento.
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Enraizamiento y longitud de raiz

En esta etapa se logrd 100% de generacion de raiz en todos los tratamientos evaluados. Para evaluar
su respuesta, se combind auxina en mayor proporcion respecto a la dosis de las citocininas (10:1)
(Cuadro 2). El efecto de los tratamientos con medio de cultivo WPM sobresalieron de los
tratamientos con medio de cultivo MS al momento de inducir el enraizamiento, siendo la dosis de
1.5 mg L de IBAy 0.15 mg L de KIN (T12) el que mas raices produjo, sequido del T11 cuya
dosis fue de 0.5 mg L™y 0.05 mg L de IBA y KIN respectivamente en el mismo medio de cultivo
(Figura 7). Reducir al 50% la concentracion de nutrientes de los medio MS y WPM fue
fundamental en esta respuesta morfoldgica para la especie (Hartmann et al., 2004; Dalal et al.,
2006; Gaudie, 2011).
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Figura 7. NUmero de raices por planta de M. domestica producida in vitro con dos medios de cultivo
y diferentes dosis de reguladores de crecimiento.
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Es bien conocido que la presencia de auxinas es necesaria para la formacion de raiz; no obstante,
su presencia en el medio de cultivo por tiempo prolongado puede inhibir el desarrollo de raices
adventicias (Dobréanszki y Teixeira Da Silva, 2010), situacién que se asume pudo haber afectado a
los demaés tratamientos segun el tipo y dosis del regulador de crecimiento.

De acuerdo con la prueba de Wilcoxon, se pueden diferenciar tres resultados relevantes de los 14
tratamientos evaluados, el T10 (WPM con 1.5 mg L™ de ANA y 0.15 mg L™ de BAP), mostré un
alargamiento promedio de la raiz de 90.47 mm (Figura 8). Asimismo, esta prueba mostré que los
T13 (WPM con 0.5 mg L™ de AIAy 0.05 mg L de KIN) y T12 (WPM con 1.5 mg L de IBAy
0.15 mg L de KIN) mostraron una longitud promedio de 68.35 y 63.93 mm respectivamente.
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Cuadro 8. Longitud de raiz de plantas de M. domestica producida in vitro en dos medios de cultivo y
diferentes dosis de reguladores de crecimiento.

Longitud de raiz (mm)

Malus domestica respondio de manera heterogenea a las dosis de hormonas (auxinas) dosificadas
(ANA, IBA, AIA), el medio de cultivo suplementado con auxinas ANA mostrd niveles superiores
en la generacion de raiz a los que registraron los tratamientos con IBA y AlA. Este resultado
confirma lo reportado por Soni et al. (2011), quienes argumentan que bajas concentraciones de
ANA inducen la formacién de raices en mayor cantidad y mejor desarrollo, que cuando los
explantes son expuestos a los reguladores IBA 'y AlA. Segun Druart (1997), la presencia de auxinas
es esencial para promover el enraizamiento, pero que en combinacidon con citocininas puede
potenciar el alargamiento de la raiz.
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En contraste con lo anterior, informes sobre porta injertos de manzano ‘Topaz’ reportados por
Keresa et al. (2012), registraron que la hormona IBA estimul¢ alta densidad de raiz. Por otra parte,
Modgil y Thakur (2017) y Modgil et al. (2017), afirman que puede obtenerse un enraizamiento
superior al 80% cuando se utiliza IBA que cuando se utiliza ANA, donde este porcentaje es menor.

Asimismo, Amiri y Elahinia (2011), sefialan que la presencia de IBA en el medio de cultivo es
esencial para enraizar portainjertos de algunas especies de Malus; sin embargo, esto solo es posible
cuando se disminuye el nivel de citoquinina y se aumenta el nivel de auxina. No obstante, en este
experimento el T13 mostré menor longitud que los T10 y T12, sin embargo, se observé una raiz
mas densa (Figura 9), lo que favorece la absorcion de nutrientes en la etapa de establecimiento en
sustrato para la aclimatacion. En contraste con lo anteriormente sefialado, Mehta et al. (2014),
aseguran que se puede obtener entre 92 y 98% de enraizamiento de portainjertos MM106 y B9 en
medio de cultivo sin el uso de reguladores de crecimiento.

Figura 9. Respuesta de enraizamiento de plantas de M. domestica en medio de cultivo WPM. A) T10
(1.5mgL*de ANAY0.15mg L de BAP); B) T12 (1.5 mg L*de IBAy 0.15 mg L de KIN);
C) T13 (0.5 mg L*de AlA y 0.05 mg L* de KIN).

Conclusiones

Los reguladores de crecimiento y el tipo de medio de cultivo para la propagacion in vitro de Malus
domestica juegan un papel importante en la formacion de los érganos vegetales. El regulador BAP
en medio de cultivo MS presentdé mejores resultados en la germinacion, produccion de brotes y
desarrollo de la parte aérea de la planta. En la etapa de enraizamiento, el uso del medio WPM en
combinacion con 1.5 mg L™ de IBA y 0.15 mg L™ de KIN present6 un efecto mas favorable para
la formacion de raices; sin embargo, la combinacion de 1.5 mg L™* de ANAy 0.15 mg L de BAP
en este mismo medio de cultivo, estimul6 el crecimiento radicular de forma significativa que al
resto de los tratamientos. Para asegurar el éxito de la propagacion in vitro de M. domestica es
necesario considerar los cambios de medio de cultivo de forma alternada con las dosis de
reguladores de crecimiento aqui recomendadas.

En este experimento, se observo que la alternancia de reguladores de crecimiento y medios de
cultivo entre las diferentes etapas del proceso de propagacion in vitro de M. domestica puede ser
favorable que si se maneja un solo medio de cultivo y las mismas dosis de reguladores en todas las
etapas. Este protocolo puede ser tomado como alternativa de conservacion y propagacion masiva
de la especie, produciendo material vegetal que puede ser usado como patron dada la adaptabilidad
que presentan las plantas de donde fue recolectado en material.
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