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“RESPUESTA DE LOS CULTIVARES DE,AGUACATE Persea americana Mill.

FUERTE Y BOOTH 7, AL CULTIVO.in .l_fitro DE YEMAS AXILARES "

“RESPONSE OF AVOCADO Persea americana Mill., VARIETIES

' FUERTE AND BOOTH 7, TO in vitro CULTURE OF AXILLARY BUDS"

RESUMEN |

- . Se estudié la respuesta de yemas axilares de aguacate Persea americana Mill., de los cultivares
Fuerte y Booth 7, al cultivo in vitro. Este trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos de 1a
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, durante los meses de noviembre

de 1998 a abril de 1999.

. El estudio se dividié en dos fases, la primera consistié en el control del oscurecimiento oxidativo y
-a’daptaciéri del material vegetal al medio de cultivo. En esta fase se utilizé el medio basal de Murashige y
| Skoog (MS), en forma liquida (con los macronutrientes al 50 % de la dosis recomendada), suplementado

con ocho concentraciones de la citocinina bencil aminopurina (BAP) y la giberelina acido giberélico (GAs).

“ La fase |, consistié en la induccién y crecimiento de brotes adventicios; aqui se utilizd el medio
basal MS sélido (con los macronutrientes al 50 % de ia dosis recomendada), suplementado con dieciséis

concentraciones de la auxina acido indulbutirico (AlB) y ia citocinina bencil éminopun‘na {BAP).
La fuente de los explantes fueron plantas injertadas de un afic de edad, de cada uno de los

cultivares evaluados; dichas plantas se mantuvieron bajo condiciones controladas de fitosanidad,

fertilizacion, riego', etc.




xi

El tamaﬁo' inicial de los explantes fue de 10 mm dichos explantes se mantuvieron bajo condiciones
de incubacion dentro de tubos de ensayo. Los explantes fueron subcultivados a cada 3 semanas, haciendo

un fotai de 3 subcultivos.

En la fase |, el oscurecimiento oxidativo de los explantes fue alto, 79 % del total de explantes, para

el cultivar Fuerte y 73 % para el cultivar Booth 7. El porcentaje de explantes que se conservaron verdes

para el cultivar Fuerte fue de 21 % y un 27 % para el cultivar Booth 7.

Para la fase |l, los porcentajes de oscurecimiento oxidativo del total de explantes, fueron 69 % y

72%, mientras que los porceniajes de :explantes verdes fueron 31 % y 28 %, para los cultivares Fuerte y

Booth 7, respectivamente.

Dei total de explantes gue se conservaron verdes, un 9 % presenté elongacién, en ambos cultivares;
enun 1 % y 3 % del total de explantes, se obtuvieron brotes, para los cultivares Fuerte y Booth 7. Un 21 %
del total de explantes solamente se mantuvo verde (sin presentar elongacién o brotes), para el cultivar

Fuerte, mientras que para el cultivar Booth 7, este porcentaje fue de 16 %.

Los cultivares Fuerte y Booth 7, no presentaron diferencias significativas, en cuanto a la respuesta
de ias yémas axilares, al cultivo in vitro. En base a la prueba de medias de T, los porcentajes de

explantes vivos en la fase | y fase |l y explantes con respuesta, fueron estadisticamente iguales.



1. INTRODUCCION

Guatemala es reconocida como un pais que contiene alta diversidad genética en cuanto a la flora,
debido a la posicion geografica que ocupa asi como a su compleja topografia. De esta manera en sus

catorce zonas ecoldgicas de vida se pueden enconfrar abundantes taxa. (1)

Pese a la abundante riqueza fitogenética en Guatemala, poca investigacion se ha desarrollado de
ésta. Los arboles frutales no escapan de la realidad antes mencionada, a pesar de que pueden
constituirse en una alternativa de ingresos econdmicos para nuestro pais, o también como fuente valiosa

de alimentos para nuestra poblacion. (6)

E! aguacate Persea americana Mill., es un arbol de hoja perenne, de fruta subtropical que produce una

de las contribuciones mas extraordinarias y nutritivas de Mesoamérica al suplemento alimenticio mundial.

(20)

Guatemala dadas sus caracteristicas topograficas, climaticas y edafolégicas es considerada como
uno de los centros de origeﬁ del aguacate, junto con el resto de paises centroamericanos y Méxicb. (9) De
esta regién se han seleccionado materiales con fines de mejoramiento genético por paises en donde esta
especie ha sido introducida. (13) De esta manera se han hecho selecciones de alto valor econdémico

obteniéndose variedades comerciales como: Nabal, Panchoy, Hass, Fuerte, Booth 7 y Booth 8.

El método tradicional de propagacion de aguacate es por medio del injerto. Sobre patrones
obtenidos a partir de semillas, son injertadas variedades productoras, pero los resultados obtenidos no son

los esperados, en cuanto a produccién y resistencia a patbgenos.

BN i 4
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Una de las técnicas mas eficientes en la propagacion clonal de plantas, es el cultivo de tejidos
Qegetales, la cual consiste en cultivar diferentes porciones de una planta en un medio nutritivo artificial, bajo
condiciones asépticas y en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad relativa. Bajo los
postulados de la tqtipoténcia celular, en donde tbda célula posee toda la informacién genética para
regenerar piantas completas, los tejidos asi cuitivados pueden ser muitiplicados en forma masiva. Las
principales ventajas de esta novedosa técnica se centran en Ié obtencion de plantulas libres de patégenos

y con la misma identidad genética de la planta madre. (8)

La investigacion estudid la respuesta de los cultivares de aguacate, Fuerle y Booth 7, al cultivo in
vitro, usando como explantes yemas axilares. El medio basal de cultivo utilizado fue el de Murashige y
Skoog, liquido y sélido, suplementado con tres tipos de reguladores de crecimiento: auxinas, giberelinas y

citocininas (AIB, GA; y BAP), en distintas concentraciones.

Existen limitantes, para el cultivo in vitro de yemas axilares de aguacate, tales como el
oscurecimiento oxidativo, el cual es debido a la oxidacion de compuestos fendlicos, io cual es una

~ caracteristica tipica de las plantas con crecimiento secundario (lefiosas).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El método tradicional de propagacion del cultivo de aguacate Persea americana Mill., es por medio
del injerto. Las plantas utilizadas como patrones provienen de semillas de las cuales no se conoce su
procedencia. Posteriormente se injertan variedades productoras conocidas sobre éstos patrones
desconocidos, pero las plantas obtenidas, no producen los resultados esperados, en cuanto a resistencia a

plagas y enfermedades y especialmente en cuanto a fructificacion.

Debido a lo anterior, se hace necesaria la basqueda de métodos de propagacién clonal, en los
cuales mediante la aplicacién de inductores, se estimula el crecimiento y brotacion de los explantes,
permitiendo obtener una gran cantidad de plantas en poco tiempo. Por lo que en el presente trabajo, se
estudié la respuesta de las yemas axilares de aguacate al cultivo in vitro, como una medida tendiente a

desarrollar tecnologia para mejorar el proceso de propagacion del cultivo.

rfir
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3. MARCO TECRICO
3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.11  Aplicaci6n e importancia de la biotecnologia en ei desarrollo agricola.

Segiin Vésquez,' Carrillo y Mejia (26), la biotecnologia es un conjunto de técnicas que incluyen la
‘manipulacién de organismos o parte de ellos con el fin de integrarlos al proceso de produccién; la cual basa
su desarrollo en importantes descubrimientos y estudios hechos en las ciencias biolégicas como la

Fisiologia y la Genética.

Los estudios desarrollados sobre genética molecular por O. T. Avery y por Jim Watson y £ rancis
Crik, acerca de la estructura y composicion del material genético, permitieron sentar las bases del término
acunado por Morgan, de Totipotencia Celular, refiriéndose a la capacidad que tiene una celula de

desarrollar por regeneracion un organismo completo. (26)

Como producto de este desarrollo cientifico hubo un subsecuente desarrollo tecnoldgico, que
concluyé en la adopcidn y constante especializacion de un conjunto de técnicas, que van desde sencillas
en relacién a niveles, implementos y capacitacion del personal, como podrian ser el cuitivo de meristemos

y hojas in vitro; hasta fascinantes y compiejas como la del ADN recombinante o tngenierfa Genética. (26)

Todo este desarrolio tuvo lugar en paises coma Estados Unidos, Japén y Francia entre otros, donde
fueron invertidos multimillonarias sumas de dinero en su fase investigativa y recientemente en la

* comercializacién de los productos al tercer mundo como un mercado potenciai. (26)



En general se puede afirmar que ia importancia de esta técnica, radica en que a medida gue en su -
conjunto se integren grupos multidisciplinarios en el cultivo, se hacen mas eficaces y eficientes los sistemas
proc!ucﬁygs_ en _generai. Por citar un ejer_nplo; en Inglaterra en 1,968 fueron propagadas con un escaso
n‘ame__rc_ de patrones mas de un milén de plantas con genotipos de alta productividad de manzanas y.
‘melocoton en un pericdo de un afio, lo cual hubiera sido técnicamente imposible por cualquier técnica de

3

propagacion antes conocida. (27, 26)

En Guatemala cuyo sustento econémico es la actividad agricola, es de esperarse que la
Biotecnologia alcance una gran aplicacién, sustentado principalmente en el mejoramiento genético de
cultivos de exportacion, basandose principalmente en las técnicas mas sencillas y de menores volimenes

de inversidn como el cultivo in vitro de puntas meristeméticas, yemas axilares y hojas. (26)

3.1.2 Micropropagacion

La palabra micropropagacion, utiizada por primera vez en 1968 por Hanman y Kester en su
conoc:do libro sobre propagaclén de plantas, parece haber ganado una amplia aceptacion como térmlno

general para deS|gnar varias de las técnicas utilizadas en la multiplicacién in vitro. (8)

priginalmente, la micropropagacién se definid como “cualquier" procedimiento asépticp que
comprenda la manipulacién, en las plantas, de érganos, tejidos o celulas que produzcan poblaciones de
plantulas y q.ue permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la propagacion vegetativa no
aséptica que se practica convencionalmente. La micropropagacion es précticamg_nte una, mujltiplicac_:iéln_r '

masiva in vitro. (8, 27)

La micropropagacion clonal implica que cada una de las plantulas que se produce pueda crecer y

ser fenotipicay genotipicamente idéntica a la planta original de la que se deriva. (8)



i

3.1.2.1 Clon.

Actualmente el cédigo ‘oficial de la nomenclatura de las plantas cultivadas define la palabra clon
como: “un conjunto genéticamente uniforme de individuos, originalmente derivados de un solo individuo
mediante propagacion asexual, por ejemplo, por medio de estacas, divisiones, injertos o apomixis

obligada®. (8)
'3.4.22 Fines del cultivo de tejidos vegetales.

Los principales fines del culfivo de tejidos vegetales son: la micrdpropagacién masiva, el

mejoramiento genético y la -prod-uécién de metabdlicos secundarios. (25)
A. Micropropagacién masiva.

Basicamente, todas las células vegetales poseen la caracteristica de !a totipotencia, es decir la
-capacidad de desarroliar una planta compileta mediante el prbceso de regeneraciéon. Existen técnicas
convencionales de propagacion _qué utilizan esta caracteristica particular de las plantas, tal come la
injertacion con todas sus variantes. Asi también la técnica de cultivo de tejidos vegetales utiliza esta
caracteristica, aun’cjue mas eficientemente que las técnicas tradicionales, debido a que proporciona un

ambiente ariificial favorabie para el desarrolio de las plantas. (25)
a. Ventajas de la micropropagacién masiva.
Las ventajas en comparacion con los sistemas convencionales de propagacién son:

+ incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

« Reduccion del tiempo de multiplicacion.



» Posibilidad de muitiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie reducida, a bajos costos y en

tiempos econdmicamente costeables.

* Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

» Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos restricciones aduaneras.

. Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo existan pocos individuos.

» Normalmente, se eliminan diversas enfermedades en el proceso, por consiguiente, facilita ia produccion
y la calidad de las plantaé.

» Se puede propagar en cualquier época del afio y/o medio ambiente.

+ Permite planificar la produccion de acuerdo con la demanda. (25, 27)
3.1.2.3 El cultivo de tejidos en la propagacién clonal.

Dentra de los métodos de propagacion existentes, Ié propagacion sexual posee grandes ventajas
sobre el desarrollo de los recursos fitogenéticos, a través de cruzamientos especificos que permitan la
formacion de hibridos con buenas caracteristicas productivas, siempre y cuando se garanticen
adecuadamente las caracteristicas genéticas de las lineas o cultivares producidos, mediante un adecuado
pfbceso de produccién y certificacion de los mismos. -Desafortunédamente, para muchas especies de
arboles, la produccién de semillas genéticamente puras a un bajo costo y en gran cantidad es
tecnicamente dificil, sobre todo en aquellas especies que poseen polinizacion cruzada (alégamas). Para
estas especies la clonacion de arboles maduros. puede ser una buena opcidn, que a la vez puede
conjugarse con técnicas de cruzamiento dirigidas (polinizacién artificial). Dentro de este contexto los
métodos de propagacion asexuales tradicionales como la produccidn de estacas acodos e injertos son
efectivas cuando se requiere Gnicamente de un nimero reducido de individuos o cuando existe a
disposicion suficiente material vegetal para satisfacer los requerimientos de produccién, sin embargo la
propagacién de genotipos silvestres prometedores y el desarrollo de los mismos es bastante pausado, a

menos que se logre incorporar técnicas de propagacion mas efectivas como lo es la propagacion in vitro.

I'r
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3.1.3 Problemas que limitan el desarrollo del cuitivo de tejidos en plantas con crecimiento

secundario.

De acuerdo a Randolph y otros (17), soh dos los factores que afectan el desarrollo de cultivo de

tejidos, tanto a nivel de investigacién como comercial: Los factores economicos y los factores técnicos.
3.1.3.1 Factores econémicos.
A. Costos por labor.

Los costos por labor constituyen la mas grande limitante para la micropropagacion & gran escaia de

| piantas lefiosas, ya que estos constituyen del 60 % &l 80 % de los costos totales. (5, 17)

L a forma mas viable de reducir dichos costos es reduciendo al minimo el namero de subcultivos &
haciendo mas eficiente el desarrollo de las técnicas para micropropagarios. Un ejemplo ilustrativo de
éstos, lo constituye el desarrollo de técnicas para el enraizamiento y desarroilo de biotes en puritas
meristeméticas con o sin presencia de auxinas, los cuales, son provocados en diferentes medios de cuitivo
suplementados con citocininas, los que conducen a una formacién rapida de brotes y a un menor numero

de subcultivos para la liberacion de los mismos.
" B. Laescala de produccién.
Si bien es cierto que miles de plantas pueden producirse a partir de un solo explante, el numero de

subcultivos que deben realizarse para el desarrollo de los mismos, hace técnicamente imposible el logro de

los volimenes considerados como minimos, que permitan recuperar el alio costo de inversion iniciat en



infraestructura, insumos y mano de cbra, para que la produccién sea econdmicamente rentable. Para
desarroltar esto, se requiere la disposicion del suficiente material vegetal considerado como minimo, para el
proceso productivo a gran escala, de tal manera que puedan propagarse miles de plantas en un periodo

relativamente corto.
3.1.3.2 Factores técnicos.
A. Establecimiento d_ef cultivo.

La seleccién apropiada del material para el establecimiento del cultivo, continua siendo uno de los
mayores probiemas en algunas plantas, especialmente arboles como coniferas y algunas latifoleadas de
los géneros Juglans, Castanea, Quercus y Distacia, esto de debe principalmente a que las plantas pueden

propagarse hasta que producen frutos y semillas, lo que hace muy dificil su propagacién. (4, 5, 17, 22)

_f_‘Co_mo afirma Roca (19), “la seleccion del explante esta definida por el objetivo perseguido y la
especie vegetal utilizada”, si e! objetivo final es la obte_ncién de dallo, pueden utilizarse una amplia gama de
explantes, siempre y cuando pueda inducirse en los mismos la desdiferenciacion del tejido, sin embargo
para técnicas de produccion de érganos directamente, se sugiere utilizar partes que permanecen en
crecimiento activo o en constante diferenciacion como las puntas meristematicas y las yemas axilares de
los tallos. Los embriones constituyen una buena opcion en el caso en que la segregacion genética que se
da como broducto de la unidn gamética, no sea un factor aberrante de las plantas propagadas. (19)
También debe de tomarse en cuenta que la seleccion esta ligado a su disponibilidad en el campo, a su facil

manipulacién, a su homogeneidad, a su facil desinfeccién y a un periodo de respuesta relativamente corto. .

(19, 24)

RO i §
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B. Contaminacion.

Un continuo problema en las plantas con crecimiento lefioso, es la contaminacion durante las fases
del cultivo. En las plantas que tienen vellosidad o pubescencia en las puntas meristematicas y hojas, .que
es muy comun, contintia siendo un verdadero problema. Quiza la parte mas importante lo constituye el
hecho de que en estas plantas, Ia_ contaminacién por bacterias pasa inadverida la mayor parte del tiempo

. hasta las fases finales del cultivo. (4, 5, 17) Dado que la desinfeccion o esterilizacion de! tejido influye no
solo en fa contaminacién o no del mismo, sino también en su capacidad de regenerarse en el medio de
cultivo, la técﬁica de desinfeccién utilizada, debe de estar orientada a lograr un minimo de contaminacion y

oxidacién prematura dei explante por efecios de plasmélisis. (19)

Existe una amplia gama de compuestos gquimicos que se pueden utilizar como desinfectantes para
los expléntes, siendo en la actualidad casi generalizado el empleo de etanol al 70 % y del hipoclorito de.
sodio comercial con el 1% al 3 % de ingrediente activo. Mucﬁas veces resulta de gran utilidad la aplicacién
de un agente tensoactivo que disminuya ia tension superficial dei agua y permita una mayor penefracion

de! agente desinfectante, como por ejemplo Tween 20 a razén de 4 a 10 gotas por litre. (24)
C. Fenolizacion del tejido.

Otro problema no menos importante es ia decoloracion dei tejido o explante por la formacion de
fenoles y polifenoles en el mismo, el cual es apreciado directamente en la decoloracién .del medio a las
orillas del explante. Esto puede ser eliminado utilizando antioxidantes como el 4cido citrico (150 mgfl),
sumergiendo los explantes al momento de realizar el lavado, o con carbén activado en dosis de 1000 mg/l

"en el medic de cultive. {4, 5, 17)

Bidwell (2), indica que ennegrecimiento det explante es causade por la oxidacion de compuestos
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fendlicos, en la herida del tejido. Estos compuestos son exudados dentro del medio, son atrapados por el
agar y acumulados, formando un érea negra alrededor del expante. Esta puede interferir con la absorcion

de nutn‘ehtes, resultando en una inhibicion del crecimiento.

Menciona ademés que al herir o romper los tejidos, se estimula mucho la respiracion por tres
razones: La primera es la rapida oxidacién de los compuestos fendlicos, que'tiene lugar cuando la
organizaciéon que mantiene a éstos substratos separados de sus oxidasas, se rompe. La segunda, son los
procesos normales de glicélisis y catabolismo oxidative, que aumenta conforme la disrﬁpcién de la célula o
células causa una mucho mayor accesibilidad de los sustratos, a la maqqinaria enzimatica de la
respiracién. Tercero, la consecuencia general de la herida es la reversiéon de ciertas células al estado
'meristemético,zseguido por la formacion de callo y la "curacién” o reparacion de la herida, tales células y
tejidos en activo crecimiento tienen tasas respiratorias muy superiores a los tejidos maduros o en

descanso. (2)

Se conocen varias enzimas que oxidan a los fenoles dando quinonas. Dos de los mas importantes
son la monofenol oxidasa (tirosinasa) y la polifenol oxidasa (catecol oxidasa). Estas enzimas participan en
la caracteristica "reaccién traumatica” de las plantas y contribuyen a la respiracién traumatica, convirtiendo
los fenoles liberados en la herida a quinonas. El color café en la herida {por ejemplo cuando a un tubérculo
de papa o una manzana se le hace un corte o se golpea), s un resultado de dicha reaccion. Es evidente
por la rapida reaccion que ocurre al herir, que tanto la enzima como el subsirato, (los cuales parecen ser

solubles), deben haber estado apartados uno del otro en la célula normal, aprisionados en diferentes

compartimientos celulares. (2)

D. Estabilidad genética.

Debido a que esta variable se origina a nivel celular, la estabilidad genética de las plantaciones

I
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micropropagadas, puede ser un factor fundamental para el desarrollo de plantaciones comerciales de gran

escala.

La variacién genstica y epigenética que se da en los explantes y propagulos, puede dar como
resultado un aspecto y comportamiento diferentes a los que se producen por métodos de propagacion

t_radicio'nales. (8, 17)

En general, la propagacion con aitas conceniraciones hormonaies puede causar una mayor
variacién; también influye en esto el tipo de explante -que. se utiliza y e! tipo de desarrollo del mismo. Se ha
demostrado que la propagaciéon por medio de puntas meristematicas y yemas axilares provocan un
minimo de variabilidad, mientras que por otro lado la formacion y regeneracién de callo, es desventajosa
para la formacion de clones fieles al tipo. Para el control de dicha variacion Hartman (8), propone el
desarrolio de cuatro fases:

« Seleccién del cultivar: hace referencia a la identificacién de la naturaleza y caracteres genéticos, lo cual
determinaré el sistema de propagacion que se escoja.

« Seleccion del explante especifico y su fuente: asegurarse de que el material vegetal utilizado sea del
cultivar correcto y que no constituya una variante del mismo.

» Seleccion del procedimiento de propagacién: en general, las técnicas que permiten la regeneracién de
plantas de manera mas rapida y eficiente (cultivo de meristemos y yemas para producir organogénesis
o embriogénesis dirgcta), son preferibles a las que incluyen la regeneracion del callo, que cuando forma
parte del proceso, no debe ser subcultivado mas de tres veces.

e Observacion de plantas propagadas: al final de la etapa de multiplicacion, debe comprobarse por
inspeccién la existencia de plantas aberrantes o fuera del tipo y eliminarse. Esta inspeccion debe
hacerse en todc tiempo y clasificar por uniformided a las plantas que deben pasar a la etapa de
acondicionamiento o pretrasplante. Seguidamente deben realizarse pruebas de descendencia, que

garanticen que las plantas producidas son apropiadas para el propésito a que se destinan, para lo cual
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puede recurrirse a pruebas como el andlisis fendtipico de la progenie o el uso de isoenzimas como

marcadores genéticos. (8)
E. Vitrificacion.

La vitrificacién de los explantes es un prdblema comdn en la micropropagacion de plantas con
crecimiento secundario, que se caracteriza por la acumulacion de agua y la apariencia traslicida de las
hojas. Las hojas vitrificadas tienen en apariencia un parénquima de empalizada apropiado, pero poseen
grandes espacios intercelulares, {a cuticula cerosa es muy delgada y con pocos estomas, de los cuales la
mayoria no son funcionales. Bajos niveles de etileno y de vapor de agua en la atmésfera dei medio de
" cultivo, reducen la vitrificacion, también puede ser minimizada por la reduccion de amonio y de los niveles
de reguladores de crecimiento, principaimente citocininas en el medio de cultivo, aunque a su vez se
reduce el nimero de brotes producidos. También puede ser reducida limitando la absorcion de agua del

explante, aumentando la concentracién de agar o usando otro tipo de sostén como el Gelrite. (19)

3.1.4 Técnicas de micropropagacion para la formacion de clones en plantas con crecimiento

secundario.
3.1.4.1 Elongacién de meristemos, puntas y yemas axilares.

Este tipo de propagacién ocurre generaimente cuando las yer-as se encuentran en dormancia,
mediante la manipulacién de hormonas, principalmente citocininas en el medio de cultivo. Este método es
més comuin en maderas duras que en coniferas, su principal ventaja consiste en que se mantiene un
indice adecuado de estabilidad g_enética, lo que es de gran ayuda para la formacion de clones fieles al tipo.

Se han propagado patrones de los géneros Vitis, Sequoia y Pinus, entre ofros. (4, 17)

ST
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El cultivo de meristemos apicales ofrece un rapido y eficiente método para la propagacion

vegetativa a gran escala de plantas, asi como para eliminar las infecciones virales.

Doods (4), sefiala que entre mayor es el tamafic del explante mayor es la probabilidad de
regeneracion del mismo, agrega también que un procedimiento que no envuelva el desarrollo de la fase de
encallamiento es preferible, porque ta inestabilidad genética que incluye el desarrollo de esta fase, puede

constituir un factor aberrante para las plantas formadas.

En la mayoria de los casos, el medio basal Murashige y Skoog, propicia un normal desarrollo det
explante bajo condiciones del culfivo  estandares, generaimente se suplementan reguladores del
crecimiento, en especial citocininas, son agregadas también las giberelinas para lé iniciacién de las yemas
y en algunos casos se suplementan concentraciones bajas de auxinas ya que activan ia accién de la

citocinina. (4. 19, 24)
3.1.4.2 Organogénesis directa.

En la organogénesis directa, 1a iniciacion de brotes es producida y posteriormente son enraizados;
raramente se da el caso contrario, (rizogénesis) La iniciacion de brotes es producida, generaimente a
través de suplementar al medio citocininas (BAP, zeatina, kinetina 6 2IP), sin presencia de auxinas, para su
posterior traslado a medio de enraizamiento, en el cual se da el proceso inverso, suplementando al medio

con auxinas (ANA, AlB, 2,4-D) y reduciendo o eliminando la presencia de citocininas. (4, 5, 8, 17)

El hallazge de! factor que promovia la divisién celular, en preparaciones degradadas de ADN,
identificado como cinetina por Miller, condujo al estudio realizado por Skoog, en el que se demostrd la
importancia de las proporciones de auxina:citocinina, en la determinacién de la respuesta morfogenética in

vitro. Una proporcion alta de auxina, comparada con la de citocinina, favorecia la formacién de raices,
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mientras que una proporcidn baja, favorecia la formacion de yemas. Por otra parte, la adicién al medio de -
ciertos compuestos como la caseina hidrolizada (CH), modificaba la actividad reguiadora de las
proporciones de los reguladores antes citados, esto sugirié que el balance de ciertos factores, afectaba el
proceso de diferenciacion, entre los que destaca el explante, el medio de cultivo y el balance hormonal. En
cuanto al explante, el tamafio y el desarrollo ﬁsiolégico del mismo, son los factores a tomar en cuenta;
generaimente, los explantes grandes son mas dificiles de esterilizar que los explantes pequefios, pero
generalmente los primeros poseen un potencial regenerador considerablemente mayor. En cuanto a la
edad fisiolégica del explante, el potencial organogenético es inversamente proporcional a su edad

fisiolégica, es decir, que entre mayor sea la juvenilidad del explante mayor seré la probabilidad de obtener

una respuesta favorable. (19)

En lo que a medio se refiere, la concentracion de sales en el medio, junto con la adicion de
reguladores del crecimiento, son los factores mas importantes, utiliizandose medios como el MS, White,

Gambor y WPM, preferiblemente para el desarrollo de plantas con crecimiento secundario. (8, 19)

Con una concentracion alta de citocininas, en relacion a la de las auxinas, se logra la produccion de
érganos, evitandose la fase de encallamiento, también las giberelinas pueden jugar un papel impartante en
la produccién de brotes laterales, aunque en altas concentraciones puede inhibir la diferenciacion del

explante. (19)
3.1.4.3 Embriogenésis somatica

t a embriogenésis somatica consiste en la formacion de embriones, a partir de células somaticas,
que se desarrollan sobre las zonas de corte del explante (embriogenésis directa), o mediante la formacion y
regeneracion de callo (embriogenésis indirecta). Hasta el momento pocas plantas lefiosas han sido

propagadas por este método, sin embargo, se ha estado desarrollando y perfeccionando principalmente

Sr Trepe
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en coniferas, Pinus oocarpa Schiede y Cupressus lucitanica L. (4,5, 17)

La totipotencialidad de las células vegetales cultivadas in vitro, fue establecida por Reinerty Steward
en 1958, quienes descubrieron la induccion de embriones sométicos derivados de callos, producidos a
partir de apices radicales de zanahoria Daucus carota L. Steward sefiala que la suplementacién de auxinas

y de agua de coco son importantes para la formacién de calios embriogénicos. {19)

El explante, el medio de cultivo y los reguladores de! crecimiento son los factores que influyen en el
desarrolio de esta técnica. -Son pocos los explantes que tienen la habiidad de producir callos
embriogénicos, cominmente se usan plantulas en crecimiento, cotiledones, embricnes tanto sexuales
como apomicticos, primordios de hoja y apices caulinares. Se ha logrado producir embriones en plantas
con crecimiento secundario, a través de! empleo de tejido nucelar y 6vulos inmaduros en especies de los

géneros Mangifera, Citrus, Eugenia y Mirciaria. (19}

En cuanto a los medios de cultivo, el medio MS con algunas modificaciones, en cuanto al aumento
de la concentracién de sales y de aziicares, ha presentado resultados satisfactorios para el desarrollo de

programas de investigacion. {19)
3.1.5 WMedios de cuitivo.
Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un determinado explante, es

necesario elegir un medio apropiado de cultivo. En general los medios de cultivo se encuentran

constituidos por los siguientes componentes (14, 21);
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3.1.5.1 Sales inorgéanicas.
A. Macronutrientes.

Los tejidos en cultivo requieren de una fuente continua de compuestos inorganicos. Ademas de

carbono, hidrogeno y oxigeno, los elementos mas requeridos son principalmente: N, P, K, Ca, MgyS.

El nitrégeno se adiciona en grandes cantidades y se encuentra presente en el medio en forma de
nitrato o iones de aménio, o la combinacién de ambos iones. El sulfato de magnesio (MgS0,7H,0)
satisface tanto el requerimiento de magnesio como el de azufre. El fésforo puede adicionarse en cualquiera
de las formas '-NaHzPOQ.HZO 6 KH,PO,. El potasio se encuentra en grandes cantidades en la naturaleza,
- es un catidén que se agrega en forma de KCI, KNOs, 6 KH,PO,. El calcio se adiciona con CaCl,.2H,0,
Ca(NO3),.4H,0 6 la forma anhidra de cualquier sal. El sodio es un catién que no es requerido por plantas
superiores, sin embargo, puede ser un elemento esencial para cultivos de haléfitas, o plantas C4. El cloro

esta presente en la forma de KCi 6 CaCl,. (21)

B. Micronutrientes:

Para una adecuada actividad metabélica, las células vegetales requieren de micronutrientes, lLos
mas esenciales son: Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co y Mo. Los uliimos cinco elementos son fundamentales para

la sintesis de clorofila y la funcién de los cloroplastos.

El hierro es requerido para la formacion de precursores de la clorofila. El manganeso s necesario
para el mantenimiento de la ultraestructura y el proceso fotosintético (la actividad del fotosistema | es
proporcional al contenido de manganeso). El cobre y cinc son requeridos para la oxidacién e hidroxilaciéon

de compuestos fendlicos. E! molibdeno y hierro forman parte de las enzimas nitrato reductasa y
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nitrogenasa. El cobalto es el metal componente de la vitamina B12. El boro es necesario para el
mantenimiento de la actividad meristematica, estd involucrado en fa sintesis de bases nitrogenas, en

pariicular uracilo,

Varios micronutrientes estan relacionados con la actividad de los reguladores de crecimiento.
Ejemplos: Zn-auxinas {Zn esté relacionado con la sintesis de triptéfano, precursor del AlA). Deficiencia de

boro reprime 1a sintesis de citocininas, pero aumentan fos niveies de auxinas.

Agentes guelatos: son compuestos cuyas moléculas son capaces de detener un ién de un metal
con varias uniones quimicas, formando un anillo complejo (quelato), ejemplo: EDTA (&cido
etilendinitrotetracético). Bajas concentraclones de EDTA estimulan el crecimiento, haciendo que el hierro

este disponible en bajas cantidades. (21)
3.1.5.2 Vitaminas.

Las planias verdes se consideraban normalmente autdtrofas para las vitaminas, pero puede ser
necesario afadir al medio aigunas de ellas, hasta cuando ios cultivos crezcan o se hayan vuelto verdes.
En la mayoria de los medios, la tiamina, la piridexina y el &cido nicotinico, se consideran benéficas y se
afiaden de forma nutinaria. Las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones

cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequeiias cantidades.

Las -v-itarﬁina-é mas empleadas son: Tiamina (Vitamina B1), se afade como tiamina HCI, en
cantidades que varian de 0.1 a 30 mg#. Esta es realmente la Gnica vitamina esencial para el crecimiento
de células vegetales. Acido Nicotinico (Niacina). Piridoxina (Vitamina B6), se afiade como piridoxina-HCI.
Mio-inositol, no es propiamente una vitamina, sino un azicar-alcohol, tiene un efecto estimulante sobre la

morfogénesis, partiendo probablemente en ia via biosintética del &cido galacturénico. El acido pantoténico
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ayuda al crecimiento de ciertos tejidos. El &cido félico disminuye la proliferacién de tejido en la obscuridad,
mientras que en la luz la aumenta, esto es debido a que en presencia de luz, es hidrolizado a &cido P-
aminobenzdico. Riboflavina es inhibidor del crecimiento de raices. La vitamina E ayuda a la formacion de

callos que provienen de embriones y en cultivos en suspension, ayuda a la viabilidad de celulas. (29)

3.1.5.3 Reguladores del crecimiento.

En cultivo de tejidos se utilizan propiamente cuatro grupos (21):
A. Auxinas.

Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias, que tienen en comun la capacidad de
producir un agrandamiento y alargamiento celular; sin embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que

promueven la divisién celular en el cultivo de tejidos. (11)

Entre las auxinas tenemos: acido indolbutirico (AIB), se utiliza en un rango de 0.1-10 mg/l. Acido
indolacético (AlA), se utiliza en un rango de 0.1-10 mg/l. Acido naftalenacético (ANA), acido 2.4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D). Acido paracloro fenoxiacético (PCA), se utiliza en un rango de 0.001-10 mg/.
(29)

También se utiliza ampliamente un buen nimero de sustancias que provocan un efecto fisiologico

similar y que se han producido sintéticamente. (11)
B. Citocininas.
Skoog et al, propusieron el término cinina como un nombre generico para sustancias naturales y

sinteticas, que presentaban los mismos tipos de actividad biolagica que la cinetina (6-furfuril-aminopurina).

Con el fin de evitar confusidn con el término cinina, segln se utiliza en los sistemas animales, un poco mas

T
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tarde se adopto la palabra citocinina para designar las sustancias de division celular. (11)

Las citocininas promueven la division celular y organizacion de calios. Las mas utifizadas son:
benciladenina {BA), cinetina y zeatina, en concentracion de 0.03-30 mg/l. La BA es la citecinina de empleo

mas generalizada. La cinetina estimula la formacion de brotes y yemas adventicias. (21)
C. Acido giberélico

Luego de su aislamiento a partir del hongo Gibberelia fujikuroi, el acido giberstico (AG3), se convirtid
en un tema de intensa investigacidn, aunque la adicién de este compuesto a los medios de cultivo de
tejidos, ha sido ocasional, a pesar de sus efectos fisioldgicos tan amplios. Se sabe que hay varias
giberelinas, relacionas con el AG;, que son productos complejos del metabolismo del hongo o de plantas
superiores, y que son capaces de intervenir en el crecimientoc de muchas planias ocasionando
especialmente un alargamiento celular. (11) Ei acido giberdlico promusve fa elongacion y reprime la

formacién de brotes de cualquier clase de tejido organizado. (21)

D. Acido abscisico.

Se utiliza en casos muy especiales, estimula la sincronizacién durante la embriogénesis en ciertos

cultivos, también inhibe el crecimiento. (21)
3.1.5.4 Aminoacidos.

Ningiin aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro, sin embargo existen varios
que se han utilizado experimentalmente. Los aminoacidos proporcionan una fuente inmediata de nitrdgeno

al tejido y su asimilacién puede ser mas rapida que el nitrégeno inorganico proporcionado por el medio.
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Los aminoacidos también pueden actuar como agentes quelantes. A continuacion se indican las funciones
principales de los aminoacidos en sistemas in vitro. La glutamina y asparagina son transportadores de
nitrbgeno, L-arginina estimula raices, L-serina es empleada en cultivo de microsporas y 1.-cisteina es un

agente reductor. (13)
3.1.5.5 Carbohidratos.

Son utilizados como fuente de energia y como reguladores osmaticos. La sacarosa es el azlcar

empleado universalmente. Le siguen en importancia glucosa, maltosa, rafinosa, fructuosa, galactosa,

manosa y lactosa. (21)

3.1.5.6 Agua.

El agua utilizada para la preparacién de soluciones debe ser bidestilada, tridestiada o

desmineralizada.
3.1.5.7 Agentes solidificantes.

Cominmente se ha empleado el agar como un sistema de "soporte”, para la preparacion de medios
solidos o semisolidos. Las ventajas que representa el agar son:
« Con agua el agar forma geles que se derriten a 100 °C y se solidificar a 45 °C. Esto significa que este
gel es estabie a tpdas las temperaturas de incubacion.
s El agar no es alterado por las enzimas vegetales.
+ El agar no reacciona con los constituyentes del medio.

+ Nointerfiere con la movilizacién de los constituyentes del medio.



22

Otros compuestos se han empleado para substituir el agar, sin embargo, poéos han tenido éxito.
Posiblemente el que mas popularidad ha alcanzado es el "Gelrite". Debido a que el agar es costoso, es

importante tomar en cuenta otros compuestos que nos permitan substituir este soporte. (21)

3.1.5.8 Suplementos no definidos.

Algunos de los suplementos utilizados han sido:
A. Levadura y extracto de malta.

La levadura y el extracto de malta de cebada generalmente se suministran en concentraciones
respectivas de 0.5% hasta 1% v/v. Estas dos sustancias se pueden considerar también como buenas

fuentes de nitrogeno reducido, de precursores potenciales de las adenil-citocininas. (11, 21)
B. Agua de Coco.

Un paso importante en el desarrollo de las técnicas actuales para estimular la divisidn celular de
explantes, fue la observacion de que el agua de coco (AC), a niveles relativamente bajos (5% - 10% viv),
podia interactuar con las auxinas y promover el crecimiento, en situaciones en que por si solas eran
ineficientes. |

E! agua de coco {AC), es un medic muy complejo, con una amplia gama de componentes organicos
e inorganicos; tiene buena capacidad de amortiguacion (buffer), y no es rso encontrar sales en ella.
Aunqgue el AC es muy rica en magnesio y fosfato, no todos los elementos minerales que contiene son
indispensables y se pueden reemplazar por un medio salino basal. El contenido de azlcar, de alrededor
de 2.5%, no es algo fuera de io comuin y se puede reempiazar (se han identificado sustitutos como
glucosa, fructosa, sacarosa y ofros aziicares). Adicionalmente, se encuentra en ella nitrégeno no

proteinico soiuble, en forma de aminoacidos. (11)
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C. Caseina hidrolizada.

La caseina hidrolizada (CH), digerida enzimaticamente, se ha utilizado de forma rutinaria como un
suplemento de medios de cullivo para plantas; se prefiere esta caseina porque la hidrélisis 4cida destruye

el triptéfano presente en la sustancia. (11)

b. Antioxidantes: como el acido ascorbico.

E. Absorbentes: como el carbén activado. (21)

3.1.6 Factores fisicos del ambiente en los cultivos

La luz y la temperatura son los principales factores del ambiente de los cultivos. La humedad

relativa a menudo es cercana al 100% en los recipientes de cultivo. (21)
3.1.6.1 Necesidades de luz.

Los requerimientos de luz se dividen en diferentes parametros: la potehcia fuminosa por unidad de
superficie (o intensidad), expresada en Watts/m?,, la duracién de iluminacién expresada en horas/dia y la
calidad espectrat de la luz recibida. En los tejidos cultivados, la fotosintesis no es una actividad necesaria,
ya que la energia se proporciona en forma de glicidos. Sin embargo, segln observaciones, la fotosintesis
no se suprime por completo, sino qﬁe sélo se reduce de manera considerable, tal vez por la presencia de
azucares en el medio. Ademas, la luz es indispensable para regular ciertos procesos morfogenéticos,

como lo comprueban humerosos estudios. (29)

'

CITTYER
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A. Intensidad luminosa.

Algunos fracasos en jos culfivos de tejidos, han sido causados por usar una ‘intensidad de luz
excesiva, det orden de la que se utiliza en los fitotrones: 50 Watts/im?, o sea, unos 10,000 lux. Por lo
general, en las salas de cullive de tejidos, las intensidades luminosas varian de 5 a 25 Watts/m? (1000 a
5000 lux), con uso muy comin de 10 a 15 Watts/m® ~ A menudo, en la fase 3 de la multiplicacion
vegetativa, se tiende a aumentar la intensidad luminosa, para "fortalecer” y préparar a las plantulas que van

a ser trasladadas al invernadero para plantas. (29)
B. Periodo de lluminacién.

En apariencia, no hay muchos datos relaciocnados con la influencia eventual del pericdo de
iluminacién en la morfogénesis de los tejidos (sobre todo si ésta actua en forma andloga a la
fotoperiodicidad en piantas compietas). Parece que en la mayoria de ios casos io que mas importa es la

cantidad de energia luminosa recibida (intensidad por periode de iluminacion).

En la practica, la mayoria de los cuartos de incubacion de tejidos tienen un periodo de iluminacion

de 16 a 18 horas/dia. (29)
C Calidad de la luz.

Los extraordinarios trabajos de Seibert, demuestran que en los callos de tabaco, la luz azul (banda
espectral de casi 467 nm), o violeta (banda espectral de 419 nm), induce la formacién de yemas, y que la
luz roja (banda espectral de 660 nm), induce ia rizogénesis. Estos 'resulltados,‘ indican que los procesos
morfogenéticos son regulados por los pigmentos fotorreceptores: fitocromos y ofros. Por jo tanto, seria

interesante combinar dos tipos de tubos fluorescentes: uno, rico en radiaciones azules y otro, mas rico en
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radiaciones rojas. Por lo general, la referencia "luz de dia de lujo", es mas rica en radiaciones azu'es y la
referencia "blanco brillante de lujo", es mas rica en radiaciones rojas. Ademas es necesario asegurarse
con ¢l proveedor, de las curvas espectrales de emision. Por lo general, los tubos fluorescentes blancos del

comercio son suficientes. (29)

Aunque la longitud de onda de luz influye en la division celular y la diferenciacién de 6rganos en
micropropagacion, se aprovecha la luz blanca proveniente de tubos fluorescentes, excepto en casos

particulares. (25)
" 3.1.6.2 Influencia de la temperatura.

La temperatura de los cuartos de incubacion de tejidos, se regula en forma constante de 22-25 °C.
Esta practica es criticable, puesto que la temperatura real de los tejidos en el interior de los recipientes de
cultivo, puede ser mayor en 2 a 4 °C a la del cuarto (segiin mediciones hechas con termopares). En la
practica se regulara 1a temperatura del cuarto en 2 °C por debajo de la que se desee para los tejidos
cultivados. Las especies de clima templados estén "acostumbradas” a temperaturas mas bajas que las
especies tropicales, por esta razén seria interesante tener en los cuartos de incubaciéon una tem'peratura

del orden de 20 + 1 °C para las primeras y del orden de 25 + 1. °C para las segundas. (29) |
3.1.7 Descripcion del cultivo de aguacate.
3.1.7.1. Origen y dispersion.
Poblaciones silvestres de Persea americana Mill., se encuentran desde México hasta Colombia y de

ellas podrian originarse quizas en domesticaciones separadas, los tipos cultivados. De éstos se reconocio

desde el tiempo de los primeros cronistas, que podrian separase en tres grupos: La raza guatemalteca, la
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raza mexicana y la raza antillana. (9, 12)

La déécrip‘cién onginal del aguacate fue Persea americana por Miller, en 1768, partiendo
probabiemente de una érbol antillano. La tendencia actual es clasificar la raza antillana como Persea
americana var. americana, la raza guatemalteca como P. americana var. guatemalensis y la raza mexicana
.lcom"o P. americana var. d;jfmifolia, Diferentes especies guatémaltecas primitivas de Persea que son
arboles grandes (P. nubigena, P. steyermakii y un tipo silvestre primitivé conocido como aguacate de mico),
pueden ser los progenitores de la raza guatemalteca tipica de aguacates. Todas las especies Persea

estudiadas tienen un hamero cromosomico de 2n = 24. {9)

3.1.7.2 Clasificacion botanica.

REINO ' Plantae -

SUBREINO Embriobionta

DIVISION ' Magnoliophyta

CLASE B Mégnc’xliopsida

SUBCLASE ~ Magnolidae

ORDEN Magnoliales

FAMILA  Lauraceae

GENERO Persea

ESPECIE Persea americana Mil. (6)

3.1.7.3 Descripcion botanica.

A. A-sp-ecté general.

Es una especie perenne de tallo aéreo (o epigeo), con-caracteristicas lefiosas y follaje siempre
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verde, su raiz es bastante superficial. (20)
a. Raices.

Las raices son superﬂciales, dependiendo de la variedad, suelo y otras condicioﬁes de produccion.
La profundidacl alcanzada puede ser de 1-a 1.5 metros, en suelos sueltos es mayar. La raiz del aguacate
se caracteriza por tener muy pocos pelos radicales, y la absorcion de agua y nutrientes se realiza
principalmente en las puntas de las raices a través de los tejidos primarios; esto determina la
susceptibilidad del arbol al exceso de humedad, que inducé a las asfixias y ataques de hongos que pudren

los tejidos. (20)
b. Hojas. -

Sus hojas son simples y enteras. De forma eliptica y nervadura pinnada (de pluma). La insercion
en el talio es peciolada. Cuando es joven presenta un colqr rojizo (contenido de pigmentos en las
vacuolas), y una epidermis pubescente; ai liegar a la madurez estas hojas se tornan lisas, coriaceas y de
un verde intenéo y oscuro. La hoja adulta tiene una dimension aproximada de 15 centimetros de largo por

6 centimetros de ancho. (20)

El arbol esta normalmente cubierto de hojas y una vez cumplido su ciclo, éstas caen, siempre que
ya se hayan renovado en las ramas. En algunas variedades, antes de la floracion hay una defoliacion de
" corto tiempo, lo que significa que dichos arboles estan vegetando fuera de su habitat, es decir que no es

una variedad apropiada para esa zona. (20)
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¢. Ramas.

El aguacéte és sensible a 'Ias_ quemaduras. provocadas por el sol y su suscebtibiiidad es variabie

- segun las variedades. Las ramas son abundantes, g-enéraim-ente son delgadas y fragiles, por lo que se
pueden romper al cargar muchas frutos y por la accion del viento. Las heladas también déﬁan los tejidos,
recomendandose la proteccién de las 'pla'nt'as con paja o papel en los primeros afios de implantacién del

huerto. (20)
d. Fior. ' v

Las flores son hermafroditas {poseen los dos sexos), actinomorfas (simétricas), de color verde
amarillento y con un diametro aproximado de 1 cm. La inflorescencia (agrupacion de las flores), es una

panicula (racimo de racimos), que puede ser axilar o terminal. Se estiman unas 200 flores por panicuia.
yema vegetativa. (12)

En androceo esta compuesto por 12 estambres, ihsertos por-debajo del ovario o alrededor del
mismo. . De estos estambres, sdio ¢ son funcionales. Ei gineceo posee un solo pistilo, un ovario stupero

{por encima del pedinculc), es unilocular y con un sclo dvuls. (12)
e. Biologia floral.

Ei aguacate produce miles de flores por planta. Las paniculas se abren por periodos largos,
pueden ser semanas o meses. Sin embargo, el nimero de flores que se fecunda y producen fruto es muy -
bajo. La polinizacién presenta caracteristicas muy especiales, esta especie puede dividirse en dos grupos,

segun su comportamiento floral: Grupo A: las flores se abren por primera vez a media maifana, los sépalos
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y pétalos se extienden hacié afueré y Ios-estambresse encuentran adheridos a los pétalos formando
anguio recto con el gje de la flor y estan completamente cerrados. El pistilo en cambio queda solo en el
' centro con el estilo recto y receptwo hsto para ser fecundado. La secrectén de nectar de {as glandulas de
los estambres es muy activa y atrae a muchos insectos. Grupo B: hacia el medlo dia se—cierran las flores
pdr completo_; para abrirse de nuevo al_dia siguiente por la-tarde. Entonces los doce estambres aparécen
erectos y emiten polen en abundancia, mientras que el estilo esta marchito y no es recepiive. En éstos
arboles las flores por la mafiana funcionan como femeninas y pistiiadas,. y por la tarde del éegundo dia

como masculinas. (12)
f. Fruto.

El fruto es una baya que posee.un pericarpio delgado, grueso o quebradizo, un' mesocarpio
carnos'o. {con un pofcentaje de grasa que varia d_e 5 a 30%), y el “hueso” (proteccién seminai). Las
caracteristicas de los frutos son muy variables segiin la raza y el cultivar. Predominan los frutos en forma
: de pera, aunque hay también esiéﬁ#:os y ovoides. Son por !o-general-asimétricos, con un lado mas grueso
en que se halla mas ﬂ.bra y haces vasculares. El color extérno va desde amarillento hésta morado o casi
negroyla sdperﬁcie delisay brillantelhasté corrugada y opaca. El peso del fruto es diferente segun el tipo

ecolégico, oscilando de 50 gramos a 2.5 kilogramos. (20)

En el fruto los tejidos externos. epidermis e .hi'podér.mis. se separan en la madurez faciimente del
mesocarplo carnoso, rico en aceite, que constltuye la parte comestible, La epidermis compuesta por
células isodiamétricas de paredes fuertes tiene numerosos estomas y esta recubierto por una capa de.
cera. El mesocarpio es rico en aceite, el cual llega a constituir hasia el 30 % del peso, este aceite es muy
nutritivo, fécil de :digerir y aumenta conforme madura e fruto.- La pulpa del aguacate és ademas rica en
proteinas y contiene buenalca.ntidad de vitaminas A y C; la proporcién de. azicar es relativarhente baja.

(20)
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La semilla ovoide ocupa gran parte del fruto; esta compuesta por dos 'cotiledpnes carnosos y un
. embrién peqUeﬁo y no contiene endosperma. La testa esla constituida por una o cinco capas externas de
esclerénquima y varias de parénquima; la mas externa, inmediata a las capas del esclerénquima, esta

rellena de taninos, que le dan el color oscuro caracteristico. (20)

~ En México, segun el Instituto Nacional de Nutricion, una muestra de 100 gramos de pulpa de
aguacate arrojé un contenido de grasa dei 16 %, ademas de otros valores: {20)

Cuadre 1. Contenido de la pulpa del fruto del aguacats.

COMPUESTO CANTIDAD
Calorias 152
Proteinas 169
Grasa '  Grasa
Hidratos de carbono | 48 G
Calcio : _ - 24mg
Fésfore : 47 mg
Hierro _ 0.53 mg
Tiamina _ 0.09 mg
Riboflavina . 014mg
“Niacina 1.9mg
Acido ascérbico 14 mg

3.1.7.4 Grupos ecoldgicos.

A. Raza mexicana.

Persea americana var. drymifolié. 'Es originaria de los valles de México, de regiones con alturas de
1,500 a 2,000 msnm. Este aguacate posee en las hojas un olor caracteristico ¢ 2 anis, esto lo diferencia en

primera instancia de los deméas.

Los arboles son alios, de corteza delgada, con numerosas ramas delgadas y con gran cantidad de
lenticelas. Las hojas verde-oscuras y lustrosas son pequefias, de 8 a 10 cm. de largo; los brotes son

vellosos y de color verde palido o plateado; las flores son verde claro.
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El pesc del fruto generalmente es menor de 250 gramos, caracterizandose por sus frutos
pequefios, ya que las otras razas llegan a alcanzar un peso hasta 10 veces superior. La corteza de la baya

es delgada y lisa, de color verde o casi negros. (20)

La raza 'mexicana es la mas resistente a las bajas temperaturas. Las plantas jovenes fesisten de
-3 a-4°Cy las plantas adultas de -4 a -7 °C, pueden tolerar hasta -10 °C, si la duracién de la helada es
" corta.

Présentan cierta incompatibilidad para injertarse en patrones antillanos. La raza mexicana es
.susceptible a los suelos calcareos (de pH alto), y a la salinidad, siendo el pH optimo entre 5.5 y 6.5. Los
~climas muy calidos diﬁcultén la maduracién del fruto e inducen al aumento de las enfermedades

criptogamicas, tales como la antracnosis (Coﬂetotrichum o Gloeospornum). (20)

B. Raza antillana.

Esta raza se situa ecolégicamente en lugares bajos (menos de 500 msnm.), calidos y de una alta
humedad relativa. El aspecto del arbol no es tan vigoroso como en la raza mexicana; las hojas liegan a
sobrepasar los 20 centimetros de longitud y son de un color verde claro, amarillento, sin olor a anis. Los

nuevos brotes tienen al principio una coloracién rojiza, pasando luego al verde y al amarillo sin

veliocidades.

El peso de la fruta oscila entre 250 gramos y 2.5 kilogramos, consfituyendo la raza con mayor
tamafio de baya. EIl fruto posee un pericarpio coriaceo y liso, que se desprende facilmente una vez
maduro; el color es verde, fendiendo a oscurecerse, presentando ademas pecas pequefias. La pulpa es

abundante, de color amarillo y sabor dulce, el hueso es grande y se suelta en la madurez. (20)
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C. Raza guatemalteca.

Originaria de Guatemala, de -reg-ioﬁes con alturas de 500 a 1000 msnm. El &rbo! es de gran tamafio
y con hojas anchas y largas, de 15 a 18 cm. Generalmenté es poco recomendada para su uso como

patrén, siendo ademas un arbol q:-ue posee marcadas tendencias a la alternancia por su gran produccion
de frutos.

Igual que ta raza anfillana sus hojas son.'inodoras. El peso de los frutos es de 125 gramos a 2.5
kilogramos y su tamafic es més variado que el ia raza antilana. La baya presenta una corleza gruesa y
dura; su contenido de aceite es similar al de la raza mexicana, es decir de mediano a alto (un 20%). La
resisténcia al frio respecto a las otras razas es intermedia, las plantas jovenes resisten entre -2y -4 °C, y

las aduitas entre -3y -5 °C. (20)
/3.2 Marco referencial.
3.2.1 Localizacion del experimento.

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Cuitivo de Tejidos Vegetales de
ta Facultad de Agronomia de fa Universidad de San Carlos de Guatemala. El{aboratorio est4 ubicado en el
salén C-186, tercer nivel del edificio T-8, en la Ciudad Universitaria, zona 12 de la Ciudad de Guatemala.

3.2.2 Cultivares a utilizar.

3.2.2.1 Cultivar Fuerte.

Cultivar obtenido de la hibridacién de la raza mexicana con la guatemalteca. Posee una marcada

tendencia a la veceria, también llamada alternancia en la produccién, ia cual tiene que ser corregida
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mediante diversos cuidados por parte del fruticultor. El arbol es poco desarrollado y sus ramas se

extienden hacia el costado y a'bajo.

Su puipa arroja un contenido .oleoso del 22% (oscilando entre 15% ylzs%). La baya tiene una
forma tipicamente piriforme, tamario y peso medio de 300 gramos (ehtre 200y 350.gramos). La epidérmis
es flexible y elastica, de éolor verde sin brifflo. Su mesocérpio es vistoso y nb posee fibras, dandole una
buena calidad culinaria y facilidad para pelarlo. Su semilla es mediana._de forma conica y muy adherida a
la pulpa. Su calidad y su resistencia al transporte (que es una importante caracteristica comercial), lo

ubican entre los aguacates mas difundidos en América y Europa. (20)

Esta variedad tiene tendencla a la formacién de frutos no polinizados y sin semillas, que son mMas
alargados y pequeiios (parecidos al pepino), y a Ios que se conoce como pepinillos o cukes (en
Norteaménca). Es muy exigente en la floracion y en el periodo de cuajado, pues es sensible al frio y alas
temperaturas elevadas, situaciones querafectan los 6rganos de la flor y la viabilidad del polen. Es

importante determinar correctamente el habitat al tjue se destinara el cultivo. (20) .

3.2.2.2 Cultivar Booth 7.

Se originé en el huerto de Will Booth, Homestead, Florida, como un cultivar guatemalteco de origen
desconocido, en Uné plantacién mixta con aguacates de las :An!illas. La semilla se planté en 1920.
Fructifico por primera vez en 1927. Se propagd cqmercialmenta en 1935, | Fruto redondo ovalado, de-
tamarfio medio, con peso de .280 a 560 gramos. Cascara lustrosa, verde brillante, ligeramente granulada,
gruesa y lefiosa. La pufpa amarillo claro, _de b_uen sabor. _Semilla mediana y firme. Contenido de aceite de
7% a 14 %. -EI arbot se desarrolla vigorosamente, con tendencia a extenderse. El cultivar es prolifico con
la mayoria de sus frutds' dispuestos sisladamente. Muchos arboles se sobrecargan y muestran

agotamiento y tendien a una produccién alterna. El fruto soporta una refrigeracion moderada. (20)
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4. OBJETIVOS

4.1 Estudiar la respuesta de las yemas axilares del a-g-uacaté Persea americana Mill., cullivares Fuerle y
Bpoth 7. al cultivo in vitro; utilizando él medio basal de cultive Murashige y Skoog (MS), suplementado

con distintas concentraciones de auxinas, citocininas y giberelinas.

4.2 Comparér la respuesta de las yemas axilares, de los cultivares 'de aguacate Fuerte y Booth 7, al cultivo

in vitro.



5.1

5.2

§. HIPOTESIS

Las yemas axilares de aguacate Persea americana Mill., cultivares Fuerte y Booth 7, responden en

forma positiva al cultivo in vitro.

Habra diferencia en fa respuesta al:cultivo in vitro de yemas: axilares, de los cultivares de aguacate

Fuerte y Booth 7,

T
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6. METODOLOGIA
" 6.1 Fases de la investigacion.

El estudio se dividié en dos fases: la’ primera fue el control de oscurecimiento oxidativo y la
adaptacién de! material vegetal al medio de cultivo, usando como explantes yemas axilares de Persea
americana Mill., de los cultivares Fuerte y Booth 7. La segunda fase fue la induccion vy crecimiento de

protes adventicios, a partir del material obtenido en la fase 1

6.1.1. Fase I: Contro} del oscurecimiento oxidativo 'y adaptacion del material vegetal al medio de

cultivo.

Uno de los principales problemas en algunas especies lefiosas, como el aguacate, que se cultivan in

vitro, es el oscurecimiento oxidativo.
6.1.1.1 Tratamientos de la fase |.
Se evaluaron dos reguladorés de crecimiento, la citocinina bencilaminopurina (BAP) y la giberelina

4cido giberélico (GAs)cada uno con tres concentraciones, las cuales fueron: 0, 1, 2 mg/t v 0, 0.5, 1 mg#

respectivamente; se incluyd ademas un testigo, para un total de 9 tratamientos.
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Cuadro 2. Tratamientos de la fase |, para los explantes de aguacate de los cultivares Fuerte y Booth 7. .

Concentracién de reguladores
Tratamiento | Citocinina (BAP) | Giberelina (GA;)

' (mg) (mgh)

Ty 1 0

T2 2 0

Ts 1 0.5

Ta 2 0.5

Ts 1 1

Te 2 1

Ty 0 0.5

Ts 0 1 -

To 0 0

Todos los tratamientos anteriores se evaluaron separadamente para los cultivares Fuerte y Booth 7.
De éstos se selecciond el mejor tratamiento para cada uno de los cultivares, y este se uso para obtener el

material a usar en lafase Il.

6.1.1.2 Repeticiones de la fase |

" En esta fase se trabajé con un total de 10 repeticiones para ambos cuitivares evaluados.

 6.1.1.3 Medio de cultivo para la fase |.

Para la fase |, se utilizé el medio nutritivo basal liquido, descrito por Murashige y Skoog (MS) con
.puentes dé papel filtro, (para rec_iucirlla oxidacién), con los macrdnu_trientes reducidos at 56 %, mas 3.7 git
de pblyvinylpyfolidone (PVP) (antioxidante). A este medio se le adicioné 1 gr/l de benomyl (Benlate)
(fdngicida), mas 10 mgfl de tetraciclina (bactericida). Esto se hizo en |a_ campana de flujo laminar, después -
de haber autoclaveado _eimedi_o. debido a fa degrédacién de dichos productos con el calor y la presion. El

' pH del medio de cultivo se ajusté a 5.4.

PR s 4
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6.1.1.4 Procedencia del material vegetai.

' El material vegetal utiﬁzadb se obtuvo de plantas injertadas de los cultivares Fuerte y Booth 7. Las
plantas tenian un afic de edad, a las cuales se -t_e's pfdporcioné el rha'nejo siguiente: aspersién con
insecticidas y fungicidas a cada 20 dias, fertilizacion con una formula compuesta (triple 15), a cada 30 dias,

~ riego a cada 4 dias.
6.1.1.5 Colecta del material vegetal.

Las yemas axilares fueron colectadas entre las 7 y 8 horas. Los explantes se cortaron con un largo

aproxifnado de 3 centimetros, fueron envueltos en papel toalla, colocados dentro de una bolsa plastica

{para evitar la deshidratacion), y transportados en condiciones de baja temperatura.

6.1.1.6 Preparacién y lavado del material vegetal.

En el laboratorio se procedi6 a cortar los explantes a un tamano aproximado de 2 cms. Luego se
lavé el material con una corriente de agua durante 10 minutos. Seguidamente se limpié con un cepillo

suave, jabon figuido y agua destilada.
6.1.1.7 Solucién antioxidante,
Posteriormente, se colocé el material en un erlenmeyer con una solucién de 160 mg/l de &cido

citrico ¥ 100 mg/l de ‘acido ascorbico, manteniéndolo en agitacién constante durante 4 horas. (para reducir

la oxidacién)
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6.1.1.8 Desinfeccion del material vegetal.

E! procedimiento de desinfeccion consisﬁé en: paso del material en una solucién de alcohol etilico_ al
70%, por 30 segundos; luego fue frasladado a una solucién de 0.5 gram.os por litro de benomyl (Beniate)
mas 0.5 miliitros de Tween 20, en donde se mantuvo en agitacion durante 15 minutqs. Por ultimo el
material fue pasado por una solucién de hiploclorito de sodio al 10% mas 0.5 mililitros de Tween 20,

durante 5 minutos.

Seguidamente el material fue llevado a la campana de fiujo laminar, la cual fue desinfectada una
hora antes de cada sesion de trabajo con alcohol al 70%; los explantes fueron lavados tres veces con agua

destilada estéril y colocados en frascos de vidrio.

6.1.1.9 Siembra del material vegetal.

Eil material vegetal fue disectado dentro de cajas de petri, las cuales en su interior tenian papel fiitro.
Se cort6 la parte de la yema axilar que presentaba oscurecimiento oxidativo, dejando el explante con un
tamafio aproximado de 10 milimetros. Posteriormente se coloco el explante dentro de un tubo de ensayo

el cual contenia medio basal MS liquido (con puentes de papel filtro).
6.1.1.10 Incubacién de los cultivos

Las siembras se mantuvieron en el cuarto de incubacién, con iuz blanca de 1000 a 3000 lux de
intensidad aproximadamente. La temperatura media del cuarto fue de 23 °C y un fotoperiodo programado

de 16 horas de luz.

“yt
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6.1.1.11 Unidad experimental.

La unidad experimental estuvo constituida por una yema axilar de aguacate de cada uno de los

cultivares, dentro de un tubo de ensayo de 50 mililitros, el cual contenta 15 mililitros de medio de cultivo.

$.1.1.12 Variables respuesta de la fase L.
« Nuamero y porcentaje de explantes con oscurecimiento oxidativo.

s Numero y porcentaje de explantes verdes.
6.1.1.13 Toma de datos para ia fase .

Se tomé como explante oxidado aquel que presentaba una coloracién oscura parcial o totaimente,
después de 2 semanas de incubacion. Los expiantes verdes fueron aguellos que no presentaren
oscurecimiento oxidativo. En esta fase se selecciond el mejor tratamiento para cada uno de los cultivares,
posteriormente, estos tratamientos se ufilizaron para obtener el material experimental a usarse en la fase Il.

6.1.2 Fase lI: Induccién y crecimiento de brotes adventicios.

Una vez adaptado el material vegetal al medio de cultivo, aquellos explantes que se conservaron

~ verdes, pasaron a la fase |l de la investigacion.
6.1.2.1 Tratamientos de la fase 1i.

En esta fase se evalud la auxina acido indol butirico (AIB) y la citocinina'bencilaminopurina (BAPY,

cada una con 4 concentraciones que fueron. 05,1, 3, 5mghy0.5,3, 5 7 mgf, respectivamente.



Cuadro 3. Tratamientos de la fase Il para los explantes de aguacate de los cultivares Fuerte y Booth 7.

Concentracion de reguladores
Tratamiento | Auxina (AIB) | Citocinina (BAP)
(mgit) (mgll)
T1 0.5 0.5
T2 1 0.5
T3 3 0.5
Ta 5 0.5
Ts 0.5 3
Te 1 3
Tr 3 3
Ts 5 3
Tg 05 5
T1o 1 . 5
T11 -3 5
T12 5 5
T13 0.5 7
T4 1 7
Tis 3 7
Ti6 5 7
T17 0 0
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Todos los tratamientos anteriores se evaluaron separadamente para los cultivares Fuerte y Booth 7.

6.1.2.2 Repeticiones de la fase II.

Para ambos cultivares se trabajé con 4 repeticiones. El numero de re_péticiones en esta fase

dependié de la cantidad de explantes que sobrevivieron de la fase anterior,

6.1.2.3 Medio de cultivo para la fase Il

Para la fase |il, se utilizo et medio basal MS sélido, con los macronutrientes reducidos al 50%,

adicionandole 3.7 g/l de polyvinylpyrolidone (PVP), 250 mg/l de carbén activado (absorvente), vy

conteniendo diferentes concentraciones de auxinas y citocininas, para la induccién y crecimiento de brotes

adventicios.



42

6.1.2.4 Siembra del material vegetal.

Los explantes fueron subcultivados de la fase | (dentro de la campana de flujo laminar), se les cortd
la parte que presentaba oxidacion, y se colocaron dentro de fos tubos de ensayo Con medic basal MS

sdlido.
6.1.2.5 Incubacién de los cultivos,

Las siembras se mantuvieron en & cuarto de incubacién, con luz -bla.n.ba de 1000 a 3000 lux de
intensidad aproximadamente. La temperatura media del cuarto fue de 23 °C y un fotoperiodo programado

de 16 horas de luz.
6.1.2.6 Unidad experimental.

La unidad experimental estuvo constituida por una yema axilar de aguacate de cada uno de ios

cultivares, dentro de un tubo de ensayo de 50 miililitros, el cual contenia 15 mifilitros de medio de cultivo.

6.1.2.7 Variables respuesta de la fase li.

« Namero y porcentaje de explantes con oscurecimiento oxidativo.
« Nimero y porcentaje de explantes verdes.

« Numero, porcentaje y tamaiio de los explantes con efongacidn.

» Numero, porcentaje y tamafio de jos explantes con brotes.

6.1.2.8 Toma de datos.

Para la cuantificacion de los explantes con oxidacién y verdes, se tomo el mismo criterio usado en la

fase |. Se tomd como explantes con elongacion, aquellos en los cuales la yema crecio. Los explantes con
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brotes, fueron aquellos en los cuales los primordios foliares se abrieron, hubo un desarrolio del meristemo y
crecimiento de pequenas hojas. Las variables respuesta de la fase Il, se midieron después de la onceava

de incubacién.
6.1.2.9 Andlisis de la informacion.

De acuerdo al objeti\:ro del trabajo, de conocer la respuesta del aguacate al cultivo in vitro, se
planted un analisis descriptivo en base a frecuencias, medias y porcentajes de las variables respuesta. Se

hizo una prueba de T, para la comparacién de los porcentajes cbtenidos de las variables respuesta:

explantes vivos en la fase | y fase Il y explantes con elongacion o brotes.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

74 Fase . Control del oscurecimiento oxidativo y adaptacion del material vegetal al medio de

cultivo.
7.1.1 Explantes con oscurecimiento oxidativo en la fase l.

La muerte de las yemas axilares en los diferentes tratamientos, se debié a efectos de degradacion
del tejido, debido a la oxidacion y la constante liberacién de compuestos al medio de cultivo. Este
fendmeno es un efecto fisioldgico y quimico bastante severo, al grado que algunas yemas axilares a las 24

de horas de haber sido sembradas, mostraron degradacion de tejido tornandose de color negro.

Las yemas axilares que nc mostraron oxidacién de forma rapida, permanecieron de color verde
durante aproximadamente 4 dias, posteriormente empezaron a tornarse de color café, en la parte basal en

contacto con el medio, manteniéndose la parte aérea verde, la cual termind degradandose.

Los explantes expelieron alrededor de su base, compuestos producto de la degradacion del tejido y
en casos mas severos en todo el medio. Las yemas axilares, luego de transcurridos 10 a 14 dias,

mostraron una coloracién negra y se abservaron completamente deshidratadas.

La oxidacion del explante, siendo severa, no permitié que las yemas axilares absorvieran los

nutrientes necesarios, para la adaptacion y crecimiento posteriores.

Segun George (7), la superficie de corte de muchos explantes, inicia a decolorarse poco tiempo
después de la extraccién. Los explantes, o partes de ellos, frecuentemente se oscurecen cuando son
introducidos dentro del frasco de cultivo, donde ellos pueden a veces exudar coloraciones oscuras dentro

del medio. Este tipo de oscurecimiento u oscurecimiento esta asociado con las heridas. No todos los
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compuestos producidos son inhibitorios, pero frecuentemente se encuentra una decoloracion; el

crecimiento es inhibido y los tejidos pueden morir, a menos que se tomen medidas para evitario.

Los explantes pueden a veces producir pigmentos (rosados, rojo, café, rojizo, negro o azul), a veces
después de la extraécién’, o los cultivos pueden dar esto durante el crecimiento subsecuente. En algunos
‘casos, la formacion en este estado, es debido a dafio o senescensia de algunas células, causados por un
inapropiado' medio de cultivo. La secreciéﬁ de s_ubsta'ncias en’ cﬁﬂivas establecidos, no afecta el
crecimiento cuando la decolqracién ocurre en forma minima después del aislamiento, pero cuando esto

ocurre, el crecimiento es generalmente impedido. (7)

Se puede observar en e cuadro 4, que un 79 % del total de explantes del cultivar Fuerte, se
oxidaron; el tratamiento de 1 mg/l de GA, y el tratamiento sin aplicacién de reguladores, fueron los que
mostraron la peor respuesta con un 100 % de oxidacién; mientras que el tratamiento de 2 mg/l de BAP

mostrd la menor oxidacion con un 60 % (figura 1)

Para ej cultivar Booth 7, se obtuvo un 73 % de explantes oxidados, siendo el mejor tratamiento la
combinacion de 2 mg/t de BAP y 0.5 mgA de GA,, en el cual un 50 % de los expiantes se oxidaron. Los
~ tratamientos con 100 % de oxidacién fueron aquellos a los que se les agregd GA, (160 %). (Cuadro 5 y

figura 2)
7.1.2 Explantes verdes en la fase |.

Estos explantes pennanécieron de color verde, pero no mostraron ningi’m tipo de crecimiento. Se
puede observar en el cuadro 4, que un 21 % del total de explantes del cultivar Fuerte permanecieron
verdes; el tratam_iento con 2 mg/l de BAP fue el que mejor resultados mostrd, ya que se conservaron verdes

un total de 4 explantes equivalente a un 40 % (figura 1)
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Para el cultivar Booth 7, se obtuvo un 27 % de explantes verdes, siendo el mejor tratamiento la
combinacion d_e _2‘m;gl_|‘de BAP y 0.5 mg_ll de GA;, en el cual_ un_50 % de los explantqs ;per.manecieron
verdes. (Cuadro 5 y figura 2) | |

De. acuerdo con los cuadros 4 y 5, se puede observar que el cultivar Booth 7 supe.rc? en un 6 % al
.cultivar Fuerte, en cuanto a explantes verdes. Para ambos cultivares los mejores tratamientos fueron: 2
mgh.de BAP mas 0.5 mg/l. de GA; y 2 mg/l de BAP.

~ Cuadro 4., Respuesta de ias yemas axilares de aguacate Persea amencana Mill., cv. Fuerte, en medio
basal MS liquido, suplementado con diferentes cambmacnones de BAP y GA,.

No TRATAMIENTO | OXIDADOS % VERDES %%
1 1.0 mg/l BAP 7 70 3 30
2 2.0 mg/BAP . 6 . 60 4 40
3 1.0mg/ BAP + 0.5 mgll GAs 7 70 3 30
4 | 2.0 mglBAP + 0.5 mg/ GA, 7 70 3 30
5 1.0 mg/ BAP + 1.0 mgfi GA, 8 80 2 20
6 | .2.0mglBAP + 1.0 mg/t GA, 7 70 3 30
7 0.5 mo/l GA; 9 90 1 10
8 1.0 mg/t GAs 10 100 0 0
9 Testigo 10 | 100 0 0
TOTAL DE EXPLANTES 71 78.89 19 21.11

Cuadro 5. Respuesta de yemas axilares de aguacate Persea americana Mill., cv. Booth 7, en medio basal
MS liquido, suplementado con diferentes combinaciones de BAP y GA-_;

No TRATAMIENTO OXIDADOS | % | VERDES %

| 1.0 mg/l BAP 7 70 3 30
2 2.0 mg/l BAP B8 60 4 40
13 1.0 mg/ BAP + 0.5 mg/l GA; 6 60 4 40
{ 4 2.0 mg/ BAP + 0.5 mgfl GA; 5 50 5 50
| 5 1.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l GA; 7 70 3 30
-6 2.0 mgfl BAP.+ 1.0 mg/l GAs. 6 60 .4 - 40
7 0.5 mg/l GA; 10 100 0 0
8 1.0 mgh GA; 10 100 .0 0
9 ! Testigo 9 90 1 10

TOTAL DE EXPLANTES | 66 73.33 54 - 26.67
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7.4.3 Seleccion de los mejores tratamientos de la fase l.

Para la obtencion de material experimental a utilizarse en la fase |l, se seleccionaron los mejores
tratamientos para cada cultivar. Para el cultivar Fuerte, se utilizé el tratamiento de 2 mg/l de BAP, el cual

resulié ser el mejor en la fase |; para el cuitivar Booth 7, el tratamiento utilizado fue el de 2 mg/l de BAP

mas 0.5 mg/l de GAa.

En el cuadyo 6, se observa que para el cultivar Fuerte el 42 %, de los explantes se conservé verde;
mientras que un 46 % se mantuvo verde en ei cultivar Booth 7. Del total de los explantes verdes se

tomaron 68 de cada cultivar, que fueron los que se utilizaron para la fase il de la investigacién.

Cuadro 6. Respuesta de yemas axilares de aguacate Persea americana Mill., cv. Fuerte y Booth 7, en
medio basal MS liquido, utilizando el mejor tratamiento segun el cultivar.

TRATAMIENTO CULTIVAR | OXIDADOS % VERDES %
2.0 mg/l BAP Fuerte 104 57.78 76 4222
2.0 mg/l BAP+0.5 mg/l GA; Booth 7 o8 54.44 82 45.56

7.2 Fase )l: Induccidn y crecimiento de brotes adventicios.

{ 0s explantes que se mantuvieron verdes en la fase | (cuadro 6), fueron trasladados a medio basal
MS sdlido, en los cuales se subcultivd a cada 3 semanas, haciendo un total de 3 subcultivos. Se t_rabajc’:

con un total de 4 repeticiones para cada tratamiento.

Se evaluaron en total 17 tratamientos, combinando diferentes concentraciones de la auxina acido
indolbutirico (AIB) (0.5, 1, 3 y 5 mg/l); con la citocinina bencilaminopun‘na (BAP) (0.5, 3, 5y 7 mgf). Se

observo la oxidacion de los explantes y la elongacion o brotes de los mismos
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7.2.1 Explantes con oscurecimiento oxidativo en la fase Il.

En la fase Il de la investigacion, el proceso de oxidacion de los explantes se siguid observando, tal y
como se detalla en el cuadio 7. El 69 % del total de explantes del cultivar Fuerie se oxidaron; los
tratamientos de 5 mg/l de AIB méas 0.5 mg/l de BAP, 5 mg/l de AIB mas 5 mg/l de BAP y 5 mg/l de AIB més _
7 mg/l de BAP, fueron los que mostraron un 100 % de oxidacion; mientras que el tratamiento de 1 mg/l de

AIB mas 3 mg/l de BAP, mostrd el menor porcentaje de oxidacion con un 25 %. (Figura 3)

Para el cultivar Booth 7, se obtuvo un 72 % de explantes oxidados, siendo el mejor tratamiento Ja
combinacion de 3 mg/l de AIB y 5 mg/l de BAP, en el cual sdlo un 25 % de los explantes se oxidaron. Los
tratamientos con 100 % de oxidacion, fueron los que se les agregd 0.5 mg/l d_e AlB més 5 mg/l de BAP, 5
mg/l de AIB mas 3 mg/l de BAP, 0.5 mg/t de AlB més 5§ mg/l de BAP, 0.5 mg/l de AlB mas 7 mg/l de BAP y

5 mg/l de AIB més 7 mg/l de BAP. (Cuadro 8 y figura 4)

De acuerdo con George (7), 1a oxidacion pudo deberse a diferentes factores tales como:

Efecto del genotipo: la extension del oscurecimiento y la inhibicidn del crecimiento que ocurre en
cultivos, es muy dependiente del genotipo, siendo especialmente severo en géneros que naturalmente
contienen alto niveles de taninos u otros hidroxifenoles, tal como Caslenea, Hamamelis, Juglans, Quercus,

Paeonia, Rhododendron y muchas coniferas. {7)

Diferentes genotipos, ne sélo se diferencian en la cantidad de substancias fenélicas producidas, sino

las substancias a veces varian en su toxicidad, o las plantas muestran diferentes susceptibilidades.

‘Efecto de la fuente de explantes: los tejidos juveniles son a veces menos pPropensos a
oscurecimiento que otros mas viejos. Este fue el caso con Rosa spp variedad "Paul's Scarlet'; pero
explantes muy nuevos de Coffea arabiga son mas probables a mostrar oxidacién fendlica cuando se toman

de tejidos viejos.
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Para esta Investigacidn los explantes fueron tomados de plantas jovenes (1 afio de edad), las cuales

se mantuvieron bajo condiciones de invernadero y con un manejo controlado.

Efecto de la época del afio: un factor adicional que influencia el aparecimiento.de oscurecimiento,
puede ser la epoca del afic en que los cultivos son extraidos. En Hamamelis, el oscurecimiento fue alto

cuando los explantes fueron extraidos en mayo, y bajo, cuando fueron extraidos en julio y agosto. (7)

Efecto de las enzimas: algunos explantes se ennegrecien debido a la accién d.e enzimas de |
oxidacion que contienen cobre, a veces llamadas polifenol oxidasa, fenolasa y tyrosinasa (monofenol
oxidasa), las cuales son liberadas, sintetizadas o se presentan debido a sustralos y condiciones de
oxidacion, cuando los tejidos son lesionados o senescentes. Los sustratos para estas énzimas (son varios

en diferentes tejidos), son comunmente tirosina e hydroxifenoles, asi como acido clorogénico. (7)

Efecto de los reguladores de crecimiento: la formacién de polifenoles en explantes recién
extraidos, pueden ser influenciados por reguladores de crecimiento, pero los resultados no son

consistentes y compuestos que inducen oscurecimiento en una especie no tienen efecto en otra. (7)

7.2.2 Explantes verdes en la fase il

Se puede observar en el cuadro 7, que un 31 % del total de explantes de! cultivar Fuerte permanecieron
verdes; el tratamiento de 1 mg/t de AIB mas 3 mg/l de BAP fue el que mejor resuitados mostrd, ya que se

conservaron verdes 75 % de los explantes. (figura 3)

Para el cultivar Booth 7 (cuadro 8 y figura 4), se obtuvo un 28 % de explantes verdes, siendo el
mejor tratamiento la combinacién de 3 mg/l de AIB mas 5 mg/i de BAP, en el cual un 75 % de los explantes

permanecieron verdes.

ST
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Cuadro 7. Respuesta de las yemas axilares de aguacate Persea americana Mill. cv. Fuerte en medio basal
MS sélido, suplementado con diferentes combinaciones de AIB y BAP.

No TRATAMIENTO OXiDADOS % VERDES %o

| 1 0.5 mg/l AIB + 0.5 mg/i BAP 3 75 1 25

2 1.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP 2 50 .2 . 50

3 3.0 mg/ AIB + 0.5 mg/l BAP 3 75 1 25

4 5.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP 4 100 0 -0

i1 5 0.5 mgil AiB + 3.0 mgil BAP 2 50 2 50

6| 1.0 mgfl AIB + 3.0 mg/l BAP 1 25 3 75

7 3.0 mg/t AIB + 3.0 mg/i BAP 2 50 2 50

8 5.0 mg/l AIB + 3.0 mg/l BAP 3 75 1 25

9 | 0.5 mg/l AIB + 5.0 mg/l BAP 2 50 2 50

10 1.0 mg/l AIB + 5.0 mg/l BAP 3 75 1 25
11 3.0 mg/t AIB + 5.0 mg/l BAP 2 50 2 50"

12 5.0 mgi/l AIB + 5.0 mg/l BAP 4 100 0 0

13 0.5 mgfi AiB + 7.0 mg/t BAP 3 75 1 25

14 1.0 mgh AIB + 7.0 mgfl BAP 3 75 1 25

15 3.0 mg/l AlB + 7.0 mg/l BAP 3 75 1 25

1 16 5.0 mg/t AIB + 7.0 ma/t BAP 4 100 0 0

17 Testigo 3 75 1 25
TOTAL DE EXPLANTES a7 69.12 21 30.88

Cuadro 8. Respuesté de las yemas axilares de aguacate Persea americana Mill., cv. Booth 7, en medio
basal MS sélido, suplementado con diferentes combinaciones de AIB y BAP.

No TRATAMIENTO OXIDADOS | Yo I"VERDES | %
1 0.5 mg/i AiB + 0.5 mg/l BAP 4 160 v} 0
2 1.0 mgfl AiB + 0.5 mgfi BAP 3 75 1 25
13 3.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP 3 75 1 25
4 5.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP 2 50 2 50
5 0.5 mg/ht AIB + 3.0 mg/l BAP 2 50 2 50
6 - 1.0 mgf AIB + 3.0 mg/l BAP 3 75 1 25
7 -3:0 mg/l AIB + 3.0 mgfi BAP 2 50 2 50
8 5.0 mg/i AiB + 3.0 mg/i BAP 4 100 (V] 0
g | - 0.5mg/AIB +5.0 mgh BAP 4 100 g -0
10 | 1.0 mg/ AlB + 5.0 mg/l BAP 2 50 2 50
11 3.0 mg# AIB + 5.0 mg/l BAP 1 25 3 75
§ 12 5.0 mg#t AIB + 5.0 mgfl BAP 3 75 1 25
13 0.5 mg/l AlB + 7.0 mg/l BAP 4 100 0 0
14 1.0 mg/l AIB + 7.0 mg/t BAP 2 50 2 50
15 3.0 mg/l AIB + 7.0 mg/l BAP 3 75 1 25
16 5.0 mg/l AiB + 7.0 mg/i BAP 4 160 0 0
17: - Testigo ' 3 78 1 .25
| TOTAL DE EXPLANTES 49 72.06 19 27.94
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7.2.3 Respuesta de los explantes en la fase li.

En cuanto a la respuesta de los explantes, se obtuvo dos diferentes tipos: éiongacién del explante y

formaciéﬁ de brotes.
7.2.31 Elongacién de los explantes.

El crecimiento de los explantes se midio tomando como referencia la elongacion de la yema, lo cual
. se observé desde la cuarta hasta la sexta semana. El crecimiento fue demasiado lento y hubo un

estancamiento o letargo a partir de la sexta semana de incubacién.

Para el cultivar Fuerte, los expléntes alcanzaron una longitud promedio de 3.83 milimetros, despdles

de 11 semanas de cultivo, con un valor de 9 % de explantes elongados. (Cuadro 9 y figura 5)

En el cultivar Booth 7, los explantes alcanzaron una Iongitud promedio de 5 milimetros, despies de

11 semanas de cultivo, correspondiente a un 9 % del total de explantes. {Cuadro 10 y figura 5)

7.2.3;2 Formacion de brotes.

Enlos explantes con formacién de brotes, se obtuvo una apertura de los primordios foliares, y luego
hubo un desarrollo del meristemo, del cuat brotaron pequefias hojas, peroc después de la octava semana de

incubacién el proceso anterior se detuvo.

En el cultivar Fuerte, sélo se observé un explante con brotacién, correspondiente al tratamiento de 3

mg/l de AIB y 5 mg/! de BAP. (Cuadro 9)

Para el cultivar Booth 7, se observd brotacion de la yema en dos tratamientos, los cuales se

presentan en el cuadro 10 y figura 5.

ST
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7.2.3.3 Ausencia de respuesta.

La ausencia de respuesta se definié como la carencia de elongacion y emision de brotes, aunque

los explantes hayan permanecido de color verde, después de 11 semanas de incubacion.
Los valores observados fueron, para el cultivar Fuerte, en un 21 % de los explantes; mientras que
para el cultivar Booth 7, el porcentaje fue de 16 (Cuadros 9y 10)

Cuadro 9. Tipos de respuesta obtenidos a partir de yemas axilares de aguacate Persea americana Mill., cv.
Fuerte, en medio basal MS sélido, suplementado con diferentes combinaciones de AlB y BAP.

LONGITUD
No TRATAMIENTO | TiIPO DE RESPUESTA PROMEDIO
: # EXPLANTES | # EXPLANTES NINGUNA - DE '
BROTADOS ELONGADOS | RESPUESTA | ELONGACION

1 0.5 mgfi AlB + 0.5 mg/i BAP - - 1 -

2 1.0 mgf AIB + 0.5 mg/l BAP - - 2 -

3 ! 3.0 mg/ AIB + 0.5 mg/l BAP - - 1 -

4 5.0 mgh AIB + 0.5 mg/l BAP - - 0 -

5 0.5 mg/l AIB + 3.0 mg/l BAP - 1 1 3 mm

6 1.0 mg/l AIB + 3.0 mg/l BAP - 1 2 4 mm

7 3.0 mgfl AlB + 3.0 mg/l BAP - ' - 2 -

8 5.0 mg/l AIB + 3.0 mg/i BAP | - | I - 3 mm

9 0.5 mgi AIB + 5.0 mg/i BAP - - 2 - 2 mm
10 1.0 mg/ AlB + 5.0 mg/l BAP - - 1 - -

11 ] 3.0 mg/l AIB + 5.0 mg/l BAP 1 - 1 4 mm
12 | 5.0 mg/l AIB + 5.0 mg/l BAP - _ - 0 -

13 0.5 mgft AIB + 7.0 mg/l BAP -- 1 - 3mm
14 1.0 mg/l AIB + 7.0 mg/l BAP - ' - 1 -

15 3.0 mgfl AIB + 7.0 mg/l BAP | - - 1 -

16 5.0 mgfl AIB + 7.0 mg/l BAP - - 0 -

17 Testigo - - - 1 -

TOTAL DE EXPLANTES _ 1 (1.47%) 6 (8.82%) | 14 (20.58%)
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Cuadro 10. Tipos de respuesta obtenidos a partir de yemas axilares de aguacate Persea americana Mill. cv.
Booth 7, en medio basal MS sélido, suplementado con diferentes combinaciones de AIB y BAP.

L LONGITUD
No TRATAMIENTO TIPO DE RESPUESTA PROMEDIC
# EXPLANTES | # EXPLANTES | NINGUNA DE
BROTADOS | ELONGADOS | RESPUESTA | ELONGAGION

1 0.5 mgfl AIB + 0.5 mg/l BAP -- - 0 -

2 1.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP - - 1 -

3 3.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP - 1 - 4 mm
4 5.0 mg/l AIB + 0.5 mg/l BAP - -

5 0.5 mg/t AIB + 3.0 mg/l BAP 1 - -- 5 mm
6 1.0 mg/l AIB + 3.0 mg/l BAP - 1 -- 6 mm
7 3.0 mgft AIB + 3.0 mg/l BAP - 1 1 6 mm
8 5.0 mg/l AIB + 3.0 mg/l BAP - - 0 --

g 0.5 mg/l AIB + 5.0 mg/l BAP - - 0 -

10 - 1.0 mgA AIB + 5.0 mg/IBAP " ° 1 - 1 5 mm
11 3.0 mg/t AIB + 5.0 myg/i BAP - 1 2 6 mm
12 5.0 mg/l AIB + 5.0 mg/l BAP - - 1 -

13 0.5 mg/l AIB + 7.0 mg/t BAP - - - 0 -

14 1.0 mg/l AlB + 7.0 mgfi BAP - 2 - 4 mm
15 3.0 mg/l AIB + 7.0 mg/i BAP - - 1 -

16 5.0 mg/l AIB + 7.0 mg/i BAP. - - - 0 -

17 Testigo - - 1 -

TOTAL DE EXPLANTES 2(2.94%) | 6(8.82%) |11(16.18%)
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7.2.4 Comparacion de la respuesta al cultivo in vitro, entre los cultivares de aguacate Persea

americana Mill., Fuerte y Booth 7.
7.2.4.1 Explantes verdes en la fase |.

En la fase |, para el cultivar Fuerte, el 21 % de los explantes se consérvé verde, mientras qué para
el cultivar Booth 7, el porcerntaje fue de 27, del total de explantes. Se realizé la prueba de medias de la
variable respuesta explantes verdes de ambos cultivares evaluados. La probabilidad de obtener un valor
mayor que T = 0.7036 es alta (0.4818), lo cual indica que no se encontraron diferencias significativas. Por

lo tanto Ia cantidad de explantes verdes fue similar en los dos cultivares evaluados.

7.2.4.2 Explantes verdes en la fase Il

En el cultivar Fuerte, se mantuvieron verdes un 31 % de los explantes y para Booth 7 fue el 28 %.
En base a la prueba de medias, el valor de Prob. > | T | = 0.6995 es alto (T=-0.3894), por lo que se

concluye que no hay diferencias significativas entre el niriero de explantes verdes en la fase |l, entre

ambos cultivares.
7.2.4.3 Explantes que presentaron eloﬁgacién y brotes.

E! porcentaje de explantes que mostraron elongacion y brotes, para el cultivar Fuerte, fue de 10% y
para el cultivar Booth 7, de 12 %. El valorde T =0.2760 y la Prob. > | T | = 0.7843, lo cual indica que no

hubieron diferencias significativas en la cantidad de explantes que mostraron elongacion y brotes, entre los

cultivares evaluados.

ST
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Cuadro 11. 'Prueba de medias del porcentaje de explantes verdes en la fase | y fase Il y explantes con
elongacion y brotes, cv. Fuerie y Booth 7.

FASE ' CULTIVAR % T PRCEB>|T|
Explantes verdes en la] . Fuerte 21.11 ' |
fase | Booth 7 2667 07036 | 04918 NS
Explantes verdes en la Fuerte 30.88 '
fase I Booth 7 27.94 -0.3894 | 06935 NS
Explantes con “Fuerte : 10.29 _
clongaciénybrotes | Booth7 | 1176 02760 | 07843 NS

NS : no hay significancia.
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8. CONCLUSIONES

La principal limitante en el cultivo in vitro de yemas axilares de aguacate, Persea americana Mill.,
fue el oscurecimiento oxidativo. E! mismo se observé en el 79% y 73% del total de explantes de la

fase |, y enlafase i, en el 69% y 72%, para los cuitivares Fuerte y Booth 7, respectivamente.

En la fase |l, el 9% del total de explantes presentaron elongacién, en ambos cultivares. El 1% y el
3%, presentaron brotes, y el 21% y 16% del total de explantes, unicamente se mantuvieron verdes,

para los cultivares Fuerte y Booth 7, respectivamente.
Estadisticamente entre los cultivares de aguacate, Fuerte y Booth 7, no se encontraron diferencias

significativas, para los porcentajes de explantes verdes, en las fases | y I!, y el porcentaje de

explantes con efongacion o brotes.
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9.1

9. RECOMENDACION
Realizar estudlos detallados del proceso de oxldacmn de los expiantes el cual es determinante para

el establecumtento de cultivos in vitro. Para esto se sugiere utilizar alte numero de repetecnones y

unidades experimentales grandes.
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APENDICE 1

Elahoracion de soluciones concentradas de concentracion conocida.

Los componentes del medio de cultivo se agrupan en los siguientes conjuntos: macroelementos,

microelementos, quelatos de hierro, vitaminas y reguladores del crecimiento.

Para la elaboracién de volimenes considerables de medio, es conveniente tener los ingredientes en
‘forma de soluciones concentradas. La utilizacion de las soluciones cor_'icentradas, permite reducir pasos.en la
preparacion del medio y aumentar la precision en el pesaje de ios diferentes componentes dei medio. En ia
mayoria de oportunidades, varios componentes son combinados para minimizar el nimero de soluciones

concentradas.

Iniciaimente se seleccionara la concentracion y volumen que se va a ufilizar para cada una de las
scluciones concentradas (5x, 10x, 100x, etc). Se haradn los célculos necesarios de la cantidad del
componente o componentes de la solucién concentrada de acuerdo a los requerimientos del medio MS, se

anotara la informacién en la boleta correspondiente y se procedera a pesar.

En un beaker esterilizado previamente se vaciaré agua destilada a un tercio de la capacidad del
recipiente. Se vaciaran los reactivos uno por uno hasta disolverse completamente con ayuda de un agitador

magnético. En caso de la solucidn de hierro, su componentes se disolveran en forma separada en agua a 40

grados centigrados.

Después que todas las soluciones estén preparadas se transferirdn a balones para aforar, se
ajustaran a los volimenes deseados con agua destilada, evitando que no queden remanentes de los

reaciivos en os recipienies en donde se prepararon.
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Cada solucién concentrada se guardard en envases separados, previamente rotulados, anctando lo
siguiente: Tipo de solucién concentrada y concentracion, cantidad de solucién concentrada, fecha de
elaboracién y vencimiento, cantidad a agregar por litro de medio. Los envases conteniendo las soluciones

concentradas se almacenaran en la refrigeradora a una temperatura entre 2 - 6 grados centigrados.

Generalmente las soluciones concentradas se preparan de cada uno de estos grupos. Una solucién

puede ser 100, 10, 5, etc. (100x, 10x, 5x) veces mas concentrada que lo requerido para un iitro de medio de

cuitivo.,

La mayoria de los componentes de los medios basicos son completamente solubles en agua. Los
reguladores del crecimiento se diluyen en pequefios volumenes de bases (NaOH-KOH), acidos (HCl) o

alcohol etilico, luego se ajustan al volumen requerido con agua destilada.

Elaboracion de los medios de cultivo.

A continuacion se describe la forma de elaboracién de los medios de cultivo. A manera de ilustracion

se describe la elaboracion de un litro de volumen.

En un recipiente de 1000 ml., balén aforado o Erlenmeyer, agregara 300 a 400 m! de agua destilada.
Se colocara dentro del recipiente una barra magnética y colocara el recipiente sobre el agitador-calentador
magnetico. Se agregaran los componentes del medio de cultivo en el sig. nte orden: Solucidn concentrada
de macroelementos, solucidon concentrada de microelementos, solucién concentrada de hierro y la solucion

concentrada de vitaminas. Se agregaran ios reguladores del crecimiento segln las dosis.

Finalmente se agregara la sacarosa, se aforara con agua destilada para completar el volumen de 1

litro. Se ajustaré el pH a 5.8 utilizando soluciones de 0.1 y 1.0 N de KOH o NaOH y HCl seglin sea necesario.

— ‘ it L e el . bt
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Mientras se aj_usie el pH se mantendra el recipiente sobre ei agitador-calentador magnético. Se agregaran
0.7% de agar o 1.5 a 2.5 gfi de phytagel. La preparacion se calentara por 8 a 10 minutos en el homno

microondas hasta disclver el agar completamente.

El medio de cultivo se distribuird en frascos de cultivo, previamente rotulados con la siguiente
informacién: Cédigo del medio y fecha de elaboracién. Los frascos de cultivo conteniendo el medio de cultivo
se esterilizaran en el autoclave durante 28 minutos, a una presion de 1.05 Kglem? y a una temperatura de
121 grados centigrados. Después de la esterilizacion, los recipientes conteniendo el medio se colocaran en
un lugar adecuado a temperatura ambiente, hasta que' solidifique y enfrie. Finalmente seran almacenados

en el refrigerador hasta su uso,
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_ APENDICE 2
CONTROL DE LA CONTAMINACION

La contaminacion de los explantes fue minimizada a través de:

1. Manejo de la fuente de los explantes.

A las plantas de donde se obtuvieron las explantes, se les proporciond un adecuado manejo, que

consistio en aspersiones de biocidas en forma constante, fertilizaciones, riegos, limpias, etc.

2. Proceso de desinfeccion.
Et proceso de desinfeccion fue establecido en base a pruebas en cuanto al tiempo Optimo
requerido. Los productos empleados fueron: jabén liquido, alcohol etilico 70% (30 segundos), benlate 1
g/l mas 0.5 ml. de Tween 20 (15 minutos en agitacién), hipoclorito de sodio 10% mas 0.5 ml. de Tween

20 (5 minutos en agitacién) y agua destilada estéril.

3. Adicién de biocidas al medio de cultivo.
Al medio nutritivo basal MS liquido, se le adiciond 1 g/l de benomil (Benlate) (fungicida) mas 10

mg/l de tetraciclina (bactericida). Dichos productos impidieron el desarrolio de contaminantes dentro del

medio de cultivo.

4. Asepsia.
. Se tuvo especial cuidado en la correcta y adecuada desinfeccion ; manipulacién del material: asi

como también del equipo utilizado para la siembra de los explantes.
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CONTROL. DE LA OXIDACION
La oxidacién de los explantes se trato de minimizar, con las siguientes practicas:

1. Colecta del material vegatal.
El material fue colectado en horas de la mafana y fransportado en condiciones de baje

temperatiira.

2. Solucién anticxidante.
Se utilizé una solucién de acido ascorbico (100 mg/l) méas acido citrico (150 mg/l). Los explantes

se colocaron en dicha solucién y se mantuvieron en agitacién durante 4 horas.

3. Medic de cultive inicial.
Se utilizé el medio nutritivo basal MS liquido, con puentes de papel filtro, con los macronutrientes

reducidos en un 50% de la dosis recomendada.

4, Uso de antioxidantes.

Se adiciond polyvinylpyrolidone (PVP), 3.7 g/l, a los medios de cuitivo liquido y sélido.

8. Uso de absorbentes.

Se adiciond carbén activade, 250 mgfl, al medio de cultive sélido.

6. Ajuste del pH.

El pH del medio de cuitivo fue de 5.4.



CUADRO 12-A Requerimientos del medio de cultivo basal de Murashige y Skoog.

CANTIDAD (1X) CANTIDAD (1/2X)
COMPUESTOS (mgfl) {mgfi)
NH/NO; 1650 825
KNO, 1900 g50
CaCl,,2H,0 440 220
KH.PQ, 170 85
MgS0,.7H,0 - 370 185
Ki 0.83 0415
N32M004.2H20 - 0.25 0.0125
CoCl.6H,0 0.025 0.0125
ZnS0,.7H.0. 8.6 4.3
HsBO; 6.2 31
MnSQ,.H0O : 22.3 11.15
Na; EDTA 37.26 18.63
FeS0,.7H,0 27.6 ) 13.8
Acido nicotinico 0.5 0.25
Piridoxina-HCI 0.5 0.25
Tiamina-HCI 0.1 0.05
Glicina 2.0 1.00
Mio-Inositol - 100 50
Sacarosa 30,000 15,000
Agar 7,000 3,500
pH . 57-58 57-58

T
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CUADRO 13-A Requeiimientos de las soluciones concentradas de concentracién conocida.

CANTIDAD REQUERIDA |

SOLUCIONES ' R | CANTIDAD REQUERIDA |
CONCENTRADAS COMPONENTES {para 1 litro) g/l (diferentes volumenes)
' apn | NHNO4 1.65 agregar directamente
|Macro"A™ (1X) | KNO; 1.80 agregar directamente
e CaCl,;,2H;0 44 1.1 gramos
Macro"8"(10X) | kPO, 170 0.425 '
: ' _ (250 mi)
' | MgS0,.7H,O 37 0.925
Macro “C” (10X) _ 7 (2506 mi)
Kl 0.83 0.2075
| Micro “A™ (1000X) NaMoQ,.2H,0 0.25 0.0625
' ' ' (250 mi)
' 1CuS0,.5H,0 0.125 0.0125
Micre “B™ (5000X) CoChL.6H.0 0.125 0.0125
- (100 mi)
_ 1ZnS0,.7H;0 0.86 0.215
Vadinem s - \ {HsBO; 0.62 0.155
Micro °C” {100X) | Mns0,H;0 2.23 0.5575
' (250 mi)
Na,.EDTA 3.73 0.9315
| Sotucion Fe (100X) |FeS0,.7H0 2.76 0.69
: : {250 mi)
{ Acido nicotinico 0.5 0.05
. - Piridoxina-HCI 0.5 0.05
| ﬁggg’%‘ VHamInas | 1iamina-HCl 0.1 0.02
| Glicina 2.0 0.20
(100 ml)
inositol (100X) Myo-inositol 10.0 2.5

(250 mi)
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