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“Respuesta de dos cultivares de Aguacate Persea americana Mill. var.,
guatemalensis cv. Hass y var. americana cv. Booth-8 al Cultivo de
Tejidos in vitro.”

“Response of two cultivate of Avocado Persea americana Mill. var.
guatemalensis cv. lass y var. americana cv. Booth-8) at Tissue culture in
vitro”

RESUMEN

- El aguacate {Perséa americana Miller) es una planta nativa de las partes altas de México y Centroamérica.
Actualmente en Guatemala no se ha logrado generar uma teonologia adecuada que permita producir plantas
uniformemente genéticas y libres de plagas y cafermedades que comtnmente afectan al cultivo del aguacale. Por
lo que este estudio es parte de un proyeclo de gencracion de conocimientos y techologias que pretende contribuir
a encontrar soluciones a los problemas relacionados con la propagacion del aguacate. )

La propagacion clonal es una de Jas herramientas utilizadas para la obtencion de especies con fas mismas
caracteristicas genéticas; y actualmente la Micropropagacion es la técnica utilizada para la producciém masiva de
-muchas especies de importancia econdmica.

En ¢! presente trabajo se investigé la respuesta de dos cultivares de Aguacate, Hass y Booth-8, al cultivo de
teyido i vitro, utilizando el medio de induccion MS (Murashige & Skoog) estimulando yemas laterales con
diferentes combinaciones de reguladores del crecimiento. La investigacion fue dividida en dos fases: la Fase 1,
tuvo como finalidad controlar el oscurecimiento oxidativo; uno de los principales problemas en especies lefiosas
como el aguacate; el cual promueve la oxidacion y por lo {anto la muerte de los explantes. En esta fase se
evaluaron diferentes combinaciones de cilocinina: 6-Bencilaminopurina (BAP) y giberelina: dcido giberelico
(AGs). Los niveles utilizados fueron pasa el BAP 0.0, 1.0y 2.0 mg/lt y para el AG, 0.0,05v1.0 mg/it. Anterior a
esta fase fue necesario establecer un proceso de desinfeccion de los explantes que fueron extraidos de planias de
vivero, las cuales fueron confinadas bajo condiciones controladas, por ejemplo, control fitosanitario, fertilizacion
y riego. Luego los explantes recolectados fueron trasladados al laboratorio, El proceso de desinfeccion nuis
efectivo fue utilizar alcohol al 70% durante 25 segundos, hipoclorito de sodio (NaOCh) al 1.04% durantc 5
minutos y la combinacién de productos como ¢l Benomyt (0.5 gty y Bavisitin (0.5 ml/It). Luego los explantes
fueron inoculados en tubos de ensayo en un medio liquido con puentes de papel dentro de la campana de flujo
laminar, En esta fase s realizaron dos subcultivos con intervalos de 8 dias.
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A lo largo de todo el proceso en esta fase, se pudo observar que eI oscurecimiento de los explantes fue

mucho mayor de los que se obtuvlerou oon alg,un tlpo de respuesla. El cultivar Hass durante la fase I, presento 33

explantes vivos, el 31%, mientras que para él cultwar Booth-ﬂ se obtuvicron 26 explantes vivos, el 24%. Lo

cual dio como resultado que para el cultivar Hass, se ull|lZO el tratamiento 7 (2.0 ing/lt BAP + 0.0 mg/lt AG;)

porque obtuvo menos cxpiantes oxldados mlemras que para el cullwar Booth 8 se utilizo el tratamiento 5 (1.0
mg/It BAP +0. 5 my/lt AGy).

Esta dlferencla entre lratamnentos pudo debcrse ala vanablhdad entre cultw.ares a las condiciones de

- temperatura dentro del cuarto de crecimiento, a la intensidad luminica y al efecto que tiene el ambiente gaseoso

dentro del tubo de'ensayo qﬁe contenian los explante,
En la Fase i de la investigacion se evaluaron diferentes combinaciones de cilacinina: 6-Bencilaminopurina
(BAP)y auxina: Acido Indol-butirico (AIB). Siendo los niveles de BAP 0.0, 0.5, 3.0, 5.0 y 7.0 mg/lt y de AlB

1 0.0,0.5,1.0,3.0y 5.0 mg/l. La duracion de esta fase fue de 9 semanas, realizandose 3 subcultivos con 3 semanas
_de mtervalo _ o : .

Al lgual que on la fase antcnor se mamfesto mayor porcemaje de explames con oscurecimiento oxidativo,

en el cultwar Hass se observé el 76% de oxidacion y en el cultiyar Booth-s €l 73%. En esta fase no existid

dxﬁ:mncla alguna en cuanlo al control de la oxidacion. o
. Delos 25 explantes vivos del cultlvar Hass, el 60% mamfesto ausencia de respuesta, es. deir, solo se
maimmcron con una coloramén Venle En el culuvar Booth-8 de los 28 exp]anles vivos, el 39% no respondié a

“los dlstmtos !ratamnentos Aqui se pudo obscrvar que el cultivar Booth-B manifesto una leve diferencia en cuanto

a explantes sin respucsm _ _
El porcenta;e de explantes con fonnaclon de callo fue mayor ¢n el culnvar Booth-8 (43%) que en el cultivar

| Hass (28%) Los callos fomlados prescntaron las mismas caracteristicas en cuanto a color y cansistencia. -

En el cultwar Booth-s el 1 8% de los explantes presentamn formamén de brotes, los cualqprteniﬂl nua
cloganclén entre 3-6 mm; m;entras que para el cultivar Hass el 12% de los explantes presentaron ung. elongacion
de brotes de 4.5 mm. También sc pudo observar que al no continuar con los subcultivos de explantegycon. I:om a
nuevos medlos de cultivo, &stos nuclaban m proceso detrimental en su crecimiento y. desatrollo, y a la vez se.
estmmlaba el proceso de omdaclén de los. mlsmos Los tratamientos, que respandjeron mejor a la_formacién. de.
brotes ﬁmon los que tenian una conocntramén de 3mg/lt de BAP.

En sintesis y como puede aprecmrsc en el cuadro Tesumen, la dlferencw entre cultwares y w de Jos
explantes ala propagaclén in vuro fue mimma
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CUADRO RESUMEN. Resumen comparativo en Ias Fases Ly [l para los explantes de aguncate cv. Hass y

Booth-8 .
Explantes
: Cultivar Verdes Oxidados Sin Respuesta Con Calle Con Brote
Nomero | Porcentaje | Niamero | Porcentaje | Nimero | Porcentsje | Nimero | Porcentaje | Namwro | Porcentaje
' Hass
Fase | 33 31 75 70 - - - - - -
Fase i 25 25 77 76 15 60 7 28 3 12
Booth-8
Fasel 26 24 82 76 - - - - - -
Fasse li 28 28 74 73 11 39 14 43 5 18




L INTRODUCCION

El aguacate, Persea americana Mill., tiene como centro de origen Guatemala, alpunos estados del sureste
‘ mcxicano y ol resto de Centroamérica, La planta se identifica como Mersea americang y se distinguen tres razas, dec
acucrdo a su region geogrifica y a caracteristicas genéticas particulares. Las razas son: P. americana var, guatemalensis
(raza gualcmalleca) P. americana var. drymifolia (raza mexicana) y P. americana var. americana (raza antillana).(33)
El aguacate, es un cultivo refativamente nuevo en algunas areas del mundo. De las regiones de origen ha salido
diferente gennop]asma para paises como Istael, Estados Unidos, Sudafrica, Nueva Zelanda, Australia, Lspafta y otros.
Estos palses han reahzado inejoramiento genélico para obtener variedades mejoradas de gran potencial productivo y
econélmco Se prevee a este cultivo como prospecto comercial tanto para el mercado mtemo como para la exportacion,
la cudl es ahora de interés en ¢l establecimienio de industrias de aguacate en muchas ciudades. El desamoflo de
- “cultivares. supenorcs es bisico para establecer cualquicr agroindustria det Bguacate,
Actualmente la mdusma mundial de aguacate es todavia joven en comparaciéon con ofras industrias agricolas,
‘_ pero ha lomado gran auge en los dltimos doce aflos y prosigue su expansion, Hegando en 1a actualidad a cultivarse en
casi 50 paises del mundo. Los producmres mas grandes son, en orden de volumen producido; México, Estados Unidos,
Repubhca Dommlcana, Bras:l Israel, Espaiia, Indonesia, Haiti, Venezuela, Colombia y Sudifrica (3). Aun Gustcmala
siendo centro de OFigen no es conslderado un pais ¢con potencial econdmico para la exportacion del aguacate. Segin o
| Departamento de Cuarentena Vegetal del Ministerio de Agricultura de Guatemala, se ha logrado incursionar en In
exportacion del aguacate a paises Centroamericanos: como El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa Rica, pero ha
sido una demanda muy poco significativa, ya que carecen de los volimenes necesarios demandados y no cuamplen con
-1as normas de calidad exigidas por dichos paises. Siendo México el pais que tiene el mayor volumen de exporiacion a
nivel regional y mundial. (17)

En Guatemala escasamente se tienen cuantificadas las areas de mayor produccion del aguacate, pero de acuerdo
con informes técnicos del programa PROFRUTA-MAGA-IICA, se ha estimado que los cultivares Hass y Booth-3 son
los de mayor distribucion en el pais. (17)

Una de las técnicas més eficientes en la propagacién clonal de plantas es el cultivo de Iejidos vegetales, Is cual
consiste en cultivar diferentes porciones de una plania en un medio nutritivo artificial, bajo condiciones asépticas y en
condiciones controladas de luz, temperatura y humedad. Bajo los postulados de la totipotencia celular, en donde toda
célula vegetal posee la informacién genética para regenerar plantas completas, los tejidos asi cultivados pueden ser
multiplicados en forma masiva. Las principales ventajas de estas novedosas técnicas se centran en la obtencion de
plantulas libres de patdgenos y fieles a Ia identidad de la planta madre.

Todo el proceso de investigacion permitié obtener las distintas respuestas de los cultivares de aguacate, Hass y
Booth-8, utilizando como explante yemas laterales con varios primordios foliares, utilizando como medio de induccion
¢l de Murashige y Skoog; se evaliio ef efecto de la combinacion de tres tipos diferentes de reguladores de! crecimiento,
siendo el Acido Indol-butirico (AIB), el 6-Bencilaminopurina (BAP) y el Acido Giberelivo (AGs) en difcreates
concentraciones. Lo cual se croe que puede ser el proceso promisorio para el desarrollo 7 vitro del aguacate.




[1. DEFINICION DEL PROBLEMA

Siendo Guatenala centro de origen del aguacate y con ecosistemas propicios para el desarrollo de una gran
diversidad genélica, no se han logrado generar los conoéimienlos apropiados para obtener una tecnologia adecuada
para que los productores puedan tener plantacmnes que produzcan frutos que Sallsﬁlbﬂll las exigencias del mercado
internacional. Lo anterior se traduce en los SIstcmas delicienies de propagacion, prolileracién de plagas y enfennedades
en los cultivos y en las cosechas, desuqunmdad gendlica en las plantaciones comerciales, deficiencia en la calidad del
fruto, materiales genéticos poco adecuados para la comercializacion. Al no existir una tecnologia apropiada a nuestro
medio, las plantaciones comerciales se establecen y mailejall en fonna inadecuada, como resultado los productores
tienen que abandonar sus plantaciones después de haber hecho grahdcs illﬁcr;iorlcs. A pesar de lo anlerior, exisie un
grupo ‘considerable de productores con la confianza de que la tecnologia tieng que mejorar para producir frutos de
buena calidad. | . | |

El presente estudio es parte de un proyecio cuyos objeli\}os son la gcncracibn de conocimientos y lecnologias de
propagacién de aguacate, que contribuya a solucionar los problcmas relacmnados con la desuniformidad genética del
cultivo; ¢l cual consistié en establecer el protocolo para la pmpagaclém clonal de material vegetal de los cultivares
Hass y Baoth-8 utilizando diferentes dosis de auxina y cilocinina para estimular la induccion y proliferacion de brotes

¥

adventicios.




1. REVISION DE LITERATURA
3.1 MARCO CONCEPTUAL:

3.1.1 Aplicacién ¢ importancia de la Biotecnologia en ¢l desarrollo agricola:

Segun Vizquez, Carillo y Mejia (28), la Biotecnologia cs un conjunto de técnicas que incluyen la manipulacita
de organismos o parte de ellos con el fin de integrarlos al proceso de produccion; la cual basa su desanrollo en
importantes descubrimientos y estudios hechos en las Ciencias Bioldgicas como la Fisiologia y fa Gendtica,

Los estudios que fueron desarrollados sobre genética molocular por O.T. Avery (1944) y por Jim Watsoa y
Francis Crick (1951) acerca de la estructura y composicion del inaterial genético permitieron sentar (as bases de lo que
muchos Haman ahora la revolucidn biolSgica. Elle también permitié darle solidez cientifica al término acufiado por
Morgan (1901) de Totipotencia Celular, refiriéndosc a la capacidad que tiene una célula de desarrollar por regencracion
un organismo compleio. (28)

Todo este desarrollo tuvo lugar en paises como Estados Unidos, Japén, Francia, entre otvos, donde fueron

invertidos multimillonacios sumas de dinero en su fasc investigativa y recientemenie cn la comercializacion de los
productos al tercer mundo como un mercado potencial, (28)
. En Guatemala cuyo sustento econérmico es [a actividad agricola es de csperarse que la Biotecnologia alcance ung
gran _aﬁlicac_iém sustcmlado principalmente en el mejoramiento genético de cultives de cxportacidon, basindose
minﬁpﬂmmtc en las técnicas mis sencillas y de menores volimenes de inversién como ef cultivo i vigro de punias
mcristematicas, yemas axilares, hojas, etc, (28) |

3.1.2 Definicién de cultivo de tejidos:

En primer término, el cullivo de tejidos in vitre comprende, en sy acepcion amplia, un helu'ogt'nw grepo de
técnicas mediante las cuales un explante (parie separada de un vegetal, por ejemplo; protoplasto, eﬂnla, up:h. Grgano)
s¢ cultiva asépticamente en un medio de composicién quimica definida y sc incuba en condicionss ambioatalos
controladas, {20) _ .

En segundo témmino, los objetivos perseguidos con fa utilizacion del cultive in vifro do tojidos vegotalos son
numeroses y diferentes. Brevemente, las posibilidades de aplicacion de tales cultivos se puedcn reswsnir asi: 2) estudios
bésicos de fisiologia, genética, bioquimica, y ciencias afines; b) bioconversion y produccitn de compucstos itiles; )
incremento de la variabilidad genética; d) obtencidn de plantas libres de patogenos; ) propagaciin de plaates; y 0
conservacion ¢ intercambio de germoplasma.(20) :

Para Aguilar (1) y Villalobos (32) el cultivo de tejidos combina las técnicas corrienies de fitomejoramionto con
los. nuevos métedos biotecnolégicos y ofrece la oportunidad de reducir ¢l tiempo requerido para la produccion de
variedades mejoradas. En la mayoria de los cultivos de importancia econémica se necesita de siote & diez afios, desputs
del cruzamiento, para saber si se ha obienido una variedad mejorada, mientras en cultivo de tejidos iss mutaciones que




parccer prometedoras pueden identificarse en un.afio o dos.-Esto ofrece la ventaja de reduccion del tiempo y volumen
de siembra en campo requeridos por los métodoas convencionales.

De estas consideraciones surge que el establecimicnto de cultivos de Lejidos, es decir, la separacion del explante
y las operaciones relacionadas con su incubacion in vilre, dependera en gran medida del tipo de explante y del sistema
de cultivo que se emplee, los que o su vez dependera del objetivo perscguido. La respuesta obtenida com ef cultivo in
vitro de in determinado explante decidira sobre su utilidad para. ¢l logro de un objclivo propuesto. Es necesario
decalcar que, para su aplicacion en la agncultura, cualquler mstema de cultivo in vitre debe lograr come producto final
la rcgmeracuén de plantas enteras. (1) (32)

3.].-2.1.Explan¢e:

. ' La efeccion de un explante aproplado consntuye el pnmer paso para ¢ establecimiento de los cultivos; en
pnmm instancia, dicha eleccién est4 determinada por el objetivo perseguido v la especic vegetal utilizada. (20)

Siel ob_]etlvo final es la produccién de callos, es factible la utlhzaclon de una vasta gama de explanles que,
cultwados en eond:cuonu apropladas, permiten la proliferacion callosa Cualquter explante que contenga células
nw;lcadas vivas se puede emplear potenclalme-'nte para la obtencion de cal]os (20)

Es muy frecuente la utilizacion de 4pices o meristemos cauli inares, ho_las entrenudos, cotiledones, mices, anteras
c mcluswe tejidos altatmente diferenciados como los provenientes de los fiutos. Esta facilidad para la prollfmén
c.nllosapuedc hacerse extensiva a células y protoplastos, con el empleo de técnicas y medios de cultivo més elaborados.
El establecimiento de cultivos que persiguen determinados objetivos pueden limitar aun mas la eleccion del tipo de
explante. (20) .

' La propagacion in viiro de la mayoria de las plantas lefiosas requicre la uttlnzamon de explantes provenicntes de
matenales juveniles. (20)

3_.1.2.2 'I_‘_gl_na_ﬂq dpl ex_plnntt_-.: |

* El tamafio del explante es otro aspecto que se debe tener en cuénta para cf establecimiento de los cultivos; cuanto
l'mis grande sea, mayores son las posibilidades de obtener proliferacidn callosa, aunque cllo trac aparcjadsis mnydres
pmhabllldad de heterogeneidad y de contaminacién con mlcmorgamsmos Existe un tamafio minimo'#ol explanic,
wariable segin el matorial vegetal, por debajo del cual 1o se obtienen proliferacion callosa u otras rcs;um descables.
' - Se debe torer en cueata la mcidencia de otros factores quo a- menudo pueden alterar las reputstas de los
explanies caltivados; entre estos factores estin la dpoca del aflo en que se realizan los cultivos, especiatritcnte cuando
los explantes se obtienen de plantas de invernaderos o ¢camnpo. Otro factor serian los pretratamientos a los explantes y
las condiciones de crecimiento de las plantas donantes de los mismos. (24)

* Seglin Villalobos (1982) (34), ¢l tamaiio del explante no tiene mayor influencia. Sclamente en el caso de que se
ptetenda obtener plantas libres de virus, los meristemos (sin primordios foliares) tienen una alta probsbilided de
Fhfﬁmarplanm libtes de estos patdgenos; sin embargo, €s més dificil regenerar de ellos plantas completas.




3.1.2.3 Ascpsia del explante:

La asociacion explanie-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se incuban los cultivos conforman
un ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos (bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales
cultivos, competif con ¢l explanie por ¢l medio de cultiva o modificarlo. Evitar las conlaminaciones con
microorganismos es un aspecto basico que se debe Lener en cuenta para el éxito, no solamente en el establecimiento do
los cultivos sino en su alterior incubacidn y manipulacién. (20)

" Es dificil lograr cultivos completamente cstériles en el estricto sentido de la palabra. Para establecer cuitivos
asépticos es convenicnle o necesario: a) trabajar en ambicntes adecuadas; b) esterilizar los medios de cultivo; )
desinfoctar supcrlimalmcnle los explantes, liberandolos de bactenas y hongos exdgenos; y d) realizar los cultivos
rcspetando ciertas nonnas de asepcia. (20)

3.1.3 Medio de cultivo:

Hurtado y Merino (9) y Villalobos (32) indican que el éxito del cultivo de tejidos de plantas esti influcaciado
por 'la{composicién qﬁimi_ca de los medios de cultivo. Se ha determinado que ufilizando las sustancias quimicas
necesarias y las onndiciom.apmpiadas de nulrientes asi como su forma quimica adecuada se ha establecido cultives
pam cam todas las paries de una plantas en diversas especies vegcetales.

Villalobos (32) indica que pam cl crecimiento adecuado de las plantas se necesita que las mismas tomen del
suclo cantidades lmporlantu de macronutrientes como lo son: Jas sales de nitrdgeno, potasio, calcio, fdsforo,
magnesio, cobre, molibdeno y cobalto. Un medio de cultivo contiene estos ¢lementos y carbohidratos, normalmente
sacarosa, este (liimo compuesto sirve para reemplazar al catbonovquc ta plaﬁla normalmente fija por medio de la
fotosintesis. Se sabe también que se oblienen mejores resultados al incluir compuestos orgénicos en peguelias
cantidades tales como vitaminas, aminodcidos y reguladores de crecimiento,

3.1.4 Componentes del medio de cultive:

En la actualidad existen innumerables formulaciones cada una de las cuales contiene entre 13 y 35 compuestos
quimicos que suministran: (20)

8) Agua(agua de intercambio iénico o agua destilada)

b) * Sales inorgfinicas (macronutrientes y micronutrientes)

) Fuentes de Carbono ' -

d) Vitaminas _

e) Agente Gelificante (en el caso de medios semisolidos)

f) Sustancias reguladoras del crecimiento

g) pH (exponente del ién hidrogeno)

h) Oiros compuestos




3.1.4.1 Sales inorgAnicas:

l.1.4.1.a Adicidn de macronutrienies:

Estos son importantes en el crecimiento y des_énollo celular,.un medio de cultivo consta de los siguientes
macronutrientes: (1) (32) - -

e Nitrégeno se adiciona en grandes cantidades en forma de nitrato § ionés de mno'n.io o combinando ambas formas.

_Existen varias influencias del nitrégeno. En concentraciones alfhs, promueve ¢l enraizamiento. Mientras que en
concentraciones bajas, promueve el desarrollo de callo. o |

. Magnmo y azufte se adicionan normalmente ¢n forma de su]fato de magnesio ( MgS04.7H;0). Este clemenio e
un componeme importante de la molécula de clorofila.

s Fésforo se adicionan cualquiera de las formas siguicntes: Fosfato acido de potasm (NaH,PO,. H0 ¢ KH;PO.)
Este es un elemento necesario para el metabolismo de las plantas. Principalmente, ¢s utilizado para sintetizas ATP
como fuenie de energia.

e Potaslo se Bgrega en cualquiers de las fonmas sagulenws cloruro de polasm nitrato de potasio, fosfalo acido de
potaslo( KCI KNO; 6 KH;PO.) Existe relacion entre el potasio iGnico y la diferenciacién de drganos.

e Calcio se adicionan en cualquicra de fas s:guu:nl&s formas: clomro de calcio dihidratado, nitrsto de calcio
(CaCly.2H;0.Ca(N(),.4H,0 6 1a forma anl_udrade cua]qul er sal). El ca]clc_: es el componenie de la pared celulas.

e El .sodio, este catidn no es requerido por plantas supcriores, sin eﬁlbargo, puede ser un elemento escucial pars
Clﬂﬁvos de halofitas o plantas Cy. |

. El cloro cstd présente en Ia forma de KCl 6 CaCl,.

3.1.4.1.b Adicién de micronutrientes:

Aguilar (1) y Vitlalobos (32) dicen que estos son necesarios ya que SON COMPONEnIes de las proicimss de ins
células vegetales y tienen importancia a nivel fisiologico y metabélico. '

o Hierro se aflade en forma de quelatos de hierro (fe-EDTA), puesto que de la forma sulfato precipita y nc o8
disponible a las células. Es requerido para la formacion de precursores de la clorofila,

e Manganeso itportante en la actividad fotosintética ya que cuando este clanento no s¢ cucuentm presenlc
disminuye 1a actividad fotosintética (la actividad del fotosistema Il es proporcional al contenido de Mn).

» Zincy cobre son requeridos para la oxidacion e hidroxidacién de compuestos fenolicos.

+ Cobalio es metal componente de la vitamina By;.

e Boro necesario para ¢l mantenimiento de la actividad meristematica.




3.1.4.2 Fuentes de carbono:

Muy pocos cultivos in vitro son autdtrofos, y por lo tanto es necesario agregar al medio una fuente de carbono.
La sacarosa (2% a 5%} es el azdcar que més se utiliza, y se puede reemplazar por glucosa y en menor medida por
fructuosa; en gencral, la maltosa v 1a galactosa son menos efectivas. La incorporacion de mioinositol (promueve la
produccién de células y drganos) al medio (100 mg/litro) generalimente da como resultado un mejor crecimicnto de los
callos y suspensiones celulares, (20)

Una disminucion en la concentracion de azicar en ¢l medio favorecen la restauracion de la capacidad
organogénica de los cultivos, al aumentar su concentracion en el medio actian como regulador osmético y al
disminuitla se limita la fuente artificial de carbono. (20) |

3.1.4.3 Vitaminas:

Son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas en el metabolismo y son requeridas en
pequefias cantidades, las még usadas som: Tiamina, conocida como vitamina B1, en cantidades que varia de 0.1 a 0.3
mg,flltro, esta es realmente la Gnica vitamina esencial para €l crecimiento de las células vegetales. Se adiciona también
Pyridoxina (vitamina Bs) y 4cido nicotinico. (27)

" El Myo-Inositol, no es i:ropiamente una vitamina, sine un azécar-alcohol. Tiene un efecto estimulantc sobre s
morfogénesis, participando probablemente en la via biosintética del dcide galacturénico. (20)
. El ﬁcndo folico disminuye la proliferacion de tejido en 1a obscuridad, mientras que en 2 luz la auments, esto es
debldna queen presencia de luz, s hidrolizado a icido P-aminobenzoico. (20)

3.1.'4.4 Agente gelificante;

En los medios semisélidos cominmente se adiciona Apar (0.6% a 1.0%). Se debe considerar especialmente la
pureza del agar, ya quc os frecuente la presencia de impurezas de naturaleza varinda; la marca comercial y las
concenfraciones del agar utilizada puede alterar las respuesias del cultivo. (20) -

3.14.5 Reguladores del creclmaento.

La presencia de honnonas vegetales se ha observado desde fines del siglo pasado Ias NUMBCORRs lﬂmw
posteriores pusieron de manifiesto su existencia. Las primeras en ser descubiertas fueron les auxinas, en 1934; las
giberelinas y las citocininas en la década de 1950, Estos tres tipos de reguladores ejercen una accidn estimulante sobre
¢l metabolismo celular. (31) y '

Estas diversas sustancias son de naturaleza endogens, es decir, que pueden sintetizarse por el vegetal, ademés,
existen oiras que el hombre sintetiza, cuyas formulas quimicas son similares o diferentes a las sustancia naturales pero
presentan- una actividad fisiolégica semejante. Todas estas sustancias endégmas y de sintesis se incluyen on Ia
calogoﬁa de l’eguladoxm del erecimiento (cuadro 1). (31)




Todos estos comnpuestos tienen algunas caracteristicas en comin:

* actian en dosis muy bajas; en dosis allas son toxicas, lo que ha permitido que algunas se ulilicen como herbicidas;

+ sdlo interactiian con los otros reguladores; el funcionamicnto esta determinado por el equilibrio establecido entre
ellos, - _

* intervienen en multiples fendémenos fisiolGgicos, lo que implica varias modalidades de acciom, por esia razbn, ia
nocidn de “hormonas especificas” en la aclualidad se ha abandonado;

e aqui hay que observar una diferencia importanie entte reguladores endogenos y reguladoves de sintesis: los
primeros los controla la maquinaria metabolica celular, por lo tanto son controlados o eliminados répidamcnie; cn
contraste los segundos persisten durante mucho tiempo y a menudo se preficren debido s sus splicaciones
practicas,

3.1.4.5.a Efecto de Ins auxinas:

La auxina interviene en numerosos fendmenos ﬁ'siolbgicos,-' su accion depende de su concentracion y sus
interacciones con los otros reguladores. Al estudiar por separado los diversos efectos es posible observos lo siguiente:
G1) . . _ _

« una clara accidn sobre el crecimiento cciular: este efecto se debe al aumento consecutivo de la plasticidad om I
pared esquelética y a la penctracion de agua en la célula; la resistencia de la pared disminuye y 1a célila so alaga;

» modificacion de la permeabilidad de la membrana (membrana plésmica) que se entiende por un rechazo do jomgs
H*, lo que provoca una acidificacion responsable de la disminucion de la resistencia de Ia pared y mm do
jones K*; . _ . _ , :

e estimulacion de la divisién celular én las células de origen cambial (esta accion ha posibilitado los primeros &xitos
de los cultivos in vitro). Este efecto sc ha catificado como “histogeno”, ya que conduce a numerosas cétulis, todns
cllas semejantes, que forman un “callo”. _

Las auxinas, cido indolbutirico (AIB) y el &cido indolacético (AIA) son usadas cn rango que varia de 0.1 8 10

mg/lt; el éeido nafialenacético (ANA) y el dcido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) se usan en un-rango do 0.001 2 10

mg/lt,
3.1.4.5.b Efecto de Ias citocininas:
Las citocininas se descubrieron:en forma accidental en un cultivo in vitro. Se sabia que en los modios de cultivo,
- la adicién de Jeche de coco provocaba un efecto favorable en la multiplicacion celular y en la formacion de yomas. Las

investigaciones que intentaron descubrir el factor responsable de este efecto condujeron al aislamicnto de un complgjo
active de naturaleza pirica, ¢l cual no pudo identificarse. Esto permiti6 hacer investigaciones con las purinas y, on




1956 Skeog aislo, a partir de ADN desnaturalizado, una sustancia muy activa. Las citocininas son muy activas y, a

igual que la auxina, presentan numerosas acciones siendo las principales: (31)

¢ un efecto en la divisién celular; en este proceso son indispensables, pero ineficaces en ausencia de auxina; tas dos
se complementan, la auxina favorece la duplicacion de Jos 4cidos desoximibonucleico (ADN) y la citocinina hace
posible la separacion de los cromosomas;

e un papel muy claro en Ia organogénesis, ¢n la que brindan estimulacion considerable a la formacion de yeas;

* las citocininas {9), promueven la division celular y Ia organizacion de callos. Es decir que promueven la

diferenciacion de yetnas y brotes adventicios de callos y Grganos.

CUADRO I. Caracteristicas flsicas y quimicas de los reguladores del crecimiento uiilizados en el cultivo é vizre.

Nombre Solubilidad Estabilidad | Conservacién I
: AUXINAS I
. cny  |POCO sgluble en agua, solubjes an|Poco soiuble se dagmdaﬂmﬂ—as 4-5°C,
:-AIAMWN-S-W)_ alanol o metanol a 96°C. con la fuz,
'TANA(Ammﬂnlenmm Soluble en metano y stanol a 96°C. |Estable a 120°C 4-5°C oscurided o congelador
o . S0iubilided en agua = 38 mgill
: a ¢
. J2.4D (Acido 2,4 diciorofeno- |Poco soluble en agua, disolver hEstablea120°c <-5*C pscuridad o congsiador
Xiacético) on elanol, caleniar, ligeramente
' ' |Diluir poco a poco en agua,
CITOCININAS

FAP (8 furfun "l-un"_'m;sunm) oty on NAGH, HCI(N) DMSO [Estable a 120°C en una |4-5°C cocuridad G Gongeiador |

solucion acucsa, Se

degrada con la luz.
P (6-benzilaminopurina)  |Solubles en NACH, HC) (N), DMSO 4-5°C oscuridad o congelador
BA (berziladenina)

" Rip lsopentiladenina) Solubles en NAOH, HCI (N), DMSO 4-5°C oscuridaid © congelador
Z (Zeatina) Solubles en NACH, HCL (N), DM30O |Eslable a 120°C 4-5*C pecuridad o congelador

gt GIBERELINA ' ' : N
R Soluble en metano-stanol, solucién |Poco estable se degradalEn sicoddl pun y '

LAG’ (Acido giberilico As) acuoss de bicarbonato de sodio,  jcon el calor obacuridad. o

Moderademenia soluble en agua. -

Fuente. Cultivo in vitro, H. Vidale, 1086,

.-+ 3.1,4.5.¢c Interacciébn auxina-citocinina:

Segin Skoog y Miller (1957) (7), encontraron que la formacién de brotes pueden ser inducido previsiblemente
de callos de tabaco usando relativamente bajos niveles de auxina y altos niveles de citocining en el modio de
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crecimiento. Desde este descubrimiento muchos aspectos. de diferenciacion celular y organogénesis en el cultivo de
tejidos y Organos ha sido enconirado por una interaccion entre concenuacloucs de citocininas y auxinas. El balance
entre estas dos clases de reguladores que usualimenle son requeridos para €l crecimicnto de iniciacion o diferenciacion

en tejidos de cultivos se ilustra en ¢} figura 1.(7)

Efecto Auxina + Citocinina

Auxina § Citocinina

Formacion de raices
Iniciacion de callos en monocoetiledoneas
Etapa 1era. de embriogénesis

Formacion da callos adventicios a partr
de callos

Iniciacion de callos en dicotiladoneas
Formacion de brotes adventicias .

AR

Proliferacion de brotes axilares

FIGUR&. 1. Concentraciones relativas de auxinas y citocininas tipicamerite requeridas para e crecimicato y
morfogénesis. Segin Skoog y Miller (1957). (7) '

Dichas proporciones refativas de auxina y citocinina mo siempre producen ¢ resultado tipico demosirado en 1a
figura anterior. Por cjemplo:

. La prohferacnbn de brqiéé. axi__ljueé en al'gunh's. espé_cics puede ser promovido por la prema de wes puxina;junto

: uns citocinina BT . ) o

» Eltejido de las monocotiledppeas pmden a menudo ser mdumdos desde cal'_[o;_por, cultivos en sltos niveles de
auxina sola, v la citocinina puede ser esencialmente o 1o importante. =~ N

e La organogénesis en monocotileddneas es con frecuencia promovido por las transferencias de cultivos a un medio
sin auxinas, reduciendo las concentraciones de auxinas altamente activas’ t;umo 2,4- D o suétitayendo estc con olia
auxina (A[A o ANA). (7)
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Un balance entre estos reguladores del crecimiento es mis con frecueicia requerido para la formacién de broles
adventicios y meristemos de raiz. La conceniracidn necesaria de cada tipo de regulador difiere mucho de acucrdo a la
especie de pianta, la condicion del cultivo y los componentes usados en la inferaccion entre 2 clases de reguladores; es
a2 menudo complejo, y mas que una simple combinacidn de substancias es probablemente para producir resultados
optimos. (7)

A pesar de la frecuencia necesaria tanto de asxinas y citocininas en el cultivo de tejidos, In naturaleza de las
interacciones entre 2 tipos de reguladores es rara vez comentado sobre como se da dicha interacciéon. Todavia hay
mucho que aprender; aunque sobre las auxinas ¥ citocininas son nonnalmente requeridos para el crecimiento y
morfogmesns. las auxinas puedcn inhibirse durante la acwnulacion de citocininas, asi como las citocinings pucden
mlnblr a més de algin proceso de la auxina. (7)

.'3_. l:4.$d Efecto de las giberelinas:

8¢ utilizan para inducir el desarrollo de embriones adventicios. En la mayoria de los casos, se wsa AG,, cnire
“varias giberclinas existentes (27). La actividad fisiologica, aplicado a planias en general, las AG, pueden influir en el
“crecimiento Y desarrollo de una variedad. Varios de los efectos del AG; en todas las plantas son cousados por el
“lelwnvo crecimicnto o disminucion en la biosintesis y en la actividad de las enzimas, Otro posible resuitado s un
:mbio en la disponibilidad de auxinas endogenas. El gcido giberclico es descubierto para swpcimir Ia sintesis de 1a
fosfatasa Y enzimas que tienen que ver con 1a produccién de algunos productos secundarios; y la sintesis de «-amilasa
y maltasa son estimulados, por ejemplo durante la germinacion de semillas de cereal, N
El cultivo de tejidos de plantas puede ser gencralmente inducido a crecer y diferenciarse sin giberclinas, aunque
el acido giberelico puede Hevar a ser un ingrediente csencial del medio para el cultivo de células en una baja densidad.
Cumdo el AG; es adlc:onado al medio de cultivo, a menudo produce un efecto que son de similar naturaleza que lns
amnmas Altas concentraciones de AG,; (1-8 mg/Mt) induce el cremmtemo de células indiferencindas de callos, y puede
promover cl cret:ﬂmemo de callcs en mmbmaclon con auxinas y bajos rangos de citocininas. @

S

Un factor de crecim iento, que es probablemente una giberelina, cs producido por la germinacion de embriones

de algunas especies de plantas y debe ser transmitido a él endosperma antes que el tejido prohfue para formar callos en
¢l cultivo. Donde la prescncm tanto de auxinas y citocininas en un medio de crecimiento eventaja para el
acallacimiento rdpido en la superficie del corte de un explante. La nueva adicion de una cantidad de AG; (0.1 mgIlt) o
Ia reposicion de la auxina por AG; realmente inhibe cl desarrollo de callos. (7)

3.1.4.6 Otros componentes del medio de cultivo:

Agullar (1) y Villalobos (32), reconocen que existen otros componentes de log medios de cultivo, que son
importantes como por ejemplo, €l agua y el pH.
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Los medios de cullivo de tejidos estan conslilmidos en su mayor parte por agud. por lo lanto, s necesario ulilizar
agua de intercambio ionico o agua destilada, ya que el agua nalural incluye algunas substancias que pueden causar

alguna influencia negativa para el crecimiento de la planta in vitra. (24)

3.1.4.7 Algunos antibidticos utilizados dentro del medio de cultivo:

- El desarrollo de algunos microorganisinos como hongos y bacterias es muy comun dentro del medio de cullivo,
los cuales pueden ser factores detrimentales y adversos dentro de la produccion de plantas en cultivo in vitro, existen
compuestos quimicos que ayudan a controlarlos en la mayor pate, algunos de estos compucsios pueden ser
tennoabiles, ¢s decir que pueden ser degradados por altas temperaturas, por lo que deben ser aplicados a una
temmperaiura no mayor de 50°C y en un ambiente totalmente esterilizado, para cvitar la contaminacion del medio do
cultivo. Estos pueden ser aplicados dentro del medio cn forma directa o en solucién, diluidos para obtener una mCjor
mezcla con ¢l medio de cultivo. Para la obtencién de una buena solucion estos pueden ser filtrados y luego aplicados
dentro del medio de cultivo.

Los antibiéticos son algunas veces usados para remover o controlar contaminanies que pucden pasar cn ol
cultivo una vez que estén establecidos y han sido empleados de vez cn cuando para quitar de la superficio los
contaminantes del explante. Ellos pueden también sex efectivos rociando a las plantas madres para ocasionar us nivel
bajo de contaminacién (7). A continuacion se presentara algunos de los antibidticos utilizados pars ta oliminaciéa
directa de microorganismos del explante (cuadro 2.

CUADRO 2. Antibibticos ufilizades dentro del medio de cultivo para control de hongos y bacterias.

Proci | concentraciéon | Solucion para | Solucion Madre | Rangos de Concentracion
ucto |- pgfml " | ladisolucion mgt ' pg/ml
50 Agua 50 20 ~ 60
s Rl g omso
o e e s e
g T e 10-50 S
T i . 55— s |

Fuente. Yearbook Mesck. 1995,

3.1.4.8 Modificacién del potencial redox (pH):

Aguilar (1) opina que el pH, debe oscilar entre 5.6 y 5.8 este tiene influencia en ¢l acondicionamiento de que

sales permanecen solubles en el medio y ademés influyen en la asimilacién de los nutrientes del medio.
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3.1.4.9 Forma de preparar el medio de cultive:

La preparacién del medio de cultivo' generalmente s¢ realiza claborando soluciones madres o concentradas.
Recientemente existen en el mercado medios de cultivo preparados. (11) (26)

Para reducir pasos en la preparacion de un medio de cultivo se combinan varias substancias en una solucion
concentrada, siendo importante la calidad de los reactivos quimicos, (que deben ser de grado analitico) y la del agua, la
cual deber ser ionizada y bi o tridestilada, En la elaboracién de soluciones concen tradas, se debe considerar que alguna
substancias son incompatibles con ofras ciertas conceniraciones, por lo que deben ser preparadas individualmente. Por
cjemplo: el calcio no puede mezclarse con fosfato o sulfato, ni el magnesio con fosfalo. Para fines pricticos Ia
concentracion de 1a solucion puede ser 100 veces la concentracién final del medio. (11){26)

Las soluciones de sales inorganicas pueden ser almacenadas por tiempo indefinido a la temperatura ambiente.
Sin embargo, la que contiene hierro debe ser prolegida por la luz. Las soluciones de algunas substancias orginicas,
como son las citocininas, podrian conservarse a temperatura ambiente, aunque generalmente se refrigeran las auxinas
necesariamente deben estar en el refrigerador, soluciones de AIA deben ser utilizadas antes de dos semanas, Soluciones
de acido ascorbico, giberelinas y otras necesitan ser preparadas cada vez que se utilizan. (11) (26)

El pH de los medios se ajusta generalmente entre 4.8 y 6.0 antes de la esterilizacion. Este ajuste depende de:

1. Efecto del pH sobre ¢! tejido.

2. Efecto del pH sobre la consistencia del medio (a 4.8 de pH, los medios son blandos y a pH 6.0 son de
consistencia dura).
3. El pH se ajusta con NaOH 6 HCI IN.

El agar sc adiciona una vez que el pH s¢ ha ajustado, y posteriormente se liciia con temperatura. La esterilizacion

det medio se realiza cominmente en autoctave a 121°C (15 /PU?, 1,05kg/cm 6 10354 Kpa) durante 15-20 misutos.
(26)

3.1.5 Ventajas y desventajas de ln Micropropagacion:

* La mayoria de autores en general coinciden en que son 4 las ventajas principales que otorga el cultivo de icjidos
para el desanollo de la produccién: (5) (6) (18)

Una alta tasa de propagacion.

Comercializacion rapida y eficiente de una variedad con caracteristicas productivas homogéncas
Propagacion de plantas dificil propagacién vegetativa.

Propagacion de clones provenientes de plantas sanas con genotipos de alta productividad
Aplicacion al mejoramiento genético en periodos de liempo relativamente corfos.

o a0 g8
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. Normalmente, se eliminan diversas enflermedades en el proceso, por consiguiente, facilita la produccién y | a

calidad de las planias,

En cuanto a desventajas Vazquez, Mejia y Carrillo (28) indican lo siguiente:

a. No todas las especies vepetales pueden propagarse con facilidad por_ este método
b. Las plantas oblenidas por estas técnicas tienen una estrecha base genética, lo que las hace susceptibles a
plagas y enfermedades.

¢. Lainestabilidad genética que se obtiene donde se han utilizado altas concentraciones de hormonias.

3.1.6 Problemas que limitan el desarrollo del cultivo de tej idos en planlas con crecimiente secundario:

Dc acucrdo a Randolph y otros autores (18) dos son los factores que afectan ¢l desarrollo de cultivo de tejidos

€Omo a m_vel de investigacion como comercial: los faclores econdmicos y factores técnicos.

3.1.6.1 Factores econ6micos:

- 3.1.6.1.a El costo por labor:

Los costos por labor constituyen la mfs grande limilante para ia Micropropagacion a gran escala de plantas
lefiosas, ya que estos constituyen del 60 al 80% de los costos totales. (6) { iS)

La forma mds variable de reducir dichos costos es reduciendo al minimo el nimero de subcullivos ¢ haciendo
mas eficiente el desarrollo de las técnicas para micropropagarios. Un ejemplo ilustrativo de estos Id constiluyen o
desamollo de técnicas para el enraizamiento y desarrollo de brotcs en puntas meristematicas con .o 3in preseacia de
auxmas, tos cunles, son provocados en diferentes medios de cultivos supiementados con citocininas, lo que conduce 8

'

una formac:én rﬂplda de brotes y ann menor nimero de subcultivos para la liberacion de las mismas. (6) (18)

3.1.6.1.b La escala de produccion:

Si bien es cierto que miles de plantas pueden producirse a partir de un solo explante el nimero de subcultivos
que deben realizarse para el desarrollo de los mismos lace técnicamente imposible el logro de Jos volimenes
considerados como minimos que permiten recuperar el alto costo de la inversion inicial en infraestructura, iﬁsumes y
mano de obra para que la produccién sea econdmicamente rentable. Para desarrollar esto se requiere la disposicion del
suficiente material vegetal considerando como minimo para el proceso productivo a gran escala de tal manera puedan
propagarse miles de plantas en un pel'iodo relativamente corto. {6)

Un gjemplo que ilustra esto es la produccion de un hibrido dé melocotén y almendro donde los esfuerzos
iniciales se situaron en obteiter durante el verano inicial el suficiente namero de puntas que permitiera una produccion

semanal de 5,000 plantas durante las primeras tres semanas, llegando a producir hasta 300,000 plantas por afio. (18)
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3.1.6.2 Factores técnicos:

3.1.6.2.a Establecimiento del cultivo:

La seleccion apropiada del material para ol establecimiento de el cultive continua siendo uno de los mayores
problemas e n algunas plantas, especialinente arboles como coniferas y algunas latifoliadas de los géneros Juglans,
Castanea, (uercus y Distacia, esto se debe principalmente a que las plantas pueden propagarse hasta que producen
frutos y semillas, lo que hace muy dificil su propagacion. (5)(6) (18)

La seleccién del explante esta definida por el objeto perseguido y la especial vegetal utilizada (20), si el objetivo
final ¢s Ia obtencion de callo pueden utilizarse una amplia gama de explantes, siempre y cuando pueda inducirse en los
mismos Ia desdiferenciacion del tq]:do sin embargo para técnicas de produccion de organos directamente, se sugicre

_ lluhw partes que permanecen en crecimiento activo ¢ en constante diferenciacidn como las puntas moristemalicas y
las  yemas axilares de los tallos. Los embriones constituyen una buena opcién en el caso en que la segregacion genélica
que se da como producto de la unidn gamética no sea un factor aberrante de las plantas propagadas (20). También debo
de tomarse en cuenta que la seleccitn del explante csta ligado a su disponibilidad en el campo, a su Ficil manipulacion,

, ass homogcneldad, a una facil desinfeccion y a un periodo de respuesta relativamente corto. (20) (24)

. 3.1.6.2.b Contaminacién de los cultivos:

Un continuo problema en las plantas con crecimiento lefloso s la contaminacion durante las fases del caltivo. En

- las plantas que tienen vellosidad o pubescencia en las puntas meristematicas y hojas, que o8 muy comin, continea

- siendo un verdadero problema. Quizé la parte més importante o constituye €l hecho do que e esias plantas 1a

- contaminacién por bacteries pasa inadvertida la mayor parte del tiempo hasta las fases finales del cultiva. (3) (6) (I8)

Dado que la desinfeccién o esterilizacién del tejido influye no s6lo en la contaminacién o no.del mismo sing e su

- capacidad de regenerarse on el medio de cultivo la técnica de desinfeccitn utiizada de cater ovientade s logrer un
minimo de contaminacion y oxidacion prematura del explante por efectos de plasmolisis. (20)

- Exigte una amplia gama de compuesics quimicos que se pueden utilizar (ver anexo) comeo desinfactante para los

. explantes siendo en la actualidad casi generalizado el empleo de ctanol al 70% y del hipoclommm con

. ¢l 1 al 3% de ingrediente activo. Muchas veces resulta de gran ulilidad fa aplicacion de wir sigemse siosctivo que

disminuya la tension superficial del agua Y permita una mayor penetracion del agente desinfostasie coime por ejemplo
Tween 20 a razon de 4 a 10 gotas por litro, 24

3.1.6.2.c Fenolizacién del tejido:

Otro gran problema no menos importante ¢s la decoloracién del tejido o explmle por lu fmm do fﬂolu y.
‘ pollfmoles en ¢l mismo, la cual es apreciado directamente ¢n la coloracion del medio a las onllas det m l..o cual
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puede ser eliminado wiilizando antioxidante como el 4cido cilrico (150 mg/lt) sumergiendo Jos explantes al momento

de realizar el lavado o ¢l carbon activado en dosis de 1000 mg/lt en ¢l medio de cultivo. (5) (6) (18)

3.1.6.2.d Estabitlidad genética del material vegetal:

Debido a que esta variable se origina a nivel celular, la estabilidad genética de las planlaciones micropropagadas
puede ser un factor fundamental para €l desarrollo de plantaciones comerciales de gran escala. Una variacion genética
y epipenética que se da en los explantes y propigulos, pueda dar como resultado un aspecte y comportamiento
diferentes a los que se producen por métodos de propagacion tradicional. (18)

En general la propagacién con altas concentraciones hormonales puedan causar variacion; también influye en
' “este e tipo de explante que se utiliza y el tipo de desarrollo del mismo. Se ha demostrado que la propagacion por medio
de puntas mieristemifticas y yemas axilares provocan un minimo de variabilidad, mientras que por“ otro lado la
formacidn y regeneracion de callo es desventajosa para la formacion de clones fieles al tipo. Para el conlro] de dicha
varlaclén Hanmarl {B) propone el desarrolio de cuatro fases: ‘

e Seleccion del Cultivar: Hace referencia a la identificacion de la naturaleza y caracteres geméticos lo cual
determinari el sistema de propagacion que se escoja.

¢ Seleccion del explante especifico y su fuente; Asepurarse de que el material vegetal utilizado sea o cultivar
COITECHo ¥ que A0 conslituya ung variante de la misma.

e Seloccion del procedimiento de propagacion: En gencral las téenicas que permiten la regeneracién de- plants de
manera imas sdpida y eficiente {(cultivo de meristemos y yemas para producir organogénesis 0 embriogéuesis
directa), son preferibles a las que incluyen la regenemmén del callo que cuando forma parte del*m no dobe

_ - ser subcultivo mas de tres veces. - : ¥ T

e  Obseevacin de las plantas propagadas: Al fina de la etapa de multiplicacién, debe comprobarse por-ihepeciion la
existencia de plantas aberrantes o fuera del tipo y eliminarse. Esta inspeccion debe hacerse e todo ‘tibmpo y

clasificar por uniformidad 2 las plantas que deben pasar a [a etapa de acondicionamiento ‘¢ pretransplanto.
Seguidamente deben realizarse prucbas de descendencia que garanticen que Ia# plantas producides sen apropiadas
para el proposito a que se destinen pera lo cual puede recurrirse a pruebas como ¢l andlisis fenélipico de la

. .progenie 0 el uso de isoenzimas como marcadores genéticos. (8)

3.1.6.2.¢ Vitrificacion de los explanten:

La vitrificacién de los explantes es un problema comin ¢n la Micropropagacion de plantas con crecimicnto
secundamo quc se caracleriza por la acumulacion de agua y a apariencia trashicida de las hojas. Las hops vitrificadas
~ tienen apancncna un parénquitna de empalizada apropiado pero poseen grandes espacios intercelulares, la cuticula
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cerosa es muy delgada y con pocos estomas de los cuales Ia mayoria no son funcionales. Bajo niveles de etileno y de

-vapor de agua en 1a atmdsfera del medio de cullivo reducen la vitrificacién, también puede ser minimizada por la
reduccion de amonio y de los niveles de teguladores del crecimiento principalmente citocininas en el medio de cultivo
-Bunque B su-vez se reduce ¢l namero de brotes producidos, También puede ser reducida limitando la absorcion de agua
.del explante aumentando la concentracion de agar o usando otro tipo de sostén coma el gelrite. (20)

3.1.7 Propagacion del Aguacate:

En el cultivo del aguacate pueden aplicarse dos medios de propagacion sexual: semillas, y asexual: por estacas ¢
o - llueltos, generalmente. El primero es poco usado porque las estacas desarrollan un sistema radicular pequeiio ¢
- insuficiente ‘para sostencr la parte aérea. (20)

' 3.1.7.1 Problemas en Ia propagacion del aguacate;

La propagacién y multiplicacion del aguacate se lleva a cabo principalmente por la reproduccitn sexwn! de las

semillas, de las cuales se obtienen los patvoncs o portainjentos que recibirin los injortos comcapondientes de Ias-

- wopiedades seleccionadas. La reproduccion sexual se considera poliembridnica, ya que de olls omorges mis do wna
- pianta. No se recomienda este tipo de propagacion porque las plantas provenicntes de senitims llm wn gran
“-desarrollo vegetativo, tardas en comenzar a fructificar y dificultan las labores de cosecha. (5)

En les explotaciones comerciales no se utilizan las plantas originadas de semilla pues, comw 1a w de
las mismas es cruzada, existe una gran cantidad de caracteres genéticos que no se pueden controlar M
‘entonces ¢l inconveniente de arboles de gran tamafio, un mayor némero de afios. pam ‘DUNERARE 5 - producir
oomlalmmte (alos 7 6 12 aflos), y una gran heterogeneidad en la produccién de frutos lonfmdo s mmalio, peso,
oolou' y sabm' Los patrones ol:temdos de semilla también presentan, por se lndmduos bﬂﬂm muches
dxferencms en cuento a lamaﬁo de la raiz, resistencia a enfermedades, fiio, salinidad y calcio. Es decir que on wea
mlsma plantmaén existe gmu heterogeneldad de oomportalmcnto de los patrones y sus req:ectlm rafces.

_3 1.7.2 Propagacuin de ﬁrboles de aguacate injertados sobre plintulas provelmmm

patrones clonnles:

| Larepmducclon scxual es Ia que se efectiia por medio de semilla, considerdndose policmbridnica, ya que de ella
emergen més de una plantm No se recomienda este tipo de propagacidn porque las plantas provenicnies de semilla
a!canzan un gran desarrollo vegctatwo, tardan en comenzar a fructificar y dificultan las labores de cosccha, adomis de
presenlar una vanablhdad genétu:a muy marcada de acuerdo a las caracteristicas de la planta madle %)

I




3.1.8 Cultive in vitro de dpices y yomas axilares para la obtencién ripida de plantas:

El desarrollo de apices int vifro ha contribuido significativamente al conocimiento y aplicacidn prictica en tres
aspecios: a) morfogenesis; b) multiplicacion masiva de clones; c) oblencion, conservacion y establecimicnio de planias
libres de patdgenos (20). En 1952, se publicd por primera vez que mediante el culiivo aséptico de apices s obtuvieron
plantas sanas a partir de individuos enfermos de virus. Desde ese aflo, s¢ abrié una importante aliomaliva para muchas
especies, principalmentc aquellas de multiplicacion asexual. Aun cuando de otros tejidos se pueden oblencr plantas
sanas, los apices tienc algunas ventajas a causa de su répido crecimiento y su estabilidad genética. (24)

En los afios 60, el desarrollo de procedimientos para multiplicar y mantener plantas en cultivos asépticos recibié
un -impulso dramético; ello se debi6 al descubrimicnto de la capacidad que tienen las puntas de los brotes y los
méristemos de la orquidea Cymbicium sp. Costados apropiadamente y sembrados en cultivo aseptico, para producir
pmmberanciﬁs que semejan protocormos normales capaces de crecer y desarrollarse en pléntulas (American Orchid
Society Bullen, 1960-1968; Moul, 1974; Arditii, 1977). (BH

'Desde entonces se han usado los cultivos de puntas y brotes y de meristemos de mwchas otras plantas para
obtener, mantener y multiplicar los materiales genéticos; de una punta de brote cultivado o de un explante, en ulgulos
cass, 8¢ rogonera una planta v en otm_é casos se puede estimmular la formacién de brotes miltiples. (31)

En realidad, en cada uno de estos casos se espera a menudo lograr la formacion de ramas axileres que pesdan
separarse y enrsizarse; tericamente los brotes axilares y laterales pueden a su vez producir ramas axilares adicionsles
a perpetuidad, a medida que se subcultiva cada brote recién formado a cada explante de nudo. Por lo tamto ol métudo es
bueno para obtener una rapida multiplicacion clonal, y s¢ ha aplicado a una gran varicdad de espegies, deade las
herbiceas hasta las lefiosas. (20) :

.3,1.9 Conservacibn in vitro de Persea americona:

Las colwcloncs de germoplasma de arboles propagados clonalmente tal como el aguacate son nmlundna
fiormalmerite &n CRINPOS ex Sifir. Amque tales colecciones son Gtiles como herramientas acces:blm pm d odndlo ¥
evaluacién de germoplasma, campos de genes son particularmente vulnerables a enfennedades, daim put m
condiciones de clima y descuidos. Esas enfermedades deberian ser climinadas normalmente durante la rqxodwcnﬁn de
semillas ya que podrian poner en peligro el gennoplasma de arbolcs propagados clonalmente y/o amenazar la coloccidn
entern. EI ciiidado adecuado y un mantenimiento de gran amplitud dé plantas vivas en colecciones de'é&mnphﬂm d
arboles propagados clonalinente utiliza una fuerte carga financiera para algunas instituciones. {12) - e

Los métodos de cultivo de tejidos y de células esta siendo usado cada vez mis para dirigir los problemas
asociados con los medios de cultivo y ¢l almacenaje a largo plazo de germoplasma de clones. La ﬁﬁosmén y ll
regulacitn cuarentenaria de plantas ha tenido un impacto en el procedimiento in vitro. Por ejemplo, ol uso de pllm
meristematicas en los cultivos y la Mlcl'opl‘opagacléll ha tenido un impacto significante en la salud de muchu pllllu
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propagadas vegetativamente, notablemente en ¢ifrus (Navarro et af 1975) y ha favorecido los componcaties esenciales
para el intercambio infernacional de material de plantas saludables. (12)

La principal limitacién de €l uso del cultivo de células y tejidos para la conservacién de germoplasma es la
inherente estabilidad genética de ciertos tipos de regeneracion a utilizar que implica una fase de callos, por ejemplo, Ia
organogénesis y de mucho menos alcance, embriogénesis somdtica. De este modo, los callos cstdn considerados
 inapropiadamente como un tejido para la conservacion clonal de germoplasma, tal como la mayoria de plantacioncs
frutales. Aunque la variacidn del cultivo de tejido relacionado, por gjemplo, la variacion somaclonal, puede ser una
importente fuente de diversidad gendtica. Los procedimientos in vitro  que impliquen a estructuras orgamizadas,
mcluymdo los meristemos, brotes apical/lateral y el cultivo embriogenico (masas de procmbriones o PEMg) son los
materiales preferidos para estudios, implicando fas condiciones del medio y ¢l tiempo de almacenamiento de los
recursos genéticos, respectivamente (Ashmore, 1977; Engelmann, 1991; Withers, 1992). (12)

El uso del cuitivo de célulns y tejidos para la conservacion de gennoplasma ha dependido en gran parie en la
cnpmdnd de 1) En la regeneracion total de plantas i vitro con lento crecimiento en ¢l cultivo de brofes apicallateral y
i imponer lentas condmnorm de crocimiento en el cultivo de brotes apical/lateral. Muy pocas especics frutales del

"lrbplco y subtrbplco propqgadas vcgetatlvmente han sido regenerados por medio de este método derivados de su fase
"adulta.

Hasta la fecha, el uso de técnicas para el cultivo de brotes apical/lateral para su comservacién hanm sido

Iargamente confinados a cspecles herbéceas y arbustivas, en donde Ias rutas de regeneracion ya haa udo bica defimidas.
| ‘Existen « excepeiones para algunas especies de frutales tal como la manzana Ma!as domestica {l.nndu'.n & J.&,
'1979), mulberry Morus nigra (Wilkins et al., 1988), Prunus spp (Druart, 1985; Marino ot al uss). pora Pyrus
‘comimunis (Wanas et al., 1986), uva Vitis spp. (Barlass & Skcnc 1983), granada Funica gmuﬁm (Wil:m o o,
1988} y Kiwi Actinidia chirfensis (Wilkins et al., 1988). Solamente una tnica especie lmpwul. eﬂ C* m
(Kartha o a1, 1981), ha sido n!mamado como un cultivo de brotes axilares/laterales.(12)

~ Segin Litz (1988), el cultivo de induccion de embriones ha sido reportado de tejidos en ln l'ue adulhdnalgn-
éspeaes frutales y forestales impmtmtes de la region del lroploo y subhﬁplco El cultwo de tmhnonas M en
‘masat de procmbrioncs (PEMs), embriones somaticos globulates quo no pueden desarrollarse cn presencia de
condiciones mduchvas, usualmente una auxina fuerte. En la presencia de la auxina fuerte, las o&du emlmonﬂlm y
los conglomerados de células se encuentran continuamente en la superficie de PEMg, y tamb:én tiulm um pnmd en
el dcsanollo de PEM; secundarios. Las masas proembnomcns pueden desarrollarse como embnouu somincm si estin
cxp!wstm a condiciones no inductivas; los embriones sométicos pueden desarrollarse pwa su mudmmm y
germnmbn (12)
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3.1.10 Avances en la reproduccién de aguacate in vitro:

El desarrollo de nuevos sistemas de cultivo éin vifro para el aguacale esta agn iniciando. Existen métodos de
rcgen_craciﬁn de plantas por medio de puntas merisiematicas, aunque las etapas ontogenicos de el material parece ser
critico al momento de la propagacién masiva. La embriogénesis somatica ha demostrade también ser unz buena
herramienta éunquc la conversion regular de embriones sométicos en plantas no ha sido logrado con efectividad (16)

- Segun Dalsaso y Guevara (4), la respuesia obtenida a través de la regeneracion y maultiplicacion in visre de
Persea an_rén‘cana cv. “Fuerte” por medio de yemas axilares y microestacas, obfuvieron una respuesta significativa cn
el cfec';mienlo y la formacion de talllo al utilizar una serie de combinaciones de reguladores y sales minerales. El mejor
crecimiento y la formacién de tallo se obtuvieron al utilizar 2,0 mg/lt de BAP y 0,5 my/lt de AlB, tanto a pastic de

yemas como microestacas. (4)

3.1.10.1 Cultivo de embriones de aguacate:

El cultivo de embriones ha sido usado en programas de reproduccién de aguacate para recuperar genotipos de

- valiosas caracteristicas, que de otra manera estuvieran ain perdidas debido a la abeision de Ja fruta, Skene & Barlnss
(i%.‘!)buﬂlivaron embriones inmaduros con éxito de frutos abscisados. Parcce ser que la edad sea un ﬁwtor c-ril:co poma

“su 'den&rollo, tan solo embriones de méas de' 6 semanhs mostraron una buena supenivencii 'm .'mm_. Los
macroelementos del MS diluidos (Murashige & Skoog, 1962) y un suplemento de 2.2 pM 6-benciladenina (BA) .l‘uerun |
componentes claw:s en €l medio de cultivo.(16)

El dmollo de brotes fue contrariamente afectado por la presencia dc cotiledones, que l‘m-ron por tanto
removidos, Desde que el enraizamiento de brotes fueron pobres, estos se m]erta‘mn en un mvcrdadem-mllao - para
asegnm la evaluaclon de los hibndos pOr sus Tasgos agrondmnicos. El pobre cnranmucnto contrasta mn Ios mm
reponados por Plicgo-Alfaro (1988) quien obtuvo un 100% de enraizamiento en brotes de somlllas mlihws
gemnnadas m vitro en un medio s6lido sin reguladom del crecimiento. (16) _

- Aunquc Schroeder (1956 ]961 1971) Y otros mvestzgadows, como cs el caso de Blumenfeld ;& Gapt (197!).
teporta que los callos pudieron ser iniciados del pericarpio del fruto de aguacate y otras partes de la planta. (15

Subsecuentemente, nuinerosos cstudms reportaron que cortes de broles apical/lateral de pI?u; de -viveros
pudleron prolaferar (Gonzalez-Rosas & Salamr Garcia, 1984; Harty, 1985 Vega—Solommo 1989) bmﬂ,mdmghdu
Y Iuego pudleron ser enraizados (Cooper 1987; Biasi, 1994, Bamngcr et al, 1996) Rtsultﬂdos sullllﬂ'ﬂs ]Ill sido _
descritos con otras especies de Persea, incl uyendo P. schiedeana (G(mzalcs-Rosas et al, 1985), P. mﬂlm (Nel ot al,,
1987), P. pafusms {(Kane et al., 1989), P. borboma (Witjaksono, 1997), P. cinerascens (ngaksono, 1997), y P
' pachypada (Witjaksono, 1997). (34)

La recuperaclén dc cultivos prollferados de cultivos de brotes apical/lateral en etapas adultas de mllm ban
sido miucho mas dificultoso logear. Plicgo-Alfaro & Murashige (1937), Plicgo-Alfaro et al. (}987) y Sgllal[ (1987)
parcialmente rejuvenecieron material de aguacate por medio de microinjertos de brotes en patrones de plalas de
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vivero y obtuvieron véstagos con un 30% de enraizamicnto en los brotes individualmente. Este complejo proceso no ha
sido reportado por otros investigadores. (15)

3.1.10.2 Iniciacién de callos de explantes de aguacate:

Schroeder (1957), fue capaz de inducir callos proliferados de secciones de mesocapio de casi frutos maduros de
aguacate. Otros explantes han sido usados para iniciar callos después de cultivarlos en un medio de Nitsch & Nitsch
{Schroeder, 1977). E! medio MS suplementado con 1.3 pMm BA (dcido Benciladenina) y 5.7 uM JAA (acido
Indolacético) (Blickle ct al, 1986), o en ¢ medio de Anderson (1975) con 4.5 pM de 24-D (dcido
D:clomfenoxmoéhm) (Youmg, 1983). Con temperaturas cercanas a 25°C con baja madlaclén. 20-35 pEm*g’ , parcce
aumentar la callosidad (Schoereder, 1971; Young, 1983), durante elevados niveles de irradiacion. Son inhibidos
comparando €] comportamiento in vitro de callos de tejidos de couledon&c Y el mesocarpio, Blumenfeld & Gazit
(1971) demostraron que los callos derivados de cotiledones sintetizaron $u propia citocinina y pudieron haber crecido
en un medio desprovisio de esta hormona. La formacién de brotes adventicios no han sido reportados desde callos de

aguacate; sin embargo, raloes s han originado algunas veces desde callos formados (Schroeder et al. , 1962; Sciwoeder,
1973). (16)

3.1.10..3 Embriogénesis somﬂtica en aguacate;

. La embriogénesis somatica han sido observados de callos de aguacate de embriones zigoticos. 2 factores parccen
ser criticos: embriones zigoticos de 0.5 mm de longitud como explantes y la presencia de 0,1 mg picloramT’ e ua
medio de iniciacion (Mooney & van Staden, 1987); Plicgo-Alfaro & Murashige, 1988), Callos. allbnogcmom pucden
ser mantenidos en el mismo medio (Pliego-Alfaro & Murashige, 1988) o en la presencia de N6-[-2-aml] adening
y. cido benzotiasol-2-oxiacetico (Mooney & van Staden, 1987). El desamolio de embriones somiticos yla
regeneracion do plantas, aunque en bajas frecuencias pueden ser observados en un medio tibre de hul‘luonu. (16) "~

La induccién de embriones somiticos de las variedades “Fuerte” y “Duke 7" con' embiiofies ngmjhuu

fue descrito por Pliego-Alfaro (1981) y Pliego-Aifaro & Murashige (1988), y luego fue oonm WMI VI
Standen (1987) con la variedad “Hass”. Los procedimientos para el cultivo embriogenico induciendo Golno explm a
- embriones zigoticos fue més avanzado por Witjaksono & Litz (1999 a, b) (36, 37) usando un gran mngo de genotipos
de aguacate, representado por las razas mexicanas, guaternaltecas y las Antillas, y supuostimente libridos de 2 0 mis
razas. Ellos distinguicron 2 respuestas in vitro distintas que fueron fuertemente el cultivo-dependencia: e cultivo
embriogenico de cultivares que diferenciaron embriones somdticos directamente sobre/en un medio de induocion vyd
cultivo embnogemco de cultivares que quedaron como PEMs sobre/en un medio de induccién. Elios carscterizaron
mas las condiciones de iniciacion y el mantentmiento del caltivo en suspension embriogenico, que cs importante para
la produccion a escala de PEM;. Embriones somaticos de aguacafe at maturity germinate con un bajo rango de
conversion (Mooney and van Standen, 1987; Pliego-Alfaro & Murashige, 1988; Witjaksono & Litz, 1998 b). Sin
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embargo, la eficiencia de recuperacitn de plantas puede ser grandemente aumentado si la regeneracion de brotes son
micropropagados por imedio del cultivo de brotes apical/lateral y enraizados individualmente (Witjaksono & Litz, 1998
bX37) Witjaksono (1997) (34) también reporto que las nucellas de semillas jovenes de aguacate pucden ser usados
como un explante para el cultivo de induccion embriogenico. Las nuceltas es de origen maternal; los embriones
adventicios deniro de las semillas poliembrionicas de Cirrus, mango y muchas of