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En el presente trabajo se intenta contribuir el esta-
blecimiento de las condiciones adecuadas para el cultivo "in
vitro" del aguacate ‘Persea americana Mill) con fines de pro

pagacion vegetativa, dada la posibilidad de mejorar el culti
vo utilizando portainjertos clonados.

Se utilizaron como fuente de explantes brotes etiola-
dos de plantas jovenes de la variedad Fuerte, consistentes -
en porciones de tallo con yema dormida. Se establecieron -
condiciones para la esterilizacion de dichos brotes, y el m
dio bdsico para su cultivo, éste Gltimo, de acuerdo a las s
gerencias de DeFossarde, y & algunas consideraciones de nu
tricion especifica para el aguacate,

La inspeccidn de respuestas del tejido a diferentes -
combinaciones de concentracion de Acido Indol-3-Butirico (AIB)
y 6-Bencil Adenina (6BA) en el medio basido disefiado ha permi
tido distinguir intervalos de concentracidén para inducir el -
desarrollo de yema, la formacion de callo y el desarrolilo de-
tejido basal. Se han caracterizado los explantes que mejor-
responden a las condiciones de cultivo, asi como algunas con-
diciones (luz, temperatura) que lo favorecen.

Resultados aislados preveen la posibilidad de multipli
car el material vegetativo "in vitro" mediante la induccidn -
de brotes axilares en las yemas que responden a la brotaciodn.

Resultados preliminares muestran que & combinaciones -
hormonales altas en auxina que adn promovieron el desarrollo-
del brote, combinando con cambios (descritos a continuacion)-
en el medio bdsico, se permitio la obtencién "in vitro" de --
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brotes con raices. Los cambios en el medio basico referido
consistieron en la adicion de carbdn activado, la disminu- -
cién de la concentracion bdsica de macronutrientes y aumento
en el contenido de sacarosa. asi como favoreciendo caracte--
risticas fisicas determinadas. como es la utilizacidn de sus
tratos que permitieran la aereacion de la zona bhasal del ex-
plante cultivado "in vitro". Estas consideraciones, enfoca
das precisamente para lograr el desarrollo radicular, han --
permitido obtener, aungue alin con un porcentaje bajo (12.5%),
raices de 1 a 3 ¢m de longitud en brotes cultivados "in vi--
tro" después de 45 dias, lo cual abre la posibilidad de pro-
ducir vegetativamente "in vitro" patrones clonales de aguaca
tero con caracteristicas ventaiosas para su cultivo,



INTRODUCCION. -

A.- EL AGUACATE. -

El fruto del aquacate se consume en la mayoria de los
casos, fresco, costumbre alimenticia que hace altamente apre

vechable todos los principios nutritivos del aguacate.40

La industria alimenticia usa su aceite para preparar-
alimentos concentrados, mientras la de los cosméticos prepa-
ra lociones y jabones nara el tratamiento de cuero cabelludo
pelo y piel. En medicina popular por su contenido de vita
ming E es considerado como afrodisiaco; v también funciona -
como antidisentérico y restablecedor del equilibrioc de las -
funciones intestinales. Infusiones calientes de sus hojias

y ramas florales se suministran como expectorantes.qo

E1 aguacate es un fruto que posee valores nutritivos-
elevados 49, pudiéndose comparar con los del platano, y --
con un valor energéetico que resulta mayor, por unidad de pe-
so, al de la carnelg' Representa una importante y sana - -
fuente de alimentacion humana, ya que su contenido en protei
nas y minerales es 3 veces mayor que el de otras frutas comu
nes (manzana, uva), y el de aceites es muy superior que la -
mayor parte de las frutas frescas (hasta un 25-30%), ademds-

de ser una buena fuente de vitaminas (A, B, C, D, E,) 128

1) Origen y Dispersion.-

E1 género Persea consta de unas 50 especies, gran ni-
mero de las cuales, como el aguacate, son nativas de México,
y de la América Central, con exclusién de las Antillas, don-



de “ué introducida posteriormente.zq

E1 fruto fué conoci-
do por los espafoles, durante la época de la Conquista como
uno de los preferidos por las poblaciones indigenas de Méxi
co, Guatemala, Honduras, Nicaragqua, Venezuela, Colombia. Y-
Ecuador segin los cronistas de la épﬁca.40 Su fugar nati-
vo no se ha podido determinar con certeza. ya que aste dr--
bol ha sido cultivado por mucho tiempo, y pocos esfuerzos -

33 han hecho para localizar su verdadera regién de origen.-

Su zona de dispersion es una de las mds amplias en -
toda la América; desde las grandes elevaciones sobre el ni-
vel del mar, con inviernos relativamente frios. .pero sin he
ladas~, hasta las regiones costeras de clima calido, tanto-
himedo como seco, pasando por elevaciones intermedias de va

riadss condiciones climatolégicasz4.

Desrde el punto de vista ecoldogico se ha agrupado al-
aguacate en 3 grupos en razén a las condiciones del medio -
en que se uhican.lg Asi, tenemos al grupo ecoldéqgico me-
xicano, que prolifera en el Altiplano de México, cuyos espe
cimenes tienden a tener un olor a anis en las hojas, el fru
to suele madurar de 6 a 8 meses después de la floracion, y-
tiene una piel fina y lisa. En el sur de México se ha ob-
servado la planta que parece ser el prototipo silvestre de-
esta raza. Es ésta una raza de zonas altas y los arboles-
tienen mds resistencia al frio que los de las demds razas.-
sus hibridos con otras razas, que han adquirido algunos de-
los caracteres sobresalientes de éstas ultimas en cuanto al
fruto, son apreciados comercialmente en todo el mundo.

Los drboles del grupo ecoldgico guatemalteco tienden
a producir frutos mas grandes., que necesitan mas tiempo pa-
ra desarrollarse totalmente a partir de la floracion y que-



tienen la piel mds gruesa, mas dura y mds rugesa que los de
la raza mexicana. Los drboles silvestres de este grupo --
presentan frutos pequernos, mientras cue ol mavor tamano de
los frutos en los drboles seleccionados para la propagacion
parece indicar que ha existido la tendencia poy los campesi
nos de las tierras altas de Guatemala a buscar ésto 0ltimo,
lo cual no parece ser importante para México, donde la se--
leccién se habia estado haciendo en base a otras caracteres
(contenido de pulpa, aceite, etc.). Los drboles que perte
cen al grupo gquatemalteco son menos resistentes al frio que
fos de la raza mexicana; las variedades cultivadas de esta-
raza no tienen olor a anis en las hojas.

Los arboles de algunas variedades del grupo ecoldgi-
co de las Indias Occidentales o antillano, producen frutos-
pequenos, Mientras que los de otras son muy grandes. La-
piel del fruto tiende a ser un poco mas delgada y lisa que-
en la raza gquatemalteca; la diferencia mds notable es Ta --
que se refiere al periodo transcurrido entre la floracion y
la maduracion del fruto. Los drboles son en extremo sensi
bles a las bajas temperaturas invernaies. y por el contra--
rio, parecen resistir condiciones adversas del 5ue1069 y -
son de zona climatica tropical, a diferencia de los dos gru

: g
pos anteriores, que son subtropicales. 0.

2) Variedades.-

Innumerables son las variedades (muchas de ellas co-
rrespondiendo a hibridos) que se conocen, sumando mids de --
800 las distribuidas de modo distinto en las dreas de culti
vo del aguacate. pero pocas han encontrado el favor de los-
fruticultores y de 10s mercados. Algqunas de estas varieda
des se mencionan a continuacidn, seqln el grupo ecologico -

al que pertenecen 2’2d’90:



mex1cano™)  guatemarteco®)  antrieano™ g x A G x M

Atlixco* Anaheim * Baker * *Collin-:d Dorothea *
Bacon *+ Benik* Baldwin * Collinson Ethinger *
Benedict Collins * Gvar-Am +*Choguete Fuerte *+
Duke * Hass  *+ Butler * +*Booth 7  Lula *+
Sinaloa [tzamnda ** Halt * +*Booyh 8 Monterrico
Topa-topa MacArthur * Pollok *
Puebla * Nabal * Thempson
Lutano *+ Rincén *+ Trapp *

Taylor Waldin *+

24,25,90,18

* Principales y mds importantes variedades

+ Variedades que se cultivan en México 23

La eleccidon de variedsdes nara la plantecion de una -
huerta es de gran importancia econdmica, Comercialmente --
los aguacates mas finos y de mavor aceptacidn son l1os que -~
pertenecen al grupo ecolégico mexicano; en segundo lugar se-
encuentran los del grupo ecologico guatemalteco, y por G1ti-
mo, los del grupo ecoldgico antillano. Debe considerarse -
también dentro de esta clasificacidn a hibridos tales comoc -
el Fuerte (G x M) cuya elevada produccidon y alta comerciabi-
lidad puede adjudicarse a que sus caracteristicas degustati-
vas y de contenido de aceites corresponden al grupo mexicano
aparte de tener un alto indice de la relacidén pulpa-hueso.

3) Produccidn.-

México es el productor lider de aguacates 3981 aun--
gue la mayor parte de su produccidn, proveniente de tipos - -
criollos en su mayoria, es consumida internamente; también -
hay grandes zonas de produccion comercial en: Estados Unidos
(California, Florida, Hawaii y partes bajas de Rio Grande en
Texas) donde se consume en forma interna gran parte de la pro



duccidn; en Israel, especialmente en las dreas costeras: en
Suda-rica y en Chile, principalwente en las partes bajas --
del Valle del Aconcaguag. Sin embargo, en términos moneta
rios, la produccion de Estados linidos se encuentra en pri--
mer términog. quiza debido a gue manejan $0lo variedades de
calidad e importancia comercial, que se cotizan a precios
mds altos en el mercado.

Actualmente s6lo Israel y Suddfrica tienen importan-
tes mercados de exportacidon que se encuentran en Europa Oc-
cidental, especialmente Francia y Gran Bretaﬁag Para po-
der comnetir con ellos. habria gque optimizar la produc-
cion, ademas de encontrar técnicas adecuadas de conserva- -
cion del fruto que permitan el transporte hacia los centros
de demanda lejanos.

Empresas incipientes de produccién comercial del - -
aguacate han sido establecidas en: Australia y Nueva Zelan
da:; en Argentina. Brasil, VYenezuela, Colombia, Peri, Guate-
mala, E1 Salvador, y la gran mayoria de los otros paises de
América Central y del Sur; en Cuba, Jamaica, Puerto Rico, -
St. Croix, Martinica y varias otras islas del Caribe; en --
Ghana, Camerdn, Mozambique, Madagascar, Kenya y otras nacio
nes tropicales de Africa; en las Islas Canarias y Madeiras;

en Marruecos, Sicilia, Grecia., Turquia y otros paises del

Mediterrdneo: y en India, Malasia, Indonesia, Filipinas y
: ¢ ; 3
otras partes de Asia y Oceania Tropical .

Como se indicdé antes, en México la oferta nacional
del aquacate estda integrada en su mayor parte por tipos crio
1las, aunque en los Gltimos afios, la introduccion de nuevas
plantaciones en las que se han empleado variedades mejoradas
(Hass. Fuerte, Bacon, Booth y otras)han arrojado resultados-
positivos en el desarrollo productivo y comercial del aquaca
te, situacion que a la fecha posibilita la integracidon de vo



1imenes crecientes con calidad de exportacion, ya que estas-
G1timas variedades presentan una mayor posibilidad de conser
vacion y por tanto. de transportar, en relacidn a los ripes-
criollos. Estos (ltimos. debido a2 las caracteristicas de -
su fruto, pueden llegar a tener una gran demanda en ¢l merca
do internacional una vez que se les seleccione o desarrolle-
como variedades y se les conozca;, para exportarlas se ten- -
dria que investigar las posibilidades de conservarlols en

buen estado por un tiempo suficiente para transportarlo y co

mercializarle en forma rentable,

Mundialmente, los orincipales factores gue limitan -
el consumo del aquacate es la falta de familiaridad con el -
fruto y su alto costo: ésto nltimo es el resultado de una --
produccidn baja, la cuval estda dada por diversos factoresg co
mo es 1a sensibilidad del aquacate & los climas y condicio--
nes extremas (por ejemplo: heladas, granizos y suelos con al
tos contenidos en salesas, etc.), por 10 que no se les puede
cultivar en cualquier zona; su vulnerabilidad a 1a pudricidn

130

de la raiz “Tristeza del aquacatero", razon por la cual -

se han perdido grandes p]antac‘iones81 y para lo cual no se -

F . 3
cuenta con un método de control efacazl I; el retraso en el

desarrollo de cultivares de caracteristicas mds ventajosas

-gue los actuales- a partir del germoplasma disponible, que-
es tan rico y variado (en su lugar de origen)g, por lo que -
es necesario realizar estudios a fondo, nara resolver las 1i
mitantes del cultivo, con el propésito final de aumentar la-
produccién ya que la demarda de aquacate cada vez sequird --
creciendo considerablemente una vez que se loGre una mayor -
apreciacién del sabor tan especial! que este fruto quarda, y-

se difunda el conocimiento sohre sus propiedades nutritivas?g.

En México se ha intentado aumentar la produccion, pe

; 3 $.,29,39,100 ;
ro cultivando nuevas t1erras.2( 2 hulkl y no mediante una

optimizacidn del cultivo en las zonas ya abiertas para éste,
Esto se debe principalmente a que el fruticultor ha encontra



do serios problemas en el maneio de su huerto, optando por-
abandonarlo total o parcialmente., y buscando nusvas tierras
sin lograr una solucicén adecuads Per 1o tanto se debe ~-
buscar 1a optimizacidon de su cultivo., con ¢l menoyr sacrifi-
cio de nuevas tierras, explotando variedades altamente apre
ciadas comercialmente -tanto en el pnlano nacional como in--
ternacional- y aprovechando selecciones del valioso germo--
plasma nacional, adaptado adecuadamente a las condiciones -
del territorio. Ademas hay aue favorecer el cultivo inten
sivo., utilizando ejemplares ventaionsos que puedan Usarse Co-
mo patrones para que combinados con las variedades adecua--
das, se cultiven arboles compuestos (variedad-portainjertos
que permitan obtener un huerto uniforme, en el aue se lo- -
gren superar los problemas tan qraves y difundidos en el --
pais, cono es el de la pudricién de la raiz gque es csusa de
grandes pérdidas y baia produccidn en dreas cultivadas del-
pais81 o como es la presencia de suelos salinos en las zo--
nas bajas, con 1o cual- se pierden drboles gque no logran - -
prosperar en esas condiciones, etc. Una vez lograda 1a op
timizacion de su cultivo el pais alcanzaria una mayor compe
titividad productiva y comercial, y es cuando se puede pen-
sar en aumentar la extension del cultivo como una segunda -
posibilidad para incrementar la oroduccidon, para poder cum-
plir con la gran demanda nacional asi como internacional.

4. - Clasificacion y-Descripcion Beoténica.-
a) Clasiticacidn. -

La clasificacion botanicae que corresponde a3l

. 19
agquacate es la siguiente:

)



Division: Espermatophita
Subdivisicn: Anaiopsperma
Clase: Dicotylaedonen
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae.
Género: Persea

Pertenece a la misma familia el laurel del Mediterrd
neo, Laurus nobilis L. : el laurel de California, Umbellula-
ria californica Nutt., el sassafras americano, Sassafras va

rifolium Kuntze; el alcanforero Cinnamonum camphora L. Ness
y Eberm; el arbol de l1a canela, Cinnamonum zeylanicum Bl1. -
guardando todos estos cierta importancia comercial en dife-

rentes partes del mundo.25

Prevalecen en la actualidad las teorias que dividen-

en 2 especies el aguacatero cu]tivadog‘éﬂ‘gz.

- P. americana Mill.- (P. qratissima Gaertn.).- Per-
teneciendo a ella todas las variedades de la raza-
0 grupos ecologicos gquatemaltecos y antillano, es-
decir, el aguacate comin mas diseminado en el tro-

pico bajo americano.

-~ P. drymifolia Charm y Schecht.- (P.americana, var.
drymifolia, Mez.). Aqui se incluyen los pequefios
aquacates pertenecientes a las tierras altas mexi-
canas que ahora se cultivan en muchos otros sitios
Al frotar sus hojas emanan un olor a anis que no -

se presenta en P, americana Mill.

La clasificacién anterior resulta controvertida y to
davia no definida, aunque no han faltado qenetistas y taxé6-
nomos que, con base en evaluaciones nenéticas y ecoloeqgicas-



consideran la sequnda (drymifolia) una ecoespecie, o ain un

ecotipo o variedad de la misma especie americana Mi13.9‘40

Otras especies del génerc Persea, que en su conjunto
se conocen con el nombre de "aquacatillo® son P, cinerascens
Blake, P. chamissonis Mez., P_ liebmanni Yez., y P. Schiede
ana Ness: las Gltimas tres han sido probadas como posibles-
patrones en el in‘2rto del aquacatero intentando lograr - -
plantas con resistencia a algunas enfermedades de las rai--

ces, pero sin resultados practicos hasta el momento18

b) Descripcién -

E1 cguacate es una planta leficsa de porte gene--
ralmente elevado, perenne, de 6 a 20 metros de altura, con-
corteza aspera y a veces surcada longitudinalmente, corona-
de ovoide-globosa a piramidal (dependiendo de la variedad y

9
grupo ecoldégico) y densamente foliada.’o

E1 aparato radical constituido por una raiz columnar
primaria, que se desarrolla a profundidades que muchas ve--
ces superan jgs 4 metros, notablemente ramificada en haces-
secundarios y terciarios horizontales. que en su conjunto -
resultan profundamente introducidos en el suelo. No for--
man pelos radiculares visibles, y la absorcién la realizan-
a través de los tejidos de muchas ramificaciones secunda- -

rias.40’82

Las hojas son alternas, se aglomeran en las puntas -
de las ramas, son pecioladas, simples, oval-oblongas o elip
ticas, de base acunada u obtusa, coridceas, penninervias, -
de haz verde gscuro y con brilio escaso en la madurez, el -

4 40
envés es opaco.



La flor es perfecta y se encuentran reunidas en raci
mos axilares, Presenta 12 estambres, el ovario es simple-
con un solo capelo y un solo 6vulo, el cdliz y la corola --
son del mismo color y solamente se distinguen por su nesi--
cion. Aunque organograficamente son hermafroditas, la au-
tofecundacidn resulta obstaculizada. ya cue los dGrganos re-
productores no llegan a madurar contempordneamente (dicoga-
mia), por lo que la planta se conduce come si fuera dioica,
y normalmente la reproduccion se aseqgura por fecundacidn --

cruzada .2' 24, 72,

E1l frute es una drupa carnosa, piriforme. ovalada, -
redonda o eliptica, consituido por una sola semilla cubier-
ta de una pulpa gruesa de consistencia suave cuando madura,
coloreada en amarillo claro al interior y verduzco hacia el
exterior E1l frutoc de las variedades cultivadas es varia-
ble en tamafio, peso, forma, color, contenido de grasas (des
de 3 hasta un mdximo de 30% para la raza antillana y la me-

xicana, respectivamente) ¢,128

La semilla formada por 2 cotiledones en cuyo interior
se localiza el embrion, se encuentra revestida por una cu--
bierta formada por 2 capas, algunas veces fuertemente adhe-

rida a los cotiledones u otras veces sue?ta.40

B.- EL ARBOL FRUTAL.-

La experiencia en fruticultura indica que el drbol -
frutal optimo es aquel que tiene la mdxima adaptabilidad al-
sitio de cultivo, ocupa el minimo espacio y tiene el mdximo-
rendimiento y calidad frutal. Para el Togro de este objeti
vo muchas veces es necesario manejar arbeles compuestos de -~
un portainjerto (patrdn a pie) y la variedad injertada, con-
tribuyendo el primero fundamentalmente al anclaje del arbol-



S U et

y por tanto a la adaptabilidad al sitio de cultivo (resisten
cia a suelos salinos, enfermedades de la raiz. etc.), aunque
también puede contribuir induciendo enanizacion (como se ha-
logrado en el manzano): mientras que la variedad., que consti
tuye la parte aérea del drbol, es la priacipal responsable -
de 1a calidad del fruto.gz’m‘ﬁg’74

1) Propagacién del Arbol Frutal.-

Gran parte de las principales especies frutales son -
autoestériles, vy por la imposibilidad de autofecundarse re--
quieren de una polinizacidén cruzada. de manera que la proge-
nie proveniente de semillas se constituye en una poblacidn -
de individuos hetercgénea en la que se mezclan caracteres --

asociados a cada prggenitor_38,?4

Al propagar una especie frutal en forma vegetativa, -
se tiene las ventajas de mantener las mismas caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas de la planta madre, observando -
ademas el mismo comportamiento en las mismas condiciones cli
méticas, ambientales, edaficas y de practicas de cultivo, lo
cual permite adoptar en un ambiente adecuado una técnica de-

cultivo uniforme.zz‘a?’QS

Por esto, la propagacib6n vegetativa es la unica via -
factible de multiplicacidn de los arboles frutales haciendo-
que estos conserven su identidad como variedad vegetativa o-

clon, el cual se define55

como el material genéticamente uni
forme derivado de un solo individuo, y gue se propaga exclu-
sivamente por medios vegetatives: enraizamiento de estacas.,-

acodado, injertacidn, etc.

Resulta evidente pues, que las variedades que repre--
sentan el papel mas importante en la calidad del fruto del -



arbol compuesto, deberdn propagarse veqetativamente, aeneral
mente por injertc, asegurando asi, lograr en cada drbol apro
ximadamente la misma forma y tamehc del fruto, asi como su -
buen aspecto, color., aroma y cualidades organolépticas.

Desde el punto de vista practico, existen diferentes -
tipos de arbol frutal. Asi tenemos aquel de "pie franco"
que se obtiene a partir de semilla, y aquél que es clonal ob
tenido por enraizamiento de estacas o acodado, de los cuales
directamente se espera la obtencidén de fruto. También tene
mos el drbol injertado cuyo patrén puede provenir de semilla
o ser de tipo clonal; en el primer caso se deben obtener pri
mero el portainjertos, que por provenir de semilla se denomi
nan "patrones francos", y los individuos asi obtenidos estdn
provistos de un sistema radicular penetrante y de gran expan
sion en todos los sentidos, las variedades en é1 injertadas-
dan lugar a un arbol vigoroso y de notable voldmen, aunque -
este sistema no elimina completamente el problema de la hete

22,47,99

rogeneidad genética a gue da lugar las semillas que

generan 10s patrones.

Son los francos los patrones universalmente empleados
en mayor cantidad y constituyen por lo tanto, la norma de --
produccidn de portainjertos; sus principales ventajas BEa 90
radican en el hecho de 1a facilidad de su obtencid6n y en su-
consecuente reducido costo; su mayor inconveniente radica en
que por provenir de poblaciones de semilla heterocigética se
imposibilita lograr mediante ellos reproducibilidad en su re
sistencia a factores desfavorabies, induccidon de enanizacidn
y precocidad en la variedad,y todo esto debido a la heteroge
neidad en el comportamiento que estos patrones determinan so
bre los arboles compuestos., al ser cada patrdon un individuo-

de constitucion aenética distintagg.



Los patrones también pueden reproducirse vegetativa-
mente, por ejemplo por medio de acondado o enraizamiento de-
estacas, asegurando asi 13 regularidad de las caracteristi-
cas de los arboles en el huerto, haciendo su explotacidn --

22'4?, sin embargo, la dificultad de enraiza- -

mas rentable
miento de algunos frutales hace la produccion de sus respec

tivos patrones muy dificil o costosa.
C.- PROPAGACION "IN VITRO". -

- Existe una forma alternativa para clonar plantas di-
ficiles de propagar vegetativamente y esto es por medio del
cultivo "in vitro". Esta forma de propagar las especies -
vecetales incluye tanto métodos vegetativos como sexua1es32
y consiste en el cultivo en condiciones asépticas, de em- -
briones, semillas, teiidos. 6rganos, células, protoplastos,
en un medio artificial complementado con nutrientes hasta -

lTograr el desarrollo y produccidn de tas plantas integras.-€
21,124

->La multiplicacidon clonal "in vitro" presenta otras -
ventajas como es la aceleracidon del proceso de propagacidn-
en aquellas especies en gue éste es lento, y por lo tanto,-
incosteable, o cuando los fitomejoradores requieren un geno
tipo selecto reproducido masivamente & corto plazof o cuan-
do se require un estricto control fitosanitario del mate- -

: 60,115,858
rial propagado

ble 1a tasa de multipiicacion de especies que son propaga--
16,85

0o para aumentar en forma considera-
das convencionalmente por otras técnicas, - 0tra venta
ja, recientemente puesta en préctica\lﬁ es la comercializa-
cion de plantas multipiicadas "in vitro" en forma sencilla,
evitande ciertos problemas de cuarentenas v el transporte a
bajo coste por grandes distancias, inclusive entre distin--
tos paises.«



La aplicacion de la técnica de cultive "in vitro" re

presenta una actividad altamente rentable a largo 9132034‘3‘

120consiguiéndose la propacacidn masiva, en espacios reduci
dos, condiciones controlables y durante todo el ano, sin =--
faltar la calidad y fitesanidad del material multiplicado.-

Actualmente un gran numero de plantasgs. principalmente her

32,3 Lod,91

bdceas algunas especies lefiosas

&2 031,119 127

entre los que en--

17,133 _

contramos forestales y pocas frutales

estdn siendo propacadas mediante este Ssistema.
1) Preparacidn del Explante.-
a) Seleccién.-

Para el cultivo "in vitro" es necesario tomar en

32,58,68

cuenta diferentes aspectos Uno de ellos es la se-

leccion del explante a usar; muchas veces el origen de éste

20 € s g ; 2
es mas importante que l1a técnica usada 3, Casi cualquier-

6rgano o tejido puede servir como fuente de Pxplantelgl, --
sin embargo, el €xito puede ser variable, y en el desarro--
110 de una metodoliogia de uso comercial, la seleccion del -
explante debe realizarse en forma sistematica, aunque exis-
ten alqunos tipos preferidos, ya sea por sus caracteristi--

cas, su respuesta, su facilidad de obtencidn, etc.l.

Para definir acerca del explante mids adecuado se de-

ben considerar32’85

a) E1 drgano cue servird como fuente de tejido; -
la seleccidn generaimente se hace debido a que el tejido cre
ce facilmente o que se tiene un interés de investigacidn es-
pecial de ese tejido.

b) E1 tamano de éste, ya que la frecuencia de su-



pervivencia "in vitro" del explante, asf como en tasa de de
sarrollo y morfogenesis ha sido relacionada directamente -

con su tamefio inicial.

¢c) La estacidén en la cual es abienido el explan-
te: esta puecde influir también en sus caracteristicas rege-
nerativas, particularmente en variedades de plantas adapta-
das a clima templado.

d) La edad fisicldgica v ontogenética del organg,
ya oue las variaciones en l1as caracteristicas regenerativas
pueden ser, a veces, atribuibles a diferencias en su edad -
fisiologica y al grado de diferenciacion de las células,

e) Calidad general de la planta de 1a cual Tos ex
plantes se obtendrdn. ya cue el comportamiento inicial de -_
un teiido cultivado puede variar también con el estado fi--
sioldogico global de la planta original.

B).- Asensia y Esterilizacian del Explante, -

Otro aspecto a considerar es la esterilizacion del ex

32,121 En principio, toda planta que crece en forma na

plante
tural debe considerarse como contaminada por microorganismos.
Naturalmente la microflora se restringe principalmente a la-
epidermis de la nlanta (interfase entre la planta v el medio)

es decir, los tejidos internos estan esencialmente libres de

orcanismos. Asi, en forma general, el problema técnico de-
obtener explantes sanos se reduce a:

a) Eliminacién del tejido externc, de manera que-
se renuevan los microorganismos asociados. y/o

b) Desinfeccidon (esterilizacidn superficial) de -



la porcidon de la nlanta que sera sembreda. La eleccion cde-

estos dos métodos depende de las tejidos Gque se requieren, -

Una tercera elocciadn involucra el mantenimiento del material
de donde se tomaran los explantes, bajo condiciones asépti=--
Ca85.

E1 problema de la contaminacidn superficial es grave:
es esencial eliminar todos los microorganismos contaminantes
dado que un medic que soporte el tejido vegetal, también se-

ra el adecuado para el desarrollo de hongos y bacteriasaz"'

12]por ésto, cultivos contaminados resultan de la siembra de

materiales no asépticos, 10 cual es indeseable porque32. el-
contaminante generalmente "sobrecrece" al explante, destru--
yéndolo, y la presencia del cortaminante, con sus requeri- -
mientos nutricionales y secrecidn de desechos metab6licos al
tera el medio en una manera no reproducible, destruyendo mu-
cho de la ventaja de los procedimientos del cultivo de teji-

dos.

Hay una serie de agentes quimicos que se usan comin--
mente para esterilizar superficialmente el material vegetal-

121, la eleccidn de éste, asi como el tipo de tratamiento de

)
penderd de la sensibilidad del material>c»°8-121.

2) E1 Medio de Cultivo. -

Los vegetales tienen necesidad de agua como el "medio"
necesario en el que sc efectuan la mavoria de los precesos mo
leculares de los seres vivos., y como fuente de hidrogeno en -
todos 1os compuestos organicos, E1l oxigeno se requiere para
la respiracién que provee la energia para que se efectien los
procesos vitales. {1 dioxido de carbono se necesita para su
plir carbeno a usarse en la sintesis de los compuestos orga-



nicos, el cual con el auxilio de la energia solar ¢s5 incor-
porado por medio de la fotosintesis v convertido en simples-
carbohidratos, los cuales son luego usedos para formar carbo
hidratos mas complejos (como sacarcsa, por eienple), mismos-
que pueder ser transportados a otras céluyias en la planta y
almacenarse o transformarse a compuestos simples (aninodcidos
por ejemplo) usados en la sintesis de substancias mas comple
jas como son: enzimas, grasas, acidos nucleicos, y otros com
puestos organicos Muchas de estas sustancias complejas --
consisten no solamente de carbono, hidrbgeno, y oxigeno, si-
no también de otros elementos., como el nitrégeno, fosforo y-
azufre; al magnesio se le encuentra en la moléecula de cloro-
fila y es necesario para la fotosintesis; el cobre y fierro-
se encuenfran invelucrados en reacciones en la mitocondria -
Para cada eiemento clasificade como esencial para la planta,-
existe por lo menos un papel importante en l1os procesos vita
les, v una deficiencia de estos elementos resultan, ya sea -

28 32

en muerte o0 en lento crecimiento Por tanto, es usual

proporcionar en 1o0s medios para cultivo de tejidos, los ele-

. o 3 32,121
mentos 1norganicos esenciales.

La sacarosa es una fuente adecuada de carbcnoll‘32’62
y si el tejido en cultivo, aunque expuesto a luz, se encuen-
tra desprovisto de clorofila, la sacarosa en el medio seria-
usada para formar otras moléculas organicas por el cultivo;-
por otra parte, aunque los cultivos estén verdes, la intensi
dad de la iluminacidén en la mayoria de las incubadoras no es

32,60,61

suficiente para una considerable fotosintesis .y la-

inclusion de sacarosa en el medio de cultivo comprensa esto-
32‘60. Todos los demas compuestos organicos incluidos en -
el medio de cultivo no se encuentran alli como fuente de car
bono o energia (como la sacarosa), Sino se cree SON CApPaces-
de llenar ciertas necesidades mediatas, como son el actuar -

- ; ; 32
como antioxidantes, vitaminas, reguladores hormonales, etc. .



En plantas normales intactas, los requladores del cre-

cimiento actiéan coordinando y requlandeo procesos vitales que-
=

)

Tlevan a un crecimiento y desarrollc normal de la planta
Aunque el modo de accion de los reguladores del crecimiento -

vegetal no son bien conocidos, se han lngrado determinar alqu
126 '

. .../ _
nas de las respuestas de su aplicacion Existen va- -

rias clases bien definidas de reouladores del crecimiento ve-

getal, como son las auxinas, citocininas, giberelinas, absci-

cinas, y varias vitaminas 126.

Los requladores del crecimiento se incluyen en los me-

114,117

dios de cultivo de vegetales por varias razones en -

cultivos de tejidos, las auxinas y citocininas son incorpora

das al medio para inducir la division celular, y asi formar

ca110114‘121: la fermacién de brotes se ve influenciada por

la interaccion entre giberelinas, auxinas y c¢itocininas, prin

. A 62 2 , N
cipalmente por estas uUltimas ~, esperandose sequn la rela- -
cidn auxina-citocinina diferentes respuestas morfogenéticas -

de los tejidos en cultivoll?‘

La importancia del pH en la preparacion de los medios-~
de cultivo se detecta en el hecho de que los Tiquidos vitales
contenidos en 1os seres vivos tienen valores de pH definidos,
Yy que ciertos elementos en o] exterior no se encuentran dispo
nibles para la planta o sus explantes, fuera de ciertos ran--
gos de pH 15‘32.

Existen varios medios bien c0nocid0323‘32’48 Yy numero-
sas modificaciones de éstost. Estos medios se han generado
de acuerdo al contenido y fisiologia de los vegeta]es4‘15 co-
mo seria el andlisis de componentes de sustratos en los que -
el vegetal se desarrolla adecuadamente, y posteriormente, me-
diante ensayo de estos componentes de cultivos en solucion, y
finalmente en cultivos "in vitro", etc.



El como seleccionar un medio de cultivo para tina esne
cie en particular es una de las respuestas mds dificiles. -
Una manerade resolver el nroblema de la seleccidn del mediog-

; ; ; : 3 -
para una esvecie u objetivo particular™ ™™, e buscar en la 1i
teratura ios trabajos relacicnados & las especies ¢ de obje-

tivos similares y probar les medios presentadoes en €505 re--

32 . .
portes. Otra forma es probar uno de los varios medios co
noccidos, incorporando posiblemente algunas variables. Ctra,

. . : 32
es lo gue se conoce como "experimento de amplio espectro"™

en el cual se acomodan los componentes en varias categorias-
(componente mineral: eolementos macronutrientes y micronu- -
trientes: auxinas, citocininas: factores de crecimiento y --
aminocdcidos: fuente de carhono): éstas se v rian en tres nive
les de concentracidn {de acuerdo a recopilacidn hecha de to-
dos los medios usados). con lo gue se pretende encontrar, en
forma sistemdatica, un medio adecuado y especifice para nue--
vas especies o probiemdticas, De acuerdo &l contenido de -
nutrientes y al balance hormonal en el medio, se logra obte
ner diferentes ftipos de nmerfegénesis, como es el desarrollo-

de brotes, 1a induccion radicular, etc. También tienc in--

fluencia sobre esto el efecto de los fTactares fisicosﬁﬁ‘ﬁl’g5
como son el fotoperiodo, la intensidad luminosa, la tempera-
tura, la humedad, etc., haciéndose necesario encontrar las -
condiciones de cultivo mds adecuadas que favorezcan el logro

del objetivo particular nue se esté investigando.
3) Vias de Multiplicacién "in vitro"

Existen 2 vias principales a sequir en el cultivo "in-

[

vitre" con fings de multiplicacidn y reucneracion de plantas-
1'60. Urna cs ind"recta y requiere de la generacion de callo
formado por células indiferenciadas., y 17 otra es directa, --
manteniendo lcs elewentos organizados del explante madre (Fi-

gura 1):



El como seleccionar un medio de cultivo para tina esne
cie en particular es una de las respuestas mds dificiles -
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forma sistemdtica, un medio adecuado y especifice nara nue--
vas especies o probiemdticas, De acuerdo al! contenido de -
nutrientes y al balance hormonal en el medio, se logra obte
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-Seleccidn comercial -Mutante estable
-Hibrido somatico -De dificil propagacidn
-Seleccitn haploide 6 diploide

|-Seleccion de proyectos de fitomejoramiento r

[PLANTA MADRE]

a) Eliminacidn de enfermedades
(cuande necesario)
b) Indexacidn

Planta madre
libre de enfermedades

:

EXPLANTE (meristemo u otro d6rgano)

a) Esterilizacidn

,ﬂ"“i\~ b) Induccién
\ -

. -
Induccion,forma-
cion y multipli-

\ cacion de BROTES

\.__/\ Suspension celular

en medio liquido -
con aqitacidn

CALLO

a)Enraiza l a)Organg—
\ nrents Embriocides génesis
\ Brotese—sRaices

\ a)0Obtencion de plantulas
b)besarrollo

¢)Indexacidn

d)beterminacion del cariotipo
e)Aclimatizacion

f)Evaluacidn en campo

[CLONES ESTABLECIDOS]

Figura 1. Rutas de propagacidn por medio del cultivo "in-vi
tro", Adaptado de: Abbot A.(19?8]1. ( Via indirecta;
_ Via directa.)




-~ E1 establacimiento de la via indirecta we multiplica-
i3n permite obtaner grandes nimeros de sronaaulas, sin em--

bargo, se presentan alqunos inconvenienresl‘hl‘IQI-

- ya que los callos tiere una aran actividad mitd:‘ca,
es posible que despugs de cuitives sucesivos Se de-
savrollen mutantes, por le oue Ta progenie debe exa
minarse rigurosamante pare asegurar la uniformidad;

- 12 produccidn de -aices y broies, en este caso, no-
necesariamente resulfta en plantas viables, ya que-
las conetiones vasculares ne siempre se lleqgan a8 --

formar,

cxisten algunas esperies gue no responden a la dife
renciacion del calleg, entre las gue encentramos - -

qran parte de leTosas

— En la ruta di~ecta, al manejar te’idos organizidos, el
riesgo de que células mutartes se ilecuen a desarroilar es --

. o i S
pbastente bajio 1, y también s5¢ puede obteéne' un Aran ngme-o d2
plantas- aurcue ¢on Tndices de muitiplicacion menores que en-

la otra via <

~La propagasicén vegetativa “in vitro" de esoecies herbd
ceas os ralativemente fariil, sin emharqgo, la de darbales v ar-
bustos {angiospermas y aimnospermas) es 41f7cil, va cue 11 ca
pacidad de las plantas ledozas de regeneracidn #s mas baia en

<o b 11,91 ”
comparacifin con la de las plantas herdicease Tuantg -
s posibie 'a prowpage~idn de especies leficsas "ia vitpe", 2:1-

te suministiva ura hervemi=nts impor~an®“e para >0s vive “izla:

_—
a
r-’ .

v Frtomeioradores: facilides de propagacitn en galvarani
-

-gon tos métedss tradicionziszs: 13 rrgpagacila vdpidr de nue-

vas cnitivares: candicignes fes:iiradae powd 1o v duteion te-



mutaciones para tratar de desarrollar caracteres diferentes;
produccion de haploides a partir de anteras y dohlamiento de
nimero cromosfmico: propagacidn de plantas libres de virus;-
transporte y exportacidon de material en copdiciones fitosani

86,37.91.98

tarias inmejorables etc.

D) PROPAGACION DEL AGLACA

| ==

£ L i

La mayor parte de los drboles de aguacate en las re--
giones de donde se supone este frutal es originario, proce--
den de sem1]1a35. Todas ltas razas del aquacate presentan -
heterocigocidad por 1o que no se puede tener la sequridad de
que todos l1os drboles pirocedentes de semilla produzcan bue--
nas cosechas o frutes de calidad satisfactoria. En térmi--
nos generales, el aguacate se le cultiva produciendo plantas
compuestas, en base a patrones provenientes de semillas, y -

L}

a los que se injerta la variedad deseada, logrando de esta

manera una relativa uniformidad en la produccidén y calidad

del fruto, uniformidad a la que s6lo contribuye la variedad

injertada; es decir que a pesar de tener una sé6la variedad
injertada, y al provenir los patrones de semilla, el drbol

1

compuesto presenta grandes variaciones en cuento a vigor, re

sistencia a enfermedades, respuesta a condiciones del medio-
6,25,64,82

Recurriendo a 1a propagacion vegetativa es posible --

: LI o : Z
asegurar portainiertos genéticamente idénticos y favorecer-
el mantenimiento de las caracteristicas que interesan en la-

planta formada por el patran y la variedad (tolerancia a la-

pudricion de la raleq‘132. a suelos con altos contenidos en

6,70

sales , etc.), ademds de obtener la uniformidad de compor

tamiento vegetativo y productiva deseade en los drboles del-
huerto, 1o cual es de considerable importancia para el éxito

del huerto comercia]lzg.



La propagacion clonal del aguacatero se ha investiga-
do por varios anos, principalmente en Estados linidos e Is- -

; : S.56. .17
rael, mediante o1 enraice de estacas ‘TRQ. para 1o cual-
se han ensayado factores relacionados can <y estada ticiolo-
. 50,68 e .
Gi1co , coma es l1a estacion del ano on oue deben ser cose

i R -
chadas las estacas; el tipo de planta madre v su edadJn'hﬁ,

; : s
1a consistencia y posicion de las cstacas en la planta ma--
. ¢ w596 OEES &
dre asi como su nutricién b, 12 , asi como factores exter-

nos y tratamientos suplementarios, como el efecto de hormonas

54.?1.?5,94‘ tipo de medio de enraire?‘14~ de 1a in-

?‘?6_ de 1la temperatura57 del

vegetales

tensidad luminosa y nebulizacidn
; . b& N .
medio de enraice ; de la remocian o no de las hojas en las -

estacasgs‘gﬁ; de la preeticlacion de la base de la estacaas‘

43,46 ,45,51

-

asi como la combinacién de diversos factores, =
todo lo cual en conjunto ha rendido hasta la fecha s6lo re--
sultados parciales y ccen un rendimiento relativamente bajo.

Los resultados mas promisorios se han logrado median-

te el enraice de estacas preeticladas (desarrolladas en au--
44) y/o también pretratadas con soluciones de-
la sal rotasica del Acido Indol Butirico -KIBA-71; no obstan-

sencia de luz

te el éxito de estos es parcial y el rendimiento relativamen
63,67

te bajo y ain no se usan estos métodos ampliamente
Por 1o tanto, aun falta mucho por investigar en cuanto a es-
te problema, para asi poder contar con una técnica comercial

economica para lograr propagar vegetativamente 41 aguacatero

E}  CULTIVO "IN VITRO" DEL_AGUACATERQ. -
Recientemente, se han realizado cultive "in vitro" de
tejidos del aquacate con diferentes fines, cono lo es el co-

108, de 1a fisioclogia del fru-
105,110

nocimiento de ta ontroaenia f{loral
t049,102.103,;06.111

de la longevidad de tejidos

; : G s 104
resistencia a condiciones extremas 0 ., ¥ hasta hace un par de
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afios se ha intentado con escaso exito aplicar estas técni-

cas para la propagacian veqetativa de ejemplares ventsjo--
s ’ g '

sos para el cultivo comerc1a12?“9‘107‘109‘112. comg se- -

rian arboles o natrones clonales que pudieran inducir ena-

; < s 10,67 :
nizacion en la planta integra, 0 que <ean tolerantes-
7 - 67 A . 7
a condiciones del suelo "0 que resistan enfermedades'?. co

: e ok 3
mo la tristeza del aquacatero o pudricion de la ra1zl'2.

Tomando en cuenta que tedricamente es posible la re-

constitucidn de una planta a partir de casi cualquiera de -

sus células o de un pequeno grupo de 9113513‘122, se han --

cultivado casi todas las partes de 1a planta del aguacate,-
obteniéndose masas de callo "in vitro"zoa‘llo, aunque sin -

lograr la rediferenciacidon de éstos, y poer tanto, la propa-

gacién clonal a partir de ca}]05107_

Ultimamente se ha intentado reproducir plantas de --

aguacate a partir de tejidos mas organizados como es el ca-

109,116,133

so le yemas o meristemos apicales , y aun com-

binando pretratamientos como la etiolacién de los broteszy’

112; sin embargo, actualmente so0lo se ha reportado la meto-
dologia para el desarrollo v muitiplicacifén de brotes, sin-
27.67,116 yva

que hasta el momento no se ha logrado el enraizamiento de -

tener éxito con la micropropagacidn complieta

brotes, quedando adn importantes puntos per investigar res-
pecto a este problema, como son:

a) Afinamiento de la técnica de eticlacidn.

b) Seleccidon del explante etiolado apropiado y su
esterilizacion.

c) Mejoramiento de 1a composicicon del medio de cul-
tivo (tanto en lo gque corresponde a nutrientes,-
factores del crecimiento, composicién hormonal,-
etc,)



d) Tratamientos secuenciales de composicinn del medio.

e) Control de condiciones de iluminacion y temperatura
(inciuyendo el uso de carbdon activado al! medio soli
do para evitar la inhibicion por luz del desarro--

110 radicularadl

f) Establecimiento de condiciones que favorezcan el en

raice de brotes cultivados "in vitro"” (como la ae--

reacidon de la zona basal del brote cultivado, etc.)

En el presente trabajo se intento investigar el efecto
de algunas de las condiciones antes senaladas sobre 1a morfo-
génesis del cultive "in vitro" del aguacate con fines de pro-
pagacidon de portainjertos clonales Con este prop6sito, se-
montd una técnica de etiolacion de plantulas injertadas de --
agquacate de 13 variedad Fuerte. de las cuales, al cabo de un-
lapso se cosecharon brotes etinlados, que fueron expuestos a-
diferentes condiciones de esterilizacion para su postericr --
cultivo "in vitro" en un medio basico disefado de acuerdo a -
sugerencias de DeFossard32 donde pasaraon nor una etapa de - -
adaptacion, a la vez que se determindo el explante que mejor -
respondido a las condiciones del cultivo. Posteriormente, se
observd el efecto sobre la morfogénesis de diferentes combina
ciones de concentraciones hormonales (AIB y 6 BA), de cambios
en la concentracion bAsica de macronutrientes y de sacarosa,-
de las condiciones fisicas del medio (como es la adicidon de -
carbon activado y el uso de sustratos que permitan la aerea--
cion de la zona basal del explante en cultivo), asi como de -
algunas condiciones ambientales (principalmente intensidad lu
minosa, e indirectamente temperatura). para posteriormente --
combinar las que mejor respuesta dieran para la obtencidn de-
planta completa "in vitro”



METODOLOGIA. -

Para la realizacion del proyecto se enplearon como ejenm
plares plantulas de aguacate (Persea ameritana Mill.) de la va
riedad Fuerte injertadas sobre crioilo mexicano (de 6 meses a-
un ano de injertadas) dada su disponibilidad y gue es recomen-

dable usarlas jévenesso‘sﬁ_

Estas fueron mantenidas en inver

nadero, fertilizandoseles cada 15 dias con una formulacién - -
B . 24 .73,

18:6:6:1 (N, P205. KZU‘ Ma0)

nerlas en desarrollo vegetativo continuo

con el fin de mante--

Las plantas fueron podadas eliminando la zona terminal-

bz, 126 y promover el-

can el fin de romper la dominancia apical
desarrollo de brotes axilares. Las heridas fueron selladas -
con pintura vinilira blanca, para evitar el desarrcllio de in--
fecciones y 1a desecacidn de los tejidos Estas plantas fue-

£
43.44,45 {crecimiento en ausencia de 'quS?'55

ron etioladas
recintos oscuros de 145 x 25 x 895 cm cubiertos con lona vinili
ca neqgra (Fiqura 2, superior), los que se ubicaron en el inver
nadero, tratando de evitar gue padecieran cambios bruscos de -

condiciones.

Una vez que los hrotes axilares etiolados se desarrolla
ron (Figqura 2 inferior y Fig., 3) -alrededor de 45-60 dias des-
pués- fueron cosechados (Fiqura 4) y sellados en la parte cor
tada con pintura vinilica blanca permitiendo el secado de ésta
por un tiempo minimo de 4 horas. Los brotes rasechados se --
contaron y midieron en longitud y didmetro, asi como se les -~-
determind el numero potencial de explantes que de ellos se pu-
dieran obtener.

Se lavaron los brotes en aqua corriente por 30 minutos.,

posteriormente con detergente y cepillo, enjuagando por ultimo
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Figura 2.- Obtencidn de brotes etiolados.-

Superior: Plantulas de aguacate Fuerte dentro de
caja de etiolacidén después de 30 dias en oscuridad

Inferior: Después de 45 dias. WNotese el grado de
defoliacién, asi como el profuso nimero de brotes -
etiolados y la diversidad de su tamafio. (La escala-
mide 30 cm).



Figura 3.- Acercamiento a plintulas de aguacate

Fuerte despuds de 45 dias de etioTacion.

H6tese el color blanquecino de los brotes etiolados
y el incipiente desarrollo foliar en zonas apicales
(La escala mide 30 cm).



Figura 4.- Brotes cosechados después de 45 dias de
etiolacion. - .

Estos fueron sellados con pintura vinilica blanca,-
lavados en agua corriente ¥y jabon, y posteriormente
expuestos a soluciones esterilizantes con distintos
norcentajes y tiempos de exposicidn de cioro.activo
en combinacién con detergente neutro. (La escala -
mide 30 cm).



con agua destilada: todo esto para eliminar particulas de nol
vo y del material contaminante embebido en la parte externa -
de la cuticula.

Se tratd de determinar las condirianes dptimas de este
rilizacion de dichos brotes ensayando diferentes concentracio
nes de hipoclorito de sodio (Cloralex, Productos Quimicos - -
Allen, con 6% de cloro activo) en combinacion con detergente-
neutro (Tritén X-100) durante tiempos de exposicién de 2.4.6,
8.10,15,20,25 y 30 minutos, seqgin recopilacion de condiciones

de esterilizacion para otras ESDEC19532'93.133:

Porcentaje de Cloro Activo (v/v):
0.5, 1.0, 1.6, 1.75, 2.0, 2.5. 3.0.

Porcentaije de Detergente Neutro (p/v):
0.05, 0.10, 0,15, 0 .20, 0.25

Después del primer ensayo, y debido a gue el hipocliori-
to de sodio tenia aparentemente un efecto fitotéxico sobre el-
tejido (se reporta que el tejido foliar es sensible al Sod1073)
se sustituyd por hipoclorito de calcio (J.T. Baker, 30-35% de-
Cloro Activo) el cual se siqui6é usando en los experimentos =-=--
posteriores, pero en las combinaciones de concentracién de clo

ro activo y detergente senaladas.

Una vez que se esterilizaron los brotes, fueron corta--
dos en porciones de tallo con yema (Figura 5), desde 1 hasta -
6 cm de longitud, y 0.25 a 0.6 cm de diametro. En los experi
mentos preliminares, las yemas apicales se eliminaron debido a
que no respondian a las condiciones del cultivo posiblemente -
por efecto fitotdxico del hipoclorito de sodio: inicialmente -
se usaron también explantes sin yema, pero posteriormente se -
evitd su uso, ya que respondian al cultivo sd6lamente formando-
tejido calloso en algunos tratamientos.
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Figura 5.- Explantes etiolados listos para su siembra.
Se prepararon explantes de 1 3 6 cm de longitud, con
yema latente en el extremo superior. los cuales se-
colocaron en posicion vertical en el medio de culti-
vo. sumergiendo un tercio 61 de su longitud por la -
zona hasal.



Se inspeccioné l1a concentracion de agar (Agar-Agar pu
rificado para microbiologia y exento de inhibidores., Merck) -
que proporcionaria al medio de cultivo 1a consistencia minima
que sostuviera el exp]anres1 y la maxima di“ugiéng?, Las --
concentraciones de agar probadas fueron:

grvs 2, 45 85 B e 85 95 10
y la consistencia buscada se logrd detectar al ensayar 6 g/1.

E1 medio de cultivo bdsico (MB) fué disefado de acuer
. 3 ; A
do a las sugerencias de DeFossard 2_ considerando en especial

; . 32 33
las referencias a plantas lenosas ® ‘

E1 realizdo una se--
rie de recopilaciones de los diferentes medios de cultivo uti
lizados hasta 1976, denotando los intervalos de concentracion
de los diversos iones y componentes comiunmente agregados, - -

arreglandolos en 5 categorias:

- Componente Mineral: Elementos Macronutrientes vy
Micronutrientes.

- Auxinas.

- Citocininas.

- Factores del Crecimiento y Aminoacidos.

- Fuente de Carbono.
Cada uno en 3 intervalos de concentracian (bajo, medio y al--
to).

Se saleccionaron las concentraciones medias de l1a ma-
yoria de los elementos macronutrientes, micronutrientes, fac-
tores del crecimiento, aminodcidos y fuente de carbdn (saca--
rosa), a excepcion de los iones sodio y cloro que son tdxi-
cos en altas concentraciones para la planta integra "~, por-
1o que fueron adicionados sequn el rango bajo: para evitar --
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La composicion del medio basico (MB) de cultivo se =--

aprecia en la Tabla 1:

MACROCOMPONENTES

mM

NG -
3
NH+
4
Ntotal
K+
Ca++
Mg++
cl-
SO&
Na+

VITAMINAS Y NU-~ -
TRIENTES COMPLE--
MENTARIQS

"|
o o O

2 © M o= NN DD
—= 0 O v O O oo

N

Inositol

Acido Nicotinico
- HC1

HC1

Piridoxina
Tiamina -
Biotina

D-Ca-Pantotenato

300.
10.
i

2
0.
1

- O O o

0

Tabla 1.- Composicion del medio basico de Cultivo (" 4
Se han separado los componentes en cateqgorias

MICROCOMPONENTES AN
Fet+t++t 40 .0
8033 25.0
Mn++ 40.0
2+t 5.0
Cut+ 0.1
M004= il |
Co++ B
I- .0

FUENTE DE_CARBON( _

Sacarosa 30.0

VITAMINAS ¥ NU- -

TRIENTES COMPLE-- el

MENTARIOS. B

Riboflavina {0

Acido Ascdrbico 3.4

Colina - HEC1Y 1.0

L - Cisteina 10.0

Glicina 5.0

Glutamina 40.0

18

32



de acuerdo a 105 niveles de concentracion en la com
posicion del medio y su funcion nutritiva El C1-=
y Na+, en general son considerados wicroconpoentes
sin embargo. aqui se les coloca en el primer grupo-
por fines practicos de preparacian,

Dado que el dcido ascorbico. las vitaminas y nutrien-
tes complementarios pueden llegar a descomponerse por accion
de las aitas temperaturas, éstos fueron adicionados directa-
mente al medio nutritivo final en forma de soluciones etand-
licas al 70% en vez de someterlos al autoclave junto con los
demds componentes del medio de cultivo. Para ésto se ensa-
yo el porcentaje de tolerancia al alcohol etilico del tejido
en cultivo (ya que puede manifestarse sobre é1 un efecto fi-
totéxicogo).con 12 muestras por tratamiento, segun:

Porcentaje de Etanol:

B8y 8l 1,9 Eally €99 2.8 Tude 00 Fudy
5.0, 5.5, 6.0,

La solucion conteniendo los demds componentes (macro,

micronutrientes inorqgdnicos, sacarosa y agar) del medio fué-
esterilizada en autoclave a 120°C y 1.5 kqfcm2 de presion -
durante un ciclo de esterilizacion de 15 minutos20. previo -

ajuste del pH con KOH .1 %, a un valor de 5.8.

Después de incorporar los compuestos termolabiles - -
(cuando el medio tenia una temperatura de 40-50°C aproximada
mente), y homogeneizar la mezcla, ésta fué vertida en fras--
cos de diferentes volumenes (30-200 ml1) ocupando un tercio -
del volimen tota161 del frasco (10-65 ml).

Durante el desarrollo de todos los experimentos fueron
ensayados diferentes tipos de frascos. {‘igura 6).



- Frascos tipo Gerber, con tapa de papel aluminio y -
con liga:

- Frascos de 5.5cm de altura y 3.0 cm de diametro., --
con tapa de baquelita (negra) con rosca:

- Frascos de 10.2 y 4 2 cm de altura y diametro, res-
pectivamente con tapa de baauelita (neqra) con ros-
ca;

- Frascos de 12 cm de altura y 4.4, cm de diametro --
con tapa plastica (blanca);

- Frascos de policarbonato con tapa del mismo mate- -
rial, transparentes. de 7.5 c¢cm de altura y 5.5 cm-

de diametro

Una vez que el medic gelificara., fueron colocados los-
explantes en él en posicidon vertical, sumergidos 0.3-1.5 cm -
(de acuerdo a la longitud del explante) por su parte basal, -
ésto es, aproximadamente un tercio de su Tonqitudﬁl. para que
se logren mantener en esa Dosicion.

Los frascos con los exnlantes se colocaron en un lugar
acondicionado para su cultivo, con fotoperiodo e intensidad -
luminosa controlados {17/7 horas, 2100 lux, respectivamente),
considerando los reportes para otras especies32'g3’98’lls‘l33
La fuente luminosa (lamparas fluorescentes, Toshiba, 404 - -
Plantlux) se encontraba a 45 cm de los frascos con los explan
tés, v el fotoperiodo fué regulado con un reloj de control - -
(Timer, Reliance, Type 511). Al principio no se pudo contar
con un control de la temperatura, sin embargo, posteriormente
se logrd mantenerla con ayuda de un climatizador, seqin el ci
clo de temperaturi 23-26°C durante la noche y 26-30"C durante
el dia.

Inicialmente los explantes fueron expuestos al medio -



rentes

Figura 6.- D" fe (|
para el cultivo T

pos de frascos Pnsayaqog
VI T VIEro ., o

Recipientes de diferentes tamanos y tapas, como -
se muestra, fueron ocupados para el cultivo de -
porciones etirladas de tal1o con yema dormida
extremo. De j7q. a derecha frasco con tapa =~ -
plastica blanca; tapa de ba4ueTita negra; de poli
carbonato transparente, de papel aluminio y de ba
quelita neqra. (La escala mide 20 cm.)



de cultivo bdsico sin hormonas como parte de una etapa de adap
tacidnlzs, con el fin de seleccionar aquellos explantes que no
se contaminaban., nue estuvieran vigorosos, para aque asi en las
siguientes etapas no se perdiera material por esas causas, y -
se pudiera tener un nimero inicial adecuado para ceda experi--

mento a realijzar.

Una vez lograda la adaptacion de los explantes al MB di
sefiado, se transplantaron a medios con diferentes combinacio--
nes de concentraciones de las hormonas AIB y 6BA (Acido Indol-
3-Butirico, Q.P. vy Ne Bencil Adenina. Q.P., respectivamente) -
para poder catalogar las diferentes respuestas del tejido en -
base a la relacidon hormonal a la que era expuesto. Se usa-
ron estas hormonas dado que han sido recomendadas para el en--

raice y desarrollo del brote en fruta!esSS‘Rg

54.71

y en algunas oca
siones para aguacate Los intervalos de concentracién -
segin recopilacion de aquellos usados para diferntes especies-
Ieﬁosasl‘32‘33'??‘89’81’125, iban desde 0 hasta 100 xM/1, uti-
lizdndose en este caso, 64 combinaciones diferentes. contando-

con 10 muestras por tratamiento, con 3 repeticiones sequn:

AlIB ( mM): 0, 0.1, 1.0,5.0, 10,0, 20.0, 50.0, 100.0
gBA { wM): 0,0,1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0

Las hormonas también se anadieron en forma de solucio--
nes etandlicas al 70% considerando la tolerancia determinada -
con anterioridad.

Se detectaron los tipos de morfogénesis que se presenta-
ron bajo los intervalos de combinaciones hormonales correspon--
dientes, Estos intervalos se consideraron en el planeamiento-
de un seqgundo experimento para optimizar las combinaciones hor-
monales que podrian dar lugar a tipos de morfoqgénesis especifi-
cos. desarrollo de brote, multiplicacion de éste y formacion de



tejido basal que pudiese dar lugar a la iniciacion de raiz;
lo cual permitiria lograr =21 objetive del provecto

También se consideré la adicion de rarbén activado --
(Sygma, Tavado can acido), nara oscurecer ol medio, dado que
se ha reportado que la luz puede inhibir el desarrollo de 1la
rai244; la respuesta del tejido @ este medio de cultivo fué-
contrastada con la obtenida en medios translicidos, Previa
mente se ensayaron diferentes concentraciones de carbdn acti
vado para determinar cudl era la que impedia convenientemen-
te el paso de luz al medio, introduciendo un objeto brillan-
te (como espdtula de acero inoxidable) en el medio gelifica-
do, observando desde el exterior si se lograba apreciar a di
ferentes distancias de la pared del recipiente, y cuidando -
que esta concentracidn no resultara muy elevada (menor de 4%)
ya que algunos autores 31‘41, han reportado efectos téxicos-
sobre el tejido por altas cencontraciones de carbdn activado.

Las concentraciones ensayadas fueron:

Porcentaje de Carbon Activado:
B.25, .50, B.75, 1.00

Una vez que se incorporé v homogenizé el carbon acti-
vado al medio de cultivo, éste fué vertido en los frascos co
rrespondientes, que se colocaron en recipientes con hielo --
con el fin de que gelifique inmediatamente el medio, para --
que el carbdn no se precipite.

En experimentos posteriores se intentd optimizar la --
composicidn nutricional y caracteristicas osméticas del medio
de cultivo en relacidn a la respuesta morfogenética de los te
jidos, para lo cual se varido la concentracion de sacarosa del
medio en combinacién con la concentracién relativa de macronu
trientes en el medio bésico (Tabla 2). ya que alqunos autores



53.37.88,133

recomiendan ., que bajo este tipo de modificaciones

el enraizamiento se ve facilitado en algunos rasos.

Porcentaie de Sacarosa.

lostio]20]3 GPO 3
Concentracion 0.5x

S RS, T TR e—_———— . (AN JU -_..__....__.:_.__.......---‘
Basica de Ma- | 1.0x| | L | &
omomabetanten | Bl L -

Tabla 2.-Variacion de las concentraciones de componentes
nutricionales: inorganicos y oe sacarosa en el-
MB _con agar -

Con el fin de investigar el efecto de la concentracion -
de 10s nuftrientes mencionados en 1a morfogénesis, duran-
te el cultivo, se sometieron porciones de tallo con yema
previamente desarrollada "in vitro" (2-3 cm de longitud)
a las variaciones presentes en la tabla. (x=veces la --
concentracion de macronutrientes en el MB original; los-
demds nutrientes se mantuvieron a la misma concentracion,

La intensidad luminosa se varig dentro de los interva
los que se pudo (debido a 1a relacidén proporcional que guar-
da con la temperatura) ya que en algunos periodos -como an--
tes se menciona-, no se pudo mantener un control de la tempe
ratura; asi las intensidades probadas fueron 1400, 2100, - -
2800 Tux. Ademds  fueron colocados explantes en cultivo con
y sin yema en condiciones de oscuridad a temperatura constan
te de 27°C, con el fin de observar si esto pudiera tener in

fluencia sobre 1a formacion de raice583.

Ya que el aguacate es una planta de dificil enraicezs’

43’50’56’?0'129, y debido a que el desarrollo y funcionamien
to radicular requiere de oxigenoﬁs. y que en el medio de cul
tivo con agar no es lo mds satisfactorio para cubrir esta -

necesidad, se ensayaron diferentes combinaciones de medio de



cultivo gelificado con agar., con y sin carbdn activado. en --

los frascos de 12.0 cm de altura y 4 4 cm de didmetro, con di

ferentes sustratos de cultive (Fiqura 7) que podrian permi--

tir dicha aereacién, cuidando que llenaran una fercera parte-

de la capacidad del recipiente:

f-

Agrolita Tamizada (desde 1 5 a 3 mm de didmetro de-
particula), 6 gr/frasco,

Esponja de Poliuretano (discos de 3.5 cm de diame--
tro, v 2.5 de altura, con orificios para ubicar los
explantes).

Arena (aproximadamente de 1 5 mm de didmetro de par
ticula), 32 ar/frasco.

Tierra (Tierra neqra, tierra lama cultivada, tierra
de hoja encino, arena de rio, agrolita., en partes -
iquales), 24 qr/frasco.

Agrolita - Arena (2-3 mm x }.5mm de didmetro en par
tes iquales), & ar/frasco.

Fibra de Vidrio (tiras enrrolladas de 10 x 2.5 cm)

Para determinar la cantidad de medio de cultivo que se-

les agregaria asi como el volumen de espacio libre, se ensaya-

ron volimnes diferentes de medio de cultivo con agar en canti-

dades

iquales de «cada sustrato. y posteriormente se saturd --

con agua, pudiendo determinar el volidmen del espacio libre (su

puestamente de aereacion) en el medio compuesto resultante; --

asi, para el tipo a se agreqo 6 ml de medio bdsico gelificado-

con agar/frasco, lo cual permitia un velumen de espacio libre-

de 12 ml; para b 8 m1 de MB agarizadec/frasco y con un volimen-

de espacio libre de 10 ml: para ¢, d, e y f 10 ml/frasco y un-

volumen de espacio libre de 9 ml aproximadamente.

Posteriormente se adiciond el volumen antes descrito de



Figura 7.- Desarrollo de brotes en sustratos que pueden

permitir 1a _aereacion basal.

A cada tipo de sustrato le fué adicionado medio de cul-
tivo basico gelificado con agar en cantidad suficiente-
que mantuviera una fase gaseosa de distribucidn homogé-
nea. De izq. a der.: Jlos dos primerns en espuma de -
poliuretano, con y sin carbon activado: los sequndos en
agrolita también con y sin carbdn activado, respectiva-
mente, a los 10 dias de cultivo.
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medio adecuado al sustrato en su frasco, y se homogeneizd con
espatula: revolviendo cuando se trataba de agrolita. arena, -
y tierra y redistribuyendo por presién cusndo se trataba de -
esponja y fibra de vidrio.

Una vez obtenidas las respuestas de los explantes en -
diferentes combinaciones, tanto de medios nutritivos como de-
sustratos solidos., se combinaron las mejores de ellas para --
continuar la observacidon de 1a morfogénesis ocurrida a los ex
plantes en cultivo, y tratar de obtener, posteriormente., la -
planta integra en el laboratorio.



RESULTADOS . -

Los resultados respecto a numero y calidad de brotes -
etiolados y que se presentan a continvacion, se obtuvieronde-
2 cosechas sucesivas de brotes; una de eéstas fué en el verano,
después de 6 semanas en oscuridad y la otra (obtenida de las-
mismas plantas) en el otofio, después de 6 semanas adicionales
de etiolacion,

En Ta primera cosecha al cortar los brotes, se dejo su
base etinlada (alrededor de 1 ¢cm) en la plantula, y cuando se
realizo la sequnda cosecha, se obtuvieron varios brotes de --
esas porciones, por lo que el numero total se incrementé nota
blemente (2.3 veces) La relacion de brotes de la primera -
cosecha se aprecia en la Tabla 3 superior, y la de 1a segunda
en la parte inferior de Ja misma tabla. en donde se reportan-
21.5 y 54 .9 explantes promedio/planta, respectivamente.

Después de ensayar en forma preliminar diferentes con-
centraciones, combinaciones y tiempos de exposicion a selucio
nes de hipoclorito de calcio en combinacién con detergente --
neutro, fué posible delimitar los intervalos en 10s que el te
jide mostraba poca oxidacién y contaminacion: 1.5 -1.75% --
(p/v) de cloro activo més 0.15% (p/v) de detergente neutro por
25-30 minutos, Cabe mencionar que el numero de muestras por
tratamiento en este ensayo preliminar fué un poco reducido, -
sin embargo, se puede constatar en la Tabla 4 que el interva-
1o mencionado efectivamente permite obtener posteriormente un
porcentaje apreciable de explantes sin contaminar. Seglin se
puede observar en dicha tabla que muestra un porcentaje de ex
plantes contaminados entre 16 y 25% después de 15 dias de cul
tivo si s6lo consideramos los ultimos 3 experimentos en los -
que se afindé la técnica.
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NUMERO PROME

DIO DE EX- -

DIMENSIONES OF NUMERD TOTAL NUMERD THTALl ?k“ggEggg;Aﬁ

BROTES  (mm) DE BROTES { DE FXPLANTES DIMENSION DE
BROTES.
50 x 2.0 5 ! 13 1.08
70 x 2.5 8 § 28 2.33
90 x 2.5 13 § 61 5.08
130 x 2.5 11 ? 51 4.25
130 x 4.0 8 | 38 3.17
170 % 3.0 7 36 3.00

200 x 5.0 5 31 _2.58
Total 21.5
10~25 » 1,5-3.0 27 28 3.11
30-45 x 2.0-3.5 15 32 3.56
50-70 x 2.0-3.0 23 84 9.33
75-95 x 2.0-3.0 14 66 7.33
100-120x 2.0-5.0 15 79 8,78
130-145x 2.5-4.5 11 65 7.22
155-190x 2.0-4.5 14 88 9.78
200-250x 2.5-3.5 7 52 _5.78

Total 54.9

Tabla 3,- Cuantificacion de brotes etiolados obte-

nidos €n recinfos oscuros.-

Superior.- Resultado de la primera cosecha (12 plantu-
las) después de 45 dias -verano- en oscuridad;
Inferior.- Resultado de 1a segunda cosecha (9 plantulas)
de la misma poblacidn- después de 45 dias adicionales -
otono- en oscuridad. Notese que el numero de explan--
tes por planta aumentd en la segunda cosecha, esto es -
un promedio total de 54 9 explantes/nlanta en compara--
cidén con 21.5 explantes/planta -como promedio- de la -~
primera cosecha.
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PORCENTAJE DE CONTAMINACION.
D I A S bDE b : | 1 |
Lote 1* Lote 2 Lore 3 Lote 4**
LuLTive 541 expl. | 292 expl. | 205 expl. | 350 expl.
5 18.55 | 6.12 7.14 | 15,81
7 27.30 8.16 9.42 | 19.71
Il 30.68 i 13.87 Po11.14 {22.12
15 33.82 | 18.80 | 16.26 | 25,32
—— . U S SR |
Tabla 4.- Porcentaje acumulado de contaminacion durante
el cuTtive de explantes de aquacate -~
Porciones de tallo con y sin yema (dormida) fueron la-
vados con solucion de detergente y agua corriente, y -

posteriormente sometidos, en una atmésfera estéril, a-
soluciones conteniendo 1.5-1.75% (p/v) de cloro activo
y 0.15% (p/v) de detergente neutro (T-X-100) durante -
25-30 minutos., Los valores representan el porcentaje
acumulado después de los dias en cultivo (en MB con --
agar) sefaladcs en la frimera columna.

o Se ocuparon explantes sin etiolar -en pruebas ini-
ciales- esterilizados con hipoclorito de sodio. y los-
indices de contaminacidn fueron mayores que en los de-
mas lotes, en 1os que se ocuparon explantes etiolados-
(los cuales crecen en condiciones que favorecen en me-
nor grado la contaminacidn) esterilizados con hipoclo-
rito de calcio.

**  Para este lote 4, se hizo una evaluacidn del por--
centaje de explantes que no responden a las condicio--
nes de cultivo (no enverdecimiento, yemas dormidas, --
etc), el cual era de 20% sobre el total inicial.



En cuanto al porcentaie de tolerancia del tejido en -
cultivo al alcohol etilico fué posible detectar un aumento -
proporcional de oxidacian del tejido al aumentar la concen--
tracion de alcohol, y manifestandose dicha oxidacion en me--
nor tiempo tambien a1 aumentar dicha concentracion: es decir
al sequndo dia en cultivo, el tejido expuesto a 6 0, 5.5 y -
5 0% de alcohol, empezaba & oxidars2, y al cuarto dia estaba
totalmente oxidado:; cuando el porcentaje era de 4.5, 4.0 y -
3.5 el dano se apreciaba al cuarto dia de cultive, y al sex-
to dia se encontraban totalmente oxidados; al exponer el te-
jido a 3.0, 2.5 y 2.0% de etancl, se denotaba la oxidacidon -
al sexto dia y 2 dias después terminaba de oxidarse Con -~
1.5, 1.0y 0.5% de alcohol no se lograba un dafio aparente en
ese lapso, v con el fin de tener un rango de sequridad, se -
tomé 0,.5% de alcohol etilico como el porcentaje de toleran--
cia del tejido en cultivo, por lo que las soluciones de vita
minas, nutrientes complementarios y hormonas, al ser afadi--
das al MB de cultivo sumaban en total un volumen no mavor de
0.5% de etanol

Cabe mencionar aque los explantes usados en la primera-
etapa median de 1 a 1 5 cm de larqgo, 0.25 a 0 45 de didmetro,
con y sin yema latente, no tomdndose ninguna consideracifn es
pecial sobre 1a ubicacion de la yema en el explante durante -
el sembrado. ésto es. podia encontrarse tanto en la base, en-
1a mitad, como en la punta de éste. |

Pasando a las respuestas morfogenéticas de los explan-
tes en cultivo a los intervalos hormonales usados, en esta --
primera etapa en la cual la temperatura no pondia controlarse-
y por tanto, la intensidad Tuminosa nc pudo ser mayor de 1400
Tux, los resultados obtenidos bajo estas condiciones, des;ues
de 30 dias de exposicion, (Tabla 5) son:



- La induccidon y el desarrollo de la yema se presenta
en los rangos de 5 a 10 uM de AIB en combinacidon --
con 0.1 a 1 uM de 6 BA (Figura 8):

- E1 crecimiento de callo y engrosamiento de la base,
cuando se utilizaron desde 5 a 100 uM de AIB en com
binacidn con 0 a 0.5 M de 6BA (Fiqura 9) Sin =
embarqgo, se observé una patente inhibicidn del desa
rrollo de la yema en aquellas combinaciones en las-
que la auxina se presentaba a concentraciones mayo-
res de 20 pM: mientras que cuando la 6BA se encon--
traba por encima de 1 AM no se apreciaba el creci-
miento de callo basal.

- En los rangos de induccidn y desarrollo de la yema,-
se observo crecimiento simultidneo de la base en un -
porcentaje considerable.

Los brotes logrados en esta etapa {(Figura 8) tenian --
hojas peouenas y entrenudos cortos. por lo que no sSe pueden -
considerar de buena calidad

En una sequnda etapa de ensayo de combinaciones hormo
nales (Tabla 6) se restringié el rango de concentraciones de
citocininas, ampliando un poco el de auxinas, pero disminu--
yendo los intervalos en ambos, tomando en consideracidn aque
1las combinaciones bajo las que el tejido habia respondido,-
y con el fin de determinar intervalos mas precisos para cada
tipo de morfogénesis: 1o anterior se ensayd con 10 muestras-
por tratamiento en 2 repeticiones.

En esta etapa ya se pudo contar con un control de la-
temperatura por lo que la intensidad luminosa pudo incremen-
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Tabla 5.- Espectro amplio de combinaciones de concen-
traciones hormonales (Acido Indol-3-Butfiri-
co y 6-bencil Adenina). -
Porciones de tallo con v sin yema (dormida) fueron ex-

puestos a este espectro cultivandose en MB con agar. -
Las concentraciones se expresan en micromolas por li--
( : muestra el intervalo de induccidn y de
sarrollo de Ta yema, mientras aue IS a
lo de crecimiento de callo y engrosamiento de la base;

tro.

nétese las zonas en con/

servd crecimiento simulfianeoc de la base).

el interva

into, en las que a veces se ob



Figura 8.- Desarrollo de brotes en una Primera Etapa-
L icion a | hninaciones Hormonales -
2 2 : . 1ES it Y &9
VA LD v I L / -

Explantes de 1 - 1 5 cm d¢ lonaitud desarrollaron bro-

tes con nolas nequenas e 1nternndos cortos después de

25 dias en cultive Motese el incremento de desarro

116 foaliar de i12q. a aer ; 1o pequenio de los frascos

(5.5 ¢m de altura): en esta etapd la intensidad lumi

nosa fue de 14006 lux., no E*a"“;-"'\‘"-":ﬂ‘i»j- aumentar dada la-

falla de un sistema enfriador, y bajo estas condicio
~

nes el intervalo de tempevatura fye de 20-35°C todo -
el dia
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Tabla 6.-

<3

Morfogénesis a intervalos restringidos de com-

binaciones hormonales (AIB y 6BAJ:

Porciones etioladas de tallos fueron expuestas a
(presentadas en el cuadro) en MB con agar-

combinaciones

las 74 -

Los valores representan micromoles oor litro; el area som
breada muestra el intervalo de induccidn y desarrollo de-
los mejores brotes; en el drea cuadriculada también se pu
do observar buen desarrollo de brote.



tarse hasta (2200 lux) y es cuando se han logrado los mejo--

. - - - . K FH
una relacién directa con la intensidad luminosa 2+9%_.

es de
cir, mayor tamano de hoja y entrenudes mas largos; sin em--
barga, los crecimientos basales no se pudieron repetir con -
la misma frecuencia con que antes se nhabia podido realizar,

quizé debido a que la temperatura no se mantenia alta como -

Los intervalos hormonales indicados para la induccidn
y desarrollo de los mejores brotes (hoja bien formada. entre
nudos separados, etc ). y en el menor tiempo se presentan en
el area sombreada de 1a Tabla 6 A concentraciones de AIB-
mayores a 100 mM ya se empezaba a apreciar un aparente efec-
to fitotdoxico sobre el tejido, esto es. oxidacidn, falta de-
respuesta morfogenetica y posteriormente muerte,

Cabe mencionar que en la combinacion 0.5, 1.0, 1.5 ;M
de AIB mas 5.0, 7.5, 10.0 pM de 6BA también se ha obtenido -
la induccidn y el desarrollo de brotes, y apreciablemente --
sin ninquna diferencia de crecimiento con 1os otros interva-
los, en los que el AIB se encontraba en mayor proporcidn que
ta citocinina o 6BA. Segun esto, se pueden seguir ensayan
do balances hormonales auxina/citecinina mayores a 1 desde -
un principio (estos principalmente se recomiendan para la in

62‘1]3'“?‘120), sin inhibir el desarrollo

duccion radicular
del brote {(cuidando de no sobrepasar los limites definidos),
1o que podria favorecer la induccidn y el desarrollo de rai-
ces, en forma simultanea al del brote.

18 3?‘ #3 B3 104 se recomienda-

En la literatural‘
primero exponer el tejido a balances hormonales menores a 1-
(mayor cantidad de citocinina) para favorecer el desarrollo

de brote, y posteriormente a balances mayores a }, cuando se



pretende favorecer el desarrollo radicular. aungue muchas ve

A voo 114 N
ces se debe pasar por una etapa intermedia . en la que la-
concentracion enddgena de citocinina disminuye. ya que ésta-

s ke s s ; 62
puede inhibir la formecion radicular

Cabe mencionar gue el explante que mejor respondid a-
la induccidon y desarrollo de brote fué aquel que midiéo de --
3 a6 cm de longitud, contaba con un diametro de 0 30 a 0.35%
cm, y presentaba la yems latente en el extremo (Figuras 10 y
11): La induccion de ésta se ha lnt-ado en 3 dias, con un-
crecimiento de 2 ¢m en 10 dias, y hasta 7-8 en 25 dias; des-
pués de este tiempo, el ritmo de crecimiento disminuye hasta
casi detenerse Cabe anotar que cuando el explante mostra
ba la yema en la parte basal, ésta por necesidad se localiza
ba en la vecindad del medio de cultivo, y ain en esas condi-
ciones se logré su desarrolle (en la segunda etapa), aunque-
en forma incipiente, mientras que en la primera etapa de ex-
posicién a combinaciones hormonales no se habia logrado esto.

En esta segunda fase se lograron distinguir diferen--
res tipos de desarrollo de brotes, lo cual nos podria permi-
tir posteriormente, previo afinamiento de las técnicas de su
manejo, incrementar el potencial de multiplicacion de brotes:
asi tenemos:

- Aquellos que se alargan desde su base Yy presentan -
hojillas con yemas axilares latentes, asi como 5 -6
hojas de buen tamafo (4-5 cm) hacia el extremo (Fi-
gura 12). La importancia de este brote radica en-
que se puede eliminar su yema terminal, consiguien-
do la inducciaon de las yemas axilares presentes, ya
sea todas (Figura 13 izq.) o de aquellas cerca del-
extremo superior. (Figura 13 derecha). Con esto -
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Figura 10.- Estadios de desarrollo de brotes.-

Se muestran explantes de 3 cm de longitud y 0.3 cm -
de diametro, con 2 yemas en el extremo. De der, a -
jzq. (en ambas partes): explante con yemas aiOn dor-
midas; crecimiento de éstas después de 10 dias hasta
1.5 ¢cm de Jongitud aproximadamente: crecimiento si--
multdneo de éstas después de 25 dias (4-5 cm de lon-
gitud). MB con agar; 2% sacarosa; 10 uM de AIB, --
0.1uM de 6BA; carbdn activado, (0.75% p/v).



de desarrollo de brote.-

Figura 11.- Secuencia E380

De izq. a der.: Crecimienfo después de 3 dias; 1 cm
de lengitud después de & dias: 4.5 cm después de 20-
dias, y 6 cm en 28 dias. Notese la presencia de ex
plantes con mas de una yema. MB con agar, 2% de sa-
carosa, 10 mM de AIB. 0.1 uM de 6BA, carbdon activado

(0.75% p/v).



Figura 12.- Brotes de la segunda fase de exposicion
a_combinaciones ho

monales . -

En cada frasco se aprecia un brote dnico formado a -
partir de una yema dormida el cual de alarga desde -
su base presentando hojas en el extremo y yemas axi-
lares dormidas a 1o Targo de la parte inferior del -
brote. (Brotes de & cm de longitud) MB con agar,-
2% sacarosa, 10 AM de AIB, 0.1 »M de 6BA, carbon ac
tivado (0.75% p/v). -



Figura 13.- Rompimiento de dominancia apical.-

Notese la induccidn de yemas axilares, lzq. 12 dias des
pués de eliminar la yema terminal de un brote de aproxi
madamente 6 cm de longitud., Der.: Después de 27 dias -
de eliminar la punta se pueden apreciar 2 brotes axila-
res "terminales" desarrollados en forme simultdnea (3cm
de longitud).
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también se pueden incrementar los brotes por explan
te inicial sembrado. aunqgue tambisén puede ocuparse
para enraizarlic y asi se obtendria la planta comple
ta dirertamente. La frecusrncia con que este tipo-
de brote se presento en esta +tase fug de un 7855 - -

aproximadamente

- Otro tipo es aquel que oresanta 2 brotes por yema -
(Figura 14) con una frecuencia de 47 aproximadamen-
te; éstos han llegado a crecer ya sea en forma si--
multanea (hasta inclusive 4 cm) o alternadamente --
(hasta 5 cm uno de ellos). También se han logrado
mas de 2 brotes por yema, aunque con una frecuencia
muy baja (17 aproximadamente). sin embarqo se ha --
presentado dominancia de uno de elleos, y los demas-
no se desarrollan, Con este tipo de desarrollos -
puede incrementarse el numero de brotes por explan-
te inicial sembrado, sin embarga, presentan la des-
ventaja de presentarse con una frecuencia baja.

- En explantes con mads de una yema (como se ve en 1a
Figura 10), 1os cuales se presentaron en esta etapa
con una frecuencia de 20%, se ha logrado la induc-
cién y desarrcllo de los brotes en forma simultd--
nea, o primero uno y despuées los otros. Estos --
brotes pueden ser cortados en los primergs esta- -
dios {(2-3 cm) y sembrades o permitir que se desa--
rrollen mds. con la subsecuente poda de la zona --
terminal, con lo cual se propiciaria la multiplica
cion del material en el laboratorio,

Las yemas terminales cortadas, asi como las axilares
inducidas han podido ser subcultivadas {figura 15) en las -
combinaciones que fueron adecuadas para el desarrollo de la



yema (Tabla 6. area sombreada), es decir, 5.0~ 7.5 uM de AIB
en combinacion con 0 1 - 0 25 M de A BA, e inclusive hasta-
poseer 3 cm. de longitud; se espera cue este marerial joven-

multiplicado enraice con mayor facilidad posteriormente.

Inicialmente, ios exnlantes con yema apical no respon
dian a1 cultivo, posiblemente por efecto toxico del hipoclo-
rito de sodio, por lo que en los primeros experimentos se --
tendi6 a eliminar las yemas apicales al sembrar. Posterior
mente. se hicieron unas pruebas pudiendo denotar gue estos -
explantes si respondian (Fiqura 16), e inclusive en forma --
mas rdpida que aquellos con yemas laterales en el extremo, -
si eran esterilizados con hipoclorito de calcio. Estos ex-
plantes con yema apical oscilaban desde 1,5 a 6 cm de longi-
tud, y si 2 semanas después de que la yema induce éstos son-
transplantados a medio de cultive con 1 M de AIB en combi-
nacion con 7.5 AM de 6 BA, se aprecia la induccién de brotes
axilares en donde se insertan las hojas del brote apical pre
viamente desarrollado, lo cual nos podria también permitir -
incrementar el nimero de brotes por explante y asi contri- -
buir a una posible multiplicacion masiva. Ademas, estos --
brotes apicales, debido a ser material joven y tierno, guar-

dan 1a posibilidad de ser enraizados con facilidad O,

Con respecto a la adicién de carbon activado al medio
una concentracion de 0 75% evitaba el paso de Tuz en buena -
medida, y una vez que los explantes se colocaron en ese me--
dio, no se encontrd un etfecto fitotdxico aparente; por el --
contrario, comparando el desarrollo del brote en medios de -
cultivo con agar sin carbono y con carbono en un mismo tiem-
po (Figura 17). en estos Gltimos se lograba apreciar un me--
jor desarrollo del brote. con hoja bien formada, vigoroso, Yy
con un mayor crecimiento Sin embargo, por lo que respecta
a la formacion de tejido basal, (callo en 1a mayoria de las-
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Figura 14.- Brotes de la sequnda etapa de exposicion
a_combinaciones hormonales [AIB y 6BA). -

En este caso se presentan 2 brotes en una yema desa--
rrollandose conjuntamente (4 y 1 cm de longitud). MB
con agar, 2% de sacarosa, 1 sM de AIB, 7.5 uM de 6BA.



Figura 15.- Subcultivo de yemas terminales -
Las yemas cortadas de brotes apicales o axilares han
podido ser cultivadas aisladamente (2 cm de longitud
después de 5 dias) en MB con aquellas combinaciones-
mas bajas que se pudieron delimitar al exponer al te
jido a un espectro hormonal. Este subcultivo permi
tiria aumentar en primer lugar, dadas sus caracteris
ticas fisiologicas juveniles, su habilidad de enrai-
ce, y en sequndo lugar, aumentar el potencial de mul
tiplicacion, dada la presencia de mas de una yema --
por explante.



Figura 16.- Explante apical desarrollado.-

Porciones etinladas apicales {de 5
aproximnadamente) originalmente con h
han logrado ser culfivadas "in vitro

om

ia

62

de longitud,

pequena,
lngrandose

después de 14 dias en cultivo el desarrnllo de teji
nliuretano con-
carbon usada como sustratoy de cultivo)

do foliar. (Matese la espoanja de p
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Figura 17.- Desarrollo del brote en medios con y sin
carbon activado, (0.75% p/v).-

Apreciese, sobre todo en la roseta terminal de hojas,
un mayor desarrollo en medios con carbono que sin és
te. En los extremos, explantes con un s6lo brote, -
al centro, con 2 brotes cada uno. (Los frascos miden
12.0 cm de altura.).



veces), éste casi no se presento en presencia de carbono, y-
cuando se presentaba (con una frecuencia aproximada del 2%)-

tardaba muchao en nacerlo

En cuanto a 12 concentracidn bdsica de maconutrientes,
2x parece resultar téxica, lo cual se manifiesta en encafeci
miento foliar. mientras que no hay variacion aparente entre-
la respuesta del tejido a 0.5x y lx. y como se ha recomenda- -
d087,133

enraizamiento, se siquig ocupando 0 5x

disminuir esta concentracion para poder lograr el -

En 1o que respecta a la influencia de la concentra--
cion de sacarosa de 2, 3 y 4 g/1. se aprecid un buen desarro
110 de los brotes (hoia grande, viqorosa. de buen color) en-
comparacion con 0.5 y 1 0 g/1, donde el desarrollo fue de me
nor calidad. En los siquientes rmedios preparados se ocupo-
la concentracidon de 3 g/1, que coincide con la sugerida en -

53,88

la literatura para el enraice de algunas plantas lefo--

Sa8.

A medida que aumentaba la intensidad luminosa (1400-
2100-2800 Tux), mejoro el desarrollo de 1los brotes:36‘88
esto es., mas rapidamente y de mejor calidad. Esto pudo 1o
grarse debido al control de la temperatura durante la segqun
da etapa de exposicion a combinaciones hormonales (23-26"C-
en el periodo oscuro y 26-30"C en el luminose) en contraste
con las condiciones de la primera etapa (20-35'C todo el --
dia). Al colocar explantes con y 3in yema, en medio basi-
co con agar, en condiciones de oscuridad a temperatura - -
constante (27°C), no se aprecidé ningin cambio, y por el con
trario, el explante detenia su crecimiento, se mantenia - -
etiolado, alin después de exponerlo a la luz, y posteriormen
te se deterioraba; por lo que este tipo de practica fue in-

terrumpida.



En relacién a los tipos de recipientes ensayados para -
el cultivo "in vitro". se encontré gue aguellos que median --
12.0 cm de altura y 4.4 de didmetro (Figquras 6. 7, 11) y 7.5 -
cm de altura y 5.5 cm de diametre (Fiqura 6) fueran los que me
jor funcionaban ya que no acumulaban calor por tener tapa blan
ca y transparente respectivamente, ademas de permitir el paso-
de la luz adecuadamente, junto con el frasco de 10.2 cm. de al
tura vy 4.2 cm de didmetro (Fiquras 6 y 12).

Cuando se usaron los frascos pequefios (Figuras 6 y 8),-
la luz no alcanzaba a pasar bien. lo cual repercutia en un de-
sarrollo pobre del brote, ademas de que sole podian sembrarse-
explantes de 1 a 3 cm de longitud, ya que fisicamente no ca- -
bian los demas,

Por lo que respecta al uso de sustratos que permitieran
la aereacidon basal, en una etapa preliminar, $6lo resultaron -
satisfactorios la agrolita y la esponja de poliuretano (Figura
7), mientras que, la arena parecia tener un efecto fitotéxico-
sobre el tejido presentdndose oxidacion del explante en la ve-
cindad con el sustrato y la zona inmersa en é1: la tierra uti-
lizada se apeimazaba con el medio nutritivo agarizado, por lo-
que el explante no progresaba al no existir una adecuada aerea
cion basal; cuando se utilizo la agrolita (en diferentes didme
tros de particula) en combinacion con arena, esta Gltima se --
precipitaba en el fondo formiandose 2 capas, evitando asi cual-
quier ventaja que pudiera presentar esta combinacidn. En la
fibra de vidrio fué dificil distribuir el medio bdsico dejando
un espacio de aereamiento. y por lo tanto no presentaba venta-
jas sobre otros sistemas

Sin embargo, al usar como sustratos de cultivo a la - -
agrolita (en diferentes didmetros de particula) y esponja de -



poiiuretano (como se mostrd en la figura 7)., se encontré que-
el brote se desarrollaba sin muchos problemas (aunque mds len
to que en el medio agarizado simpl ). v gue se desarrollaba un
callo basal compacto y blanco (Fiqura 1#) después de 15 dias
en cuitivo, can la siquiente frecuencia (de una poblacidn to-
tal de sustratos de 140 frascos. de los gue 45 eran de agroli

ta -de diferente diametro- y 16 de ecponia de poliuretana):

agrolita: 31%
esponia: 694

en comparacion con el callo basal que se llegaba a obtener en
los medios de cultivo con agar (como se aprecia en la Figura

9), el cual era mds bien capaz de disgregarse.

Después de 45 dias en cultivo se abtuvieron aproximada
mente 7 explantes con desarrollo radicular de una poblacidn -
de 140, perteneciendo 6 a la poblacién del 319 cultivados en-
agrolita, por 1o que se determind un porcentaje de enraice de
5% de la poblacian total para esta etapa preliminar pero si -
tomamos en cuenta sélo la poblacidn cultivada en agrolita, el
porcentaje de enraice fué de 12.5

La secuencia de cambios a las gue estos explantes se -
sujetaron presentaron las siquientes caracteristicas:

- Un explante de 5 cm de longitud., 0. 35 cm de diametro
y con 2 yemas opuestas latentes en el extremo, ex- -
puesto 2 semanas a medio de cultivo bdsico con agar-
2% sacarosa, concentracion hormonal 10 uM de AIB mas
0.1 M1 de 6BA, 0.75% de carbdn activado Al final-
de este perindo mostraba 2 brotes de 4.5 cm de longi
tud cada uno Este explante se transplantd a medio



de cultive bdsico con la mitad de la composicidn ba-
sica de macronutrientes, con aqgar suave. 3% de saca-
rosa. concentracion hormonal de 1 M de AIB mas 7.5
MM de 6BA, y 0.75% de carbén. en dorde desarrolld --
una raiz de 3 cm de longitud aprozimadamente. (Figu-
ra 19}, orientada perpendicularmente al explante,-
sin embargo, no se produjyo posteriormente una plantu-
la establecida,

Un explante de 3 cm de longitud, 0.3 cm de didmetro-
y yema dormida en el extremo. expuesto 2 semanas a -
medio de cultivo basico con la mitad de la concentra
cion de macronutrientes, con agar, 2% de sacarosa, =~
concentracion hormonal de 10 mM de AJB mas 0.1 mM de
6BA. con 0,75% de carbon activado, y al fin de este-
periodo mostraba un brote de 3 c¢cm de longitud. £1-
explante fué transplantado a sustrato de cultivo - -
constituido con agrolita, con medio a Ta mitad de --
concentracion de macrocomponentes, agar, 2% sacarosa
10 uM de AIB mas 0.1 uM de 6 BA, 0.75% de carbon ac-
tivado, donde desarrolld una raiz de 0.5 cm de longi
tud, en situacioén horizontal con relacion al explan-
te (Figura 19). No se produjo una plantula esta--
blecida postericrmente.

5-explantes de 4-6 cm de longitud, 0.3-0.5 de diame-
tro, 1-2 yemas latentes en el extremo, expuestos 2 -
semanas a medio de cultivo basico con la mitad de la
concentracién de macronutrientes, con agar, 27 de sa
carosa, 10 MM de AIB mds 0.1 uM de 6BA, 0.75% de car
bén activado, donde desarrollaron brotes de 3-4 cm -
de longitud, y posteriormente fueron transplantados-
a sustratos de cultivo constituidos con agrolita, --
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Figura 18.- Crecimientos basales en medios que permiten

Ta aereacion basal.-

Después de 15 dias se observan distintos tipos de res-
puestas: de jzq. a der.: opuntos en el tallo: masas --
aisladas de callo compacto: engrosamiento basal; masas
de callo terminal obscuro: masas de callo blanco y com
pacto; masa pronunciada de callo con engrosamiento ba-
sal.
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Figura 19.- Explantes enraizados después de 45 dias
en cultivo.-

Los explantes (de 3.5 a 4.5 cm de longitud, 0.3 - 0.35
cm de didmetro) desarrollaron una raiz en medios de cul
tivo que permitieron la aereacion basal, (como la agro-
lita y espuma de poliuretano)



con medio a la mitad de la concentracion bidsica de-
macronutrientes, agar, 3% de sacarosa. 10 MM de AIB
mas 0.1 uM de 6 BA., 0.75% de carbdn activado, desa
rrollando raices de 0.1 a 0.3 cm aproximadamente, -
orientadas perpendicularmente al explante



DISCUSION. -

La obtencion de brotes etiolades ha sido sugerida por
varios auforosaﬁ‘a?'SS como fuente de estarcas para favorecer
1a induccion y desarrollo radicular en plantas gue presentan
dificultad pars el enraizamiento; lo anterior se apoya en al
gunas observaciones como es la inhibicion del enraice por --

44,55: el favorecimienteo -en brotes etinla--

efecto de la luz
dos- de un balance hormonal tendiente a una mayor concentra-
cion auxinica. la cual puede ayudar a la induccidn radicular
4’62’84‘113'116'11?'121‘126; y la presencia en brotes etiola
dos de tejido "suave” no completamente d ferenciado que pu--
diera diferenciarse, en un medio adecuado, en primordios ra-

47 .55 :
. aungue realmente no se ha profundizado mu-~-

diculares
cho en los resultados histologicos vy fisioldgicos de la - -
etiolacion de brotes con resnecto al enraice, sino mas bien-
para la obtencion de resultados practicos gue se puedan deri
var de su uso, como es el enraizamientn de buena calidad y -
en un corto tiempo en comparacioén con aquellos brotes sin --

etiolar.

Para el squacate se ha estado usando el metodo de - -
etiolacion de brotes para favorecer la propagacién de esta--
ca543’44‘45. aunque no se cuenta actualmente Gl con una meto
dologia comercial ampliamente utilizada. Ademas de las ob-
servaciones anteriormente expuestas que apoyan el uso de bro
tes etiolados en el estacadn del aguacate, sSe han estudiado-
38 los cambios histoldégicos que este fipo de brotes presentan
en relacién a aquéllnc 1o cracen en condicios de fotoperio-
do normal; asi, en acuellosetiolados se aprecia una falta de
continuidad en el anillo de esclereidas. semejando la condi-
cidén que presentan las parciones apicales o terminales de ju
venilidad, 10 cual puede permitir la emergencia radicular --

que se limitaria por este anillo de esclerénquima como suce~



6 . _3B.55
de en algunas plantas que son de dificil enraice

50 .66 .64 68,129

entre
1as que encontramos el aquacate Es por es
to que se ocuparon brotes etiolados como fuente de exnlan--

tes para la propagacion "in vitro®,

Para poder valorar las ventajas de 1s obtencidon do -
este tipo de brotes, se obtuvieran datos cuantitativos de -
los mismos antes de ser rosechados. Esto nos permite cono
cer el numero de explantes promedio por planta después de -
una primera cosecha (21.5) y después de una sequnda (54.9)-
es decir, 76 4 explantes después de 2 cosechas de una misma
planta, ademdas de contar con la posible ventaja de obtener-
brotes con mayor juvvnilidadSE‘?ﬂ en la posterior cosechax
por efecte de la poda, lo cual pudiera tener influencia po-

Vo . K0 i
sitiva sobre &l enraiece®™ 101

Sin embargo, lo preliminar
de estos resultados hace necesario realizar evaluaciones --
posteriores para determinar en forma mas precisa, el rendi-
miento de diferentes sistemas de etiolacidn, asi como su re

lacion con el enraizamiento de estacas de aquacate.

La desinfeccion del material vegetal es de pri--
mordial importancia para quien aplique métodos de cultivo -
“1I8 ¥1tre™ 32’1]4’]21, pudiendo depender de ésto el éxito o
fracaso de una investigacion. Por ésto es importante en--
contrar condiciones adecuadas en las que se presente el me-

nor porcentaje de contaminacidn con el menor dano . al tejido
61

Cuando se presenta una profusa contaminacidn és-
ta se puede manifestar aun después de que se desinfecten --
los explantes con soluciones esferi]izan?e&Sz, ya que es --
tal la proporcion de organismos que se encuentran restringi
dos a la epidermis ce la planta, es decir. la interfase en-
tre la planta y el medio ambiente, que es materialmente im-
posible eliminarlos por completo con un tratamiento enérqgi-



co, sin antes dafar considerablemente el tejidoB?’el,

32,33

Se -
considera gue cuando el origen del exnlante es la planta
en el campo, s¢ tienc una mayor posibilidad de contaminacion-
de microorganiswos, sobre todo en los tejidos exteriores de -

los explantes escogidos para cultivar “"in vitro” en contraste

con plantas cuyas partes por cosechar se han desarrollado en-

i ; . . p . 3
condiciones de invernaderc, y mas aun, en cuartos asepticos 2.

El manejo de plantulas en recintos oscuros en el -
invernadero., en lugar de traer el material directamente del -
campo disminuye la contaminacidn de los tejidos en crecimien-
to, 1o que representa una ventaja secundaria para cultivar --
asépticamente "in vitro" los explantes derivados. Es por es
to que cuando en experimentos preliminares en 1os que se ocu-
paron explantes sin etiolar (Tabla 4) los indices de contami-
nacion eran mayores que cuando el tejido se desarrnlld en re-
cintos oscuroes, sin embarqo. la diferencia no es muy grande -
porque esta planta también se encontraba ubicada en el inver-
nadero.

Las evaluaciones realizadas en este trabajo mues--
tran un porcentaje apropiado de explantes potencialmente cul-
tivables, el cual oscila entre 84 y 75% después de 15 dias .e
cultivo, después de esterilizar con hipoclorito de calcio y-
detergente neutro, ya que el hipoclorito de sodio parecia da-
fiar al tejido, principalmente en sus partes mds sensibles, ca
mo yemas y hojillas apicales

Al esterilizar el medio de cultivo es aconsejable-
cuidar el aspecto de termolabilidad de algunos de sus compo--

3 ; o ; .
2‘121. Existen algunas técnicas que permiten adicio-

nentes
nar éstos al medio de cultivo sin que sufran daho alguno, - =
siendo 1a mds usada -aunque no la midspractica- la retencién -
de particulas y microorganismos por medio de membranas milipo

re20‘32’58. En este trabajo. no se utilizo esta técnica por



considerar mas practico el partir de soluciones madre esteri-
lizadas con etanol al 70%, las cuales se pudieron afadir di--
rectamente y en forma sencilla al medio de cultive previamen-
te sometido al autoclave, una vez que se delimita el porcenta
je de tolerancia al etanol del tejido e¢n cultive., para no oca
sionar dafo al tejido que se ubique en el medio de cultivo --

(ya que éste puede intoxicarse por un exceso de aTcohoIBo).

E1 pH es un factor importante a considerar en la pre-
32 121

paracion de los medios de cultivo , ya que de é1 depende
rd una adaptacion o no del tejido (mientras mads se acerquen -
sus valores a los que el tejido cuenta en forma enddgena) al-
medio de cultivo, asi como la disponibilidad de nutrientes re

comenddndose para el cultivo en huerto del aguacatezl’ LLL

un
pH ligeramente acido, por lo que se buscaron valores de 5.6--
6.0 al ajustar el pH del medio de cultivo, valores que ,tam- -

32,121

bién han sido recomendados para asequrar la disponibi-

lidad de nutrientes "in vitro".

E1 como seleccionar un medio de cultivo para una espe
cie u objetive en particular es un detalle vital a tomar en -

23,32.,48,121 Se ha sugerido>° buscar en la -

consideracian
literatura trabajos reportados de especies relacionadas, l10s-
cuales no se localizaron para nuestro trabajo, y 105 gque se -
encontraronla?‘log‘llz, no mostraban justificaciones amplias-
para el uso de uno u otro medio de cultivo para nuestros pro-
positos. La Dosibi}idad3? de ocupar algiin medio de cultivo-
que se use ampliamente en otras especies u otros objetivos -
23‘48, no se siguio tampoco, ya que muchos de ellos contienen
un alto porcentaje de ciertos iones que no se desea estén en-
esas proporciones, por su posible toxicidad (como es la del -
sodic y cloro en altos niveles ?3). Asi pudimos sequir cier

: ; g 3
tas consideraciones realizadas por DeFossard 2 respecto a 10s



diferentes componentes del medio, como es el partir del he
cho de que hay iones que tienen un npapel metabélico ¢ es- -
tructural, como son NO S+, P043 y S0,=. e iones que son par
tes vitales de enzimas o procesos cataliticos. como el Mg++,
Fe++ y ClU=; el dividir a los iones en esa forma, muestra --
una relacian de las cantidades de minerales jue se reguie--
ren, es decir, aguellos que tienen un paprel catalitico se
requieren en pequefias cantidades comparando con aquellos =--
que se involucran en el metabolismo Pﬁfructurala. Ademas
es de considerarse la posible induccién acelerada del desa-
rrollo vegetativo influenciada por un alto contenido de ni
trogeno en el medio: el desarrollo de dpices radiculares y-
del tallo influenciado por el calcio, la participacion de -
la tiamina v riboflavina en procesos de desarrollo radicu--

4,32-62-12?_ Otras consideraciones hechas fueron:

lar, etc.
la oxidacidén que sufre el tejido del aquacate, la que puede-
evitarse mediante la adicién al medic de cultivo de antioxi-
32,121 y

1a adicidn al medio del fierro en forma de quelato aseguran
32,121

dantes, como el acido ascdorbico, en altos niveles

do su disponibilidad a los explantes

Como fuente de carbono se utilizd sacarosa, ya
97,121,123 4o

acuerdo a una mejor respuesta morfoaenética del tejido, en

que ha sido recomendada por varios autores

lugar de otros azicares.

Seglin los resultados de este trabajo, es impor--
tante que el explante a sembrar presente la yema latente ubi
cada en el extremo superior, separada del medio de cultivo,-
ya que se observd que es cuando se obtiene un mejor desarro-
1lo. quizd por el gradiente hormonal que se llega a estable-

cer.

La fase inicial del cultivo de explantes usada -
en este trabajo constituye una fase de adaptacion, en 1los -



primeros 7-9 dias de cultivo (1a que recomiendan también --
125 : ¢ i

otros autores }+ 1o que permite una seleccidn de explan--

tes no contaminados o maltratados, "vigorosos" para utili--

zarse posteriormente en el establecimiento del cultivo.

Interacciones cuantitatives definidas entre los
factores del crecimiento, especialmente auxinas y citocini-
nas. y entre éstos y otros factores (no analizados en este-
trabajo), participan en los mecanismos de requlacidn del -
crecimiento: desde la elongacion celular, hasta la forma--

62’1]?‘128‘136. Nuestros resultados nos -

cién de drganos
muestran que existen diferentes intervalos definidos bajo-
los que el tejido del aguacate responde, ya sea con desarro
110 aéreo o basal, y combinando estos intervalos e$S posi--
ble planear una secuencia de desarrollo y obtencidon de ma-
terial "in vitro" con el propésito final de la propagaciOn
vegetativa. Por 10 que respecta al desarrollo basal, el-
crecimiento de callo y engrosamiento de la base del explan
te se ve favorecido por altos niveles de AIB en el medio -
de cultivo, sin embargo, éstos inhiben o deprimen el desa-
rrollo de las yemas, las que se ven favorecidas por las ci
tocininasﬁz; y por el contrario, cuando éstas son muy al--
tas se retarda o inhibe el desarrollo de raice562‘117‘126.-
Es por ésto que fué necesario encontrar niveles adecuados-
en los que el tejido pudiera desarrollar estos tipos de --
respuesta, ya sea al mismto tiempo o en forma aislada, sin
que un nivel hormonal interfiera con la respuesta que se -
busque con la otra hormona, asi en la sequnda fase de expo
sicion a combinaciones hormonales fué posibie detectar in-
tervalos que favorecian los dos tipos de respuestas, en --
forma aislada o al mismo tiempo, sin que interfiriera una-
respuesta con otra. Esto posteriormente nos puede ayudar
al delimitar los pasos a seguir al desarrollar una metodo-

logia de propagacidn en larga escala.



Los diferentes tipos de brotes obtenidos nos permi-
ten sugerir alqunas vias por las que s pueden aumentar 1os
indices de multiplicacion "in vifro® Asi. en aquel brote
en el que previa eliminacion de 1a zona terminal., se pueden
llegar a inducir Jas yemas axilares prasentes (cown se apre
cia en la Fiaqura 12 izauierda), permite, al menos potencial
mente, el contar con 3 o mas brotes/explante, ademas de que

la parte remanente también se puede subcultivar

Los explantes que cuentan con 2 o mas brotes por --
yema (fiqura 14), podrian permitir por lo menos una duplica
cién de brotes; 1o anterior, ya sea cortando cada uno. una-
vez que ha desarrollado (en el caso de gue los demas no - -
1leguen a desarrollarse simultineamente) y asi romper la do
minancia apical y permitir que se desarrolle el sigquiente,-
y continuar con ls misma secuencia para los demds brotes. -
Cuando estos si llegan a desarrollar simultdneamente, pue--
den subcultivarse todos al mismo tiempo: de cualquier mane
ra, el incremento de brotes por explante podria darse de --

las 2 maneras.

Cuando se cuenta con explantes con dos o mas yemas-
se puede también incrementar el potencial de multiplicacidn
permitiendo primero el desarrollc de los brotes (que nuede-
ser al mismo tiempo o no) hasta 5-7 e¢m., eliminando la yema-
terminal con la consiguiente induccion de las axilares pre-
sentes en cada brote, logrando asi al menos potencialmente,

aumentar el indice de multiplicacidn en forma considerable,
6-10 brotes por explante sembrado, ademas de poder subculti
var las yemas terminales antes separadas

E1 hecho de que los explantes con yema apical res-
pondieran al cultivo en forma mas rapida que los demds ti--
pos de explantes nos permite seleccionar otro tipo de ex-~ -



plante -que antes no se ocupaba- para la nroduccion de brotes
ya que en ciertas condiciones se pueden lleqar a inducir las-
yemas axilares en donde se insertan las hojas del brote api--
cal previamente desarrallado, en un nimero de 3-6 por explan-
te. Cuando estos explantes miden mas de 3 cm se localizan -
3-6 yemas dormidas hacia la hase, v tambidén nuede eliminarse-
la zona terminal con sus yemas axilares inducidas para subcul
tivarla, y como consecuencia inducir las yemas dormidas que -
se encuentran a lo largo del resto del explante, y asi obte--
ner, al menos potencialmente, un incremento de 6-12 brotes --
por explante inicial sembrado.

Algunas de estas posibilidades va se han ensayado en-
el laboratorio, y obtenido resultados preliminares aislados -
que apoyan la viabilidad de estas ideas. y posteriormente de-
beradn ser ensayadas en forma sistemdtica., con el fin de esta-
blecer un potencial de multiplicacion real, el cual se podri
combinar con el rendimiento sistematico que de la etiolacion-
se pueda obtener por plantula y entonces considerar, en forma
mds exacta, cual es la viabilidad de establacer un sistema de
propagacion comercial "in vitro" para el aguacatero.

Al carbdn activado se le han atribuido efectos sobre-
el crecimiento y morfogénesis en cultivo de teiidos en alqu--

nas especiesSI’al‘&z’B?

, de manera que su uso se ha recomenda
do para experimentos de embriogennesis. produccion de haploi-
des a partir de anteras, hasta la induccién radicular, y el -
éxito del uso del carbono en estos procesos ha sido relaciona
do con la remccidn de la presencia de ciertas sustancias del-

medio, que de alguna manera los deprimen o inhiben.

E1 hecho de afiadir carbon activado al medio de culti-
vo (0.75%) con el fin de oscurecerlo resultd en un buen desa-
rrollo del brote (como se aprecia en la Figura 17), lo cual -
finalmente nos beneficia, De acuerdo a los resultados de es



te trabajo parece ser necesaria la presencia de carbono - -
en el medio agarizado para la formacion de raiz, nc obstan-
te @esto es una mera especulacion, ya que aunque no se obtu
vo ningun enraice en agar sin carbono, en 21 caso contrario
so0lo hubo un caso aislado de enraizamiento (de una nobla- -
cion total de 140) y por coincidencia el agar fué muy suave,
10 que debio favorecer también el enraice; sin embarao, es-
muy probable que el carbono jugd un importante papel en - -
aquellos enraizamientos efectuados después, el transplantar
los explantes a sustratos aereados, y iugando un papel im--
portante el efecto de la presencia del carbono en el mante-
nimiento de la base del explante en condiciones etioladas.

Combinando los diferentes intervalos de concentracio
nes hormonales que favorecieran tipos ue morfogénesis espe-
cificos, con la adicidn de carbon activado, asi como dismi-
nucion en la concentracion basica de macronutrientes y au--
mento en la proporcion de sacarosa, aunado al aumento en la
intensidad luminosa con el uso de recipientes de cierta al-
tura y/o transparentes, es como se han obtenido los mejores
resultados en cuanto a desarrollo de brote se refiere. Di
ferentes autores han observado que en recipientes de culti-
vo pequefios y/o con tapa opaca {como la baquelita, el papel
aluminio, etc.) se obtiene de un 20 a un 60% menos de la in

60‘61, en comparacion con recipientes de-

tensidad luminosa
cultivo totalmente transparentes, por lo que se siguid usan
do recipientes altos y en la medida que se pudiera: transpa

rentes.

La utilizacion de sustratos que puedan permitir una-
mayor aereacion de la zona basal del explante ha sido reco-
mendada, Gltimamente, por diversos autoresﬁo‘83‘133 para -
obtener un mayor porcentaje de enraice, asi como una meior-

calidad en el enraizamiento. En este desarrollo metodold-



gico, el uso de este tipo de sustratos nos ha permitido la-
obtencion de induccidn radicular en explantes después de 45
dias en cultivo, aunque inicialmente con un porcentaje bajo
(5% del total sembrado-140- y 12,5 si consideramos oue 10S-
explantes enraizados provenian (nicamente de la poblacidn -
en la que la agrolita se ocupd como sustrato "in vitro"), -
sin embarge, después de estos resultados, se tiene la posi
bilidad de optimizar este proceso y asi producir pléntulas
completas que posteriormente podrian ser evaluadas como por
tainjertos.



CONCLUSIONES.-

- Se cuenta con un metodo de obtenciaon de tejidos etig
lados de plantas juveniles de aguacate injertado. consistente
en brotes con yemas latentes que pueden proporcionar, para su
cultivo "in vitro", hasta 76 explantes después de dos cose- -
chas de dichos brotes de una misma nlanta (mantenida por 3-4-
meses en etiolacion).

- Se tiene una técnica de esterilizacion de explantes-
en la que éstos son expuestos a soluciones contepiendo 1.5 -~
1.75% (p/v) de cloro activo en combinacién con 0.15% (p/v) de
detergente neutro (Tritén x-100) por 25-30 minutos, y con la-
cual solo se llega a acumular un porcentaje de contaminaciodn-
del 16 al 25% después de 15 dias, ademas de no dafar al teji-
do en forma aparente,

- Después de delimitar el <norcentaie de tolerancia al-
etanol del tejido en cultivo (0.8 -1.0%). se tiene la posibi-
lidad de esterilizar los comnonentes termoldbiles aque se ana-
den posteriormente al medio de cultivo permanente sometido al
autoclave, en forma rapida y sencilla al ser afiadidas como so
luciones etan6licas ya estériles.

- Se cuenta con un medio basico de cultivo capaz de --
sostener el desarrolio del brote, a la vez que se han encon--
trado condicionesde temperatura, fotoperiodo e intensidad lu-

minosa que también lo favorecen.

- Se han determinado las combinaciones de AIB y 6BA --
para inducir y promover el desarrolin del brote, de buena ca-
lidad y en un tiempo relativamente corto (hasta 7-8 cm en 25-
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dias); ademds de los intervalos bajo los aue se ve favoreci-
do el engrosamiento de 1a base, v el desarrollo de callo ba-
sal, los que pueden conllevar aunaue no obligatoriamente,a -
la formacion de rafces.

- Se ha delimitado que el explante aue mejor respon-
de a las condiciones de cultivo {(prircipalmente por 1o que -
respecta al desarrollo del brote) es aquel que mide 3-6 cm de
longitud, 0.30-0.35 de didmetro, y presenta la yema latente-
en el extremo. Se debe investinar el uso de explantes con-
yema apical. *

- Los tipos de morfogénesis cel desarrollo del brote
logrados proveen la posibilidad de multiplicarlos, y por lo-
tanto, aumentar el indice de propagacién "in vitro", al me--

nos potencialmente, hasta valores aumentados por lo menos en

un orden de uno respecto al de 76 daco antes.

~ Se han ensayado variaciones en las caracteristicas
del medio basico de cultivo, como es la concentracion bdsica
de macronutrientes, la cantidad de sacarosa, y la adicion de
carbén activado, logrando denotar las proporciones que favo-
recen el desarrollo del brote, y la formaciaon de tejido ba--
sal.

- Se ensayaron diferentes sustratos de cultivo que -
favorecen la aereacian del tejido basal con el proposito de-
lograr la formacidn de raices, encontrando, preliminarmente-
a la agrolita y esponja de poliuretanc como los mids adecua--
dos que mantienen el teiido en cultivo en buenas condiciones,
y que favorecen el desarrollo de tejide basal.

- Después de 45 dias en cultivo (ademds de 12-15 - -
dias previos en los que se obtenia el desarrolle del brote)-



se ha logrado la induccibn y desarrollo radicular (con un --
porcentaje de 12.5) de explantes con brotes desarrollados, -
bajo las siguientes condiciones: medios de cultivo bdsico -
con agar y carbdn activado. la mitad de concentracidén bdsica
de macronutrientes, aumenta en la proporcion de sacarosa, y-
en sustratos de cultivo que pueden permitir la aereacion ba-
sal.

En base a las conclusiones anteriores, se pueden de-
limitar las perspectivas a sequir con el fin de montar, pos-
teriormente, la metodologia que permita la obtencion comer--
cial de patrones clonales "in vitro": Asi. deberdn encon--
trarse las caracteristicas de los explantes etiolados que me
jor respondan al desarrollo de brote y enraizamiento "in vi-
tro", optimizando también las técnicas de etiolacidon que per
mitan obtener el maximo rendimiento del tipo de explantes an
tes sefalado. Debera buscarse la via mas aceptable de mul-
tiplicacion de brote en el menor tiempo posible, en base a -
las perspectivas sefialadas en este trabajo, Para poder con
tar con 1a metodologia completa de propagacion "in vitro", -
deberd optimizarse l1a fase de enraizamiento de brotes, mejo-
rando el uso de sustratos que permiten la aereacion basal --
del explante, Deberd buscarse la composician nutricional -
mas adecuada para los distintos objetivos mencionados, va- -
riando la concentracion de algunos 1'ones32 y de componentes-
orgdnicos clave. Conjuntamente, debera ensayarsé en forma-
sistemdtica el efecto de 1a variacidon de diferentes condicio
nes ambientales (iluminacién, temperatura, humedad relativa,
etc.) en relacién al proceso de obtencion de pldntula comple
ta "in vitra“- Ademds. una vez obtenido el brote enraizado
o la planta completa "in vitro" deberd ensayarse diferentes-
formas de trasplante y aclimatizacién en el invernadero, pa-



ra su posterior evaluacion y adaptacion en campo. Después-
de resolver estas lineas, es posiblie derivar y montar la ~--
técnica de Ppropagacion vegetativa "in vitro"., con interés co-
mercial, de patrones de aguacate con caracteristicas ventajo-
sas para su cultivo.
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