== UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

CAMPUS IZTACALA

RO IRS8/7C
50 =2

TESIS PROFESIONAL

PROPAGACION in vitro DE AGUACATE
(Persea americana Mill) Var. Fuerte.

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B 1 O L O G O
P R E 8§ E N T A N

GUADALUPE FABIOLA ARCOS ORTEGA
CARLOS IVAN PEREZ ROSTRO

DIRECTORA DE TESIS: BIOL. JOSEFINA GONZALEZ JIMENEZ

Los Reyes Iztacala, Edo. de M:xico.
1996

400282

" 61060




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



st esfuerzo y sacrificio supo sacar a una familia adelante y no sélo eso, sino puso con

E ;Sfﬂ tesis esta dedicada a quien es y serd siempre lo que mds ama i corazon y que con

el ejemplo el camino a seguir de sus hijos; este trabajo es un homenaje a esa persona
quie con su carifio y entrega e ha enseiiado a nunca darme por vencido y ha lograr todo lo
que me proponga. A ella como una reconpensa a su amor, apoyo, comprension y confianza
incondicional y que con esto empiezo a pagar todos sus desvelos y que no sea la 1inica gran

satisfaccién que le de.

Con todo el amor del mundo
GRACIAS MAMA

ti Pepe por estar conmigo

compartiendo  los monentos
importantes de mi vida y por el gran
apoyo que me has brindado.

ti Sergio, que por ser el mayor
tuviste que cargar con muchas
culpas y siempre estuviste al pie del
cafion. Por tu amor, apoyo, comprension
y confianza incondicional.
Gracias hermano

mi Abuelita y mi tHa que se desvelo

tantas veces conmigo, a ellas por su
carifio, cuidados y confianza, nunca
tendria con que pagarles todo lo que han
hecho por mi. A David por su alegria.

A mi hermanito Pepito que con su
amor y dulzura siempre ha alegrado
mi vida.

mi “Pollito” con cariiio, que ha
sabido ser la mejor compaiiera que
uno puede tener y que me a aguantado
tanto.
Gracias amor.

Carlos Ivdn Pérez Rostro




Dedico esta tesis

I ser que mds amo y el mds importante de mi vida, por estar conmigo en los momentos
mds importantes de mi vida y ser la fuerza que me impulsa a seguir adelante, por
escucharme ddndome todo su carifio, apoyo y confianza incondicional; por todos sus
desvelos y sobre todo por ser una mujer excepcional que siempre ha llenado de felicidad

todos los momentos de nii existencia.

Con todo mi carifio

PARA “MI MAMA”

mis hermanos (Maria, Miguel
Angel, Silvia, Martha , Alejandro,
Mario, José y Agustin; por toda una vida
de lucha y sacrificio, por todo lo que me
han brindado, por su confianza y gran
apoyo al permitirme seguir estudiando y
llegar hasta este momento. Nunca tendré
con que pagarles todo lo que han hecho
por mi.
Espero seguir contando con su
confianza siempre.

A mi papd por su carifio y apoyo.

A mis sobrinas (Erika, Karla y Joana)
por escucharme, por su carifio y por
el esfuerzo que han hecho por seguir
estudiando.

Andrés, [uan Carlos, Emilio y

Edgar, por su amistad, por su ayuda, -
por hacer esos momentos dificiles mis
tolerables 'y aguantar mis malos
niomentos. '

ti “Flaquito” por todo tu caririo,
compaiiia, apoyo y paciencia

GRACIAS

Guadalupe Fabiola Arcos Ortega




AGRADECIMIENTOS

Un carifioso agradecimiento a nuestra directora de tesis, Bidl. Josefina Gonzdlez Jiménez
por todo su apoyo, asesoria, comprension y amistad.

Al Dr. Federico Garcia Santibajies que hizo posible el poder formar parte del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares

Al Ing. Eulogio de la Cruz Torres por su amistad, comentarios y apoyo.

Un agradecimiento especial a la futura M. en C. Silvia Aguilar Rodriguez por sus
contribuciones en el campo de la histologia y la anatomia, asi como por su tiempo y apoyo,
sin el cual no hubiera sido posible terminar satisfactoriamente este trabajo.

Al M. en C. José Gizman por su valiosa aportacion en el campo de microscopia electronica
de barrido.

Al Dr. Ernesto Aguirre por su apoyo y sus amables comentarios.

Por los valiosos comentarios, criticas y sugerencias a nuestros revisores de tesis:
M. en C. Ignacio Peiialosa Castro, Biol. Silvia Aguilar Rodriguez, Biol. Gerardo Ortiz
Montiel y Biol. Alberto Arriaga Frias.

Al Dr. Pedro, Lupita, Juan Antonio y Lula del departamento de Genética del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares, por su tiempo y apoyo.

Agradecemos a todos nuestros profesores, comparieros y amigos quienes con su ensefianza
y compaiiia hicieron de la escuela y de las précticas de campo un lugar agradable.

GRACIAS




CONTENIDO

Resumen..............cccooeeeeeiiiiiiiiiiiiiieciiiiieeeeeeiennns 1

Introduccion....................oooeviiiiiiiiiiiiiiec 3

Propagacion “in vitre” de aguacate.................cceeee 13
Antecedentes.................c..cooeviiiieieiii 21
ODBJeOVOE: c.onisnmsnmms s Do
Material y Método....................cccooiiiiinn. 23

Disefio experimental..................ccccoveveiiiieiieeinen 32
Resultados y Discusion....................cccccooeennnnn. 33

EOAPA T cossonmmormmpmnnpmsssnssonssss s Gy s s asnssss 33

Etapa II. Desinfestaciones..................cc.coevreeeenn. 30

FEtapa Ill. Medios nutritivos.....................cocceeeeeann 43

Anatomia “in vive™................oci 54

ANatomia “in Vitro”...........c.ccovevieieeresierrinenens 90
Conclusiones.............coicinmmiienensn. 02
Sugerencias................cooeovieiiiiiiiiiiinn. 03
Aptndice............avmecarEEERa 04
Apéndice I, 66
Apendice HL.......oonmumosnmsmmmomss O
GIOSAEI0 o st s i 09

Referencias.................cccoooevvvivncieeeieciie 12




RESUMEN

El aguacate (Persea americabna Mill) es un fruto que posee valiosas propiedades
nutritivas, por lo que es considerado como una altenativa para la alimentacion mundial. Sin
embargo, su cultivo es afectado gravemente porque presenta problemas de enraizamiento,
sensibilidad a salinidades altas, sequias, bajas temperaturas, ataque de patogenos, entre otros; por
lo que en los ultimos afios se han desarrollado técnicas de propagacion en donde emplean la
etiolacion e injerto en patrones nodriza, pero son procedimientos a largo plazo y generalmente
solo el 25% forma plantulas completas.

Dado el contexto anterior y debido a la gran necesidad de contar con una metodologia
adecuada para la micropropagacion del aguacate y contribuir asi en la busqueda de técnicas que
ayuden a resolver la problematica existente en su cultivo, se realiz el presente trabajo, que tuvo
como objetivo establecer la propagacién in viro de la variedad Fuerte y contribuir al
conocimiento de las caracteristicas anatomicas del tallo, peciolo y hoja; de los explantes
desarrollados in vivo; asi como realizar la descripcion anatomica comparativa de tallos “in
vitro” y los desarrollados in vivo. La metodologia consistié en 2 fases: una experimental y
una descriptiva, en la primera se establecid un método de desinfestacion, p;ara lo cual se
realizaron 8 pruebas de desinfestacion, 4 basadas principalmente en hipoclorito de sodio y 4
basadas en el bicloruro de mercurio, de las cuales se obtuvo una mejor respuesta en cuanto al
porcentaje de contaminacion y de oxidacién con una concentracion de 0.05 mg/l. de bicloruro de
mercurio. Por otra parte, se probaron 11 medios nutritivos basados en las sales de Murashige y
Skoog (1962), adicionados con las siguientes hormonas: BAP, Kin, AIA, AIB y AG;, en
diferentes concentraciones; obteniendo los mejores resultados con el BAP a una concentracion de
0.0001 mg/l. Por otra parte, se realizo un estudio anatémico que consistio en: a) descripcion
anatomica del tallo, peciolo y hoja de explantes WOMos in vivo y b) la descripcion de tallo
in vitro, para observar cambios a nivel histologico de los explantes obtenidos de esta manera; por
lo que se realizaron cortes transversales (tallo, hoja y peciolo) y longitudinales (tallo) a mano




alzada y en cryotomo (15 p). Se realizaron preparaciones permanentes empleando la técnica
histologica para microscopio Optico; asi mismo se realizaron observaciones en microscopio
electronico de barrido. Se obtuvo material disociado, utilizando la técnica modificada de Jeffrey.
Se analizaron algunas caracteristicas celulares como pared, diametro y longitud de los elementos
de vasos.

Los resultados muestran que en general no hay diferencias anatémicas significativas entre
el crecimiento obtenido in vitro e in vivo. Excepto en el tallo desarrollado in vitro, donde se
observo a nivel de cortex la presencia de zonas de alta proliferacion celular, que son las que dan
lugar a la formacion de callo.



INTRODUCCION

La micropropagacion se refiere al cultivo artificial de algunas partes de las plantas, ya sea
una célula, un tejido o un érgano, en condiciones de asépsia y con parametros controlados.

Las técnicas de cultivo in vitro han revelado la capacidad tunica de algunas células
vegetales de generar plantas completas. Este proceso es conocido como fotipotencialidad celular
y es la base de una gran variedad de aplicaciones practicas de técnicas in vitro en la agricultura.

Las mas comunes y visibles aplicaciones del cultivo de tejidos son la rapida propagacion
clonal y la eliminacién de virus. Por lo que el cultivo in vitro es un medio excelente para el
transporte de plantas libres de patogenos a través de las fronteras sin peligro de diseminacion de
patogenos. Asi mismo es particularmente importante para la conservacion de germoplasma de
cultivares propagados vegetativamente. Ademas la técnica de cultivo in vitro permite el cultivo
de una gran cantidad de poblaciones de células de planta y propagulos (embriones somaticos),
contribuyendo de esta forma a aumentar la produccion de una gran cantidad de especies
vegetales.

Actualmente esta técnica representa un método seguro y totalmente establecido, que ha
promovido un impulso repentino de la Biologia y en particular de la fisiologia vegetal al verse
como nerramienta en estudios basicos donde se han dilucidado procesos celulares, conocimientos
que se han aprovechado para incrementar la produccion y la calidad de los mismos, evitando en
algunos casos la desaparicion de ciertas especies.

Una de las especies vegetales, en donde es importante la utilizacion de esta técnica, es el
aguacate (Persea americana Mill), el cual es un fruto que posee valiosas propiedades
nutricionales por su contenido de grasas, proteinas, minerales y vitaminas, caracteristicas que le
confieren grandes posibilidades en el aumento de su consumo en la dieta humana, por lo que es
considerado como una alternativa para contribuir a resolver el problema alimentario mundial
(Sanchez Colin, 1994) Actualmente se esta desarrollando su industrializacion en la produccion de
alimentos, extraccion de aceites y productos farmacolégicos (Rodriguez, 1982).




En Meéxico, hasta hace algunas décadas, se intentaba aumentar la produccion agricola de
aguacate utilizando el cultivo masivo por medio de la invasion de nuevas tierras, sin embargo, la
gran dificultad que representa el manejo del huerto, ha provocado el abandono parcial o total de
estas.

Los problemas principales a los que se han enfrentan los productores de aguacate son:

a) Deterioro de los suelos por condiciones adversas (salinidad, alcalinidad y
temperatura).

b) Ataque de algunos agentes patogenos, principalmente: Phytophthora cinnamomi
que provoca la "Tristeza del aguacate” que afecta al 70% de la superficie cultivada en México;
Oligonychus punicae (araia roja), Heliothrips haemorroidalis (periquito del aguacate), y
Sphaceloma perseae (antracnosis), que causan graves dafios a los frutos, reduciendo la
produccion hasta en un 30%.

c) Porte alto de los arboles, que dificulta la cosecha y propicia bajas densidades de
plantacion.

d) Largo ciclo de desarrollo que implica, esperar 5 ¢ 7 afios para poder evaluar la
productividad de los individuos, lo que involucra elevados costos, requiriéndose ademés, grandes

extensiones de terreno.

Ante esta problematica el cultivo de tejidos representa una actividad altamente rentable
que ofrece la optimizacion de los cultivos con un nulo sacrificio de tierras y la explotacion de
variedades comercialmente importantes, puesto que se realiza en espacios reducidos con
condiciones controlables, durante todo el afio, sin faltar la calidad y fitosanidad del material
propagado.

Por otra parte, tradicionalmente el aguacate es propagado vegetativamente, al injertar la
variedad deseada sobre portainjertos adecuados, dependiendo de las condiciones agroecoldgicas,
(principalmente edaficas), que imperen en el lugar donde se establecera el cultivo. En nuestro pais
en la mayoria de los casos se emplea porta-injertos de arbol de la raza mexicana, que difieren
genéticamente unos de otros, lo que ejerce influencia en la variedad injertada (De la Cruz, 1994 ).




De aqui que las técnicas in vitro resulten una opcién en cuanto a propagacion se refiere,
ya que permitiria obtener tanto vaniedades sobre sus propias raices, como la propagacion masiva
de porta-injertos resistentes a factores bi6ticos o abidticos adversos, con un elevado nivel de
sanidad.

Por ello, es de suma importancia apoyar la investigacion en este rubro con el objeto de
desarrollar los sistemas de cultivo que permitan seleccionar o transferir algunos rasgos deseables
y con ello clonar las plantas mejoradas.




EL AGUACATE

El aguacate (Persea americana Mill) es un fruto cuyo nombre procede de la palabra

Nahuatl “ahuacacahuit]”, que es una combinacion de: “ahuacatl” (testiculo) y “cahuitl”
(arbol) (Memoria, 1985. CICTAMEX)., recibiendo ademés otros nombres como: “palta” en
Sudamérica, “avocado o avocado pear” en la lengua inglesa, “avocatier” en francés y
“abacate” en portugués.

Este frutal es originario de México y de América Central, su zona de dispersion se
extiende desde las grandes elevaciones sobre el nivel del mar (con inviernos relativamente
frios, pero sin heladas), hasta las regiones costeras de clima calido (tanto himedo como
seco), pasando por elevaciones intermedias de condiciones climatologicas variadas, (Levine,
1982).

Se tiene conocimiento de que el aguacate ya se conocia en América desde mucho
antes de la Conquista, ya que segun los cronistas de esa época, el fruto era uno de los
preferidos por las poblaciones indigenas de América. Fue con la llegada de los Espafioles
que esta especie comenzo a dispersarse hacia el Viejo Mundo (Rubi, A. M; Avitia, G. E,
1995).

El aguacate es un fruto muy valioso por su alto contenido nutritivo, ya que de
acuerdo con el Instituto Nacional de Nutricion (basindose en un analisis bromatolégico),

una muestra de 100g de pulpa de aguacate, presenta los siguientes componentes nutritivos:

Calorias 152¢ Hierro 0.53 mg
Proteinas 16g Tiamina 0.09 mg
Grasa 156¢g Riboflavina 0.14 mg
Hidratos de carbono 48g Niacina 1.9 mg
Calcio 24.0 mg Acido ascorbico 14.0 mg
Fosforo 47.0 mg

Como se puede apreciar este fruto representa una fuente importante y sana de
alimentacion humana y estas caracteristicas lo ubican entre las frutas con mayores

perspectivas comerciales dentro y fuera del pais. ( Memoria, 1985. CICTAMEX). Asimismo




por su contenido en grasa, es utilizado en la industria de la cosmetologia para la preparacion
de cosméticos, lociones y jabones para el tratamiento del cuero cabelludo, pelo y piel;
mientras que en medicina es considerado como antidisentérico y restablecedor del equilibrio

de las funciones intestinales (Rodriguez, 1982).

Sistemitica

Con respecto a su taxonomia, han surgido muchas opiniones a través del tiempo; sin
embargo, la mayoria coincide con la siguiente: (Levine, 1982; Rubi, A. M; Avitia, G. E,
1995).

DIVISION: Espermatophyta
SUBDIVISION: Angiosperma
CLASE: Dicotyledonea
ORDEN: Ranales
FAMILIA: Lauraceae
GENERO: Persea
SUBGENERO: Persea

Desde el punto de vista ecolégico se agrupa al aguacate en tres razas o grupos, en
razon principalmente, a algunas caracteristicas morfologicas, fisiologicas y condiciones de
adaptacion climatica, asi tenemos: Raza Mexicana, Raza Guatemalteca y Raza Antillana
(Cuadrol).

La hibridacion ocurre facilmente donde quiera que se encuentren mezclados arboles

de las diferentes razas. (Popenoe, W. 1974).



Cuadro 1. Clasificacion ecoldgica de aguacate.
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El cultivar Fuerte que ha permanecido mucho tiempo en produccion en California y
muchas regiones subtropicales es aparentemente un hibrido natural de las razas Mexicana y
Guatemalteca, (Rodriguez, 1982). Esta variedad posee una marcada tendencia a la
alternancia de la produccion, el arbol es poco desarrollado y sus ramas se extienden hacia el
costado y abajo; la baya tiene forma piriforme, peso medio de 300 gramos (entre 200 y 350
g), su epidermis es flexible y elastica, de color verde sin brillo, su mesocarpo es vistoso y no
posee fibras, dandole una buena calidad culinaria, con semilla mediana de forma conica y
muy adherida a la pulpa, la cual, presenta un contenido oleoso del 22% (oscilando entre 15 y
26%). Su calidad y resistencia al transporte (que es una importante caracteristica comercial)
lo ubican entre los aguacates mas difundidos en América y Europa. Frecuentemente en la
produccion comercial se le intercala con la variedad Topa-topa y en México con la Hass
como polinizadoras.

Para hacer hincapié en el valor nutritivo de la variedad Fuerte y de los aguacates en

general, se menciona a continuacion el contenido bromatologico de esta variedad:

Cuadro 2. Contenido bromatélogico de la variedad Fucrte.

| Peso medio grs 306.9
Humedad 63.8
Proteinas 2.10
Grasas 19.3

idratos 4.0
Minerales 27
Fibra cruda : 8.1
Pulpa 79.23

Fuente: CICTAMEX ( Memoria 1982-1985)

En el presente estudio se decidio trabajar con esta variedad debido a su alta
resistencia a ciertas condiciones como bajas temperaturas, salinidad, sequias, entre otros, y
por ser endémico de México. Levine, (1982), Sanchez y Rubi, (1994). Ademas, debido a las
caracteristicas nutritivas del fruto se encuentra dentro de las variedades mas importantes de

exportacion por nuestro pais.




Crecimiento y Desarrollo
En el proceso de crecimiento y desarrollo del aguacate, se presenta la fase
vegelativa; en la cual se llevan a cabo 5 estados fenolagicos (A, B, C, D y E), de acuerdo a

la evolucion y desarrollo de las yemas vegetativas. De acuerdo a Rodriguez,(1982):

Estado A. Comienza cuando una rama ha terminado su crecimiento (con una
yema terminal que se identifica por ser delgada y de forma alargada, presentando en las
axilas de las hojas, yemas anticipadas), esta rama puede conservar este mismo estado si entra
en un nuevo periodo de reposo, parcial o prolongado, segin las razones de caracter interno
(genético) o externo (medio ambiente) de la latencia.

Estado B. Corresponde a la actividad meristematica que comienza a desarrollar
las yemas; presentando éstas una forma mas hinchada y las escamas que las cubren empiezan
a separarse (debido a la presion de la division celular que ocurre en el interior de la yema).
Las yemas toman una coloracion amarillenta caracteristica, mientras los entrenudos
comienzan a agostarse o estan en vias de agostamiento.

Estado C. Continia la separacion de las escamas, comenzando a aparecer en el
extremo del brote un nimero de nuevas hojitas (entre 4 6 5), mientras las yemas anticipadas
adyacentes tienden a evolucionar (pudiendo también no hacerlo). En general la dominancia
de las yemas apicales es relativa en el aguacate.

Estado D. El brote juvenil ya tiene un estado avanzado, en donde las yemas
originales son hojitas bastante desarrolladas, pero no son totalmente funcionales y poseen
una coloracion que va desde el rojo intenso al rosado.

Estado E. Se diferencian ain mas las hojas, separandolas, (aunque conserven la
coloracion rojiza), y el limbo todavia no es totalmente funcional. en este estado finaliza la
maduracién de las hojas. Estas toman el color verde caracteristico conectando asi el espiral

vegetativo A. (Dibujo 1).




Brote j-venil

rojo o rosado o
Brote con Diferenciacidn de
& iat hoi
Yema terminal Yemas 4.5 hojitas 25 hojas
delgada y alargada hinchadas ;
A B c D

Dibujo 1. Fases del crecimiento vegetativo.

Generalidades del Cultivo

Hasta ahora el aguacate se ha reproducido por semilla (reproduccion sexual), y para
establecer un cultivo comercial, se multiplica por injerto utilizando plantas procedentes de
semillas. Pero dado que las plantaciones establecidas de esta manera sufren grandes
variaciones en cuanto a vigor, longevidad y resistencia al frio y a las enfermedades,
comunicadas precisamente, en la mayoria de los casos, por los porta-injertos que los
sostienen, no hay garantia de un rendimiento aceptable de la inversion de una plantacion
comercial, ya que son considerables los riesgos a los que queda expuesta tal plantacion por
desconocerse los caracteres genéticos de las plantas procedentes de aquellas semillas. Es por
ello que se ha intentado recurrir al cultivo in vitro, camino capaz de asegurar porta-injertos

genéticamente idénticos, que garantizan las mejores condiciones posibles a la explotacion.

Situacién Actual del Cultivo (Produccién y Comercializacién)

Para México el cultivo de aguacate es muy importante, pues a nivel mundial es
reconocido como el primer productor y consumidor de aguacate, con una produccion de
1,100,000 toneladas en una superficie de 124 829 hectéreas, distribuidas en 16 Estados
donde se maneja a nivel comercial siendo 5 los de mayor importancia. (Cuadro 3), (Sanchez
y Rubi, 1994).
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Cuadro 3. Principales Estados productores de aguacate.

Fuente: CICTAMEX (Memoria 1994)

Michoacén es el principal estado productor, con una superficie de 90,000 hectareas y
con una produccion de 871 873 toneladas, lo que representa el 72% de la produccion total
del pais

El Estado de México, también es una entidad que presenta amplios recursos tanto
disponibles como potenciales, produciendo variedades mejoradas como Fuerte, Hass, Colin
V33, y Bacon que son las mas cotizadas (Sanchez y Rubi. 1994).

La variedad explotada que predomina, en general, es la Hass, ocupando un 95% de
las plantaciones, seguida por Fuerte, Bacon, Zutano, Rincon, Choquette, Boot 7, Boot 8 y
Criollos regionales. .

A pesar de que la produccion de México es bastante elevada, nuestro pais no es un
fuerte competidor en el mercado internacional, pues sélo exporta una parte de su
produccion, mientras que paises como Israel, Sudafrica y Chile, venden en los mercados del
exterior mas de la mitad de su produccion. Los principales destinos del aguacate mexicano
son: Francia, Estados Unidos, Canada y Japon, dentro de los cuales, Francia es nuestro

principal mercado al que se le envid el 64% del total exportado por México durante 1993.

A partir de estas condiciones y por el aumento creciente del consumo de aguacate, se
deben buscar nuevas tecnologias y técnicas de propagacion con el fin de resolver ésta
problematica; con el propésito final de aumentar la produccion, ya que cada vez la demanda
de aguacate seguird creciendo considerablemente, una vez que se logre una mejor

apreciacion sobre este fruto y se difunda el conocimiento sobre sus propiedades nutritivas.




PROPAGACION in vitro DE AGUACATE

En lo que se refiere a la propagacion in vitro de aguacate, se han intentado propagar
especies del género Persea como: P. indica (Nel, et.al. 1982); P. schideana (Gonzalez-Rosas,
etal 1985); y P. americana (Schroeder, 1971 y Yasseen Mohamed, 1993a); asi como las
siguientes variedades: Hass (Schroeder, 1971), Fuerte (Skene y Barlass, 1983), Dade, Maxima,
Tower 2, Waldin y Choquete (Yasseen Mohamed, 1993); probando diferentes condiciones de
cultivo, por ejemplo, entre los tipos de explantes, empleados se encuentran: Pericarpio
(Schroeder, 1971), brotes y partes florales (Schroeder, 1975), segmentos de tallo (Schroeder,
1976, Nel y Kotze, 1982; Pliego-Alfaro y Murashige, 1987), apices (Harty, 1985), embriones
maduros e inmaduros (Gonzalez-Rosas, et.al. 1990) y ejes embrionarios (Yasseen Mohamed,
1993a)

La longitud de los explantes de aguacate utilizados ha sido de 1 mm para el cultivo de
puntas (Schroeder, 1973), 3 mm en el cultivo de brotes apicales (Schroeder, 1971), 5 mm en el
cultivo de ejes embrionarios (Yasseen Mohamed, 1993a), 8 mm para el cultivo de pericarpio
(Schroeder, 1971), 20 mm (Skene y Barlass, 1983) y 1.5 cm en el cultivo de embriones (Llano,
A. 1989). Sin embargo, Levine, 1982; reporta como mejor explante, aquel cuyas dimensiones
son: 2.5-6.0 cm con 0.35 mm de didmetro para el cultivo de segmentos de tallo.

Como medios basales se han empleado diferentes formulas nutritivas y/o modificaciones
de estas, debido a que han sobresalido por su efectividad para el desarrollo de los explantes, entre
estos se encuentran:

Medio de White (1943). El cual presenta un bajo nivel de potasio y nitrogeno, es
utilizado generalmente para el cultivo de callo. -

Medio de Nitstchs (1951). Se emplea frecuentemente para el desarrollo de
algunas especies ferrodependientes como: Strelitzia reginae y Anthurios sp., entre otras
(Tomado de Conger, 1987).

Estos medios han sido empleados por Skene y Barlass, (1983), en el cultivo de embriones
inmaduros de arboles de aguacate pertenecientes a la variedad Fuerte y por Schroeder, (1975) en




el cultivo de yemas y partes florales, con los cuales observaron el desarrollo de callo. Schroeder,
(1968) empled el medio de Nitstchs, (1951) sustituyendo el Fe-EDTA por el citrato de fierro, en
el cultivo de cotiledones de semillas de aguacate, observando la formacion de callo.

Medio de Murashige y Skoog, (1962). Es una modificacion del medio de White
(1943) elevando el contenido de nitratos, potasio y amonio; actualmente se utiliza para una gran
variedad de monocotiledoneas y dicotiledoneas . Es el mas empleado en la micropropagacion de
Persea sp. por la mayoria de los investigadores (Schroeder, 1975, 1979; Nel y Kotzé, 1982;
Skene y Barlass, 1983; Nel y de Lange, 1985; Llano. A, 1989, Gonzalez-Rosas y Salazar Garcia,
1984 y Gonzalez-Rosas, et.al. 1990, 1991) quienes lo han utilizado en forma sélida o liquida, con
algunas modificaciones, por ejemplo, Harty, (1985) duplico la concentracion de fierro del medio
MS basal, para el cultivo de semillas jovenes, observando una estimulacion de la formacion de
brotes. Asi también ha sido empleado en forma liquida con la mitad de la concentracion de sus
componentes nutritivos, en el cultivo de apices de brotes (Nel y Kotzé, 1982), observando
resultados favorables. y en el cultivo de embriones maduros de la variedad Fuerte (Skene y
Barlass, 1983).

Las vitaminas que se utilizan mas frecuentemente son:

Tiamina Acido folico,

Acido nicotinico (niacina) Riboflavina (vitamina B;)
Piridoxina (vitamina Bs)s Vitamina E

Acido pantoténico, s

Son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas en el metabolismo y
son requeridas en pequefias cantidades, sin embargo, se ha observado que algunos explantes
como los embriones (al ser autétrofos) pueden ser capaces de producir sus propias necesidades
vitaminicas a través de biosintesis celular, por ejemplo en el rescate de embriones de aguacate
(Skene y Barlass, 1983) se logré su desarrollo sin vitaminas.

Raghavan, (1980) (citado por Llano. A, 1989) hace notar que la tiamina-HCI ejerce su
efecto en el alargamiento de raices, mientras que la niacina o 4cido nicotinico y el 4cido
pantotenico estimulan el alargamiento de brotes.




Generalmente la tiamina-HCI se ha utilizado en el cultivo in vitro de Persea sp. en un
rango de 0.4-1 mg/l. Pliego-Alfaro y Murashige, (1987) la utilizaron a una concentracion de 0.4
mg/l en la germinacion de embriones. Solorzano, (1989) también la utiliza a una concentracion de
0.4 mg/1 en el cultivo de yemas axilares. Por otra parte Nel y Kotzé, (1982) y Gonzalez-Rosas,
et.al. (1990) la emplearon a una concentracion de 1 mg/l.

El acido nicotinico (niacina), la piridoxina-HCl y el acido pantotenico en la propagacion
in vitro de Persea sp. son empleados en un rango de 1-5 mg/l (Nel y Kotzé, 1982, Gonzalez-
Rosas y Salazar Garcia, 1984, Gonzalez-Rosas, et.al. 1985, 1990 y Yasseen Mohamed 1993a).
Mientras que, el acido folico, la riboflavina (B;) y la vitamina E son raramente usadas.

Los reguladores del crecimiento (fitohormonas o fitorreguladores) son los elementos
esenciales para el adecuado crecimiento, diferenciacion y desarrollo del inéculo; aunque se ha
reportado el crecimiento de plantulas en medios nutritivos carentes de hormonas. Deben
agregarse al medio a bajas concentraciones para proseguir el desarrollo del implante.

Dentro de las auxinas, tenemos que el acido-indol-3-acético (AIA) es el principal agente
enraizante utilizado, pero desafortunadamente es degradado por la luz y la oxidacion enzimatica,
llevada a cabo por enzimas AlA-oxidasas, por lo que éste es agregado en relativas altas
concentraciones (1-30 mg/l). AIB es el fitorregulador que cominmente se usa para sustituir al
AIA en el cultivo de tejidos; ya que su estructura molecular es muy similar a la del AIA, ademas
no es degradado por la oxidacion enzimatica. (Llano. A, 1989).

En el cultivo in vitro de Persea sp. el AIA solo ha sido utilizado para cultivar yemas,
partes y pericarpio a una concentracion dé 10 mg/l por Schroeder, (1956, 1968, 1975), quien
reporta desarrollo de callo.

El 4cido 3-indol butirico (AIB) ha sido empleada a una concentracion de 0.01,0.3, 1.0y
3.0 mg/1 en la propagacion in vitro de Persea sp. (Skene y Barlass, 1983 y Gonzilez-Rosas, et al.
1990); sin embargo, estos autores reportan que su adicion individual no tiene efectos
significativos en el crecimiento de brotes, raices y en la germinacién por lo que cominmente se le
combina con una citocinina como la cinetina o la bencil adenina (BA). Gonzalez-Rosas, et.al.

(1990) observo que el desarrollo de brotes adventicios en embriones maduros era estimulado con




0.3 mg/l de AIB combinado con 3.0 mg/l y 1 mg/l de kinetina. Asimismo, 1 mg/l de AIB mas 1
mg/l de kinetina, estimulan significativamente el crecimiento en longitud de brotes (12.5 cm). Por
otra parte, se observo que concentraciones de 0.3 y 1.0 mg/l de AIB combinadas con 0.1 y 3.0
mg/l de kinetina, presentan grandes efectos en la elongacién de raices. Yasseen Mohamed,
(1993a) observé el desarrollo de 2 tipos de raiz en el subcultivo de brotes provenientes de ejes
embrionarios con una concentracion de 2 mg/l de AIB

El acido naftalenacético (ANA) es un regulador que tampoco es degradado por la
oxidacion enzimatica, por lo que puede ser agregado a bajas concentraciones (0.1-2.0 mg/l). Se
ha observado el desarrollo de brotes con 0.1 mg/l de ANA en el cultivo in vitro de ejes
embrionarios de Persea americana Mill. (Yasseen Mohamed, 1993a) y formacién de callo
(Desjardin, 1958 y Schroeder, 1975) con este compuesto.

La auxina mas efectiva para la formacion de callo en la mayoria de los cultivos es el 2,4-
D, frecuentemente en ausencia de alguna citocinina exdgena. Este herbicida es un poderoso
supresor de la organogénesis por lo que generalmente no puede ser usado en experimentos de
iniciacion de raices y brotes. Skene y Barlass, (1983) y Pliego-Alfaro y Murashige, (1987)
encontraron que a concentraciones de 0.01, 0.1 y 1 mg/l producen proliferacion de callo en el
cultivo de embriones inmaduros de aguacate.

En cuanto a las cifocininas se ha determinado que las naturales presentan mayor
efectividad que las sintéticas; sin embargo, en el cultivo de tejidos las mas usadas son la cinetina y
la bencil adenina, debido a que pueden estar disponibles un tiempo mayor puesto que no son
degradadas por la citocinina-oxidasa como lo son las naturales.

La kinetina es tipicamente agregada en una concentracion de 0.1 mg/l para la induccion
de callo. En frutales se ha empleado comiinmente para el cultivo in vifro de embriones en
combinacion con una auxina. Gonzilez-Rosas y Salazar Garcia (1984) usan grandes
concentraciones de kinetina (3.0 mg/l) para estimular el desarrollo de brotes axilares en aguacate;
asimismo, estos autores reportaron en 1990 que una concentracion de 1.0 mg/l presenta mayores

efectos que otras concentraciones.




La Bencil Adenina (BA) en el cultivo de tejidos de frutales se ha empleado en la
induccion de brotacion multiple.

Al trabajar Skene y Barlass, (1983) con embriones hibridos de aguacate (P. americana)
de reportan que en los embriones menores de 6 semanas la respuesta se ve inhibida, mientras que
en los mayores de este tiempo, se producen brotes al estar en un medio con 0.5 mg/l de BA.

Yasseen Mohamed, (1993a) en el cultivo de ejes embrionarios reporta a concentraciones
de 1, 2 y 3 mg/l de BA, la formacion de brotes en 4-5 semanas, observando la formacion de
miltiples brotes conforme se incrementa la concentracion de BA. Asimismo, observd la
formacion de multiples yemas a una concentracién de 0.2, 1 y 2 mg/l de Thidiazuron (TDZ) y
pocos brotes a baja concentracion (0.1 mg/l). )

La 6-Bencil Amino Purina (BAP) ha sido utilizada a una concentracion de 2 mg/l por Nel
y Kotzé, (1982) quien reporta la formacion de brotes.

En el cultivo in vitro se ha determinado que la diferenciacion celular y morfogenesis son
primariamente controladas por la interaccion de auxinas-citocininas y en esta relacion se han

basado algunas investigaciones del cultivo de aguacate (Figura 1).

Figura 1. Interaccién auxinas/citocininas:. (Tomado de Novac,1991).

(George: aned Shemringgon, 1984)

Las giberelinas son substancias consideradas como fitohormonas naturales debido a que
se encuentran distribuidas en pequeifias cantidades por toda la planta. En algunos casos actuan de




manera similar al ALA. ya que estimulan el alargamiento celular, inducen la partenocarpia y
producen nueva sintesis de RNA y proteinas. Ademas de su papel sobre el alargamiento de los

entrenudos, actian como un factor que regula el crecimiento de éstos y el desarrollo de las hojas.

En general son pocos los autores que han empleado las giberelinas en el cultivo in vitro
de Persea sp., cominmente se han usado en forma de GA3 (Acido Giberelico). Solorzano,
(1989) reporta que una concentracion de 2 mg/l incrementa substancialmente el crecimiento de
yemas axilares.

También ha sido utilizado a una concentracién de 0.5 mg/l por Nel y Kotzé, (1982) y 10
mg/l por Skene y Barlass, (1983).

Algunos autores le han otorgado al etileno las funciones de iniciacion de yemas y
diferenciacion (Dodbs, JH y L.W Roberts, 1986); sin embargo, junto con el acido absicico,
raramente se han utilizado como suplemento en los medios de cultivo, ya que inhibe el
crecimiento.

En cuanto a los aminoacidos se ha encontrado que no son esenciales para el crecimiento
en cultivo de tejidos; sin embargo, proporcionan una fuente inmediata de nitrogeno y su entrada
puede ser mucho mas rapida que el nitrogeno en el mismo medio. También pueden actuar como
agentes quelantes.

La mayoria de los investigadores emplean a la glicina, en una concentracion de 2 y 3 mg/l
en el cultivo in vitro de Persea sp. (Schroeder, 1968, 1971, 1975, 1977, 1979, Nel y Kotzé,
1982, Gonzilez-Rosas, et.al. 1990), otros aminoacidos que han sido empleados en cantidades
relativamente altas (40 mg/1) son la L-glutamina y la L-arginina (Harty, 1985).

La importancia del pH en la preparacion de los medios de cultivo se detecta en el hecho
de que los liquidos vitales contenidos en los seres vivos tienen valores de pH definidos, y que
ciertos elementos en el exterior no se encuentran disponibles para la planta o sus explantes, fuera

de ciertos rangos de pH.




En la micropropagacion del género Persea sp. la sacarosa ha probado ser la més efectiva
que otros azicares, la cual se ha utilizado en un rango de 10g/1 a 40g/1; siendo 30g/ la cantidad
de uso mas frecuente debido a la obtencion de resultados favorables (Schroeder, 1968, 1971,
1975, 1977, 1979; Nel y Kotzé, 1982; Skene y Barlass, 1983; Levine, 1982; Solorzano, 1989,
Gonzalez-Rosas y Salazar Garcia, 1984; Gonzailez-Rosas, et. al. 1990 y Yasseen Mohamed,
1993a).

Como un sistema de “soporte”, se ha empleado el agar para la preparacion de medios
solidos o semisolidos.

Generalmente para el aguacate se emplea el agar en un rango de 6 a 8 g/l (Skene y
Barlass, 1983; Nel y Kotzé, 1982 y Schroeder, 1975, 1979).

Otros materiales utilizados como “soporte” son: vermiculita, y papel filtro en medios
liquidos (Levine, 1982; Nel y Kotzé, 1982 y Skene y Barlass, 1983).

En cuanto a otros suplementos el agua de coco ha sido empleada por pocos autores con
resultados favorables (Desjardin, 1958 y Schroeder, 1956, 1975). La caseina hidrolizada es un
complejo de aminoacidos que es requerida principalmente para el desarrollo de embriones
inmaduros. Skene y Barlass, (1983) lo han utilizado en el cultivo de estos a una concentracion de

g

El acido ascorbico y el é4cido citrico se han utilizado como antioxidantes a una
concentracion de 25 mg/l (Nel y Kotzé, 1982).

El uso de carbon activado ha dado buenos resultados en el enraizamiento de explantes de
aguacate, a una concentracion de 10 mg/l (Pliego-Alfaro y Murasliige, 1987) y de 0.75 mg/l
(Levine, 1982).

El rango de temperatura frecuentemente utilizado en la propagacion in vitro de aguacate
es de 20-27°C (Gillespie, 1957, Gazit y Blumenfield, , 1970; Nel y Kotzé, 1982; 1984; Skene y
Barlass, 1983; Gonzalez-Rosas y Salazar Garcia, 1984 y Barrientos-Priego, 1986)., con algunas




variaciones durante la época de inviemo (30°C), asi como en primavera (18°C), (Costas, 1982).
Sin embargo, la mayoria de los investigadores coinciden en que la temperatura ideal es 25°C con
la cual han obtenido los mejores resultados (Kadman, 1965; Gustafson y Kadman, 1970;
Schroeder, 1971, 1979, Skene y Barlass, 1983; Solorzano, 1989, Gonzalez-Rosas, et.al. 1990).

La intensidad luminosa reportada para el cultivo in vitro de Persea sp es de 3000
lux (Solorzano, 1989 y Gonzalez-Rosas, et.al. 1990).

Para el desarrollo de raiz frecuentemente se utiliza un pretratamiento con luz
parcial (Gonzalez-Rosas y Salazar Garcia, 1984) (con el cual se obtuvieron los mejores
resultados), o un tratamiento previo de etiolacion, el cual puede tener una duracion variable,
como 7-10 dias (Yasseen Mohamed, 1993a), 21 dias (Gonzalez-Rosas, et.al. 1990), etc.

Skene y Barlass, (1983) utilizaron un fotoperiodo de 9 hrs luz con 15 hrs
oscuridad, con el cual obtuvieron crecimiento de brotes y callo. Otros fotoperiodos reportados
son 8 hrs luz con 16 hrs oscuridad (Nel y Kotzé, 1984), 6 hrs luz con 18 hrs oscuridad (Nel y
Kotz¢, 1982), con los cuales se ha obtenido crecimiento in vitro de brotes y raices.
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ANTECEDENTES

Consultando la bibliografia sobre el cultivo in vitro, encontramos que son pocos los

trabajos relacionados la propagacion in vitro de aguacate (Persea sp), siendo P._americana

y P. indica las especies mas estudiadas, sin embargo, no todos los trabajos han sido
satisfactorios ya que son pocos los autores (Desjardin, 1958, Schroeder, 1973; Gonzilez -
Rosas, et.al 1985 y Yasseen Mohamed 1993), que reportan la obtencion de plantas
completas.

En cuanto a la variedad Fuerte, solo 3 autores han trabajado con ella (Gazit y
Blumenfield; 1971, Hendry-Standen, 1982 y Skene-Barlass, 1983), (Cuadro 4).

En México estos trabajos son ain mas escasos, solo algunos autores han trabajado
con la propagacion in vitro (Levine, 1982; Gonzalez -Rosas y Salazar Garcia, 1984, 1985,
1990 y 1991, Solorzano, 1989).

En la siguiente cuadro se citan los trabajos de aguacate desarrollados con diferentes

explantes asi como el tipo de morfogénesis obtenida:

Cuadro 4. Tipos de morfogénesis obtenidas en los cultivos in vitro de aguacate.

A i}
Persea americana

Pliego Alfaro y Murashige, (1987)

Raza Mexicana Gonzilez-Rosas, et al. (1990)
Persea Ejes embrionarios Yasseen Mohamed, Y. et al. (1993) Plantas completas I\
Embriones inmaduros | Skene y Barlass, (1983) Formacién de yemas
Llano, A, (1989) Embriogénesis somtica
Puntas de yemas, y Schroeder, ( 1976, 1979) Formacion de yemas
brotes axilares Solorzano Vega, (1989) Formacion dc yemas
Gonzalez-Rosas y Salazar-Garcia (1984) | Formacién de yemas
Schroeder, (1973), Desjardins, (1958) Callo
Persea schiedeana Gonzilez Rosas, ct. al. (1985) Planta completa
Persea indica Nel y Kotze, (1982) .| Planta completa
Persea americana | Tallo Van Lelyveld, (1984) Callo en cultivo en suspension
Persea americana | Florcs Schroeder, (1975) Callo
Persea americana | Mesocarpo del fruto | Schroeder, (1968, 1971) Callo ||
Var. Fuerte Gazit y Blumenfield, (1970) Callo
Persea americana | Pediinculo Schroeder, (1977) Callo Il
Persea americana | Peciolo de la hoja Schroeder, (1977) Callo |
Persea americana | Cotiledon Schroeder, (1968, 1977) Callo
Var. Fuerte Garzit y Blumenfield, (1970) Callo
Persea americana | Prot 0s Blicke, et al. (1986) Callo

Tomado de Yasseen Mohamed-Yasseen. 1993,
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Los estudios anatomicos del aguacate se han enfocado principalmente en el fruto,
debido a su valor comercial y en el xilema secundario por considerarsele arbol maderable.
Hasta la fecha no existen suficientes estudios que se orienten hacia el conocimiento
anatomico de las partes vegetativas de este arbol. Entre los trabajos que se relacionan con
alglin aspecto anatomicos del aguacate se encuentran los de: Gomez, R. E. et.al. 1973;

Garcia, V. A. 1972, Ernest, A y Holtzhausen, L.C. 1987 y Bautista, B. S. 1989.

Los estudios anatomicos del cultivo in vifro del aguacate son mas escasos, solo

podemos mencionar el de Nel. M, y De Lange, (1985).

Dado el contexto anterior y como una contribucion a la solucion de esta

problematica se planteo el presente estudio el cual tuvo como objetivos:

1. Establecer el cultivo in vitro del aguacate variedad “Fuerte”.

2. Determinar una técnica de desinfestacion adecuada para el desarrollo in vitro de las
estacas consideradas como explantes.

3. Determinar un medio de cultivo adecuado para el desarrollo in vifro de los
explantes. Contribuir al conocimiento de las caracteristicas anatomicas del tallo,
peciolo y hoja; de los explantes desarrollados in vivo.

4. Realizar la descripcion anatémica comparativa de tallos desarrollados in vitro e in

vivo.
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MATERIAL Y METODO

El presente estudio se llevo a cabo en 2 fases:

A) Fase experimental.

El desarrollo experimental para el cultivo in vitro constd de 3 etapas:
Etapa l - Seleccion de la planta madre,
Etapa Il - Establecimiento del cultivo
Etapa III - Multiplicacién del tejido

B) Fase descriptiva.
Estd fase consistié en el andlisis histolégico.

Etapa |
I) Seleccion de la planta madre.

Como planta madre o fuente se seleccionaron arboles de aguacate Persea americana
Mill. varfedad Fuerte, pertenecientes al huerto “La Cruz” de la fundacion Sanchez Colin
CICTAMEX, S.C, localizado en el municipio de Coatepec de Harinas Estado de México. Se

realizo un recorrido por todo el huerto y se seleccionaron arboles con caracteristicas homogéneas

en cuanto a edad, estado fenolégico y suelo.

De ellos, se colectaron varetas de 10 a 12 cm pertenecientes a ramas laterales terminales
ubicadas a una altura aproximada de 1.5 m de la base del tronco.

Cada vareta fue dividida en secciones y se formaron lotes de 30 explantes cada uno, los

cuales se expusieron a las pruebas que se mencionan més adelante.

Etapalll
II) Establecimiento de! cultivo.
En esta etapa se determind el método de desinfestacion adecuado para los explantes. Con

tal objeto, se realizaron los siguientes pasos:
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IL1.  Esterilizacion del material.
II.1a. El cuarto de siembra y las batas se esterilizaron con 9 lamparas de luz
ultravioleta encendidas durante 24 horas.
IL1b. En el autoclave, a 20 libras de presion y 120°C se esterilizaron durante 20
min., cajas petri, medio nutritivo, gasas, material de vidrio y de diseccion, agua destilada y
cubrebocas. '

I12.  Preparacion de medio nutritivo.
Como el objetivo de esta etapa fue determinar un método de desinfestacion adecuado

para los explantes, se elabor6 el medio nutritivo “N” en base a las sales descritas por Murashige y
Skoog (1962), (etapa II del apéndice I).

Una vez preparado este medio, se agregaron 22 ml en tubos pyrex de 22 X 125 mm,
tapandose y marcandose adecuadamente. Posteriormente se esterilizaron en el autoclave a 15
libras de presion y durante 20 min., se colocaron en una gradilla con 45° de inclinacion,
dejandolos enfriar durante 2 horas.

I13.  Diseccion de los explantes.
De las varetas de aguacate colectadas se seleccionaron como explantes, estacas de 2.5 a

3.0 cm de longitud, con 6 1 8 mm de diametro y con uno a tres meristemos cada uno.

IL4.  Desinfestacion del material biologico.
Para establecer el método de desinfestacion de los explantes se probaron los métodos que

se muestran en el cuadro siguiente:
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Cuadro 5. Métodos de desinfestacion evaluados.

Lavado c/jabon neutro NaOCl 20% + 2 gotas
de tween 20 (20 min)
Lavado c/jabén neutro | 30 min 5 min NaOCl 20% + 2 gotas 3
de tween 20 (25 min)
U Lavado c/jabon neutro | 30 min 10 min NaOCl 30% + 2 gotas 3
de tween 20 (20 min)
z Lavado c/jabon neutro [ 30 min 10min | NaOCl30% + 2 gotas 3
de tween 20 (25 min)
Ivin Lavado c/jabén neutro | 30 min 12min | NaOCI 35% + 2 gotas 3
de tween 20 (15 min)
S Lavado c/jabon neutro | 30 min 12min | NaOCl 35% + 2 gotas 3
de tween 20 (20 min)
P Lavado c/jabon neutro | 30 min S min HgCl, 0.3% (15 min) 3 “
P Lavado c/jabon neutro [ 30 min 5 min HgCl, 0.1% (15 min) 3 “
E Lavado c/jabon neutro | 30 min 3 min HgCl 0.1% (15 min) 3 “
E; Lavado c/jabdn neutro | 30 min 3min | HgCl,0.05% (15 min) 3 |

Nota: min = minutos.

Cada prueba consto de 30 repeticiones.
LS. Siembra de los explantes.

Este paso se realizo en el cuarto de cultivo bajo condiciones asépticas.
Cada explante se inoculo en el medio nutritivo "N" (descrito en la etapa experimental II del

apéndice I), introduciendo un tercio de la porcion basal.

IL6.

Desarrollo de los inoculos.

Las gradillas con los indculos se colocaron para su crecimiento, dentro de un cuarto con

fotoperiodo de 16 hrs. luz y 8 hrs. oscuridad a una temperatura de 23-27°C, de acuerdo a lo
citado por Gonzalez (1985) y Costas (1982)
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1.7 Toma de datos.

Se observo el desarrollo de cada explante anotando los resultados en cuanto a porcentaje de

contaminacion, oxidacion y activacion.

Etapa lll

11I. Muttiplicacion del tejido.
Para determinar el medio nutritivo 6ptimo que induzca la activacion y/o desarrollo de los

explantes, se evaluaron 10 medios nutritivos (Cuadro 6), y un control (sin fitohormonas), estos
medios se basaron en lo recomendado a la bibliografia y en resultados preliminares obtenidos en

el laboratorio (Cuadro 7).

Cuadro 6. Medios nutritivos evaluados.

IISalﬂdeMyS‘ 100ml| 100ml [100ml| 100 mi|100ml| 100mi | 100ml | SOml | 100mi| 100mi "
" MgSO, * 10ml [ 10ml | 10ml | I0ml | 10ml [ 10ml | 10m! [ 10ml| 10ml | 10ml
" FeEDTA* | 5ml 5ml | 5ml [ 5ml [ 5ml | S5ml | Sml | 5ml | 5ml | 5ml
1 ml 1 ml Iml [ Iml [ Iml [ 1ml Iml [ *» | 1m 1 ml
0lg 0.1g 0lg | Olg | O01g | Olg 0lg | 0lg | Olg O0lg
AIA [BAPO.1g| BAP | BAP | BAP |AIBO.1g AIB | GA; | AB AIB
002g 0.01 g | 0.001 g [0.0001 g 0.0065g [ 0.001g| 0.001 g| 0.0001 g
Kin BAP | Kin Kin
0.006 ¢ 0.002g| 0.003g| 0.0003 g
AIB
0.001g
g 0g 30 30g | 30g g g 0g | 30g g
6g 6g 6 6g 6g 6g 6g Papel | Gg 6g
filtro
56-57| 5657 |5657(5657|56-57| 5657 | 5657 5657|5657 | 5657
e E——

Para cada prucba sc emplearon lotes de 30 explantes.

II

* (*) Estas soluciones estan descritas en el apéndice I (etapa I1 Y IIl experimental).
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Cuadro 7. Referencias de los medios de cultivo empleados.

Cruz, G, 1993
Barrera, 1994
Gonzalez, J. 1994
Nel, D.D, 1982
- | Gonzilez, I, Pérez, R y Arcos, O. 1995
Levine, 1982
Gonzilez, J; Pérez, R y Arcos, O. 1995
Harty, 1985
Gonzilez-Rosas, et.al. 1990

Gonzalez-Rosas, et. al. 1985
— ]

D2
B
H
R
F
1
Im
MB
K
CH

E

Una vez realizadas las siembras en los diferentes medios nutritivos, se colocaron en el cuarto

de crecimiento con los factores extrinsecos (temperatura e iluminacion) mencionados en la etapa
I1. Estos factores fueron controlados hasta el final del desarrollo de los indculos, realizando los

cambios periodicos del inoculo a medios nutritivos frescos.

Fase B
Andlisis histologico.

En esta etapa se realizo la descripcion histologica de tallo peciolo y hoja desarrollados in
vivo y la descripcion comparativa de tallo desarrollados in vivo e in w"tm. para observar cambios
a nivel histologico de los explantes obtenidos de esta manera. Para ello se realizaron diferentes
técnicas, las cuales se describen a continuacion:

Obtencion de cortes para su analisis bajo microscopio optico:

a) Cortes a mano,

Se realizaron cortes a mano alzada en los planos transversales y longitudinales de 5 tallos;
estos cortes fueron aclarados por medio de la técnica de diafanizacion, que consistio en: se
colocaron a hervir durante 4-5 minutos en una solucion de NaOH 5%, posteriormente se
colocaron durante 1-2 minutos en una solucion de NaOCl 30%, por ultimo se enjuagaron con

agua y se montaron en gelatina-safranina y en gelatina-cristal violeta (Aguilar Rodriguez, 1995).
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La descripcion y analisis de los tejidos del tallo se realizo en la zona de los entrenudos de los
explantes (Esquema 1).

Se obtuvieron también cortes transversales de peciolo, empleando la técnica antes descrita.

b) Criotomo.

El estudio anatomico de la hoja se realizo en el limbo tomando la parte media de la lamina
(Esquema 2).

Para lo cual se realizaron cortes transversales de 15 micras de grosor con la ayuda de un
criotomo marca IEC-Minotome mantenido a -19°C. Con esta técnica se realizaron algunos cortes
de hoja los cuales se llevaron a cabo tomando la parte media de la lamina (Esquema 2), también
se realizaron cortes de tallo que fueron tefiidos con azul de toluidina (apéndice II).

¢) Obtencion de material disociado

Se obtuvo material disociado, utilizando la técnica de Jeffrey modificada, para la cual se
cortaron pequefios trozos de tallo y se colocaron en una solucién de triéxido de cromo y acido
nitrico concentrado (apéndice II) durante 24 hrs, posteriormente se lavaron con agua corriente.
Cada trozo se coloco en un portaobjetos y se machaco con el cilindro de una aguja de diseccion.
Se tifieron con Safranina por 1-3 minutos y se montaron en gelatina safranina (Aguilar Rodriguez
1995).

Se analizaron algunas caracteristicas celulares como pared, diametro y longitud de los

elementos de vaso.

d) Inclusion en parafina.

Por otro lado, también se realizaron preparaciones permanentes empleando la técnica de

inclusion en parafina de la siguiente manera:

Recién obtenidas las muestras, se fijaron en una solucion de FAA (apéndice 1I) durante 48

hrs; posteriormente se lavaron las muestras en agua corriente durante 2 hrs., y se deshidrataron
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con las siguientes soluciones de alcohol etilico: al 30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%.,
colocando las muestras durante una hora en cada solucion. Terminado el paso anterior se pasaron
a una mezcla de alcohol absoluto-xilol 1:1, por 1 hr.

La inclusion del tejido se hizo en parafina para lo cual se paso el material deshidratado a
mezclas de xilol-parafina 1:1 y 2:1 realizando los cambios cada hora. Después se introdujeron en
parafina pura por 24 hrs.

Nota: La parafina estuvo en la estufa 48 hrs antes de usarse.

Para la orientacion de las muestras estas se colocaron dentro de cajas de cartulina de 2.5 x
2.5 ¢m, que contenian parafina pura liquida a una temperatura de 56 °C, y se orientaron con la
ayuda de una aguja de diseccion.

Una vez solidificada la parafina, los bloques se separaron de las cajas de carton y con una
navaja se formo una piramide en torno a la muestra. Estas muestras de parafina se colocaron en el
refrigerador durante 24 hrs., montandose posteriormente en el microtdomo de rotacion donde se
realizaron cortes de 5 micras de espesor, los que se colocaron en un bafio de flotacion
previamente espolvoreado con grenetina, a temperatura aproximada de 30°C.

Una vez estirados los cortes, se pasaron a los porta-objetos previamente desengrasados con
alcohol y conteniendo una gota de adhesivo de Haupt (apéndice IT) y 4 gotas de formaldehido al
3%, retirandose el exceso de formaldehido con una toalla de papel y colocandolos en la estufa a
45-50°C durante 12 horas.

Para eliminar la parafina los cortes se colocaron en la estufa (56-58°C) durante 20-30 min,, y

posteriormente se sumergieron en xilol haciendo 3 cambios de 3 min cada uno.

La técnica de tincién que se utilizé fue la de doble safranina-feno]-verde rapido-alcohol 96%
(apéndice II)), que consisti6 en lo siguiente:
1) Se hidrataron los cortes pasando el tejido en alcoholes de 100%, 96%, 85%,
70%,50%, 30% y agua, dejando 3 min en cada solucion.

2) Se sumergid en safranina saturada, durante 20 min.
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3) Se deshidrato en alcoholes de 30, 50, 70, 85 y 96%

4) Se contrastd con solucion saturada de verde rapido durante 30 a 60 seg.
5) Se retiro el exceso de colorante con alcohol 96%.

6) Se realizaron 2 cambios a alcohol absoluto, de 3 min cada uno.

7) Se hicieron 3 cambios a xilol, de 3 min cada uno.

8) Se montd en balsamo de Canada.

Las observaciones de los tejidos tratados en las etapas anteriores se realizaron a aumentos

de 10X y 40X y se tomaron fotografias de las preparaciones en un microscopio dptico marca
NIKON HFX-DX.

d) Microscopia electrénica de barrido

Para la microscopia electronica de barrido se utilizaron las siguientes técnicas, que fueron
realizadas con la asesoria de la Quim. Elena Oliva en el Laboratorio del Instituto de Fisica de la
UNAM:

TécnicaCAY FA
1.- Las muestras fueron fijadas en Glutaraldheido al 0.1 M., durante 2 dias.
2.- Se hicieron tres lavados de 10 minutos cada uno, en Buffer de Fosfato al 0.1 M.,
con pH 7.4, para quitar el fijador.
3.- Tetradxido de osmio (040s) al 0.1% durante 20 hrs.
4 - Buffer de Cacodidato al 1% 2 hrs.
5.- Dos lavados con Buffer (pH 7.4) durante 10 minutos cada uno.
6.- Un lavado en alcohol 50% 10 minutos
7.- Dos lavados en alcohol 70% 10 minutos cada uno
8.- Se taparon con parafilm y se metieron al refrigerador
9.- Se deshidrataron 10 minutos con el deshidratador de punto critico
Una vez deshidratados se pegaron con pintura de plata en un porta-muestras, bajo el
microscopio Optico, se dejaron secar y se colocaron en una caja para evitar que se humedecieran,
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Mediante la técnica de escurreo seutery (Guzman, J. 1995) la cual se llevd a cabo con un
evaporizador, se cubrieron con oro 15 minutos antes de observarse en el microscopio electronico

de barrido.

TécnicaCYF1

Esta técnica es basicamente la misma que la anterior solo que en ésta después del tetradxido
de osmio se lavaron otra vez dos veces en buffer de fosfato 0.1 M. PH 7.4, durante 15 minutos
cada uno; y se deshidrataron con dos lavados de alcohol 50% de 15 minutos cada uno.

Para el analisis se utilizd un microscopio electronico de barrido marca Estereoscan mod.
440, bajo la direccion del M. en C. José Guzman en el Instituto de materiales de la UNAM.

Las observaciones de los tejidos procesados de esta manera se emplearon aumentos de
100X, 200X, 250X, 300X y 400X.

Para las descripciones de los tejidos se emplearon las clasificaciones anatéomicas de Fanh,
(1974); Radford, (1978); Esau, (1985) y IAWA Committee (1989).
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RESULTADOS Y DISCUSION

FASE EXPERIMENTAL

Etapal

En el presente estudio se decidio trabajar con la variedad “Fuerte” debido, (como se
menciond anteriormente), a su alta resistencia a ciertas condiciones extrinsecas de cultivo
como bajas temperaturas, alta salinidad, sequias continuas, etc., ademas en esta variedad
encontramos individuos considerados como “tipo™ o “patron”, por ser utilizada como fuente
de porta-injertos. Por otra parte, la demanda de dicha variedad se ha incrementado en los
ultimos afios, convirtiéndose en una de las principales variedades de aguacate que exporta
nuestro pais junto con la variedad Hass (Sanchez y Rubi, 1994). Asimismo, la idea de
utilizar la variedad Fuerte fue apoyada por dos instituciones que dedican la mayoria de su
infraestructura y estudios en el mejoramiento del aguacate: La Fundacion Salvador Sanchez
Colin (CICTAMEX) y la Universidad Auténoma de Guanajuato, donde el 60% de los
huertos se emplean en el cultivo de esta variedad.

Por otro lado, la mayoria de los autores (Kadman, 1976; Schroeder, 1975, 1976,
Levine, 1982; Nel y Kotzé, 1982, 1984, Solorzano, 1989, Llano, A. 1989, etc.) establecen
que la propagacion in vitro de aguacate es afectada por varios factores, como las
condiciones extrinsecas o de incubacion (temperatura, luz, humedad, fotoperiodo) y las
caracteristicas de la planta madre o fuente, respecto a este ultimo factor Kadman, (1976),
sugiere que la edad de la planta madre es de vital importancia e influye en la capacidad de
enraizamiento, y reporta un 100% de enraizamiento en plantas jovenes de semilleros de
aguacate mexicanos in vivo observando que esta capacidad decrece con la maduracion de las
plantas. Resultados similares reportan Nel y Kotzé, (1982), quienes opinan que es mas facil
el enraizamiento de explantes provenientes de arboles jovenes que de arboles maduros.
Estos mismos autores en 1984, concluyen que el estado fenologico en el que se encuentre la

planta madre también influye en el desarrollo in vitro.
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Se ha mencionado antes, que un aspecto importante en el establecimiento del cultivo
in vitro de cualquier planta es la seleccion del tipo de explante, ya que de éste depende en
gran medida el éxito de la micropropagacién. Como mencionan Skene y Barlass, (1983) es
importante seleccionar material que pueda regenerar sus propiedades de division para
producir multiplicacion de brotes (como meristemos o tejido meristematico) y

posteriormente raices, estos autores trabajan con embriones de Persea americana var.

Fuerte obteniendo multiples brotes y algunas hojas sin elongacion del tallo en los embriones
jovenes y elongacion de los brotes (apical y laterales) después de 40 dias de cultivo. Otros
factores que podemos mencionar son los cambios estacionales y la época del afio en que se
obtiene el explante.

En base a la informacion anterior, en el laboratorio de genética vegetal del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares se realizaron pmebaé preliminares para establecer el
tipo de explante, el rango de temperaturas y el fotoperiodo para el cultivo in vitro de
aguacate.(Arcos y Pérez. Informe técnico,1994). De acuerdo a dichos resultados se
determind como plantas madre arboles de 4 afios de edad, considerados los arboles mas
jovenes que presentaban fructificacion, haciendo posible la observacion de las caracteristicas
del fruto. Los explantes utilizados fueron estacas de 2.5-3.0 cm de longitud, con 6-8 mm de
diametro y con 1 a 3 meristemos; siendo éstos posibles de obtener durante la mayoria del
afio. Asi mismo, su desarrollo no implica una gran inversion de tiempo, a diferencia de los
embriones maduros (Gonzilez Rosas, et.al. 1990) e inmaduros (Pliego Alfaro y Murashige
1987) y los ejes embrionarios (Yassen-Mohamed, 1993a) en los que su desarrollo inicia
desde la germinacion de la semilla, ademas, segiin Skene y Barlass, (1989), las semillas de
aguacate pierden su viabilidad cuando son almacenadas por periodos largos; mientras que
otros explantes (partes florales) solo son obtenidos durante meses especificos.

En cuanto a los meristemos se determind que los estados fenologicos del desarrollo
vegetativo A y B son los més 6ptimos para ser inoculados, lo que puede deberse a que en el
estado A las yemas se encuentran en reposo pero listas para iniciar inmediatamente el estado
B en donde se da la acumulacion de agua y nutrientes incrementando la capacidad de

sobrevivencia por un mayor tiempo en lo que se adaptan al medio nutritivo y absorben de él
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los nutrientes. Aunado a lo anterior estos estados se presentan repetidas veces a lo largo del afio por lo
que facilita la obtencion de material biologico.

Cabe mencionar que se realizaron siembras de meristemos aislados con un tamaiio de 1 a 2
mm; sin embargo, no se observo activacion después de 3 a 4 semanas (Arcos y Pérez. Informe
técnico,1994), debido probablemente a que como menciona Schroeder, (1976) las plantas lefiosas
presentan pocas respuestas de crecimiento y su establecimiento como material clonal de meristemos
apicales es dificil, estos resultados coinciden con Llano, (1989), quien menciona que la dificultad para
iniciar un cultivo aumenta con la disminucién del tamafio del explante y a la falta de tejido adyacente
que le facilite la absorcion de los nutrientes y por ende su adaptacion al medio nutritivo, por lo que
generalmente la complejidad del medio de cultivo aumenta a medida que disminuye el tamafio de la
parte vegetal que se desea cultivar.

Nel y Kotzé, (1984), mencionan que el cultivo in vifro de los domos meristematicos es
dificil, pero si uno o dos primordios foliares son excluidos, el crecimiento se incrementa
significativamente, lo cual se comprobd, ya que al sembrar meristemos sin primordios se obtuvo un
mayor namero de explantes activados (86.6%) (figura 10).

Se decidi6 utilizar una temperatura de 25°C +/- 2° debido a que con este rango se han obtenido
resultados positivos en la mayoria de los cultivos in vitro de aguacate, reforzandose con la idea de
reproducir las caracteristicas de su entorno natural. Para el caso de el fotoperiodo (16 hrs luz 8
oscuridad) nos basamos en la misma informacion.

El uso de un pretratamiento para los explantes, como la etiolacion ha sido sugerido por
muchos investigadores para la micropropagacion de aguacate: Schroeder, (1979), Nel y Kotzé,(1982),
Skene y Barlass, (1983); Solorzano, (1989), etc., quienes han tenido una eficiencia mayor en cuanto al
crecimiento de brotes y en la formacion de raices al utilizar dicho tratamiento. Sin embargo, en este
estudio no se utilizo la etiolacion como un pretratamiento por considerarse un procedimiento severo y
largo pues su uso generalmente implica un tiempo de 20 a 30 dias o mas. Bajo el mismo rublo,
Gonzalez-Rosas, et.al. (1985) obtiene mejores resultados con luz parcial que con oscuridad,
proporcionandonos la idea de que la etiolacion puede ser suprimida en las primeras fases del desarrollo
in vitro, siendo necesaria durante el proceso de desarrollo de raices, dado que se ha reportado que la

luz puede inhibir la accion de sustancias promotoras de la formacion de los primordios de raiz.
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Etapa ll

Como se observa en el cuadro 8 y figura 2, los métodos de desinfestacion donde se
utilizo el hipoclorito de sodio, en cualquiera de las diferentes concentraciones (20, 30 y
35%) y tiempos (15, 20 y 25 minutos), no resultaron efectivos para los explantes, ya que se
obtuvieron altos porcentajes de contaminacion (60-90%), cuyo valor es muy superior al
obtenido en las desinfestaciones donde se utilizo el bicloruro de mercurio. Esto no
concuerda con los resultados reportados por los autores que utilizan este desinfestante,
aunque ellos utilizan concentraciones y tiempos menores (2 y 3%, 1-5 minutos)
respectivamente, pues reportan bajos niveles de contaminacion (3 6 4%), esta diferencia se
debe posiblemente a que ellos emplean otras condiciones de cultivo como el uso de diferente
tipo de explante: embriones inmaduros (Gonzalez-Rosas, et.al. 1990), mesocarpo (Gazit y
Blumenfield, 1970), o brotes procedentes de plantulas mas jovenes (1 afio) pertenecientes P.
indica (Nel y Kotzé, 1982). Ademas, como fuentes de explantes utilizan plantulas crecidas
en invernaderos, con las cuales se puede tener un mayor control sobre la contaminacion que
en las procedentes del campo, ya que estas Gltimas estan mas expuestas al contacto con
organismos patogenos que se adhieren a las capas externas de sus tejidos. Por otra parte,
Solorzano, (1989), obtiene un aumento en el control de la contaminacion bacterial, al
asperjar periddicamente agrimicina en un rango de 2 mg/l, ademas de usar el hipoclorito de
sodio.

Desinfestaciones
FG AB U Z lvan S P P E El

Contam. 900 866 800 766 666 600 166 200 200 266
Oxid. 866 800 900 900 933 96 466 400 366 133

Cuadro 8. Porcentaje de contaminacion y oxidacion de las desinfestaciones empleadas.

|
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e = i ” n— _
A tratamiento Tienpo (miv)  Conoentracion Tiempo

(mir)

EG 5 NOO 2% 2

AB 5 NOQ 2% 25

U 10 NOQ 3% 20

V4 10 NOQ W% 25

han 12 NOQ 3% 15

Ry 12 NOQ 3% 20

P 5 HQ, 03% 15

P 5 HQ, 01% 15

E 3 Hd, 0% 15

d 11,11, 4 =-£1 3 Hd, 005% 15

FG.AB. U Z Ivan 8§ P P1 E HE
Desinfestaciones

Figura 2 Porcentaje de contaminacion y oxidacion de las desinfestaciones enpleadas, doide se observa que
en los tratamientos con biclonao de meraaio (F, Pl, E y El) dismimayen significativamente estos
pardmetros, comparados con los tratamientos con Hipoclonito de sodio (G, AB,U, Z, han y §).

Para hacer una comparacion mas significativa entre las pruebas de desinfestacion
éstas se agruparon de acuerdo al porcentaje de hipoclorito de sodio (Figuras 3, 4y 5) y los
resultados muestran que conforme se utilizan mayores concentraciones, se tiene un mayor
control sobre la contaminacion (desinfestaciones AB, Z y S).

Por lo contrario entre menor es el tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio,

utilizando la misma concentracion, mayor es la contaminacion.
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Nombre dd  Alcohal al 70% Desinfestante ufilizado
tratamiento Tiarpo miy)  Concentrucidn. Tieanpo

frar)
EG 5 NaOC 2% X
AB 5 N 2P 5
U 10 NaOOl 3P0 20
z 10 NaOQ 3% 25
ban 12 NaOQO 3% 15
s 12 NOQ1 3% X

el T T e ek

Desinfestaciones

Figuras 3, 4y 5. Thatanienias con hipodarito de sodio agnipads segin la concentracion y tienpo de expasicion, se
puede observar quee generalmerte a nayor cancertracidny tienpo de epuosicion al desinfestante
nenor e e porcentgie de caontominacicn.

Es importante sefialar que la pérdida del material bioldgico se vid fuertemente
influenciada por la presencia de un alto grado de oxidacion, respuesta caracteristica en el
cultivo de aguacate.

Se observo que conforme se utilizan mayores concentraciones de hipoclorito de sodio,
la oxidacion también se incrementa, lo que posiblemente también se relacione con el tiempo de
exposicion al alcohol, el cual fue mayor (12 minutos) en la desinfestacion "S", produciendo un
mayor porcentaje de oxidacion. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Levine,
(1982), quien observa un aumento y una aceleracion de la oxidacion del tejido al aumentar la

concentracion de alcohol (Figura 6 ).
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%0 N % contamin.
940 —4— % oxadacion
920

900 Nombre dd Aloohol al 20% Desinfestante utilizado
880  trutamiento Tiengo (mi)  Coneerdradicn Tiempo
860

AB 5 NOQ 2% 25
s z 10 NeOQ 3% 25
. e s 12 NI 3%% 20
: + - 800
AB. z s
Desinfestaciénes

Figura 6. Porcentaje de contaminacion y oxidacion de las desinfestaciones mas representativas con hipoclorito de
sodio en la cual se puede apreciar que a mayor concentracion y tiempo de exposicion al desinfestante
el porcentaje de oxidacion se incrementa, tambien se puede observar que existe cierta relacion con el
tiempo de exposicion al alcohol y la oxidacion.

La oxidacion es uno de los principales y tal vez el mas grave problema que se
presenta cuando se desea establecer la micropropagacion de aguacate o de plantas lefiosas,
ya que este fenomeno se presenta cuando el explante inoculado en un medio artificial,
debido tal vez al cambio brusco del ambiente, segrega como defensa, algunas substancias
como fenoles, que transforman el pH del medio, por lo que al parecer los explantes necesitan
una mayor cantidad de energia al querer absorber las sustancias nutritivas, lo que permite la
reproduccion de patdgenos oportunistas aumentando la contaminacién Para controlarla
algunos investigadores emplean antioxidantes como el acido ascorbico y el acido citrico con
resultados positivos, por ejemplo: Hendry, N. S y Standen, J. V, (1982), emplearon una
solucion con 200 mg/l de acido ascorbico y 300 mg/l de acido citrico, logrando una notable
disminucion de la oxidacion en yemas apicales de aguacate var. Duke y Fuerte. Ziv, M y
Haley, A:H, (1983), disminuyeron considerablemente la oxidacion en la propagacion de
Strelitzia reginae, (una planta ornamental que présenla altos niveles de oxidacion), al tratar
a los explantes con una solucion con 100 mg/l de acido ascorbico y 150 mg/l de acido citrico
durante 24 hrs. Estos autores reportan que una exposicion mayor a 24 hrs producen efectos

negativos en la oxidacion. Por otra parte, Solorzano, (1989) obtuvo un control total sobre la




oxidacion en aguacate var. Colin V-33 y West Indian, a través de la aplicacion de
metasulfato como un pretratamiento. Sin embargo, en nuestras pruebas preliminares
nosotros obtuvimos un mayor porcentaje de oxidacion en los explantes tratados con una
solucion de acido ascorbico (200 mg/l) y acido citrico (300 mg/l), por lo que se decidio no
emplearlos (Arcos, y Pérez. Informe técnico, 1994).

En todas las desinfestaciones de hipoclorito de sodio (F.G, AB, U, Z, Ivan y S) no se
observo activacion de los meristemos debido a la pérdida del material casi inmediata post-
siembra, dentro de las primeros 3 dias;, lo que se considera consecuencia de la alta
contaminacion presente y de ciertos dafios observados en el tejido (principalmente en las

partes mas sensibles como las yemas).

Por estas razones se decidié cambiar el hipoclorito de sodio, ya que segun Levine,
(1982) y Gonzalez-Rosas, et.al. (1991) es toxico para el aguacate, y emplear el bicloruro de
mercurio, el que es sugerido por Ziv, M y Haley, A:H, (1983), para plantas lefiosas que
presentan problemas de oxidacion al cultivarlas in vitro.

En el cuadro 8 y la figura 7, se observa que la concentracion sugerida por Ziv (0.3%)
disminuye notablemente la contaminacion 16.6%, y permite el crecimiento por un tiempo en
comparacion con una concentracion menor (0.1%) en la desinfestacion P1. Sin embargo,
observamos que esta concentracion (0.3% ) ocasiona un alto porcentaje de oxidacion
(46.6%) de todas los tratamientos con bicloruro de mercurio (Cuadro 8), lo que nos llevo a
disminuir el tiempo de exposicion del alcohol a 3 minutos y la concentracion de €l bicloruro
de mercurio a 0.05% (desinfestacion El), logrando con esto disminuir los porcentajes de
oxidacion (13.3%) y mantener el porcentaje de contaminacion en un rango bajo aceptable

(26.6%), (Figuras 7, 8 y 9).

Il
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Nombre ded  Aloohol al 70% Desinfestante utilizado

tratamiento Tierpo (min)  Concertracian Tiempo
:/6 (i)
1] P 5 HgQ, 03% 15
{ Pl 5 HeD 01% 15
E 3 HeQD 01% 15
7 El 3 HeQl 00%% 15
P P1
300 -
250
200
%
150
100
50
00
P1 E1
Desinfestaciones

Figura 7, 8y 9. Porcentaje de contaminacion y oxidacion de las desinfestaciones con bicloruro de mercurio,
donde se observa que la contaminacion disminuye al incrementar la concentracion del bicloruro
de mercurio (tratamientosP y P1), sin embargo, la oxidacion es mayor, por lo que se puede
apreciar que existe una relacion entre el tiempo de exposicion al OH 70% .y la oxidacion,ya
que a menor tiempo de exposicion al OH 70% menor es la oxidacion.

De lo anterior podemos sugerir que a mayores concentraciones de bicloruro de
mercurio menor contaminacion y a menores tiempos de exposicion etilicas menor oxidacion.
Cabe destacar que el bicloruro de mercurio al 0.05% favorecid la activacion de los
meristemos y permitié la formacion de masas celulares "callo” en un mayor porcentaje
(86.6% y 97.1% respectivamente), (Cuadro 9), que las otras concentraciones de bicloruro
de mercurio usadas, (Figura 10) lo que nos hizo sugerir que el tipo de desinfestante

empleado en este estudio tuvo una influencia directa sobre la activacion de los explantes.
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Desinfestaciones
Activacion P P1 E E1
Callo 166 528 727 971

At. [CP 200 266 366 50.0
menst |9P 300 366 400 866

Chadro 9. Porceniaje de activacion del callo y meristemos empleando las desinfestaciones con bicloruro de mercurio.

n o e T e T
tratamiento  Tienpo (ni)  Coventragicn: Tienpo
o) 8001 apP
5 I [VE N
P 5 HO 0% 15 60.0 Ll
E 3 E are 15 o f 1
El 3 HCT 0% 15 40.01 : i [OE
200 i OE
Nota: C/P= con primordios foliares ] & o
S/P=sin primordios foliares 0.0° cP P

Activacion

Figura 10. Porcentaje de activacion del callo y meristemos donde se puede apreciar que la activacion de callo y de
los meristemos es mayor en los explantes sin primordios foliares y cuando se utilizan concentraciones
menores de OH 70% y de bicloruro de mercurio.

Por otro lado, la concentracion de 0.3% (desinfestacion P) indujo un retardo en la
activacion de los explantes en comparacion con las otras desinfestaciones, encontrando
respuestas de activacion a los 15 dias, mientras que con la concentracion de 0.05% se
presento a los 8 dias; lo que puede ser una respuesta provocada por la alta oxidacion que se
presenta con esta concentracion, ya que la oxidacion o la produccion de radicales libres que
se lleva a cabo en este proceso puede intervenir en la accion de las sustancias promotoras del

crecimiento.




Etapa lll

Como se puede observar en el cuadro 6 de la metodologia, para la preparacion de los
medios nutritivos se utilizaron las sales de Murashige y Skoog, (1962); ya que se ha citado
que éstas son las mas adecuadas para el cultivo de dicotiledoneas. Asi mismo se reportan en
la mayoria de los articulos consultados el uso exitoso de las mismas cuando se realiza la
propagacion in vitro de diferentes variedades de aguacate como: Dade, Ducke, Maxima,
Tower, Waldin, Choquete e inclusive Fuerte.

En cuanto al uso de las hormonas y su equilibrio, segiin Skoog y Miller, (1962), una
alta concentracion de citocininas comparada con la de auxinas producen mayor desarrollo de
brotes in vitro. Esta idea ha sido apoyada por los resultados reportados en la mayoria de los
estudios relacionados al cultivo in vitro en donde sin ser las mismas concentraciones o tipo
de hormonas el balance para producir brotes depende de un mayor nivel de citocininas
(Amaranto, Rosa, Petunia, etc).

Algunos investigadores reportan que la mejor combinacion para el cultivo in vitro e
in vivo de aguacate es la adicion de kinetina méas AIB, Schroeder, (1975), Llano. A, (1989);
Gonzalez-Rosas-Salazar, (1984); Gonzilez-Rosas, et.al. (1985, 1990). Por otro lado el uso
de AIA/Kinetina es citada por Schroeder (1975), para el cultivo de yemas y partes florales.

Al emplear estas combinaciones de fitohormonas en nuestros resultados se observd
por un lado, que la concentracion de 0.0001 g/l de AIB méas 0.0003 g/l de Kinetina, que
corresponden al medio "CH", producen resultados positivos en cuanto al porcentaje de
activacion (53.3%), al desarrollo de brotes (75%), y de crecimiento (54 mm en 56-60 dias),
ademas de obtenerse una menor oxidacion (cuadros 10 y 11), (Figuras 11, 12 y 13),
comparadas con las concentraciones de 0.001 g/l de AIB mas 0.003 g/l de Kinetina (medio
K). Sin embargo, Gonzalez-Rosas, et.al. (1990), obtuvieron con estas concentraciones
plantulas completas incrementando el desarrollo de la raiz, y nuelstras plantulas después de
50-60 dias, ademas de presentar un alto porcentaje de pérdida de material por oxidacién, no

desarrollaron raiz.
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Por otro lado, en cuanto a la relacion de AIA/Kinetina, empleada en el medio D2 se
determino que esta no fue efectiva para los explantes, ya que solo se obtuvo la formacion
abundante de callo a lo largo y en la base del tallo, sin presentarse activacion de los
meristemos (Figura 13), lo que hace pensar que esta ultima respuesta es consecuencia de la
baja proporcion de citocinina-auxina.

Ya que el aguacate es una planta de dificil enraice y debido a que el desarrollo y
funcionamiento radicular requiere de oxigeno y el medio con agar no es o mas satisfactorio
para cubrir esta necesidad, se prepar6é un medio liquido (MB) propuesto por Nel y Kotzé,
(1982) y Skene y Barlass, (1983), pero los resultados obtenidos con este medio no se
consideraron satisfactorios, ya que el crecimiento fue muy lento, (Figuras 12 y 13) tal vez
debido a la presencia de acido giberelico AG; que segin Llano, (1989) presenta un efecto
retardador del crecimiento e inhibicién de raiz. Aunque Solorzano, (1989), observa un
sustancial incremento en el crecimiento al adicionar esta hormona en combinacion con
Benzil Adenina (BA), por lo que podemos pensar que probablemente la combinacion con la

BA fue lo que determin6 sus resultados.

0 Oidadién

N. del
medio Fitohormona Concentracién

K AlByKinctina 0001y0.003g
CH  AIByKinetina 0.0001y 0.0003 g

Yo

Medios

Figura 11. Porcentaje de activacién. y oxid.acion de los medios K y CII los cuales contienen diferentes
concentraciones de AIB y Kinetina, donde se observa que la activacidn es menor con menores
concentraciones de estas fitohormonas.
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DI A s

MEDIOS 7 14 21 28 36 42 49 56
D2 NO HAY CRECIMIENTO Wi
F 7 5018 13 5:044 25 s.05r 345058 40 se0g0 V65018 52 5058 61 s-108 1
R 5 s=061 10 sw04¢s 155000 245030 32 se055 A35:040 ABsw0ss 57 sw080 :’
H 3 s=00 7 s:058 13 s-005 22s=151 30s-073 415038 47 5003 55s5-068 M
CH 3 s=018 6 5066 13 se040 205-084 2B sc041r 395037 455045 5Sd5-03 E
MB 2 57045 25055 Bswos 125061 16 5040 245050 33s-018 4Bs-018 ;
B 2 s=00 2 5040 6 s:04¢ 145-06¢ 17 se073 23 57058 325062 4550058 o
CONTROL 2 $-037 35073  4s=105 1085103 155101 195076 28s-06¢ 39s-058 s
Cuadro 10. Crecimiento promedio (mm) de los meristemos a través del tiempo (dias) para cada medio
Nombredd Richormoma  Conomtraddn
mdio
D2
F BAP Qomig
R BAP Qi g
H BAP Qolg
a AByKmgma Q0001 y0.003g
M3 m. BAPyKm  Q00,002y001g
! B i Qlg
CONTROL

Figura 12. Crecimiento promedio (mm) de los meristemos a través del tiempo (dias) para cada medio, donde
se observa un mayor crecimiento en el medio F en comparacion con los demds medios probados.




MEDIOS

D2

F

R

H

CH

MB

B
CONTROL

Cuadro 11. Tiempo promedio (dias) en que se obtuvo el callo y los diferentes estados fenologicos para cada medio.

CALLO

8 5-055
13 5075
13 5-055

7 5065

8 5-053
18 5-077
16 5-068
12 s-037

Edos. Fenolégicos

EDO.BE EDO.C EDO.D EDO.E

MNo = presento activacian

8 s-031
10 s-041
13 §-041
14 5-054
22 5-041
24 5063
22 §5-087

15 5-031
17 5-0.55
19 5-049
21 5-049
32 5-043
32 5-052
33 5=046

23 5018
28 s5-063
31 s-078
35 5-045
44 5-0.66
45 5 064
47 5044

35049
395-074
40 5-0.75
44 5-066
575-071
605 088
655-109

BAP
BAP
BAP
Ay Kintina

m;lwmm

A

S

0mmig

0l g

0nlg

00ml y0 B g
0.0, 0002y 0401 g
Olg

Figura 13. Tiempo promedio (dias) en que se obtuvo el eallo y los diferentes estados fenologicos para cada medio,
donde se observa que se obtiene cada uno de los edos. fenologicos en menor tiempo con el medio F, sin
embargo el callo se presenta mds rdpido en el medio H que contiene una mavor concentracion de BAP.

De acuerdo a lo reportado por Gonzalez-Rosas-Salazar Garcia, (1984) y Kadman y

Gustafson, (1970), al emplear AIB para el cultivo de embriones y embriones etiolados,

respectivamente, a niveles entre 7-10 mg/l, se producen plantas de la var. Ducke con un
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desarrollo de raiz y callo alto (60-70%). Sin embargo, como se observa en la figura 14, al
inocular microcortes de Fuerte en medios adicionados con AIB a concentraciones de 0.1 y
0.0065 mg/l (medios I e Im) obtuvimos resultados negativos. Cabe destacar que a mayor

concentracion de AIB (medio I) se produce una mayor pérdida de material debida a la alta

oxidacion.
100"
80 N. del
60 medio Fitohormona Concentracién
(1)
Yo 0 I AIB Olg
0 im AIB 0.0065 g
4]

Medios

Figura 14. Porcentaje de activacion. y oxidacion. de los medios adicionados con diferentes concentraciones
de AIB, en los que se observan resultados negativos en la activacién ya que el crecimiento es casi
nulo y la oxidacién muy alta.

Al no encontrar respuestas satisfactorias al utilizar el uso combinado de citocininas y
de avxinas individuales, se considero el uso de citocininas, seleccionando diferentes
concentraciones de BAP, ya que estudios preliminares reportados por el laboratorio de
cultivo de tejidos de la Universidad de Guanajuato encontré que dicha fitohormona inducia
la activacion de los meristemos de aguacate Fuerte (Barrera, 1995). Aunado a esto, se
considerd que las yemas apicales en reposo son sitio de sintesis de inhibidores provocando
una propagacion dificil, debido al predominio de la dominancia apical por lo que el uso de
factores del crecimiento, como las citocininas y especificamente el BAP, pueden suprimir la
dominancia apical, permitiendo a las yemas laterales desarrollar brotes que pueden ser
subcultivados en un medio para enraizar o propagarse, logrando la obtencion de plantulas
completas.

Los resultados descritos en el Cuadro 12 (Figura 15), muestran que todas las

concentraciones de Benzil Amino Purina (0.1, 0,01, 0.001 y 0.0001 g/l) produjeron
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%

resultados positivos para el desarrollo de los explantes; ya que indujeron la division de las

células meristematicas.

Medios
B H R F | Im K CH
Oxidacién 50 366 333 133 833 70 766 40
Activaciéon 466 60 766 866 33 3.3 0 533

Cuadro 12. Porcentaje de activacién y oxidacion de los medios empleados.

=) Oxidecien
g —— ABadON| Nondwedel Fitohormona  Concentracién
80 { ; .
) . medio

70+ B BAP 0lg
ol | H BAP 00lg
50 1 R BAP 000l g
401 F BAP 00001 g
30 4 1 AB 0lg
204 P Im AIB 00065 g
104k K AByKinetina 0001 y0003g
oLk 9.8 o't AByKintia 00001 y0.000B3 ¢

B H R F I Im K CH

Medios

Figura 15. Porcentaje de activacion y oxidacion de los medios empleados donde se observa que los medios
adicionados con BAP producen los mejores resultados ya que hay mayor activacion y menor
oxidacion.

Al comparar los efectos producidos con los medios que contienen BAP (Figura 16)
se observa que con el medio “F”, que contiene una concentracién de 0.0001 g/l , se
producen los mejores resultados, en cuanto al porcentaje de activacion (86.6%), asi como el
porcentaje de brotes (90%) (cuadro 13, figura 18) y estimulacion del crecimiento,
produciéndose en tiempos reducidos en comparacion con los otros medios ("B", "H" y "R"),
ya que en el medio F la estimulacion del crecimiento inici6 a los 8 dias mientras que en los

otros medios fue necesario esperar 24, 13 y 10 dias respectivamente,(Cuadro 11).
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medio
B
H
R
F

BAP
BAP
BAP
BAP

Nombredel Fitohormona Concentracién

Olg
00lg
0001g
00001 g

Figura 16. Porcentaje de activacion y oxidacion de los medios adicionados con diferentes concentraciones de BAP

en el que se denota que el me

ado con los de

dio I presenta el mayor porcentaje de activacion y menor oxidacion
A

Ademas en este medio el porcentaje de oxidacion fue menor (Figura 16), permitiendo

la produccién de plantulas vigorosas con meristemos en estado fenologico "E" con hojas

fotosintéticas de buen aspecto, las cuales se formaron en 34 dias y alcanzaron una longitud

de 61 mm en 56 dias, pero sin un sistema radicular, (Cuadro 10, figuras 12, 13 y 17),(Foto 1

y2).

70 s

e

60

50 4= s ——F
o i — il 5 -=— R
5 L ; ’d' H
® 30 —" = —+t— Cortrol

Jerrr
- /l;-:da:’/f“
e
10—
"

Edo.B Edo.C

Edo.D Edo. E

Edos. fenolégicos

Nombredd Fithomoa  Concentracdn

medio

F 00001 g
R 0001g
H 00lg
Conrd Sin fitchamons

Figura 17. Medios donde se obtuvo la respuesta mds rdpida (dias) para cada estado fenologico, observese
que con la menor concentracion de BAP (medio I) se obtiene mas rdpido el Fdo. fenolégico E.

49



Una caracteristica propia del aguacate cuando es cultivado in vifro es la formacion
de maltiples brotes, lo que se pudo verificar en este estudio y de acuerdo al analisis de
varianza y la prueba de Tukey (apéndice III) se encontraron diferencias significativas
respecto al namero de brotes entre los medios R y F respecto al control N, los cuales
contienen BAP; lo que indica que las concentraciones de 0.001 y 0.0001 g/l, proporcionan
un buen desarrollo de brotes y sugiere que los dos medios son los mas 6ptimos para el
desarrollo de brotes, sin embargo, el medio R produce mayor brotaciéon y oxidacion en
comparacion con el medio F, por lo que este ultimo se consider6 como el éptimo para

inducir la organogénesis foliar (Cuadro 13, figura 18).

Medios % Brotes

F 90
R 86.6
H 833
B 80
CH 75
MB 733
K 63.3
CONTROL 56.6
Cuadro 13. Porcentaje de brotes obtenidos Figura 18. Porcentaje de brotes obtenidos en los
en los medios probados. medios probados, observese que el

medio I presenta el mayor porcentaje.

Nuestros resultados no concuerdan con la idea generalizada de que esta citocinina no
es recomendable para el cultivo in vifro de aguacate por no considerarse efectiva, como lo
menciona Gonzalez-Rosas, et.al (1991). Sin embargo algunos investigadores también
obtienen resultados positivos como Barrera, 1995 y Nel y Kotzé, (1982) quienes reportan
que se pueden obtener a partir de una yema axilar 60 explantes en 8 semanas, al ser
transferido cada brote a un medio fresco con 2 mg/l de BAP.

Asi mismo, para que las auxinas induzcan la formacion de raices adventicias

requieren de la presencia de una citocinina.
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La sensibilidad de una planta es determinante en los efectos de una hormona,
inclusive mas que la concentracion a que se encuentre ésta en los tejidos, lo que indica que
los explantes presentaron la misma sensibilidad al BAP y a la combinacion de AIB/Kinetina,
ya que con estas hormonas se obtienen las mismas respuestas (desarrollo de brotes,
formacion de plantulas sin sistema radicular y callo) aunque en diferentes proporciones y con
diferentes caracteristicas en cuanto a color de hojas, vigor nimero de brotes y tiempo.

Una respuesta observada con todos los medios fue la formacion de masas celulares
“callo" a lo largo del tallo y con un desarrollo mayor en la base de este (Foto 1 y 2). La
formacion de este en el medio control (sin fitohormonas) nos sugiere dos aspectos: que el
callo puede crecer sin la presencia de hormonas especificamente citocininas, ya que estas son
principalmente las responsables de la division celular que da origen a la formacion del callo o
bien que los explantes poseen las concentraciones endogenas de hormonas necesarias parala
formacion de callo.

Previos reportes indican que los tejidos de casi todas las partes de aguacate pueden
ser cultivados como masas de callo in vitro y pueden ser mantenidos hasta por 15 afios o
mas (Schroeder, 1968, 1971, 1977 y 1979) a través de subcultivos. Tedricamente el callo
puede generar plantas completas, ya que con algunos reguladores del crecimiento estas
células pueden ser inducidas para formar lo que se conoce como pro-embriones o embriones
somaticos. Sin embargo, la diferenciacion del callo en estructuras organizadas no ha sido
bien establecida; el problema principal radica en establecer las condiciones Optimas
ambientales y nutricionales esenciales para su continiio crecimiento,: Segin Gazit y
Blumenfield, (1970) en altas temperaturas y en oscuridad ocurre el mejor crecimiento.
Contrario a estos planteamientos nosotros obtuvimos un buen desarrollo en presencia de luz.

La presencia de callo en los explantes nos da la posibilidad de generar raices y de
esta manera obtener plantulas completas transfiriendo los explantes obtenidos a partir del
medio "F" a un medio para enraizar, con las concentraciones adecuadas de hormonas del
crecimiento; para lo cual es necesario realizar una serie de pruebas en estudios posteriores.

En base a todos los resultados obtenidos podemos establecer que la ausencia de

sistemas radicular en nuestros explantes, que puede estar vinculada (como lo reporta
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Peiialoza, 1982) con la ausencia o presencia de ciertas sustancias diferentes a las auxinas que
inhibieron la formacion de raices, las cuales pueden estar presentes o ausentes en ciertas
epocas del afio, ya que segin Gonzalez-Rosas, et.al 1985, 1990, los explantes tomados en
invierno fueron los que generaron raices; lo cual no se pudo verificar ya que en invierno se
presenta la floracion en los arboles de aguacate que sirvieron de fuente de explantes y en el
transcurso de este estudio se observo que los explantes tomados poco antes, durante y poco
después de la floracion no responden a los tratamientos, presentando altos niveles de
oxidacion (100%) que conlleva a la perdida de los explantes mas rapido; resultados similares
se han obtenido por Barrera (comunicacion personal). Esto puede deberse a que durante la
floracion ocurren varios cambios fisiologicos en los arboles de aguacate, que generan la
produccion o ausencia de sustancias, o bien la desviacion de nutrientes que impiden el
desarrollo de las yemas vegetativas.

Después de realizar varios subcultivos, de las plantulas obtenidas sin un sistema
radicular se observo a los 60 dias aproximadamente la perdida de hojas con la subsiguiente
muerte de los explantes respecto a esto, una hipotesis a sido establecida por Guillespie,
(1957), quien establece que la retencion de hojas o abscision es mediada por el gradiente de
las auxinas a través del peciolo de la hoja, si la produccion de las auxinas por la hoja cae a
bajo del nivel de auxinas del tallo da como resultado la activacion de las células de la pared
de abscision en la base del peciolo y la hoja se pierde, esto indica que los niveles de auxinas
presentes en el tallo de los explantes era menor a la que empezaron a producir las nuevas
hojas, en base a esto se coloco a los explantes a un a medio con 6.5 mg/l de AIB segun lo
reportado por Kadman y Gustafson, (1970) y Nel y Kotzé, (1982), obteniendo resultados
negativos. En base a estos resultados se puede buscar una relacion de auxinas que
mantengan los niveles endogenos de auxinas en los explantes.

En investigaciones previas se ha reportado que el enraizamiento de los explantes de
aguacate esta asociado con la retencion de las hojas. Reuveni y Raviv, (1980), observaron
que los explantes que retenian sus hojas por un periodo largo enraizaron mas rapido,
mientras que los explantes que se les quitaron las hojas no enraizaron. Por lo que el

desarrollo de hojas en nuestros explantes es importante y es necesaria la retencion de las
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mismas, ya que esto podria facilitar la posterior formacion de raices, debido a que son el
sitio de sintesis (como reporta Pefialoza, 1982), de las auxinas y de ciertos cofactores que en
combinacion con éstas, estimulan la formacion de raices. Por otra parte, a través de la
fotosintesis que se lleva acabo en las hojas, las plantulas pueden acumular carbohidratos
como sacarosa y almidon en la base de los explantes, lo que ha sido reportado como un
factor muy importante en el enraizamiento. Ademas a través del proceso fotosintético se
producen en las hojas las sustancias nutritivas indispensables para el metabolismo de las

plantulas.

Var.: Fuerte

Var.: Fuerte

Var.: Fuerte p oy
Desinf.: E1 Desinf.: E1 Desinf.: E1 | Decint E1
Medio: Control Medio: Control Medio: Coﬂfm, 7 Medio: Control
Estado: B Estado: C Estado: D . Estado: E
99 diae 33 dias 47 dias . 65 dias

Fota 1. Fstados feroldgicos del desarvollo vegetativo de aguacate, obteridas "invitro" en el medio

cortral "N” (sin _fitohormoras).

g_\

Var.: Fuerte
Desinf.: E1
Medio: F

Var.: uerté
Desinf.: E1
i Medio: F

Vaf.: Fuerte 4 LD
Desinf.: E1 . Var.: Fuerte

. ; Medio: F \ -
Esdt;:;o. o } Estado: C Estado: D 3?3;%?'::57
: 23 dias ! Estado: E &
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FASE DESCRIPTIVA
Anatomia de aguacate “ in vivo” Var. Fuerte.
Tallo

Epidermis uniseriada, con células hialinas de forma tabular y/o cuadrada, cubiertas
por una capa cuticular lisa continua; sobre la superficie de la epidermis presenta tricomas
unicelulares de forma conica y se presentaron algunas células en proceso de diferenciacion
de estos.

Corteza formada por varias capas (10 a 12) no uniformes de células de colénquima
poco especializado con gran cantidad de cloroplastos, formando un cilindro continuo por
debajo de la epidermis, enseguida se localizaron 10 a 15 hileras compactas de células de
parénquima con forma rombohedrica y rectangular (Esquema 1. Foto “A”).

Distribuidos por toda la corteza se observaron cristales prismaticos y en forma de
drusas; entre estas.células se localizaron idioblastos formados por una sola célula con
contenido de aceite, que se distinguen por su forma circular y su mayor tamafio (Foto ).

Las fibras de esclerenquima asociadas al floema primario se encuentran dispuestas en
paquetes circulares y triangulares; y se localizan exclusivamente hacia afuera en direccion a

la corteza (Esquema 1.Foto “B”).

En los tejidos conductores se observo crecimiento secundario poco desarrollado.

Vasos: Los poros son ovalados y ligeramente angulares, solitarios y agrupados en
hileras radiales de 2-8, ocasionalmente también se encuentran en racimos pequefios de 3-4
células; son pequefios y con pared delgada, su diametro tangencial es de 35 um en promedio
(S=4.33). Los elementos de vaso son cortos con longitud promedio de 226 um (S=51.47),

platina de perforacion simple.

El parénquima axial es apotraqueal escaso y difuso (Esquema 1, “C”).
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Las fibras son de tipo libriforme y cortas, con una longitud promedio de 1564 um
(8=503.72).

La médula se localiza en la parte central del tallo y esta formada por células
parenquiméticas de forma rombohedrica, con paredes, delgadas y no lignificadas. En este

tejido también se localizaron gran cantidad de granulos de almidon (Esquema 1,” D).

Hoja.
La epidermis adaxial es uniseriada, y la epidermis abaxial es multiseriada formada por
dos hileras de células. El arreglo de las células es compacto, variando en forma tamafio y

arreglo seglin su posicion en la hoja.

La pared externa de la epidermis presenté una cuticula gruesa. En las células
epidérmicas existen estructuras cristalinas compuestas en forma de drusas. Los tricomas son
unicelulares con la pared celular delgada y se localizan sin un arreglo definido en la
epidermis superior e inferior.

El mesdfilo es bifacial, esta diferenciado en parénquma empalizado con 2 hileras de
células de forma alargada de apariencia tubular y con arreglo compacto; por debajo de este
hay de una a dos capas de parénquima de transicion con un arreglo poco compacto y estas
capas estan interrumpidas en ocasiones por células de parénquima esponjoso, el cual es
multiseriado con células isodiametricas sin arreglo definido, no compacto y con espacios
intercelulares entre ellas . Distribuidas entre el parénquima empalizado se localizan grandes

cavidades secretoras (Esquema 2; “A”).

Peciolo
Esta formado por una epidermis uniseriada con células epidérmicas poco compactas,
de forma cubica y rectangular, con una capa cuticular continua que cubre todas las células y

penetra en las paredes anticlinales de las mismas.
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Los tricomas son unicelulares, con pared celular delgada, y se localizan alrededor de
toda la superficie epidérmica.

Debajo de la epidermis existe colénquima de tipo laminar y debajo de este se localiza
colénquima de tipo angular.

Por abajo del colénquima hay parénquima formado por células de forma ovalada con
pared celular muy delgada y de diferentes tamafios las cuales constituyen la mayor
proporcion de los tejidos del peciolo.

Presenta un haz fibrovascular de tipo colateral, en forma de arco (Esquema 2 “C”).

Anatomia “in vitro”

En general, no se encontraron cambios morfologicos significativos en el tallo de los
explantes desarrollados in vitro.

Se observo el mismo arreglo morfologico, pero a nivel de la corteza e intercaladas
entre el colénquima y el parénquima se encontraron zonas aisladas de alta proliferacion
celular (con funcion meristematica), originada de la desdiferenciacion del colénquima
(Esquema 3. “C-D”). Las células de esta zona son de forma irregular tendientes a ser
circulares; con pared delgada. Algunas de estas células estan dispuestas unas sobre otras (de
manera similar a las del cambium) (Esquema 3. “D”). Cerca de cada zona se observo la

activacion de una lenticela por donde se da la salida de callo (Esquema 3. “E”).

A nivel del xilema se encontré que los poros son ovalados y pequefios con un
diametro tangencial en promedio de (41 um) (8=3.95). Los elementos de vaso son cortos
con una longitud promedio de (303 um ) ($=59..56).

Las fibras son medianas con una longitud promedio de (1691 um) (S=352..98),
(Figura. 19).

56



woo=3Z

FIBRAS
invivo [T
Longitud -
in vitro 1691 n in mﬂmm;w;: ‘ﬂm.siomw.iwﬁmwa‘\r
invivo 1564 n = "'./'/-////'/-.-f

1500 1520 1540 1560 1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700

Micras
Figura 19. Longitud de fibras de los tallos in vitro e in vivo donde se observa que las fibras de tallos in

vitro son ligeramente mayores.

De lo anterior deducimos que en las estructuras analizadas (tallo, peciolo y hoja) in
vivo e in vitro se presentan los tres sistemas tisulares (epidérmico, fundamental y vascular),
asi como la disposicion anatomica reportada por Bautista, (1989) para la variedad Fuerte, lo
que nos ayudo a confirmar la ausencia de modificaciones anatomicas en las estructuras
estudiadas.

Con respecto al xilema se observo sélo una diferencia no significativa en cuanto al
diametro de los vasos, pared, longitud de los elementos de vaso y longitud de fibras, los
cuales fueron ligeramente mayores en los tallos de los explantes desarrollados in vitro, como

se observa en el cuadro 14 y figura 20).

ELEMENTOS DE VASO
O s
in vitro 41p 4p M 03p
in vivo B 4p 27p 226 p

Diametro de vaso

Ancho de pared

Diametro de lumen

Longitud de vaso

> - = 3
Cuadro 14, Figura 20. Comparacion entre los elementos de vaso del tallo in vitro e in vivo, donde se
observa una diferencia no significativa en cuanto a las medidas de estos.
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Las zonas identificadas en el tallo a nivel de la corteza con alta proliferacion celular
(Esquema 3, foto “C-D”) son originadas por la desdiferenciacion del colénquima y del
parénquima, de la corteza debido a que, por ser el colénquima poco especializado se puede
desdiferenciar en parénquima adelgazando sus paredes engrosadas. Asi mismo, las células
parenquimaticas se caracterizan por conservar su capacidad para dividirse y pueden recobrar
su actividad meristematica cuando el medio se altera artificialmente.

Dada la presencia de estas zonas, deducimos el callo se origina en la corteza a partir
de ciertas zonas cambiales que se forman en este sitio (Esquema 3 foto “C-D”), como lo
mencionan Emest y Holtzhausen, (1987), quienes realizaron un estudio anatomico en
plantulas desarrolladas in vitro observando que varias células del cortex y de la medula
originan el callo, sin embargo en nuestro estudio no se observd la formacion de callo en la
medula.

Aunque, Kadman y Ben-Yaéacov, (1965), afirman que no existe ninguna conexion
entre el callo y el enraizamiento en el cultivo in vitro de aguacate, se sugiere que al provenir
las células que conforman el callo de zonas meristematicas, este puede llegar a formar
plantas completas u 6rganos aislados como las raices si se somete tejido a medios con altas
concentraciones de auxinas, como lo sugiere Schroeder, (1956, 1968, 1971, 1975, 1976 y
1977).

La activacion de las lenticelas, (Esquema 3, “E-F") solo en los explantes cultivados
in vitro, nos sugiere que las hormonas como las citocininas que inducen la division celular,

aceleran la activacion de estas.

A través de las lenticelas se puede dar una mayor comunicacion entre el medio
nutritivo y el explante, facilitando la difusion de nutrientes y factores del crecimiento hacia el

explante asi pueden ayudar al desarrollo de raices.

58



Esquema I. Anatomia general del tallo de aguacate-var. Fuerte "in vivo" observado transversalmente en el microscépio electrénico de barrido, (técnica CA).

Cuticula

Sot it

& o\

&

6S



Esquema 2. Anatomia general de la hoja y peciolo de aguacate var. Fuerte "in vivo" observado transversalmente
en el microscépio opfico.
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Esquema 3. Comparacién de los tallos de aguacate var. Fuerte "in vivo" e "in vitro" observado transversalmente en el microscépio dpfico y electronico.
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CONCLUSIONES

En base a los objelivos planteados se puede concluir que:

El tipo de explante 6ptimo son estacas de ramas laterales terminales con una longitud de 2.5-3.0
cm y 6-8 mm de didmetro y con 1-3 meristemos.

Los estados fenolégicos vegetativos A y B son los adecuados para inocular los explantes.

El método de desinfestacion que permite la activacion y disminuye la contaminacién consiste en
agitacion en alcohol etilico al 70% durante 3 minutos, seguido de agitacion en bicloruro de
mercurio (HgCl,) al 0.05% durante 15 minutos.

El medio de cultivo que permite el mejor desarrollo de brotes, de primordios foliares y masas
celulares “callo” en un menor tiempo es el “F” basado en las sales minerales de Murashige y
Skoog, (1962) y adicionado con benzil amino purina (BAP) a una concentracién de 0.0001g/.

Las condiciones extrinsecas favorables para el cultivo in vitro de la variedad “Fuerte” son: una
temperatura de 25°C +/- 2°C y fotoperiodos de 16 hrs luz /8hrs oscuridad.

La adicion individual de AIB no tiene efectos significativos en el crecimiento de los explantes de
aguacate, variedad Fuerte.

Las combinaciones de kinetina (0.0003 g/l) + AIB (0.0001 g/l ), inducen efectos significativos en el
desarrollo ‘in vitro"de aguacate, variedad Fuerte.

Una concentracion de 0.06g/ de kinetina +0.02 g/l de AIA estimula la formacion de masas
celulares "callo”.

La presencia de hojas y masas celulares "callo” en el tallo estimulan el desarrollo de raices.

No se observaron diferencias anatomicas significativas en el tallo del desarrollo “/n vitro"e *in vivo".

El callo iene su origen a nivel de la corteza a fravés de la desdiferenciacion de las células del tejido de
colénquima poco especializado.

El medio nutritivo designado como el mas optimo (medio F) con una concentracion de 0.0001 gl de
BAP, no provocd cambios a nivel histologico en los tallos cultivados n vitro”.
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SUGERENCIAS

En base a los resulfados de este trabajo y a la bibliografia consultada se propone lo siguiente con el fin de
inducir fa formacion de rafces:

En base ala concentracion de BAP considerada en este trabajo como la mas adecuada,
realizar un gradiente de concentraciones para optimizaria.

0001g0 &—— 00001g1 ———> 0.00001g!

Realizar un prefratamiento de desinfestaciones a los arboles madre, con el fin de
disminuir la contaminacion mediante la aplicacion de fungicidas y bactericidas.

Una vez obtenido el estado fenologico "E” y el callo, inocular a los explantes en medios
de cultivo liquidos que contengan auxinas (AIB, ANA AlA 'y 2,4-D, en un rango de 5-10 ppm) e inocular en
medios que contengan las anteriores auxinas en combinacion con BAP a la concentracion resultante del
primer punto. Al mismo tiempo mantener la base de cada explante en oscuridad.

Una vez obtenido el estado fenologico “E” y el callo, colocarlos a temperatura bajas (en
un rango de 15 a 20°C), fotoperiodo de dia corto ( 8 hrs luz/ 16 hrs obscuridad) e iluminacion parcial.
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APENDICE |

ETAPA EXPERIMENTAL Il

Medio de Murashige y Skoog, 1962.
Para la elaboracién de los medios nutritivos, se prepararon soluciones stock de los siguientes
elementos:

Solucion I (Sales minerales) *

Se disolvié cada una de las siguientes sales en 200 ml de agua destilada. Posteriormente,
todas ellas se incorporaron en un frasco ambar estéril, formando una mezcla homogénea de 2000
ml.

NH;NO; 330g MnSO; 4H,0 0446 g
KNO; 380¢g ZnS0, THO 0172g
CaCl, 2H,0 88¢g KI 0.0166 g
KH,PO, 34g NaMoO, 2H,0 0.005¢
H;BO; 0.124g CuSO, SH;0 0.0005 g
Solucion II (Sulfato de magnesio) *
MgS0, TH,0 3.7 g en 100 ml de agua destilada.
Solucion III (FEEDTA) *
(1) Na, EDTA 0745g
(2) FeSO4 TH,0 0557g

Se disolvid el reactivo (1) en 20 ml de agua destilada estéril caliente, y el (2) en 20 ml de
agua destilada estéril, se mezclé (1) y (2) dejandose enffiar y por Gltimo se aforaron con agua
destilada estéril a 100 ml,

Solucion IV (Vitaminas) *
Glicina 200 mg
Acido nicotinico 50 mg
Piridoxina (HCI) 50 mg
Tiamina (HCI) 10 mg

Se disolvié cada una de ellas en 20 ml de agua destilada, se mezclaron y se aforaron a
100 ml. :

Nota: Las soluciones anteriores fueron guardadas en frascos ambar y mantenidas bajo
refrigeracion.

64



Solucion V
Agar 6g
Sacarosa 30g

Se disolvieron en 500 ml de agua destilada , agitandose hasta hervir.
Medio "N".

Para preparar un litro de medio, se agregaron las siguientes cantidades de las soluciones
anteriores:

Solucion 1 100 ml
Solucién I 10 ml
Solucion 111 5ml
Solucién IV 1 ml
Myo-inositol 0.1 g disuelto en 20 ml de agua destilada.

- Se aford con agua destilada a 500 ml, ajustando el pH a 5.6-5.7.

- Dicha solucion se mezclo perfectamente con 500 ml de la solucién V.

- Se agregaron 25 ml de la mezcla anterior a tubos de ensaye y se esterilizaron en el autoclave.
- Se dejaron enfriar y se procedi6 a sembrar en ellos.

ETAPA EXPERIMENTAL Ill

Vitaminas (Medio MB).

*)
Fosfato monobisico de sodio 0.150g
Sulfato de adenina 0.080g
Ac. ascorbico 0.025¢g
Glicina 0.002g
Ac. nicotinico 0001 g
Piridoxina 0.001 g
Tiamina 0.001 g
Pantotenato de calcio 0.001 g

Cada una se disolvié en 20 ml de agua, se mezclaron y se aforaron a 200 ml.




APENDICE Il

FASE DESCRIPTIVA

Analisis histologico

FAA:
Formol 100 ml
Alcohol etilico al 96% 500 ml
Ac. acético glacial 50ml
Agua destilada 350 ml

Adhesivo de Haupt:

1 gr de gelatina en 100 ml de agua tibia (35°C)
2.9 gr de cristales de fenol 0 0.5 gr de benzoato de sodio
13 ml de glicerina (opcional)

Se disuelve la gelatina en 100 ml de agua tibia (35°C), una vez disuelta se agregan los cristales de
fenol y la glicerina , se agita bien y se filtra. Esta solucion debe mantenerse en refrigeracion.

Safranina (Fenol)
Safranina O 0.5gr
Sulfato de amonio 130 gr
Fenol 0.1gr
Agua 1k

Disolver la safranina en 500_700 ml de agua; se afiade el sulfato de amonio, el fenol y el agua.

Verde Répido (4/cohol 96%)

Verde rapido 0.75gr

Alcohol 96% 250 ml

Mezclar y agitar durante 20-30 min en un agitador magnético y filtrar.
Azul de Toloidina

Azul de toloidina 05gr

Solucion amortiguadora 100 ml

Para preparar la solucién amortiguadora se disolvieron 9.5 ml de acetado de sodio (concentracion de
16 mg por cada 20 ml de agua destilada) y 7.0 ml de acido clorhidrico en 500 ml de agua destilada.

Solucion de Jeffrey
Acido nitrico concentrado 10g
Trioxido de cromo 10g

Se mezclan y se diluyen en 80 ml de agua destilada.
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APENDICE Il

Andlisis de varianza
||Fucnte de Variacion Grados de Libertad | Suma de Cuadrados Cuadrado Medio
Sc
Debida al tratamiento K-1 =TT
ni N
Debida al error N-K Sc total - Sc trat.
TOTAL N-1 ¥ YT
N

Notacion :

N = Numero total de repeticiones 0 observaciones

K = Numero de grupos o tratamientos a comparar

Ti = Suma total de observaciones que se les aplica al j-ésimo

tratamiento (total por tratamiento)

ni = Numero de observaciones por tratamiento

Yij  =Lai-ésima observacion con el j-ésimo tratamiento

T. = Suma total de todas las observaciones

Medios Nutritivos

B H R F MB K CH | CONTROL
Ti 74 80 93 110 66 60 68 55| T.=606
X 2.466| 2.666 3.1] 3.666 22 20f 226 1.8

Calculos :

SCtrat. = [(110)* + (80)" + (74)* + (93)° +(66)" + (60)° + (68)" + (55)°] - (606)* = 1607.622-1530.15 = 77.512
30 30 30 30 30 30 30 30 240

SCtotal = 625 + 752 +297 + 376 + 6 = 2056 - (606)* = 2056 - 1530.15 = 525.85
240
Scerror = 525.85 - 77.512 = 448.338

Cmtrat. =77.512 = 11.073
7

Cmerror = 448338 = 1.932
232
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I

Fuente de Grados |Sumade |Cuadrad
variacion de Cuadrados | 0 Medio
libertad |(SC) (CM)

e o T ]

Debida al F calculado
tratamiento 7 77512 11.073 Fo =5.7313
Debida al F de tablas
error 232 448338 1.932 F% =201

7,232

TOTAL 239 525.85 u
—

Se concluye que no existen diferencias significativas entre los tratamientos

5.7313 > 2.01 => Foc > F%,

Prueba de Tukey :

DMSR = Qg2 Cmerror

MB -04] -02 -1 0.06 0.46 09] 144
CH -0.46( -0.26] 0.06 -- 040| 0.84| 140*
B -1.46| -046| -0.26| -0.20 -- 02| 063 1L.2%
H -086| -066| -046( -040( -02 -] 043 1
R -13] -1.1 -09| -0.84 -0.63| -043 --| 0.56
L -1.86] -1.66| -146 -l& -I.2= -1] -0.56 -

w
<
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GLOSARIO

Adventicios. Desarrollo proveniente de puntos de origen inusuales, como los tejidos de yemas y raices
salidos de callo 6 embriones originados de otras partes que no son los zigotos.

AIA. Acido Indol Acetico. Fitohormona perteneciente a las auxinas.

AIB. Acido Indol Butirico. Fitohormona. perteneciente a las auxinas.

Apice. Estructura que consiste del meristemo de la yema apical mas primordios, usualmente miden de 0.1-
1.0 mm de largo.

BAP. Benzil Amino purina. Fotohormona perteneciente a las citocininas

Callo. Proliferacion de masas inorganizadas de células indiferenciadas de plantas.

Célula somatica. Cualquier célula diploide del cuerpo que no interviene en la gametogénesis.

Clon. El término puede referirse a un cultivo derivado de una sola célula por mitosis 6 a un grupo de
plantas propagadas vegetativamente y asexualmente, esto significa que todos los individuos han sido
derivados de una propagacion repetida de un solo individuo.

Cotiledén, Primera o dos primeras hojas del embrion en la semilla que generalmente funcionan como
organos de almacenamiento y absorcion.

Cultivo de tejidos. El mantenimiento 6 crecimiento de tejidos, in vitro, en el sentido que puede producir
diferenciacion y preservacion de la arquitectura y/6 funcion.

Desinfectante. fungicidas, fumigantes, bactericidas u otros productos quimicos que se usan como
tratamientos preventivos o curativos para fitopatogenos.

Diferenciacién. Proceso donde las células adquieren una morfologia especifica de acuerdo a su funcion.
Diploide. Numero cromosomico de 2n, es decir con dos juegos de cromosomas. El tejido somatico es
normalmente diploide.

Drupa.- Fruto con hueso, con exocarpio liso, mesocarpio pulposo y endocarpio lefioso y pétreo.
Embriogénesis. El proceso de iniciacién y desarrollo del embrion.

Embriogénesis somatica. En cultivo de plantas, el proceso de iniciacion y desarrollo del embrion
proveniente de células vegetativas 6 no gameticas.

Estéril. (a) Sin vida. (b) Inhabilidad de un organismo a producir gametos funcionales.

Explante. Célula, tejido u 6rgano tomado de su sitio original y transferido a un medio artificial para su

crecimiento y mantenimiento.
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Fijacion. Método citogenético que mata y conserva a las células en la division meidtica o mitdtica, para
estudiar microscopicamente cada etapa, fase o subfase del proceso de multiplicacion celular.

Foliar. estructuras botanicas que forman o semejan hojas. También se designa asi a los primordios foliares
o meristémos apicales que desarrollaran hojas.

Fotoperiodo. Es el nimero de horas luz y horas oscuridad necesarias para la induccion de la floracion y
consecuentemente los dptimos resultados, sea en produccion, calidad u otros caracteres.

GA,. Acido Giberelico. Fitohormona perteneciente a las giberelinas.

Germoplasma. Conjunto del material genético de una especie e inclusive de varias especies, razas, grupos,
individuos o en general la coleccion mas completa de la variabilidad genética en las poblaciones para
constituir "bancos genéticos" que sirven como fuentes de materiales.

Herbicea. Plantas u drganos constituidos por tejidos suaves, no lignificados, semejantes a las hierbas.
Hibrido. Primera generacion filial (F1) de la cruza entre dos progenitores genéticamente diferentes, que
pueden ser lineas puras, variedades, o razas, especies y atin géneros.

Hipocotilo. La primera parte del eje embrionario de una semilla que se halla abajo de los cotiledones. Su
extremo o radicula es la que forma la raiz.

Hormona. Sustancia organica, producida en una parte de la planta, pero transportada a otra donde afecta
los procesos fisiologicos o del desarrollo.

Indiferenciado. Estado en células vegetales, en donde no existe una funcién definida y por lo tanto
Induccién, Iniciacion de una estructura (célula, tejido u 6rgano) a un proceso in vitro.

Injerto. Material vegetativo (yema, estaca, etc) que se inserta en otro denominado patron o porta-injerto.
Ambos; injerto y portainjerto, son genotipicamente diferentes; aportando el primero, caracteres de
rusticidad, adaptacion, resistencia a condiciones adversas, etc.

In vivo. Es un organismo vivo como un animal o una planta en su ambiente natural.

In vitro. Parte 6 un todo de un organismo cultivado dentro de un recipiente de vidrio en un medio artificial.
Inoculacién. Introducir un organismo o parte de él denominado indculo en un medio artificial.

Kin. Kinetina ¢ Cinetina. Fitohormona perteneciente a las citocininas.

Libre de patégenos. Libre de organismos daiiinos (bacterias, virus, etc).

Meristemo. Tejido en multiplicacion celular activa para formar y diferenciar los 6rganos de una planta
(hoja, ramas, flores, frutos, semillas, etc.).
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Meristemo de la yema apical. Tejido indiferenciado, localizado en la punta de la yema, generalmente
aparece como un domo-brilloso como una estructura distal al mas joven primordio de la hoja y mide menos
de | mm de largo cuando se extrae.

Micropropagacién. Propagacion clonal in vifro de plantas de puntas de yemas o explantes nodales,
usualmente con un acelerada proliferacion de yemas durante los subcultivos.

Morfogénesis. (a) La evolucion de una estructura de un estado indiferenciado 6 diferenciado. (b) El
proceso de crecimiento y desarrollo de estructuras diferenciadas.

Organogénesis. Un proceso de diferenciacion por el cual los organos de las plantas son de novo formacion
0 de estructuras preexistentes. En biologia del desarrollo, este termino se refiere a la diferenciacion de un
sistema de organo proveniente del tallo 6 de células precursoras.

Pediinculo. Estructura baamca que sostiene a una inflorescencia.

Plintula. Pequefia planta en sus primeras fases del desarrollo que generalmente cuenta con tallo, hojas y
raices.

Primordio. Rudimento de un organo vegetal en los comienzos de su desarrollo.

Propagacién clonal. Reproduccion asexual de plantas que son consideradas genéticamente uniformes.
Propagaci6n in vitro. Propagacion de plantas en ambientes artificiales controlados, usando frascos de
cultivo de plastico 6 de vidrio, técnicas asépticas y un medio de crecimiento definido.

Propagacidn vegetativa. Reproduccion de plantas usando un proceso asexual que envuelve el cultivo de
las partes de una planta como un tallo, cortes de hojas etc..

Regeneracion. En cultivo de plantas, una respuesta morfogénetica a un estimulo que resulta en la
produccion de 6rganos, embriones 6 toda la planta.

Subcultivo. Proceso por el cual el tejido 6 explante es transferido a medios nuevos de cultivo.

Técnica aséptica. Procedimiento usado para prevenir la introduccion de hongos, bacterias, virus,
micoplasma u otro microorganismo en los cultivos de células, tejidos u organos. Aunque estos
procedimientos son usados para prevenir la contaminacion microbiana en cultivos. Estos pueden o no
excluir la ntroduccion de moléculas infecciosas.

Totipotencialidad. Caracteristica de una célula de formar todos los tipos celulares de un organismo adulto
conservado las caracteristicas del progenitor.

Vareta. Una porcion terminal de ramas con yemas vegetativas latentes que se utilizan para propagar por

injertacién.
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