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RESUMEN

Las microestacas de dos cultivares de aguacate, fueron establecidas en medios de cultivo MS, DCR, Yasuda y B3, adicionados con 2.0 mg L de
BAP, 0.3 mgL" de AIB, 2.0 g L de oxitetraciclinay 2.0 g L de benomilo. Después de dos semanas de permanecer en estas condiciones, se evalué
el porcentaje de contaminacion, oxidacion y viabilidad de los explantes. Resultando que el medio de cultivo Yasuda fue el més adecuado en el
establecimiento 77 vitro, generando mayor supervivencia de explantes. Los explantes viables fueron subcultivados a los medios de induccién de
brotes, los cuales fueron MS, DCR y Yasuda suplementados con 20 % de agua de coco (AC), 2.0 mg L de BAP, 0.5 mg L' de AG3y 0.01 mg
L de AIA; 2.0 g L de caseina hidrolizada (CH), 1.0 mg L' de BAP y 0.3 mg L de AIB. Se evaluaron las variables nimero y longitud de brotes,
ademds del nimero de hojas a las 8, 12 y 16 semanas de permanecer en estas condiciones de cultivo. Los mayores resultados se presentaron en
el M3 (Yasuda + AC, BAP, AG3 y AIA), con un promedio de proliferacién de brotes de 2.89 por explante a las 16 semanas. Mientras que, el
crecimiento de brotes oscilé entre 1.26 a 2.01 cm; y el desarrollo de hojas, alcanzé un promedio de 3.18 hojas por brote. La adicién de caseina
hidrolizada en los diferentes medios de cultivo, no favorecié el desarrollo de brotes en los cultivares utilizados.
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INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill) es un importante cultivo frutal de las zonas tropicales y subtropicales, originario del drea de Mesoamérica
(Premkumar et al., 2003; Galindo-Tovar ez al, 2008). Es un arbol perenne de la familia Lauraceae cultivado por sus frutos los cuales son una
fuente balanceada de proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales, pero sobre todo por su alto contenido de aceites (Ben-Ya "acov y Michelson,
1995; Knight, 2002; Chanderbali ez 4L, 2008).

Programas de mejoramiento para incorporar resistencia a enfermedades y otros rasgos descables en el aguacate, son tardados y minuciosos por su
largo perfodo juvenil y heterocigosidad (Ben-Ya‘acov, 1987; Pliego-Alfaro y Bergh, 1992; Litz ez al., 2007; Raharjo ez al., 2008). De igual manera
se ve afectado el uso de portainjertos a partir de semilla, los cuales no garantizan homogeneidad genética y comportamiento estable en campo
(Ben-Ya'acov, 1987; Kéhne, 1992). Sin embargo, la propagacién clonal de aguacate se ha logrado principalmente por injerto, un proceso costoso
y que consume mucho tiempo (Brokaw, 1987). Debido a esto, se deben implementar y desarrollar diversos métodos de propagacién deseables para
el cultivo de aguacate (Barcel6-Mufioz ez al., 1999). La micropropagacion vegetal en aguacate estd enfocada en propagar en masa portainjertos
de interés comercial, o para revitalizar material adulto que posteriormente podrfa multiplicarse por técnicas convencionales (Barcel6-Mufioz y
Pliego-Alfaro, 2003).

La comprension de los factores que controlan el proceso de desarrollo 7 vitro es esencial para el establecimiento de un sistema eficiente de
regeneracién (Ahmed, 2002). En aguacate, la regeneracién por medio de organogénesis directa ha sido reportada en la literatura, sin embargo,
diversos factores pueden afectar significativamente el éxito de este cultivo como: cultivar utilizado, la composiciéon del medio de cultivo,
concentracion de los reguladores de crecimiento y su interaccion con el medio, tipo de explante y su etapa de desarrollo, y época de recolecta del
material vegetal (Cooper, 1987; Dalsaso y Guevara, 1988; Zirari y Lionakis, 1994; Castro ¢ al., 1995; Barringer ¢ al., 1996; Barcel6-Mufioz
et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; de la Vina ez al., 2001; Vidales-Fernandez, 2002; Barcel6-Muiioz y Pliego-Alfaro, 2003; Nhut ez 4/., 2008;
Zulfiqar ez al.,, 2009; Cortés-Rodriguez ez al., 2011).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion estd dirigido hacia la identificacién del medio de cultivo y la combinacién de reguladores de
crecimiento y suplementos, adecuados para las etapas de establecimiento e induccién de brotes en dos cultivares de aguacate (P americana Mill).

MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia Unidad Marin, UANL,
localizado en la carretera Zuazua-Marin km 17.5, durante el periodo Agosto 2013 a Diciembre 2014.

Material vegetal
El germoplasma vegetal fue recolectado de drboles de aguacate en desarrollo, de los cultivares Bacon y Mantequilla provenientes del municipio de
Aramberri, N. L., y establecidos en condiciones de invernadero durante el periodo de la investigacion.

Proceso de desinfecciéon

La pre-desinfeccidn consistié en seleccionar varetas de 10 a 15 cm de longitud en éptimas condiciones y con gran namero de yemas axilares, las
cuales se lavaron con jabén liquido y se enjuagaron con agua potable. Posteriormente fueron seccionadas en unidades de 2-3 cm aproximadamente.
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Con la finalidad de disminuir el porcentaje de fenoles, el material vegetal se colocé en una solucién jabonosa por tres lapsos de 10 min c¢/u y en
constante agitacion. Seguido de tres enjuagues con agua bidestilada para proceder a colocarlos en una solucion fungicida-bactericida compuesta
de 2.0 g L' de Agry-Gent Plus 800 (Gowan Mexicana), 1.5 mL L' de Amistar Gold (Syngenta), 2.0 g L de Antrak 500 PH (Agroquimica
Tridente), 800 mg L de 4cido citrico, 800 mg L de 4cido ascérbico y 30 g L de sacarosa durante 1.5 horas en agitacién, finalizando con un
enjuague con agua bidestilada. En estas condiciones el material vegetal fue llevado a la campana de flujo laminar para realizar la desinfeccion.

La desinfeccién consistié en la inmersion del material vegetal en etanol 100 % durante 1.0 min, seguido de una inmersién en una solucién con
blanqueador comercial al 50 % v/v ms 0.2 % de Tween-20 durante 20 min. Concluido el tiempo se enjuagé tres veces con agua bidestilada estéril.
Inmediatamente el material vegetal se colocé en una solucién de PVP (polivinilpirrolidona) 400 mg L' para reducir la oxidacién del mismo.
Finalmente el material fue seccionado en explantes de 1.0 cm de longitud para ser utilizados posteriormente en los medios de establecimiento.

Establecimiento %2 vitro

El tipo de explantes utilizados fueron segmentos internodales con una o dos yemas axilares (microestacas), los cuales fueron sembrados en los
medios de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con macroelementos al 50 %, DCR (Guptay Durzan, 1985), Yasuda (Yasuda ez 4/, 1985) y BS
(Gamborg et al., 1968), suplementados con vitaminas, 30 (MS, DCRy Yasuda) y 20 g L-1 (BS) de sacarosa, 2.0 mg L-1 de 6-bencilaminopurina
(BAP), 0.3 mg L-1 de 4cido indol-3-butirico (AIB), 2.0 g L-1 de oxitetraciclina, 2.0 g L-1 de benomilo y 4.4 g L-1 de Phytagel™ El pH se ajusté
5.5 en el medio BS, 5.7 en MS y Yasuda, y 6.0 en DCR. Los medios de cultivo se solidificaron con 4.4 g L-1 de Phytagel™ y se esterilizaron
a 1.2 kg cm-2 de presion a 121 °C durante 15 min. Las unidades experimentales fueron incubadas a una temperatura de 26 + 2 °C bajo un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. En esta ctapa se evalué la contaminacidn, oxidacién y viabilidad de los explantes después de dos semanas
del establecimiento in vitro.

Induccién de brotes

Después de 14 dias del establecimiento iz vitro, las microestacas viables se subcultivaron a los medios de cultivo MS con macroelementos al
50 %, DCR y Yasuda, adicionados con vitaminas, 30 g L' de sacarosa y solidificados con 4.4 g L de Phytagel™; ademds suplementados de las
combinaciones: 20 % de agua de coco (AC), 2.0 mg L' de BAP, 0.01 mg L de 4cido indolacético (AIA) y 0.5 mg L de 4cido giberélico (AG3);
o la combinacién de 2.0 g L de caseina hidrolizada (CH), 1.0 mg L de BAP y 0.3 mg L de AIB (Cuadro 1). El pH de los medios de cultivo
se ajustd a 5.7 (MSy Yasuda) y 6.0 (DCR), y posteriormente se esterilizaron a 1.2 kg cm? de presién a 121 °C durante 15 min. Las microestacas
se incubaron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente, y se evalud el nimero de brotes por explante, longitud de brotes y niimero de
hojasa 8, 12 y 16 semanas después del subcultivo.

Cuadro 1. Medios de cultivo utilizados para la etapa de induccién de brotes

Medio basal AC + BAP + AG3 + AIA CH + BAP + AIB
MS M1 M4
DCR M2 M5
Yasuda M3 Mo6

Anilisis estadistico

El modelo estadistico utilizado para la etapa de induccién de brotes, fue un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 2 x 6, donde el
factor A son los cultivares y el factor B son los medios de induccién, obteniendo un total de 12 tratamientos con seis repeticiones. Se realizé un
andlisis de varianza y las diferencias entre las medias de los tratamientos se evaluaron mediante la prueba de Tukey a 5 % de probabilidad. En esta
etapa se evalud el nimero de brotes por explante, longitud de brotes y nimero de hojas a 8, 12 y 16 semanas. Los datos se analizaron utilizando el
paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versién 21.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento aséptico

La contaminacién microbiana y el oscurecimiento de explantes son las mayores dificultades para el establecimiento iz vitro de cultivares de
aguacate de la raza Mexicana (Cortés-Rodriguez ez al., 2011). El proceso de desinfeccién del material vegetal tuvo diversos efectos en las variables
cevaluadas.

Respuesta del proceso de desinfeccion

La contaminacion para los medios utilizados, en los dos cultivares a 14 dias de establecido el experimento, fue superior al 50 % en el cultivar
Mantequilla. En el caso del cultivar Bacon, la contaminacién no rebaso el 45 % en los medios utilizados a excepcién del medio de cultivo DCR
(66.66 %) (Cuadro 2). Es importante scfialar que esta variable se vio afectada por la presencia de hongos y bacterias, los cuales impidieron el
desarrollo favorable de al menos 50 % de los explantes. Resultados similares muestra Cooper (1987), con 70 % de contaminacién en el cultivar
Duke 7, reduciendo el efecto a 16 % con el uso de etanol 100 % y una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) 0.5 % durante 30 min. Por
su parte Dalsaso y Guevara (1988), observaron el alto porcentaje de contaminacién por bacterias en microestacas del cultivar Fuerte, donde el
uso de bactericida en la desinfeccion y tratamiento de la planta madre, no fueron efectivos para disminuir la contaminacién, por lo que sugieren
que el patdgeno se encuentra de forma enddgena, situado posiblemente en los tejidos vasculares de la porcién del tallo. En contribucién a lo
anterior, Vidales-Ferndndez (2002), recomienda utilizar la combinacién de Agrimycin y benomilo en la pre-desinfeccién de los explantes, y una
desinfeccién de hasta 40 % v/v de blanqueador comercial y sembrar los explantes en medio de cultivo adicionado con benomilo hasta 2 g L-1.
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Zulfiqar ez al. (2009), reportan hasta 72 % de contaminacién por hongos y bacterias en microestacas del cultivar Fuerte, recomendando que 1.0
% de NaClO es suficiente para la desinfeccion del material vegetal sin dafar gravemente al explante.

Oxidacién

En el caso de la oxidacién, se hizo presente en los medios de cultivo MS y BS, con resultados que no rebasaron el 7 % (MS), y mayores al 20 %
(BS) en ambos cultivares (Cuadro 2). El bajo porcentaje de oxidacién en los explantes puede deberse al uso de los diferentes agentes antioxidantes
en los procesos de desinfeccién, como el lavado del material vegetal con agua potable durante 30 min, reportado por Vidales-Ferndndez (2002),
ast como el uso de PVP reportado por Dalsaso y Guevara (1988). Investigaciones més recientes sugieren la adicién de dcido ascérbico y carbén
activado al medio de cultivo para reducir hasta un 70 % el proceso de oxidacién (Cortés-Rodriguez ez al., 2011).

Viabilidad

La viabilidad de los explantes se presenté en rangos de 21 a 56 % en los medios de cultivo MS y DCR, en los cultivares utilizados. A diferencia de
los anteriores, el medio de cultivo Yasuda demostrd una viabilidad en los explantes, entre 41 y 56 % en ambos cultivares. En el medio de cultivo
BS, la viabilidad fue superior al 50 % en el cultivar Bacon, pero considerablemente baja en el cultivar Mantequilla (14 %). Cabe sefialar que esta
variable se vio afectada por el proceso de contaminacién y oxidacion, que se desarrollé en el tiempo transcurrido después del establecimiento
aséptico del material vegetal (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentajes de contaminacién, oxidacién y viabilidad a dos cultivares de aguacate en tres medios de cultivo después de dos
semanas del establecimiento in vitro

Cultivar/Medio Contaminacién Oxidacién Viabilidad
Bacon

MS 37.5 6.25 56.25
DCR 66.66 0 33.33
Yasuda 43.58 0 56.41
B5 18.18 27.27 54.54
Mantequilla

MS 65.9 6.81 27.27
DCR 78.72 0 21.27
Yasuda 58.69 0 413
BS 61.76 23.52 14.7

Induccién de brotes
Explantes viables provenientes de la etapa de establecimiento de ambos cultivares, se subcultivaron a los medios de induccién de brotes, y se
evaluaron las variables ntimero de brotes, longitud de brotes (¢cm) y ntimero de hojas a 8, 12 y 16 semanas después del establecimiento.

Numero de brotes

El andlisis de varianza demostrd diferencia significativa en la formacion de brotes de ambos cultivares, en los tiempos evaluados. De acuerdo a la
comparacién de medias se tiene que el medio M3 (Yasuda + AC, BAP, AG3 y AIA), es el ms favorable con valores promedio de 1.72, 1.85 y 2.89
brotes, sig. p < 0.05; mientras que se presentaron valores intermedios en los medios M2, M4 y M6, con promedios de 1.26 hasta 2.08 brotes por
explante (Cuadro 3). Resultados similares se han obtenido en el mismo tipo de explante, pero con modificaciones en la cantidad de reguladores de
crecimiento, en diferentes cultivares, época de desarrollo, asi como tipo y concentracién de sales en el medio de cultivo; considerando que todos
son constantes en ¢l uso de BAP (0.1 hasta 5.0 mg L-1) adicionado al medio de cultivo (Cooper, 1987; Dalsaso y Guevara, 1988; Barcel4-Muiioz
et al., 1999; Vidales-Fernandez, 2002; Zulfiqar ez al., 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2011). Sandoval-Prando ez al. (2014), mencionan que los
reguladores de crecimiento desempenan un papel clave en el desarrollo cualitativo y cuantitativo de los brotes.

Estos resultados al igual que investigaciones previas, indican que ¢l BAP, juega un importante papel en la induccién de brotes y su longitud en
explantes de aguacate (Barcel6-Mufioz y Pliego-Alfaro, 2003; Zulfiqar ez al., 2009; Cortés-Rodriguez ez al., 2011; Sandoval-Prando ez al., 2014).
Sin embargo, Barcelé-Muiioz y Pliego-Alfaro (2003) y Cortés-Rodriguez et al. (2011), mencionan que altas concentraciones de este regulador
no solo reducen el nimero de brotes formados, sino que ademds detiene el crecimiento de los mismos.

Sandoval-Prando ez /. (2014), indican que el uso de agua de coco en el medio de cultivo, normalmente no es suficiente para promover una
multiplicacion satisfactoria, por lo que sugieren su combinacién con BAP y AG3.
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Cuadro 3. Comparacién de medias sobre el efecto de los medios de induccién en el niimero
de brotesa 8, 12y 16 semanas

Numero de brotes

Medio
8 12 16

M1 1.16b 1.16b 1.39b
M2 1.57 ab 1.73 ab 2.08 ab
M3 1.72a 1.85a 2.89a
M4 1.26ab 1.24 ab 1.26b
M5 1.15b 1.29 ab 1.37b
M6 1.36ab 1.52 ab 1.64b

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Longitud de brotes

De acuerdo al andlisis de varianza, se presenté diferencia significativa en la longitud de brotes de ambos cultivares a 12 y 16 semanas después del
establecimiento i7 vitro. La comparacién de medias demostrd de igual manera que el medio M3, resultd ser el mds favorable para el crecimiento
de los brotes, con valores promedio de 1.3 y 2.01 cm respectivamente, sig. p < 0.05. Sin embargo, el medio M2 presenté valores muy cercanos
al medio anterior a 12 y 16 semanas, con promedios de 1.21 y 1.54 cm respectivamente. En todos los casos, los medios M1 y M5 son los menos
favorecedores en el crecimiento de los brotes formados (Cuadro 4). Estos resultados coinciden con trabajos anteriores donde se reporta un
crecimiento de 0.89 hasta 2.5 cm en diferentes cultivares de aguacate, utilizando los medios de cultivo MS con macroelementos modificados y DF
(Dixon y Fuller, 1976); ambos con la presencia de BAP en concentraciones de 0.5 2 5.0 mg L-1 (Dalsaso y Guevara, 1988; Rodriguez et al., 1999;
Zulfigar et al., 2009; Cortés-Rodriguez ez al., 2011). Vidales-Fernindez (2002), menciona que la reduccién de los macroelementos en el medio
MS resulta benéfico para el desarrollo de brotes, pero induce una reduccién de los mismos y por consecuencia una menor cantidad de yemas
axilares. Esto puede sugerir el bajo crecimiento de los brotes en los tratamientos utilizados, ya que el medio MS se utilizé con macroelementos
al 50 %, mientras que el Yasuda es una modificacion del MS con macroelementos al 25 % y vitaminas de Gamborg; el medio DCR difiere en la
cantidad de nitrato de amonio y nitrato de potasio y ademds se complementa con la adicién de nitrato de calcio.

Cuadro 4. Comparacién de medias sobre el efecto de los medios de induccién en la longitud de
brotesa 8, 12y 16 semanas

. Longitud de brotes (cm)
8 12 16

M1 1.04a 1.05b 1.16b
M2 121a 1.21ab 1.54ab
M3 1.26a 13a 2.01a
M4 1.16a 1.15ab 1.28b
M5 1.04a 1.05b 1.16b
M6 1.16a 1.15ab 1.17b

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Numero de hojas

En la formacién de hojas en los brotes de ambos cultivares, se presentd diferencia significativa en los tiempos evaluados. La comparacion de medias
demostré que los medios M2 y M3, favorecen el desarrollo de hojas a ocho semanas, con valores promedio de 2.04 y 2.09 hojas respectivamente,
sig. p < 0.05. En cuanto que a 12 y 16 semanas, el medio M3 tiene los mejores resultados, 2.26 y 3.18 hojas por brote respectivamente. Fue
evidente ¢l bajo efecto del medio M1 en el desarrollo de hojas en ambos cultivares, con valores que no superan 1.31 hojas por brote (Cuadro 5).
Estos resultados son bajos comparéndolos con lo reportado por Zirari y Lionakis (1994), para los cultivares Topa-Topa, Fuerte, Hass y Duke con
valores de 3.9 hasta 8.25 hojas por explante, utilizando material etiolado y no etiolado en medio MS de doble fase. De igual forma, de la Vifia ez 4/.
(2001), obtuvieron valores de hasta 4.8 hojas por microestaca en el cultivar RR-86, utilizando el medio de cultivo MS con 50 % de macroelementos
y 1.3 uM de BAP. Dalsaso y Guevara (1988), aportaron que las microestacas del cultivar Fuerte, presentan hojas muy desarrolladas de limina
totalmente extendida, a diferencia de utilizar yemas axilares, las cuales separadas de la porcidn del tallo, quedan libres de las correlaciones que estas
tenfan con el tejido e inician un proceso morfogenético diferente, modulado por la capacidad interna y el medio de cultivo.

VIII Congreso Mundial de la Palta 2015 [ 112



Actas  Proccedings | RECURSOS GENETICOS Y MANEJO DE VIVEROS - GENETIC RESOURCES AND NURSERY MANAGEMENT

Cuadro 5. Comparacién de medias sobre el efecto de los medios de induccién en el niimero de
hojas a 8, 12y 16 semanas

Numero de hojas

Medio
8 12 16

M1 1.19b 121c 1.31b
M2 2.04a 2.06 ab 2.24ab
M3 2.09a 2262 3.18a
M4 1.43 ab 1.38 be 1.61b
M5 1.28b 1.26 ¢ 1.34b
M6 1.72 ab 1.73 abc 1.16b

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

CONCLUSIONES

En la etapa de establecimiento, los medios de cultivo MS, DCR y Yasuda permiticron el desarrollo de los explantes, sin embargo, el medio
Yasuda favorecié la mayor viabilidad. Mientras que en la etapa de induccién de brotes, el medio M3 (Yasuda + AC, BAP, AG3 y AIA) fue el
mds satisfactorio para iniciar la proliferacién y longitud de brotes, asi como el desarrollo de hojas en los tiempos evaluados, en ambos cultivares.
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