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Establecimiento in-vitro de Aguacate (Persea americana Mill.) variedad Criollo
José Andrés Blanco Anleu.

La propagacion in vitro es una alternativa a la produccion de plantas de forma masiva y
libre de enfermedades y para conservar las caracteristicas genéticas de la planta madre. El
cultivo del aguacate (Persea americana Mill.) es de importancia econémica para los paises
productores. Los injertos de patrones y de plantas productoras se seleccionan segun
atributos que cada variedad posee para la funcion especifica que van a desarrollar en la
produccién. El objetivo de este estudio fue establecer aguacate Criollo in vitro a partir de
meristemos axilares. En el establecimiento se utilizaron meritemos axilares en el medio
Murashige y Skoog modificado con la mitad de las sales minerales y suplementado con
reguladores de crecimiento. Se utilizaron dos experimentos: El Experimento 1 const6 de
tres tratamientos: 0.5 mg/L de Bencilaminopurina (BAP), 0.5 mg de BAP + 0.5 mg de
Acido giberélico (AG) y sin hormonas. El experimento 2 consté de cuatro tratamientos
donde se combind 0.5 mg/L de Acido naftalenacético (ANA) con 0.5, 3y 5 mg/L de BAP
y el testigo sin fitohormonas. Se evalué el nimero de hojas y nimero de brotes por
meristemo. En el experimento 1 para la variable de hojas y meristemos los mejores
tratamientos fueron los suplementados con BAP. En el experimento 2 no se observo
formacion de brotes. Se logro establecer meristemos de aguacate variedad Criollo in vitro
en el medio de cultivo suplementado con 0.5 mg/L de BAP.

Palabras clave: Micropropagacion, palta, propagacion in vitro, reguladores de crecimiento.

The cultivation of avocado (Persea americana Mill.) is of economic importance for
producing countries. Pattern and production plant grafts are selected according to attributes
that each variety possesses for the specific function that they are going to develop in
production. The objective of this study was to establish Criollo avocado in vitro from
axillary meristems. In the establishment the Murashige and Skoog medium modified with
half of the mineral salts and supplemented with growth regulators was used: Experiment 1
consisted of three treatments: 0.5 mg/L of Benzylaminopurine (BAP), 0.5 mg of BAP + 0.5
mg of Gibberellic Acid (AG) and without hormones. Experiment 2 consisted of four
treatments 0.5 mg/L of naphthaleneacetic acid (ANA) was combined with 0.5, 3 and 5 mg/L
BAP and the control without phytohormones. The number of leaves and number of
outbreaks per meristem were evaluated. In the experiment 1 best treatments where the one’s
supplemented with BAP. No shoot formation was observed in Experiment 2. It was possible
to establish meristems of Avocado variety Criollo in vitro in the culture medium
supplemented with 0.5 mg/L of BAP.

Key words: Avocado, growth regulators, micropropagation, propagation in vitro.
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1. INTRODUCCION

La familia Lauraceae se compone principalmente de especies arbdreas, econOmicamente
importantes, como el aguacate (Persea americana Mill.) la cual es una especie frutal Unica
y alta participacion comercial (Solis 2011). En la actualidad el aguacate es un producto que
tiene una fuerte influencia en las exportaciones de los paises latinoamericanos. Es un fruto
altamente nutritivo y de muy buena palatabilidad. También tiene una gran importancia en
la dieta de las personas teniendo alto impacto en la gastronomia y en la economia (Solis
2011).

El género Persea Mill. posiblemente se origind en Sudamérica, Africa, Australia, nueva
Zelandia. Se extendié a Asia y América del Sur a través de la Antartida. Dentro del
subgénero Persea se identificaron tres especies. Los cuales son: Persea schiedeana Nees,
Persea parviflora Williams y Persea americana Mill (Pua et al. 2007).

La serie de problemas que crea la variabilidad genética en una plantacion se ha venido
estudiando para minimizar las pérdidas en la produccién. Debido a la heterocigocidad en
los patrones en las plantaciones, se tienen problemas de adaptabilidad a condiciones
climaticas y del suelo. Esto se ve reflejado en comportamientos distintos de plantas dentro
de la plantacion (Gutiérrez et al. 2009).

El uso de patrones provenientes de semilla tiene problemas debido a la variabilidad genética
en las poblaciones ya que esta semilla pasé por procesos de fecundacion entre plantas con
distintos genes. Cuando hay una gran variacion en los genes existen plantas con facultades
distintas. Por ejemplo: resistencia a enfermedades, distinta adaptabilidad a condiciones
ambientales y a los tipos de suelo (Gutiérrez et al. 2009).

Actualmente la técnica de propagacion propuesta por Frolich y Platt (1971) es la mas usada
y la Gltima modificacién fue hecha por Ernst (1999). Esta técnica tiene ventajas como la
obtencion de plantas clonales por medio de injertos y usando semillas para la obtencion de
raices pivotantes antes de hacer el injerto del patron. Esta es la técnica mas reconocida a
nivel de produccion en aguacate (Bernal y Diaz 2008).

La micropropagacion de aguacate se hace por medio de meristemos axilares con el fin de
clonar plantas para tener producciones mas homogéneas en produccién, adaptacion a
condiciones climaticas y del suelo (Bernal y Diaz 2008).



Para la produccion comercial es indispensable tener uniformidad genética en los cultivos y
es necesario investigar mas a fondo el tema de propagacion del aguacate con el fin de llegar
a tener uniformidad genética en las plantaciones y asi mismo acortar el tiempo de
establecimiento de patrones comerciales propagandolos masivamente (Lavarie 2013). El
objetivo de este estudio fue establecer in vitro aguacate Criollo a partir de meristemos

axilares.



2. METODOLOGIA

Ubicacion. El estudio se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras.

Fuente del explante. Como fuente de explante se usaron brotes jovenes de plantas de
aguacate variedad Criollo de la Unidad de Produccion de Ornamentales de Zamorano de
estos se extrajeron meristemos axilares (Figura 1).
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Figura 1.- Aguacate (Persea americana Mill.). A: Plantacion de patrones de aguacate
Criollo en la Unidad de Propagacion de Zamorano. B: Meristemos axilares de crecimiento.

o

Desinfeccidn superficial del material vegetal. Los brotes traidos del vivero fueron lavados
con agua y jabon. Se quitaron las hojas sin dafiar los meristemos (Figura 2) y se separaron
en segmentos nodales fueron desinfectados con Etanol al 70% por diez segundos, después
se sumergieron con NaOCI al 20% volumen/volumen (v/v) (4.72% ingrediente activo) con
dos gotas de Tween®80 por cada 100 mL de solucién durante diez minutos. Por ltimo, se
lavaron tres veces con agua destilada estéril dentro de la camara de flujo laminar.



planta madre. B: Segmentos nodales listos para proceso de desinfeccién

Figura 2.- Aguacate (Persea americana Mill.) variedad Criollo. A. Brotes jovenes de la

Medio de cultivo. Se us6 el medio de cultivo de Murashige y Skoog modificado con la
mitad de la concentracion de las sales (Cuadro 1) y suplementado con fitohormonas segun
los tratamientos a evaluar. Se ajustd el pH de todos los medios a 5.8. Los medios fueron
solidificados con Phytagel® 1.8 g/L vy esterilizados a 121 °C, 20 PSI por 20 minutos. Cada
21 dias se hizo refrescamiento de los medios de cultivo.

Cuadro 1.- Medio de cultivo Murashige y Skoog modificado para el establecimiento in vitro
de aguacate variedad Criollo (Persea americana Mill.).

Componentes Formula Nombre Comun mg/L
Macroelementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 220.0000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 85.0000
KNO; Nitrato de potasio 950.0000
MgSQO,.7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 185.0000
NH;NO3 Nitrato de amonio 825.0000
Microelementos HsBO; Acido borico 3.1000
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.0125
CuS0,.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.0125
Kl Yoduro de potasio 0.4150
MnSQO,.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 11.1500
Na,Mo00,.2H,0O Molibdato de sodio bihidratado 0.1250
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 4.3000
FeNa EDTA Sal férrica sddica de acido 25.0000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Myo-inositol 50.0000
Tiamina 0.2000
Piridoxina 0.2500
Acido Nicotinico 0.2500
Carbohidrato Sacarosa 15000.0000

Fuente: (Kyte 1987)



Experimento 1 Evaluacion de la respuesta de los meristemos a 6-Bencilaminopurina
(BAP) y Acido Giberélico (AG).

Los tratamientos a evaluar en este experimento fueron:

1. Tratamiento suplementando con 0.5mg/L de BAP (Mufioz et al. 1999).

2. Tratamiento suplementado con 0.5mg/L de BA + 0.5 mg/L de AG (Rodriguez et al.

1999)
3. Testigo. Este tratamiento no fue suplementado con fitohormonas.

Experimento 2 Evaluacién de la respuesta de los meristemos a 6-Bencilaminopurina

(BAP) y Acido Naftalenacético (ANA).

Los tratamientos a evaluar en este experimento fueron:

1. Tratamiento suplementado con 0.5 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de ANA (Rodriguez et al.
1999).

2. Tratamiento suplementado con 3 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de ANA (Rodriguez et al.
1999).

3. Tratamiento suplementado con 5 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de ANA) (Rodriguez et
al.1999).

4. Tratamiento Testigo. Este Tratamiento no fue suplementado con fitohormonas.

Variables a medir. Se evalud el nimero de explantes establecidos al dia 21. Se midi6 el
namero de brotes cada siete dias a partir del dia 60 hasta el dia 72 y el nimero de hojas
formadas cada siete dias a partir del dia 28 hasta el dia 49.

Disefio experimental. En los dos experimentos se utilizé un Disefio Completo al Azar. En
el experimento uno se evaluaron tres tratamientos cada uno con 36 repeticiones. En el
experimento dos se usaron cuatro tratamientos con 25 repeticiones por tratamiento.

Analisis estadistico. Se us6 un analisis de varianza con separacion de medias por el método
Duncan P <0.5. Se us6 el programa “Statistical Analysis System” SAS versién 9.1.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1 Evaluacion de la respuesta de los meristemos a 6-Bencilaminopurina
(BAP) y Acido Giberélico (AG).

A los 21 dias de la etapa de establecimiento en el Experimento 1 se observo una mortalidad
menor al 5% en los tres tratamientos. Los meristemos axilares a los 30 dias del
establecimiento desarrollaron hojas (Figura 3).

Figura 3.- Meristemos de aguacate (Persea americana Mill.) establecidos in vitro en medio
de cultivo MS modificado y suplementado con 0.5 mg/L de BAP A. Meristemo axilar a
siete dias de establecido B. Meristemo axilar a los 42 dias de establecido C. Meristemo
axilar a los 49 dias de establecido en el tratamiento.

Para la variable de brotes el mejor tratamiento fue el suplementado con 0.5mg/L BAP
(Cuadro 2). Estos datos no concuerdan con el estudio que realizaron Mufioz et al. (1999)
donde observaron de 7 a 15 brotes por explante establecido como respuesta a las hormonas
BAP y AG. Estos investigadores también obtuvieron elongacién en los tallos y formacion
de hojas en porcentajes mayores al 50% lo que nos indica que estas fitohormonas son
necesarias para la obtencion de brotes.

Los datos de nuestra investigacion coinciden con los estudios Rodriguez et al. (1999) y
Peixoto et al. (2010) quienes obtienen brotes multiples con la adicién de BAP con un 85%
de supervivencia. La fitohormona BAP induce la formacién de callo en citricos siendo
probada a distintas concentraciones. Las fitohormonas BAP y AG inducen el crecimiento
de tejido vegetal en especies lefiosas.



Cuadro 2.- Numero de brotes por meristemo de aguacate (Persea americana Mill.) variedad
Criollo en etapa de establecimiento in vitro como respuesta a Bencilaminopurina (BAP) y
Acido Gibereélico (AG).

Tratamiento DIAS

mg/L 60 67 74
0.5BAP 1.31a 1.31a 1.47a
0.5BAP+0.5AG 1.00b 1.00b 1.11b
Testigo 1.00b 1.00b 1.00b
Coeficiente de

variacion 32.71 43.64 43.64

Los tratamientos con distinta letra son significativamente diferentes segin la prueba
Duncan (P <0.05).

Para la variable numero de hojas los tratamientos no hubo diferencia significativa a los 28
dias. Esto se puede atribuir al crecimiento lento que presentaron los meristemos
establecidos. A partir del dia 35 los tratamientos empezaron a mostrar diferencias
significativas y los meristemos empezaron a desarrollar una mayor cantidad de hojas
(Cuadro 3). Estos datos concuerdan con Rodriguez et al. (1999) en donde obtuvieron
formacion de hojas en los meristemos con la adicion de BAP y AG teniendo un desarrollo
de la lamina foliar reducido en los meristemos establecidos a distintas concentraciones de
fitohormonas. Peixoto et al. (2010) reportan un promedio de cuatro hojas por meristemo
establecido y variaciones durante el crecimiento por meristemo establecido de citricos con
el uso de distintas combinaciones de BAP y AG. Estos datos nos indican que tanto la
hormona BAP por si sola o en combinacion con AG es capaz de inducir la formacion de
hojas durante el crecimiento de los meristemos.

Cuadro 3.- Numero de hojas por meristemo de aguacate (Persea americana Mill.) variedad
Criollo en etapa de establecimiento in vitro como respuesta a Bencilaminopurina (BAP) y
Acido Giberélico (AG).

Tratamiento DIAS

mg/L 35 42 49
0.5BAP 2.35ab 258 a 3.05a
0.5BAP+0.5AG 3.03a 3.11a 3.50a
Testigo 1.68 b 1.68b 1.72b
Coeficiente de

Variacion 50.84 52.97 52.38

Los tratamientos con distinta letra son significativamente diferentes segun la prueba
Duncan (P <0.05).



Experimento 2 Evaluacion de la respuesta de los meristemos a 6-Bencilaminopurina
(BAP) y Acido Naftalenacético (ANA).

Los meristemos axilares hasta finalizar los 72 dias del establecimiento crecieron y
expresaron cambios en la coloracion. Empezaron a incrementar de tamafio pero no
presentaron formacion de tallos o de hojas (Figura4).

Figura 4.- Meristemos de aguacate (Persea americana Mill.) establecidos in vitro en medio
de cultivo MS modificado y suplementado con BAP y ANA a los 21 dias de establecidos.
A. Meristemo axilar en medio 0.5 BAP + 0.5ANA. B. Meristemo axilar en medio 3 BAP +
0.5ANA C. Meristemo axilar en el medio 5 BAP + 0.5ANA. D. Meristemo axilar a los 21
dias Testigo.

Las diferencias entre los dos experimentos nos hacen ver que los meristemos de aguacate
responden mejor a la fitohormona AG. Estas observaciones difieren del estudio hecho por
Sotolongo et al. (2003) donde establecen in vitro Psidium salutare usando distintas
combinaciones de las fitohormonas BAP y ANA.

Segun un estudio realizado por Gamboa y Abdelnour (1999) en la propagacion de Gmelina
arborea Roxb la hormona BAP es un regulador de crecimiento muy utilizado para inducir
la brotacion en especies forestales siendo probablemente uno de los reguladores de
crecimiento mas potentes. Segun un estudio en donde establecieron in vitro de yemas de
teca (Tectona grandis L.) obtuvieron el mayor nimero de brotes por meristemo establecido
usando medio suplementado con BAP y ANA (Rojas y Abdelnour 2012).

El crecimiento de los meristemos en nuestro experimento fue lento y esto difiere del
crecimiento que obtuvieron Cantillo et al. (2011) para la propagacién in vitro de Pinus
cubensis Griseb quienes lograron un incremento en el nimero de brotes establecidos y en
la elongacion de los mismos usando 5.4 mg/L de ANA. Se cree que la diferencia puede
radicar en la dosis de ANA gue se uso en el establecimiento de aguacate la cual fue menor
y por lo cual se obtuvo un crecimiento moderado, por ende no se vieron indicios de
formacion de brotes o de hojas.



En el medio 5BAP+0.5ANA el dia 14 se observdo muerte en los explantes. Esta puede
deberse a la concentracion de 5 mg/L de BAP fue muy elevada para los tejidos. Estos datos
concuerdan con el estudio realizado por Rodriguez et al. (1999) quienes tuvieron deterioro
y muerte en los explantes establecidos con medios de cultivo a concentraciones de 5 mg/L

de BAP.



4, CONCLUSION

e Se logrd establecer el cultivo in vitro de Aguacate (Persea americana Mill.) variedad
criollo en medio de cultivo suplementado con 0.5 mg/L de BAP.
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5 RECOMENDACION

e Realizar pruebas con otras fitohormonas para lograr crecimiento en los explantes y la
formacion de brotes multiples.
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