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RESUMEN

El cultivo in vitro de tejido nucelar de aguacate (Persea americana Mill. cv. Hass) y la subsecuen-
te induccion de la embriogénesis somatica fue desarrollada. Segmentos de tejido nucelar fueron
colocados sobre un medio de cultivo con sales minerales MS, auxinas (picloram, AIB 'y 2,4-D) y
suplementado con caseina hidrolizada. Acido ascérbico y L-cisteina fueron probados para reducir
necrosis en obscuridad y con baja intensidad de luz. La necrosis se redujo en un 100% con la
inmersion del tejido nucelar en acido ascérbico (400 mg/1) antes del cultivo in vitro. Un 20% de
callo embriogénico desarrollo sobre medio de induccion con 2,4-D (1 mg/1) después de 50 dias a
25°C en obscuridad. Sin embargo, los callos embriogénicos desarrollaron mejor en un medio adi-
cionado con picloram (4 mg/l) y AIB (0.4 mg/l). La multiplicacion del callo embriogénico fue obte-
nida en baja intensidad de luz y cultivado sobre medio sin reguladores por 4 semanas; los embrio-
nes maduraron sobre un medio endurecido con agar-agar 20 g/l y germinaron en un 10% bajo cul-
tivo de dos fases: primero en un medio bajo en nitratos y sin reguladores, y posteriormente en
medio MS con 0.3 mg/I de BA.
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INTRODUCCION

El aguacate en Michoacan, México presenta problemas graves por enfermedades principalmente
con antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), rofa (Sphaceloma persea) y tristeza (Phytopht-
hora cinnamoni), en casos extremos estas provocan la muerte del arbol o bien reducen la pro-
duccion y calidad de la fruta hasta en un 14% (Vidales, 2001). La baja produccién es un problema
que la biotecnologia puede solucionar a través de la transformacién con genes resistentes, la
seleccion clonal y mutagénesis; no obstante para utilizar estos mecanismos de mejoramiento
genético in vitro se requiere el tener previamente el sistema de regeneracion de una planta com-
pleta a través de embriogénesis somatica u organogénesis adventicia (Villalobos y Thorpe, 1991).
Exito en embriogénesis somatica en aguacate ha sido reportado con embriones cigéticos inma-
duros (Mooney y Van Staden. 1987; Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Raviv et al.,1998 y Witjak-
sono y Litz, 1999a). Sin embargo, el establecimiento de este sistema con tejido nucelar de agua-
cate no esta reportado. El cultivo in vitro de las nucelas frecuentemente presenta necrosis y por
consecuencia perdida de la competencia embriogénica; condiciones de obscuridad (etiolacion del
tejido), acido ascoérbico y L-cisteina fueron identificados como importantes componentes para evi-
tar la necrosis en tejidos inmaduros y ha sido reportado en aguacate (Zirari and Lionakis, 1994;
Llano-Agudelo et al., 1995; Mohamed-Yasseen, 1995; Witjaksono and Litz, 1999a) y en varias
especies vegetales (Litz, 1984a; Litz, 1984b; Rout et al., 1995; Jiménez, 1998; Ara et al., 1999).
En el presente estudio, se presentan los efectos de algunos componentes para evitar necrosis de
las nucelas, asi como el efecto de los reguladores de crecimiento sobre la embriogénesis soma-
tica de P. americana cv. “Hass”.

MATERIALES Y METODOS

Las pruebas se llevaron a cabo en los laboratorios de cultivo de tejidos vegetales del Campo Expe-
rimental Uruapan — INIFAP y del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas — Universidad
Michoacana. Se utilizé tejido nucelar de aguacate cv. Hass, obtenido de frutos de 10 a 12 mm de
diametro.

Productos y procedimientos para evitar la necrosis-oxidacion de la nucela

Para evitar la necrosis se probaron: cisteina 0 y 10 mg/1 adicionada al medio de cultivo, acido ascor-
bico 0 y 400 mg/l con inmersion del tejido durante 5 segundos antes de su establecimiento in vitro
e incubacion bajo luz con intensidad de 9.4 pEm?s?!, con 16 horas de luz por 8 de obscuridad y
obscuridad completa hasta la generacion de callo embriogénico; en este experimento se aplicaron
ocho tratamientos en total, al interaccionar los dos niveles de cada factor 2 x 2 x 2 = 8. Se emple-
aron 25 nucelas por tratamiento en dos repeticiones, establecidas en tubos de ensaye de fondo
plano de 95 x 25 mm, conteniendo medio de generacion de callo embriogénico, formado con:
sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962) 0.5 X, mioinositol 100 mg/I, acido nicotinico 1
mg/l, piridoxina 1 mg/l, glicina 1 mg/l, tiamina 10 mg/l, caseina hidrolizada 200 mg/l, picloram
2 mg/l, sacarosa 30 g/l y agar-agar (Sigma®) 4.4 g/l, ajustando el pH a 5.7.

Componentes del medio de cultivo en la induccion de callo embriogénico, multiplicacion
y desarrollo, maduracion y germinacion de embriones somaticos

En la induccion de callo embriogénico se utilizé la concentracién de sales minerales MS a 0.5X y/o
1X, y dosis de la auxina 2,4-D (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5y 1 mg/l) y combinaciones de las auxinas
picloram-acido indolbutirico (AIB) en dosis de 0-0, 1-0.1, 2-0.2, 4-0.4 y 2-0 mg/l. En el primer estu-
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dio se utilizaron de 7 a 12 nucelas por tratamiento y en el segundo de 10 a 20, inoculadas en tubo
de ensaye de 150 x 24 mm. Una vez establecidas las nucelas en los medios de cultivo de los dos
experimentos anteriores, se pusieron en obscuridad por 45 a 50 dias, periodo después del cual
se colocaron a luz con una intensidad de 9.4 yEm2s!, con 16 horas de luz por 8 de obscuridad;
la temperatura se mantuvo constante a 25+2°C. En la multiplicacion y desarrollo de embriones
somaticos_se evalud en medio solido y liquido la citocinina bencilaminopurina (BA) 0.11 mg/l, 4cido
giberélico (AG3) 0.11 mg/1'y picloram (0.1, 0.3, 0.6, 0.9 y 1 mg/l), el compuesto nitrogenado orga-
nico caseina hidrolizada (0, 200, 400, 600, 800 y 1000 mg/1), y el efecto de la luz indirecta y de
la obscuridad. En la maduracién de embriones se probd el efecto del acido abscisico (ABA) a O,
1, 2, 4y 8 mg/l, sacarosa (30, 40 50, 60, 70 y 90 g/l), agar-agar (Sigma®) 5, 6, 7, 8, 10, 11,
14, 20 y 30 g/l y manitol (70, 90, 110 y 130 g/1). En la germinacion de embriones somaticos se
evaluaron diferentes dosis de reguladores de crecimiento y procedimientos, la interaccion BA-AG;
(0.11-0.11, 0.11-0.24 y 0.11-0.36 mg/1), BA-AG; (0-0, 0.5-0, 1.25-0, 0.2-0.1 y 0.1-0.1 mg/ ),
barrido de reguladores BA (0, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/1) - AIB (0, 0.03 y 0.06 mg/l), adenina (0, 25, 50
y 100 mg/l), inmersion temporal (12, 24, 48, 72 horas) e inmersion continua y prueba de sales
de minerales de Anderson (1975) modificadas en nitratos y recultivo a los 90 dias en medio MS
con 0.3 mg/l de BA.

Variables tomadas y analisis estadistico

Las variables tomadas fueron: porcentajes de necrosis-oxidacion, formacion de callo y germina-
cion, diametro en mm, color de callo, nimero de masas proembriogénicas (MPs) y de embriones
en sus diferentes fases: globulares (G), acorazonados (A), torpedos (T) y maduros (M); se evalud
viabilidad por observacién directa en microscopio de epifluorescencia previa tincién con diacetato
de fluoresceina. Con los datos se realizd andlisis de varianza bajo disefios de blogues al azar y
completamente al azar, al encontrar significancia se utilizaron las pruebas de medias: diferencia
minima significativa (DMS) y Tukey para determinar el mejor tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del acido ascorbico, cisteina y presencia de luz en la necrosis-oxidacion del teji-
do nucelar

Cuando el tejido nucelar fue inmerso en solucion de acido ascorbico 400 mg/1 y cultivado en
medio MS e incubado en obscuridad o en baja radiacion por 40 dias, la necrosis-oxidacion fue
totalmente reducida (Figura a); en tanto que en los explantes del control se observo un 87.5% y
100% de necrosis en obscuridad y luz, respectivamente. La incorporacion de L-cisteina (10 mg/l)
al medio de cultivo no tuvo efecto sobre la reduccién de la necrosis (Tabla 1). En ovulos de frutos
inmaduros de Jaboticaba (Litz, 1984a), nucelas de mango (Litz, 1984b; Ara et al., 1999) y en
embriones cigoticos inmaduros de aguacate (Witjaksono y Litz, 1999a) el acido ascorbico fue
efectivo para evitar la necrosis.

Induccion de callo embriogénico

Para inducir el callo embriogénico, el tejido nucelar fue inmerso en acido ascorbico (400 mg/l)
antes de su cultivo en varios medios e incubado en obscuridad a 25+2°C. Callo embriogénico fue
producido en una baja frecuencia, pero desarrollo sobre medios diferentes: MS 0.5X con 2,4-D (1
mg/1), MS 0.5X adicionado con picloram (4.0 mg/1) y AIB (0.4 mg/1) y MS 0.5X suplementado con
picloram (4 mg/l) y AIB (0.2 mg/1); no obstante que en el primer medio anterior se obtuvo un 20%
de callo embriogénico, estos desarrollaron mejor en el segundo medio (Tabla 2). Estas frecuencias
en embriogénesis somatica son comparables con datos reportados en algunos cultivares de P.
americana, desde 0 hasta 25% (Witjaksono y Litz, 1999a).En general, callo embriogénico fue cul-
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tivado sobre el mejor medio de induccién en obscuridad por 8 semanas, y produjeron abundantes
MPs (Figura 1b). Los callos mostraron un color blanco crema (a los 40 dias) y conforme avanzo la
fase de induccion (después de 10 dias), los embriones declinaron en calidad, cambiando a un color
café.

Multiplicacion y desarrollo de embriones somaticos

Las MPs diferenciaron embriones después de tres semanas en medio basal MS, sin reguladores y
solidificado con agar-agar (5g/1). Los embriones en fase temprana fueron compactos y bien desa-
rrollados, de color blanco, continuaron creciendo hasta alcanzar la fase G (Figura 1c). La produc-
cion de embriones en estas condiciones fue observada en un ano sin pérdida aparente en el poten-
cial embriogénico del cultivo. También en medio liquido no se detecto respuesta al picloram y fue
claro que al incrementar la dosis de esta auxina se disminuyd la viabilidad de los embriones
(17.5%, con 1 mg/l de picloram) y la formacién de MPs hasta 80% (Tabla 3), resultados que no
coinciden con lo reportado por Money y Van Staden (1987) y Witjaksono y Litz (1999a). En el desa-
rrollo de los embriones se observo respuesta positiva al utilizar caseina hidrolizada, con un incre-
ment6 de manera significativa en el nimero de embriones A (Tabla 4).

Maduracion de embriones somaticos

Se obtuvo un promedio de 0.66 y 0.76 M por caja de Petri (con 5 grupos de masas de embrio-
nes en fases G, Ay T) con 1 y 2 mg/l de ABA, respectivamente, y un promedio méaximo de 0.37
M con 50 g/I de sacarosa, sin encontrar diferencias entre los tratamientos probados. El efecto del
agar-agar sobre la maduracion fue importante al detectar hasta 1.96 M con una dosis de 20 g/
de agar, no se observaron diferencias con el tratamiento de 30 g/1, pero si con 10 g/I. Los resul-
tados anteriores coinciden con los obtenidos por Peran-Quesada et al. (1999) y Witjaksono y Litz
(1999b) en cuanto al efecto del agente gelificante, pero no con la afirmacion que elevadas con-
centraciones de sacarosa tienen un efecto positivo en la formacién de M. Las dosis probadas en
manitol provocaron alta necrosis del explante (90%) y no hubo M. Al endurecer el medio de culti-
VO con agar se provoco una reduccion en la humedad relativa dentro de la caja de Petri, ambien-
te que propicid una desecacion lenta de los embriones somaticos y una condicion de estrés que
aceleré la maduracion de estos, no obstante que a mayor concentracion del agente gelificante el
diametro de los embriones somaticos fue menor, respuesta similar a lo observado por Witjaksono
y Litz (1999b).

Germinacion de embriones somaticos

Con las diferentes pruebas realizadas sobre reguladores de crecimiento en medio sélido o liquido,
no se obtuvieron porcentajes aceptables de germinacion, solamente en algunos tratamientos se
observaron indicios de emision de brotes o formacién de raices. Sin embargo, al establecer los M
en medio de cultivo con sales de Anderson (1975) modificadas en nitratos (+25%), sin regulado-
res y recultivar éstos a los 90 dias a medio MS con BA 0.3 mg/I se obtuvo un porcentaje del 10%
de germinacion a los 118 dias de su establecimiento. Las investigaciones realizadas al respecto
con otro germoplasma, mencionan porcentajes de 12% para emision de brotes y de 1% en for-
macion de brotes-raices en un medio con 0.1 mg/l de Thidiazuron (TDZ) mas 0.5 mg/l de AGs
(Raviv et al., 1998) o bien esta ha sido esporadica (Witjaksono y Litz, 1999b).

CONCLUSIONES

Esta investigacion indica que a partir de tejido nucelar de aguacate cv. Hass se puede establecer
el sistema de embriogénesis somatica, se evita la necrosis de la nucela con el uso de acido ascor-
bico y se genera callo embriogénico con las auxinas (2,4-D, picloram y AIB), al eliminar éstas fue
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posible la multiplicacion de MPs y la germinacién de embriones somaticos, los cuales previamen-
te deben cultivarse en medio de cultivo endurecido con agar y subcultivarlos en dos fases, la pri-
mera en medio sin reguladores y la segunda en presencia de la citocinina BA.
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Figura 1. Induccién de callo embriogénico de aguacate (Persea americana Mill. cv. Hass): a, tejido nucelar sin necrosis;
b, induccién de callos en tejido nucelar; ¢, masas proembriogénicas (MPs) y embriones somaticos en fase globular (G).

Tabla 1. Porcentajes de necrosis del tejido nucelar de aguacate (Persea americana cv. Hass).

Obscuridad

Tratamientos

Porcentaje
Sin antioxidantes 87.5 100
L-cisteina 91.5 79.16
Acido ascorbico 0 0
L-cisteina-Ac. Ascorbico 4.15 3.8
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Tabla 2. Porcentajes de formacion de callo embriogénico en tejido nucelar de aguacate cv. Hass, color y tamano de callos,
en el medio donde las estructuras fueron formadas.

MS Reguladores de Induccion de  Color de Callos Diametro de callos
Concentracion crecimiento (mg/I1) callos (%) (mm)
0.5X Picloram-AIB 17.8 Blanco crema 13
4-04
0.5X 2,4-D 20 “ 13
1
1X Picloram-AIB 10 Café claro 13
2-0.2
1X Picloram 10 “ 8
2

Tabla 3. NUimero y porcentajes de viabilidad de estructuras embrionarias de aguacate cv. Hass en sus diferentes fases,
por cada 10 ml de medio, a los 20 dias de cultivo.

Tratamiento dosis de Numero de estructuras embrionarias Viabilidad

picloram (mg/l) (%)

1.0 6.5 10 2.5 0.5 17.5

Tabla 4. Numero de estructuras embrionarias (globulares y acorazonados) en callos de aguacate cv. Hass, a los 20 dias
del establecimiento. Agrupamiento estadistico (Tukey o = 0.01).

Tratamiento dosis de caseina Nimero de estructuras embrionarias y agrupamiento estadistico
400 5.68 A 2.54 A
800 5.02 A 2.08 A B
600 4.58 AB 1.04 BC
0 4.20 AB 1.36 B
200 3.44 AB 1.72 A B

1000 0.88 B 0.2 C



