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RESUMEN

La regeneracion de plantas via embriogénesis somatica en especies lenosas, incluido el aguaca-
te, es un proceso bien conocido, aunque la frecuencia de conversion de los embriones a plantas
es generalmente muy baja. Los problemas de conversion son atribuidos, en muchos casos, a mor-
fologias atipicas o a la inmadurez de los embriones somaticos formados. Nuestros estudios se
centraron en la obtencion de embriones blanco-opacos, considerados como embriones en los que
se ha iniciado la acumulacion de sustancias de reserva. A partir de cultivos embriogénicos deri-
vados de embriones zigdticos inmaduros del cultivar Duke-7, se selecciond la fraccién de callo con
caracteristicas friables y se cultivd en medio Bbm (formulacién MS con los macronutrientes de la
formulacion B5), suplementado con ABA (0- 100 pM), agentes osméticos (PEG y sorbitol) o distin-
tas fuentes de nitrogeno organico (aminoacidos Jensen, glutamina, caseina hidrolizada y extracto
de levadura a 250 y 500 mg I'!). Los medios fueron solidificados con 6 g I* de agar y los cultivos
se incubaron en condiciones de oscuridad.

En algunas especies, la aplicacion de ABA y/o0 agentes osmoticos durante estadios tempranos de
desarrollo del embriéon somatico evita la embriogénesis secundaria e inhibe la aparicion de ano-
malias, asi como la germinacion precoz; sin embargo, nuestros resultados en aguacate ponen de
manifiesto, que en presencia de ABA se disminuye la regeneracion de embriones blanco-opacos,
mientras que con la utilizacion de agentes osméticos tampoco se obtienen resultados positivos.
Por el contrario, la incorporacién de nitrégeno organico, en particular los aminoacidos de Jensen,
si mejord el porcentaje de regeneracion de estructuras blanco-opacas.

Abreviaturas: ABA — Acido abscisico; B5m — formulacion MS (Murashige y Skoog, 1962) con los
macronutrientes de la formulacion B5 (Gamborg y col., 1968); MS — Murashige y Skoog (1962);
PEG - Polietilenglicol; ebo — embrién somético blanco-opaco.




V Congreso Mundial del Aguacate

INTRODUCCION

La regeneracion de plantas de aguacate via embriogénesis somatica ha sido descrita previamen-
te por varios autores ( Mooney y van Staden, 1987; Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Witjaksono
y Litz, 1999), aunque la frecuencia de conversién de los embriones a plantas es todavia muy baja
(Peran-Quesada y col., 2001). En otras especies, los problemas de conversion son atribuidos a
morfologias atipicas 0 a inmadurez de los embriones somaticos formados (Ammirato, 1987).
Numerosos trabajos estan orientados a evitar la germinacion precoz y a conseguir un aumento de
la acumulacién de sustancias de reserva en el embrion somatico. La acumulacion de estas sus-
tancias durante la embriogénesis somatica y zigotica esta regulada por genes inducidos por
estrés hidrico o ABA (Attree y col., 1992; Obendorf y Wettlauffer, 1984; Xu y col., 1990). EIl cam-
bio en los niveles de ABA durante el desarrollo embrionario es bien conocido en semillas ortodo-
xas (Hetherington y Quatrano, 1991; Walker-Simmons, 1987), aunque se ha demostrado que en
algunas especies con semillas recalcitrantes los niveles endogenos de ABA fluctian de manera
similar (Etienne y col., 1993; Pence, 1992). Por otro lado, el uso de algunos agentes osmoticos
como PEG, manitol, sacarosa o sorbitol, también puede tener efectos positivos en la maduracion
de embriones somaticos (Misra y col., 1993). Finalmente, la presencia de nitrégeno, suplementa-
do en forma de nitrato, amonio, aminoacidos individuales y/o caseina hidrolizada es un requeri-
miento indispensable para la histodiferenciacion del embrién y su maduracion (Merkle y col.,
1995). Walker y Sato (1981) mantienen que, en ausencia de amonio o nitrato, embriones somati-
cos de alfalfa no se desarrollan.

En aguacate se ha observado que los meristemos de tallo y raiz estan, a menudo, subdesarrolla-
dos ( Mooney y van Staden, 1987; Pliego-Alfaro y Murashige, 1988). Al contrario que los embrio-
nes zigoticos maduros, los embriones somaticos de aguacate son raramente bipolares, hecho que
puede explicar la baja conversion de estos embriones a plantas (< 5%) (Pliego-Alfaro y Murashige,
1988). Por tanto, para que esta técnica de regeneracion sea aplicable en programas de mejora,
es necesario optimizar la fase limitante del proceso: el desarrollo y la maduracion de los embrio-
nes somaticos.

MATERIAL Y METODOS

A partir de frutos inmaduros de aguacate (alrededor de 1 cm de longitud) del cv Duke 7, se esta-
blecieron cultivos embriogénicos siguiendo el protocolo de Pliego-Alfaro y Murashige (1988); asi,
después de retirar los sépalos y el pediunculo, los frutillos fueron desinfectados en el interior de
una cabina de flujo laminar durante 10 min en una solucion de lejia comercial al 10% con Tween
20 (2 gotas/100 ml). Los frutos fueron lavados 3 veces en agua destilada estéril y diseccionados
en condiciones de asepsia. Los embriones zigéticos extraidos cuidadosamente de los frutos, fue-
ron cultivados en medio de induccién MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 0.41 pM
picloram y solidificado con 6 g I de agar. El pH del medio fue ajustado a 5.74 y autoclavado
durante 15 min a 121° C y 0.1 MPa. El medio de cultivo fue repartido en alicuotas de 25 ml en
tubos 25x150 mm (Bellco Glass) cubiertos con tapones de polipropileno (Bellco Glass Inco
Kaputs). Las lineas que proliferaron en estas condiciones fueron multiplicadas y mantenidas en el
mismo medio de inicio.

Como material de partida en estos experimentos se utilizaron 0.4 g de callo embriogénico friable
mantenido en las condiciones anteriores, con el que se establecieron suspensiones en 40 ml de
medio MS liquido suplementado con 0.41 pM de picloram (Witjaksono y Litz, 1999). Los cultivos
se mantuvieron en agitacion a 120 rpm en condiciones de luz difusa durante 9 dias. Tras este
periodo de tiempo, las suspensiones se filtraron secuencialmente a través de dos mallas, de 2 y
1 mm respectivamente, utilizandose 400 mg de la fraccion retenida entre ambas mallas, como in6-
culo para inducir el desarrollo de embriones blanco-opacos.
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En el primer experimento se evaluo el efecto de diversas concentraciones de ABA (1-100 uM) afia-
dido al medio de cultivo. Posteriormente se probaron dos tipos de agentes osmoéticos (PEG y sor-
bitol) a concentraciones de 2.5, 5y 7.5% (p/v). Por Ultimo, se testd el efecto de diferentes fuen-
tes de nitrégeno incorporado al medio en forma de aminoacidos de Jensen (Jensen, 1977), asi
como glutamina, caseina hidrolizada o extracto de levadura a dos concentraciones: 250 y 500 mg
I, En todos los experimentos el medio basal utilizado fue B5m solidificado con 6 g I de agar.

Se cultivaron entre 15 y 20 tubos por tratamiento realizandose dos repeticiones de cada experi-
mento. Se tomaron datos durante 3 subcultivos (5 semanas cada uno), del porcentaje de rege-
neracion de embriones somaticos blanco-opacos y nimero de embriones blanco-opacos por culti-
VO.

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 1.- A. Embriones somaticos blanco-opacos en medio de desarrollo (Bbm) B. Embrién somético desarrollado.
Efecto del ABA

Diversos autores han apuntado que la adicién de ABA al medio de cultivo regula la maduracion de
embriones, previene la germinacion precoz y facilita la acumulacion de proteinas de reserva y car-
bohidratos (Attree y col., 1992; Obendorf y Wettlauffer, 1984; Xu y col., 1990). Sin embargo, en
el caso del aguacate, nuestros datos indican que la adiciéon de ABA al medio afecta negativamen-
te a la formacion de embriones blanco-opacos; asi, lo cultivos control formaron el mayor nimero
de embriones blanco-opacos, alcanzandose un 47.78% de regeneracion (Tabla 1) (Figura 1). En
semillas recalcitrantes, al carecer de una fase clara de desecacion, se piensa que la fase de madu-
racion no esta influenciada por el ABA de la misma forma que en embriones ortodoxos (Peran-Que-
sada, 2001) por lo que, en general, es dificil controlar in vitro el desarrollo de este tipo de embrio-
nes (Wang y Janick, 1984).

Control 1 uM ABA 10 uM ABA 100 uM ABA
% reg ebo 47,78 33,33 35,71 23,33
n2 ebo/cult 1,36+0.04 0,77+0.08 0,59+0.04 0,43+0.12

Tabla 1.- Datos de porcentaje de regeneracion (% reg ebo) y numero (n® ebo /cult) de embriones somaticos blanco-opa-
cos en medios con distinta concentracion de ABA.
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Efecto de agentes osmaéticos

Se ha demostrado que , ademas del ABA, agentes osméticamente activos como PEG, manitol o
sacarosa pueden inhibir el proceso de germinacion precoz, siendo en algunos casos mas efecti-
vo el establecimiento de altas presiones osmoticas en el medio de cultivo que el aporte exdgeno
de ABA (Peran-Quesada, 2001). En aguacate, durante las primeras semanas de desarrollo los
embriones toman una apariencia diferente en los medios con sorbitol o PEG, presentando en estos
ultimos un aumento de tamano considerable, asi como una textura friable e hiperhidrica (Figura 2),
hecho que se acentta al aumentar la concentracion de PEG. Sin embargo, estos embriones no
evolucionan a blanco-opacos, permaneciendo con esas caracteristicas durante todo el ensayo. La
adicion de cualquiera de estos agentes osméticos al medio, disminuye significativamente el nime-
ro de embriones blanco-opacos formados. Entre ambos agentes osméticos, el sorbitol arrojo
mejores resultados que el PEG, obteniéndose un maximo de 58.20% de regeneracion en medio
con 2.5% (p/v) sorbitol (Tabla 2); sin embargo, no se observaron diferencias significativas respec-
to al control. Existen trabajos en coniferas donde se pone de manifiesto que el uso de agentes
osmoticos no permeables favorece la maduracién de embriones somaticos (Hakman y von Arnold,
1988; Joy y col., 1991; Svobodova, y col., 1999). Svobodova y col. (1999), describen un aumen-
to de tamano general de los embriones madurados en presencia de PEG, aunque a altas concen-
traciones (7.5%) se produce un descenso de la frecuencia de germinacion que atribuyen a la muer-
te de filas completas de células en el propio embrién. Como hemos mencionado, en aguacate tam-
bién se observa ese aumento de tamano en los embriones somaticos en presencia de PEG, aun-
que no se produce la conversion a blanco-opacos, hecho que podria indicar que la acumulacion de
sustancias de reserva no se produce.

Figura 2.- Desarrollo de embriones somaticos. A: B5m 6g I agar. B: B5m 2.5% sorbitol 6 g I agar. C: B5m 2.5% PEG
6 g I agar.

Control 2,5 % 5% 7,5 % 2,5 % 5% 7,5 %
PEG PEG PEG sorbitol sorbitol sorbitol
% reg ebo 52,64 15,63 13,47 1,67 58,20 37,88 15,27

n%ebo/cult 1,65+0.75 0,28+0.05 0,22+0.06  0,01+0.01 1,73+0.66 1,17+0.31 0,29+0.01

Tabla 2.- Datos de porcentaje de regeneracion (% reg ebo) y nimero (n® ebo /cult) de embriones somaticos blanco-opa-
cos en medios con diferentes agentes osméticos.

Efecto de la fuente de nitrégeno

La incorporacion de los aminoacidos de Jensen (Jensen, 1977) al medio de cultivo con embriones
zigéticos inmaduros de aguacate tuvo efectos positivos en la maduracion de los mismos (Peran-
Quesada, 2001). En embriones somaticos, al estudiar el efecto de distintas fuentes de nitrégeno
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organico, se han observado diferencias significativas entre ellas, obteniéndose también los mejo-
res resultados con la adicion de la mezcla de aminoacidos de Jensen (1977). Curiosamente, con
cualquiera de las otras fuentes de nitrégeno ensayadas se produce una disminucién en la regene-
racién de blanco-opacos. Ademas, no se observan diferencias significativas entre la caseina hidro-
lizada y la glutamina (Tabla 3). Por otra parte, en los medios con extracto de levadura se produce
una degeneracion del cultivo embriogénico y una muy baja produccién de embriones blanco-opa-
Cos.

Control aaJensen 250 mgl! 500 mgl! 250mgl! 500 mgl! 250 mgl!l 500 mg I!

ext. levad ext.levad glutamina glutamina  caseina caseina

%regebo 24,72 40 4,44 33 25,83 17,50 24,44 12,50
n®ebo/cult 0,45+0.02 0,85+0.16 0,07£0.09  0,05+0.06 0,440 0,23£0.02  0,44+0.12 0,24+0.26

Tabla 3.- Datos de porcentaje de regeneracion (% reg ebo) y niimero (n? ebo /cult) de embriones somaticos blanco-opacos
en medios con diferentes fuentes de nitrégeno orgénico.
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