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RESUMEN

En México existe una amplia diversidad genética de aguacate y sus parientes silvestres actual-
mente resulta preocupante la pérdida acelerada de su germoplasma debida a la destruccion de
los habitats en las ultimas décadas y a su uso como portainjertos del cultivar Hass principalmen-
te, disminuyendo asi las plantaciones de aguacate criollo en Michoacan y otros estados de la Repu-
blica Mexicana. Esto ha motivado la conservacion in vitro de su germoplasma para la creacion de
nuevas variedades ya que la conservacion por métodos tradicionales demanda erogaciones impor-
tantes, por la mano de obra, espacio y el riesgo de tener el material expuesto a la presion del
ambiente. La conservacion in vitro es una alternativa ya que al reducir espacio de crecimiento,
temperatura e intensidad de luz durante la incubacion de yemas axilares provenientes de plantas
de aguacate cultivados in vitro y conservados también in vitro en el medio de Murashige y Skoog
(MS), se pudo observar la influencia de estas variables en la inhibicién de la brotacion de los explan-
tes, ademas presentaron bajo porcentaje de necrosis y su crecimiento fue minimo, no afectando
la viabilidad de los explantes después de 90 dias de su conservacion, lo cual se comprobo al colo-
car las yemas conservadas en el medio de cultivo MS inductor de brotes, obteniéndose de 80 a
90% de brotacion.
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INTRODUCCION

En los ultimos anos, la conservacion de los recursos naturales y por ende la reserva genética ha
tomado gran importancia en el sentido de eliminar la presion destructiva que existe sobre las plan-
tas que proporcionan alimento y satisfactores al hombre, por factores como la sustitucion de geno-
tipos locales por variedades mejoradas e hibridos, crecimiento de las ciudades, ampliacion de
superficies de los cultivos, sobre explotacion de los bosques, cambios en las técnicas agricolas y
el abuso de agroquimicos, la sustitucion por variedades seleccionadas y mejoradas para la explo-
tacion comercial. En el estado de Michoacan y deméas Estados productores de aguacate en la
Republica Mexicana estan comprendidos los climas subtropical, templado y templado frio dentro
de la llamada Sierra Volcanica Transversal (Eje Neovolcanico),. Estas caracteristicas geogréficas
y ecologicas han permitido que el aguacate sea originario de México y Centroamérica, ya que en
estas areas se concentran los recursos genéticos del aguacate y especies afines, Sanchez
(1999), lo cual ha sido demostrado por su amplia diversidad genética. Los recursos que prospe-
ran en forma silvestre estan en peligro de extincién, y en grado menor también lo estan aquellos
ubicados en areas urbanas y suburbanas, el aprovechamiento de estos recursos genéticos sil-
vestres (criollos) son considerados como un importante apoyo para la economia de un gran nime-
ro de familias indigenas, debido a que no exigen mucha atencion, soportan condiciones ecologi-
cas adversas y hasta el ataque de plagas y enfermedades, sin embargo, rara vez reciben alguna
actividad o practica de manejo fruticola, ademas se utilizan como portainjertos para la propaga-
cion del aguacate Hass.

Con los portainjertos criollos se han intentando diversos métodos de conservacion, los cuales van
desde el tradicional banco de semillas hasta el mantenimiento de areas de reserva naturales, esta-
blecimiento de jardines botanicos o huertos fenoldgicos. Sin embargo en muchos de estos casos
el mantenimiento no es factible y en otros resulta prohibitivo, tanto por su alto costo como por el
riesgo de pérdidas por manejo inadecuado o desastres naturales. Para la preservacion de la varia-
bilidad genética es necesario mencionar que ésta se debe conservar con la mayor integridad posi-
ble, por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la reduccion de espacios
de crecimiento, temperatura e intensidad de luz durante la incubacién de yemas axilares prove-
nientes de plantas de aguacate cultivados in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Para el trabajo se utilizaron microestacas de 8 a 13 mm de longitud con 2 6 3 yemas axilares pro-
cedentes de plantulas generadas in vitro de aguacate (Persea americana, Mill. var. drymifolia), la
siembra se hizo en el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) MS con 30 g/I de sacarosa
sin reguladores de crecimiento, con 25 repeticiones en cada caso. En espacios de crecimiento,
se probaron 3 tratamientos (tamafos de envases), el tratamiento 1 tubo de ensaye (2.0 x 15 cm)
con 10 ml de medio, el tratamiento 2 boca angosta (4.0 x 9.0 cm) con 20 ml de medio y el tra-
tamiento 3 envases boca ancha (5.5. x 7.0 cm didmetro por altura, testigo) con 25 ml de medio.
En el estudio de temperatura, se probaron 2 tratamientos: el tratamiento 1 (5°C) y el tratamiento
2 (25°C testigo). Para el trabajo de intensidades de luz, se evaluaron 3 tratamientos: el tratamiento
1 (80 luxes), el 2 (885 luxes) y el tratamiento 3 (2200 luxes testigo). Las condiciones de cultivo
para los tratamientos de espacios de crecimiento fue temperatura de 25° C, fotoperiodo de 16
horas luz con una intensidad de 2200 lux y 8 horas de oscuridad, para los tratamientos de tem-
peratura los cultivos de yemas axilares del tratamiento 1 se colocaron a 5° C en un refrigerador,
los explantes del tratamiento 2 (25° C) se colocaron en el cuarto de incubacién con una tempe-
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ratura de 25° C y fotoperiodo de 16 horas luz con una intensidad de 2200 lux y 8 horas de oscu-
ridad, las condiciones de cultivo para los tratamientos de intensidades de luz estuvieron en el cuar-
to de incubacién en temperatura de 25° C con fotoperiodo de 16 horas de luz (variando las inten-
sidades en cada tratamiento) y 8 horas de oscuridad.

En cada uno de los trabajos mencionados se realizaron 5 evaluaciones con intervalos de 20 dias,
al efectuar dichas evaluaciones cada 20 dias, 5 repeticiones de cada uno de los trabajos y de cada
tratamiento fueron recultivadas las yemas a medio de cultivo para brotacion fue el MS con 0.3
mg/l de bencil adenina (BA) y 30 g/| de sacarosa. Las yemas en el medio para brotacion fueron
mantenidas en el cuarto de incubacion con una temperatura de 25° C, fotoperiodo de 16 horas
luz con una intensidad de 2200 lux, las variables evaluadas fueron: sobrevivencia de explantes,
brotacion y longitud de brotes en mm. La unidad experimental fue un tubo por tratamiento, los
datos se sometieron a un disefio completamente al azar para su interpretacion estadistica.

RESULTADOS

Espacios de crecimiento

Con la siembra de las yemas axilares colectadas en campo, en diferentes recipientes de cultivo
(espacios de crecimiento), se logré determinar la inhibicién o retardo del crecimiento, después de
transcurridos 90 dias del cultivo in vitro. Después de este tiempo de incubacion, no se presento
contaminacion en ningln tratamiento, fue observado solamente un 10% de brotacion en los reci-
pientes mas pequenos (tubo de ensayo), porcentaje muy bajo comparado con la brotacion en
yemas cultivadas en los otros dos recipientes (frascos de boca ancha y angosta con un 90y 100%
respectivamente (Figura 1).

El nimero y la longitud de brotes determinados, también fue mas bajo en el tubo de ensayo, donde
se formo solo un brote de 5 mm de longitud por yema cultivada; en el frasco de boca angosta, se
obtuvieron dos brotes con una longitud promedio de 16 mm; vy, tres brotes en frascos de boca
ancha con una longitud de 20 mm. Con los resultados anteriores, se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los espacios de crecimiento utilizados para este estudio de conservacion, siendo
los tubos de ensayo donde la brotacion, nimero de brotes y longitud de éstos fue minimo, objeti-
vo de la conservacion in vitro.

Temperaturas

Al incubar las yemas axilares provenientes de plantas en campo, en dos temperaturas (5°C y
25°C), se pudo determinar la mas adecuada para la conservacion in vitro, ya que los resultados
mostraron un 90% de supervivencia después de 90 dias a 5°C, contra un 78% de supervivencia
al incubarlas a 25°C. A 5°C, tanto el porcentaje de brotacién como la longitud de los brotes, fue
menor que al incubar las yemas en la temperatura tradicional de cuarto de cultivo (25°C), se pre-
sent6 un 10% de brotacion con brotes de 5 mm de longitud en contra de un 90% de brotacién y
brotes de hasta 27 mm en 25°C (Figura 2). Los resultados determinados al incubar las yemas a
25°C son diferentes significativamente a los presentados al incubarse a 5°C lo cual indicé que la
temperatura mas baja (5°C) es adecuada para la 6ptima conservacion de yemas axilares de agua-
cate, ya que permitié una inhibicion en la brotacion y no se presento el desarrollo de éstos.

Intensidad de luz

Al cultivar in vitro las yemas axilares de aguacate colectadas en campo, en las tres diferentes inten-
sidades de luz (80, 880 y 2200 lux), dio como resultado la determinacion de la mejor condicion
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de incubacién donde hubo retardo en el crecimiento y desarrollo de los explantes. Después de 90
dias de conservacion, se observo el porcentaje mas bajo de brotacion asi como en la longitud de
éstos, en la condicion de 80 lux, con un 5% de brotacion y brotes de menos de 5 mm (Figura 3),
en los tratamientos en 880 lux y 2200 lux, se presentd un 70% y 90% de brotacion, con brotes
de longitud promedio de 10 y 17 mm respectivamente. Estos datos mostraron diferencias signifi-
cativas, siendo el tratamiento de 80 lux, donde las yemas axilares se mantuvieron sin cambio, con
un alto porcentaje de supervivencia. Pudo constatarse que la intensidad mas baja de luz probada
en este estudio, logré mantener latentes las yemas de aguacate, intencion buscada en esta inves-
tigacién, debido a que no hubo practicamente brotacién pero las yemas aln sobrevivieron este
periodo de cultivo in vitro.

DISCUSION

En el espacio de crecimiento el tamano de los recipientes para el cultivo in vitro de las yemas axi-
lares de aguacate criollo, fue definitivo para lograr detener o retardar el crecimiento y desarrollo
de éstas, ya que en el recipiente con menor espacio de crecimiento (tubo de ensayo) se inhibid
hasta en un 90% el indice de brotacién, con el nimero y crecimiento minimo de los brotes induci-
dos (Figura 1). En el recipiente con mayor espacio de crecimiento pudo observarse hasta un 100%
de brotacién, con tres brotes por yema axilar y con 20 mm de longitud. El porcentaje de supervi-
vencia de las yemas mantenidas en tubos de ensayo fue de 90%, por lo que estos recipientes
resultaron los mas adecuados para la conservacion in vitro de las yemas axilares de aguacate crio-
llo, ya que en ellos se logro la inhibicion del crecimiento y desarrollo de las yemas axilares, sin
afectar su viabilidad o supervivencia.

Estos resultados coinciden con Pierik (1990), quien menciona que el tipo de recipiente para culti-
vo, la forma y tamano, y el sistema de cierre, influyen en la morfogénesis de los explantes culti-
vados in vitro. Righetti y col. (1990) indican que el control del crecimiento es dado por afectarse
los procesos de diferenciacion y morfogénesis al acumularse gases y otros compuestos organi-
cos, dependiendo del tamano y sellado de los recipientes de cultivos in vitro. Los tubos de ensa-
yo fueron escogidos como los recipientes de cultivo para realizar los estudios posteriores de con-
servacion in vitro de yemas axilares de aguacate.

La temperatura es otro factor importante que afecta el crecimiento de tejidos in vitro, es el control
de la temperatura de incubacion, debido a que influye directamente sobre la regulacion del meta-
bolismo primario 0 secundario, dirigiendo entre otros, el desarrollo de los procesos fisiologicos
(Plucknett y Williams, 1992). Con la siembra de yemas axilares de aguacate criollo por 90 dias en
la temperatura de 5°C, se inhibi¢ la induccion de brotes hasta en un 90% y la elongacién de la yema
axilar (Figura 2). Al contrario, los cultivos conservados a 25°C, siguieron un desarrollo normal de
los cultivos in vitro, presentando formacion de brotes y el crecimiento de éstos. Esta inhibicion de
la formacion de brotes pero manteniendo 6ptimos porcentajes de viabilidad de los explantes des-
pués de mantenerse hasta 90 dias en cultivo, se ha observado al cultivarse tejidos en temperatu-
ras bajas (0-5 °C), permitiendo aumentar los periodos de dormancia de algunas plantas lefiosas y
la conservacion prolongada de determinados cultivos in vitro; mientras que a temperaturas cons-
tantes comunes de cuartos de cultivo (20°C), se inducen los procesos de morfogénesis como la
organogénesis y la embriogénesis somatica (Canal et al., 1999; Stalker y Chapman, 1999), no con-
siguiendo la conservacién a mediano plazo. El lograr porcentajes de sobrevivencia de mas del 90%
de las yemas axilares de aguacate criollo al cultivarse a una temperatura de 5°C por 90 dias, sin
presentarse la formacion de brotes, indica que este método es adecuado para su conservacion a
mediano o largo plazo, ya que por su respuesta, es posible mantenerlas por mas tiempo bajo esas
condiciones de cultivo. Aunque estos resultados son muy favorables para conservar in vitro agua-
cate, fue necesario realizar otros estudios para optimizar este tipo de conservacion.
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También las respuestas morfogenéticas son alteradas por la calidad, intensidad y periodos de luz,
a las cuales se incuban los explantes para su cultivo y conservacion in vitro, aunque depende de
la especie vegetal y el objetivo a investigar (Cafal et al., 1999). Para el caso de las yemas axila-
res de aguacate criollo cultivadas in vitro a diferentes intensidades de luz (80, 880 y 2000 lux), se
observd que en la intensidad mas baja se logré mantener inhibida la formacion de brotes, inten-
cion buscada en esta investigacion. Esta disminucién de la formacion de brotes en las yemas axi-
lares de aguacate criollo encontradas al incubarse en una intensidad de 80 lux (Figura 3), com-
prueba lo reportado por Canal y col. (1999), quienes indican que las necesidades de luz de los cul-
tivos in vitro son inferiores a las de la planta in vivo para presentar un desarrollo normal, dado que
el medio de cultivo contiene cantidades importantes de sacarosa como fuente de carbono, com-
portandose como cultivos autotrofos. En las intensidades media (880 lux) y relativamente alta
(2200 lux), hubo formacién de brotes y elongacién de éstos en relacion directa, debido a que con
una irradiacion normal a excesiva (1000 a 5000 lux) se produce un aumento notable en la tem-
peratura dentro del recipiente de cultivo, lo que causa la aceleracion de procesos de morfogéne-
sis; al contrario, el cultivar a intensidades bajas de luz (<1000 lux), disminuye ain mas la tasa de
fotosintesis y los procesos de nutricién, que conllevan a detener los procesos mas comunes de
morfogénesis in vitro, como la formacién de brotes y de raices.

En general, cada especie tiene un intervalo especifico de temperatura en el que se produce su
desarrollo y crecimiento 6ptimo, intervalo que puede variar en funcién del genotipo, del érgano
donador del explante, de la época del afno, edad y estado fenoldgico de la planta donadora. Una
complicacion adicional se produce por el hecho de que puede existir interaccion entre la tempe-
ratura y otros factores como la luz (intensidad y fotoperiodo), sustrato y nutricion. Esta respuesta
es clara al cultivarse las yemas axilares de aguacate criollo en los diferentes recipientes, tempe-
raturas e intensidades de luz, proponiendo cultivar este tipo de explantes en un recipiente peque-
fio, temperatura e intensidad de luz relativamente bajas, para lograr la conservacion de este tipo
de explantes a mediano plazo.

CONCLUSIONES

Se logrd establecer un sistema de conservacion in vitro a mediano plazo de yemas axilares de
aguacate reduciendo el espacio de crecimiento, disminuyendo la temperatura y la intensidad de
luz durante la incubacion de los explantes.
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Figura 1. Porcentaje de brotes en yemas axilares de aguacate (P. americana Mill. var. drymifolia) colectadas en campo,
después de 90 dias en medio de cultivo en diferentes espacios de crecimiento (tubo de ensayo, frasco de boca angosta
y frasco de boca ancha), prueba de Tukey (a..= 0.05). Diferencias significativas (*).
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Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia y de brotacion y longitud de brotes) a los 90 dias de conservacion in vitro de
yemas axilares de aguacate (P. americana Mill. var. drymifolia) colectadas en campo, en condiciones de cultivo de 5°C y

25°C, prueba de Tukey (o. = 0.05). Diferencias significativas (*).
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Figura 3. Porcentaje de brotacion a los 90 dias de conservacion in vitro de yemas axilares de aguacate (P. americana Mill.
var. drymifolia) colectadas en campo, en tres intensidades de luz: 80, 880 y 2200 lux, prueba de Tukey (a= 0.05). Dife-

rencias significativas (*).




