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radical system were warranted.

SUMMARY

Immature and mature embryos from different cultivars of avocado (Persea americana Mill.) were
cultivated in Murashige and Skoog (1962) basal medium supplemented whith BA (0,5 mg/L) in one
treatment and with BA (0,5 mg/L) and GA, (0,5 mg/L) in another.

Best results were obtained with immature embryos got from fruits of more than 30 mm long in the
medium containing GA,. Between 3 and 10 shoots/embryo were obtained, from 2 to 5 cm high.

A 30-40% of the shoots developed roots when they were subcultured to a MS basal medium with the
addition of 2 mg/L IBA and activated charcoal (0,5%).

Well developed normal plants were obtained when mature embryos, dissected with part of the
cotiledon, were subcultured to a Dixon and Fuller (1976) medium without the addition of growth
regulators. By adding activated charcoal (0,5%) a better growing up as well as a well structured

INTRODUCCION

El aguacatero o palto (Persea americana Mill.) es
uno de los frutales que tiene gran importancia en
Cuba, debido fundamentalmente al amplio consu-
mo de sus frutos en estado fresco, y a sus posibili-
dades de comercializacion. El desarrollo de progra-
mas de mejoramiento en este frutal en Cuba, impo-
ne la necesidad de realizar trabajos de micropropa-
gacién en esta especie, para lograr un método de
multiplicaciéon vegetativa; asi como del cultivo de
embriones maduros e inmaduros con vistas a ase-
gurar proyectos de cruzamiento y seleccion, debido
a la gran cantidad de frutos que se pierden durante
lafase de cuajado, y ademas para preparar patrones
in vitro que permitan microinjertar cultivares de
introduccion. Investigaciones en esta direccion se
estan llevando a cabo en diferentes paises donde se
realiza este cultivo: Australia (Skene y Barlass,
1983); Espaia (Pliego et al., 1986); Estados Unidos
(Pliego y Murashige, 1987); México (Gonzalez-Rosas

'Recepcidn de originales: 28 de octubre de 1996.

2Estacion Nacional de Frutales. Carretera de Pestana km 21/2,
Alquizar, La Habana, Cuba.

3Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical
“Alejandro de Humboldt”, Santiago de las Vegas, Ciudad de La
Habana, Cuba.

et al., 1991 a, b); y Cuba (Rodriguez et al., 1992,
1993, 1995).

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar
la técnica de cultivo de embriones maduros e inma-
duros de aguacatero, con vistas a asegurar los pro-
gramas de introducciéon de material foraneo y de
mejoramiento genético en este frutal.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron frutos pequefios (1,0 - 24,0 g) de
diferentes cultivares de Persea americanaMill.: Hass,
Suardia Estacion, Catalina y Jaruco N2 1, que se
encontraban en la coleccién de la Estacion Nacional
de Frutales, Alquizar, bajo regimen de polinizacion
libre. Los frutos se llevaron al laboratorio, se lavaron
con detergente y agua corriente y se sumergieron en
etanol al 96% para ser flameados en la camara de
flujo laminar previo a la extraccién de los embriones.

Se extrajeron los embriones adjunto a los cotiledo-
nesy se colocaron en el medio basico propuesto por
Murashige y Skoog (1962) diluido al 50% (MS1/2),
suplementado con 0,5 mg/L de benciladenina (BA)
y de 0,56 mg/L de BA y de acido giberélico (GA,),
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respectivamente. Se utilizé medio liquido y los em-
briones en numero variable de acuerdo con su dis-
ponibilidad, (Cuadro 1). Se colocaron sobre soportes
de papel de filtro.

Cuando comenzaron a separarse, los cotiledones
se extrajeron, y la mitad que contenia el embrién se
subcultivé al mismo medio, para facilitar la absorcion
de nutrientes por parte del mismo.

Se evalud el numero de embriones contaminados
por hongos y bacterias, los muertos, los latentes y
los que crecieron en cada caso. Donde se detectd
crecimiento se determinaron el numero y la longitud
de los brotes emitidos. Ademas se realizaron medi-
ciones cualitativas a los cultivos.

A los 45 dias de cultivo, los brotes se subcultivaron
aun medio sélido de Murashige y Skoog (1962) (MS)
suplementado con 2,0 mg/L de acido indol butirico
(AIB). Se consideré la adiciéon o no de carbén activado
(0,5%). A los 45-60 dias de cultivo se evalu6 el na-
mero de brotes enraizados.

Ademas, se excindieron 10 brotes y se injertaron in
vivo sobre patrones que crecieron bajo condiciones
de aislamiento. Las plantas injertadas se mantuvieron
a un régimen de alta humedad relativa y a una tem-
peratura de 25 + 2 °C.

Por otra parte se tomaron semillas de frutos maduros
y se sometieron al mismo método de desinfeccion
superficial descrito anteriormente. Seguidamente
se extrajeron los embriones con una porcién pequefia
de cotileddn y se cultivaron en los mismos medios
de cultivo empleados para embriones inmaduros,
pero en estado soélido. Después de 45 dias los
brotes emitidos se subcultivaron a un medio MS con
2,0 mg/L de AIB y con la adicién o no de carbén acti-
vado (0,5%).

Con vistas a obtener plantulas completamente con-
formadas, se cultivaron embriones maduros en los
medios MS (Testigo) y de Dixon y Fuller (1976) (DF)
(citado por Harty, 1985) sin reguladores del creci-
miento y considerando la adicién o no de carbén
activado al 0,5%. A los 35 dias de cultivo se evalué el
namero de embriones que crecieron, y en cada
tratamiento se determiné la altura de las plantulas (en
mm), lalongitud de Jaraiz principal (en mm), el diametro
a nivel del cuello (en mm), el nimero de hojas y el
nimero de raices secundarias. Los datos obtenidos
se procesaron directamente exceptuando el niumero
de hojas y el namero de raices secundarias que se
transformaron a (x)1/2 y a (x + 0,5)1/2, respectiva-
mente, mediante un analisis de varianza simple, si-
guiendo un disefio de blogues al azar con 7 réplicas.
Las réplicas estuvieron constituidas por 4 frascos de

cada una. L.as medias se compararon a través de la
prueba de rangos multiples de Duncan (1960).

A todos los medios de cultivo se les afiadieron 30
g/L de sacarosa y el pH se ajust6 a 5,7 £+ 0,1, y
cuando se utilizé medio sélido se agregaron 7 g/L.de
agar-agar. En todos los casos la esterilizacion se
realizé en autoclave a 121 °C y a una presion de 1,5
atmésferas durante 15 minutos.

Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de
27 £ 1 °C y a un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de
oscuridad, con lamparas de luz blanca de 40 watts.
Los brotes enraizados y las plantulas obtenidas se
adaptaron a condiciones ex vitro en un sustrato
compuesto portierray materia organica en la propor-
ciéonde 1:1, conunrégimen de alta humedad relativa
ya25+2-°C.

RESULTADOS

EnelCuadro 1, se exponen los resultados obtenidos
al considerar los embriones inmaduros cultivados
enambos medios de cultivo. Se detecté un porcentaje
de contaminacién relativamente alto debido funda-
mentalmente a la presencia de bacterias en los
frutos colectados.

Se observa que el porcentaje de embriones estable-
cidos es bajo, si se toma en consideracién el total
cultivado in vitro; sin embargo, los que se mantu-
vieron latentes, y donde sélo se observé un engro-
samiento de los cotiledones, son reducidos. La
respuesta fue superior en el medio que contenia
GA, ,pero en ambos se detectd la emisién de tres a
10 brotes por inéculo, que pueden llegar a tener
entre dos y cinco centimetros aproximadamente, y
con la presencia de hojas con la lamina foliar
reducida. En embriones maduros hubo unarespuesta
similar en el 60% de los cultivos.

Se pudo constatar que los embriones provenientes de
frutos de una masa menor de 10 g, o lo que es
equivalente, de una longitud de 30-40 mm, préc-
ticamente no responden en ninguno de los medios
empleados.

El subcultivo a un medio sélido de MS con 2,0 mg/L
de AIB y con la adiciéon de carbon activado (0,5%)
provoco el 33,8% de enraizamiento en los brotes
provenientes de embriones inmaduros. Cuando se
emplearon brotes obtenidos a partir de embriones
maduros se alcanzé el 40,15% de enraizamiento.

Se pudo comprobar ademas, que el injerto in vivo de
los brotes sobre patrones que crecieron bajo condi-
ciones de aislamiento fue exitoso en el 70% de los
casos.
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CUADRO 1. Influencia del medio de cultivo sobre el comportamiento in vitro de embriones
inmaduros de Persea americana Mill.

TABLE 1. Effect of the media on the in vitro culture of Persea americana Mill. immature embryos

Total de contaminados (%)
Muertos Latentes Con brotes
Cultivar Embriones Hongo Bacteria (%) (%) (%)
Medio: MS(50%)* + 0,5 mg/L BA
Hass 161 4,34 16,14 47,00 1,97 30,55
Suardia Estacion 22 0,00 47,74 16,63 2,00 33.63
Catalina 25 0,00 48,00 32,00 0,00 20,00
Medio: MS(50%) + 0,5 mg/L BA + 0,5 mg/L GA,
Jaruco N2 1 25 0,00 23,33 28,20 1,80 46,67
Suardia Estacién 27 0,00 24,44 35,03 2,00 38,53
Catalina 27 3,00 26,00 29,62 2,86 38,51

*MS(50%): Medio de Murashige y Skoog (1962) a ta mitad de su concentracion.

Por otra parte, el cultivo de 2mbriones maduros en
los medios de MS y de DF, sin la adicion de regu-
ladores del crecimiento y con el suplemento o no de
carb6n activado (0,5%), demostré resultados alen-
tadores. En todos los casos se formaron plantulas
en mas del 80% de los cultivos.

En el Cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos
producto de las mediciones de las cinco variables
evaluadas. Como puede apreciarse, en tres de ellas
se detectaron diferencias significativas entre trata-
mientos. Ellas son la altura, la longitud de laraiz y el
nimero de raices secundarias. Los mejores resul-
tados se obtuvieron en el medio DF suplementado
con carbon activado. También en el medio MS con

carbén activado se obtuvieron resultados alenta-
dores, pero el desarrollo del sistema radical fue mas
pobre.

DISCUSION

La implementacion de la técnica de cultivo de em-
briones de aguacatero o palto, responde adiferentes
problemas de orden practico que se presentan en el
campo del mejoramiento genético de este frutal. La
produccién de hibridos a través de polinizaciones
dirigidas se ve afectada por la gran cantidad de
frutos que se pierde en la fase de cuajado, de ahi la
importancia que presenta el cultivo de embriones

CUADRO 2. Influencia de los medios de cultivo sobre el crecimiento in vitro de embriones
maduros de Persea americana Mill.

TABLE 2. Effect of the media on the in vitro growth of Persea americana Mill. mature embryos

Tratamientos

MS DF
Variables +CA -CA +CA -CA E.S. C.V.(%)
Altura (mm) 42,4 a 315¢ 40,7 a 37.2b 4,1 10,86
Diametro a nivel del cuello (mm) 1,92 1,86 1,62 1,77 0,1 3,87
Numero de hojas 12,3 11,6 12,6 11,4 0,2 5,53
Longitud de la raiz (mm) 103,1 b 128,9 a 131,7 a 105,0b 8,4* 7,20
Numero de raices secundarias 1,66 b 0,00d 3,78 a 0,44 c 0,1* 0,18

MS: Medio de Murashige y Skoog (1962).
DF: Medio de Dixon y Fuller (1976).

+CA: Con carbén activado (0,5 mg/L).
-CA: Sin carbén activado.
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inmaduros para salvar genotipos deseados. En este
caso, el trabajo desarrollado logré una via para
solucionar parcialmente este problema, a través del
cultivo in vitro de embriones inmaduros de diferentes
cultivares, resultados que coinciden con los de Skene
y Barlass (1983) y Rodriguez ef al. (1993, 1995),
garantizando la aparicién de brotes mdltiples con la
adicion de BA en el medio de cultivo. Se comprobé
que el GA, provoca ademas un efecto positivo en los
primeros estadios del desarrollo de los mismos,
resultados que coinciden con los de Nel y Kotze
(1982), para el cultivo in vitro de embriones de esta
especie, asi como con Capote ef al. (1992), quienes
plantean que para llevar a cabo la micropropagacion
del aguacatero es aconsejable el empleo de este
regulador del crecimiento durante la fase de esta-
blecimiento in vitro.

Dos de los inconveniente de esta técnica son la alta
tasa de contaminacion por bacterias que presentan
los frutos pequefos que se desprenden de los arbo-
les, y el hecho de que los frutos de dimensiones muy
pequeiias (de menos de 30 mm de longitud) no
responden a ella. Skene y Barlass (1983), lograron
el 60% de los cultivos sélo en frutos de 100 dias de
formados, lo que confirma los resultados obtenidos.

El cultivo in vitro de embriones maduros se ha em-
pleado a suvez para la seleccion de genotipos resis-
tentes ala'salinidad (Gonzalez-Rosas et al., 1991b);
para preparar patrones para microinjertar apices in
vitro con vistas al saneamiento (De Lange, 1985);y
para el rejuvenecimiento de cultivares como paso
previo a la micropropagaciéon (Pliego et al., 1986;
Pliego y Murashige, 1987).

La obtencion de plantulas in vitro a partir de embrio-
nes maduros puede lograrse en el medio MS o pre-

ferentemente en el DF sin suplemento de reguladores
del crecimiento y con la adicion de carb6n activado
(0,5%). Ambos medios se han empleado con éxito
en el cultivo de tejidos de aguacate (Nel y Kotze,
1982; Pliego et al.; 1986; Harty, 1985; Capote y
Blanco, 1992), sin embargo, en este caso el medio
DF ofrece mejores resultados debido posiblemente
a la disminucion de las sales de potasio; a pesar de
que otros autores han obtenido buenos resultados
en el cultivo de embriones maduros al supiementar
elmedio MS con kinetina o benciladenina (Gonzalez-
Rosas et al., 1991a) y con acido giberélico (Nel y
Kotze, 1982).

CONCLUSIONES

- Se puedeinducirlaformacién de brotes multiples
a partir de embriones inmaduros y maduros de
Persea americana Mill. cultivados en medio MS,
suplementado con 0,5 mg/l. de BAy con 0,5 mg/
L de BA y de GA,, respectivamente.

- Laadicion de 0,5 mg/L de GA, en el medio de cul-
tivo parece favorecer el crecimiento de embriones
inmaduros en los primeros estadios.

— El subcultivo de brotes provenientes de embrio-
nes inmaduros y maduros a un medio MS con 2,0
mg/L de AIB y la adicion de carbon activado
(0.5%) provoca el 33,8 y el 40,15% de enraiza-
miento, respectivamente.

— Elmedio DF sin reguladores del crecimientoy la
adicién de carbon activado (0,5%), favorece el
desarrollo de embriones maduros bien confor-
mados.

RESUMEN

Se cultivaron embriones inmaduros y maduros de
diferentes cultivares de aguacatero o palto (Persea
americana Mill.) en dos medios de cultivo, que
consistian en el medio de Murashige y Skoog (1962)
a la mitad de su concentracion con la adicién de 0,5
mg/L de BAenuncasoyde 0,5mg/Lde BAyde GA,
en el otro.

Se detectd una mejor respuesta en el medio que
contenia GA, al considerar embriones inmaduros
extraidos de frutos de mas de 30 cm de longitud, y
se logro la formacion de tres a 10 brotes que pueden
tener entre dos y cinco cm aproximadamente. Resul-
tados similares se obtuvieron al cultivar embriones
totalmente maduros.

El subcultivo de los brotes a un medio de Murashige
y Skoog con 2,0 mg/l. de AIB y carbén activado
(0,5%) provoco un 30-40% de enraizamiento.

Se obtuvieron plantulas completamente conformadas
cuando se extrajeron embriones maduros con una
porcion de cotiledén y se cultivaron en el medio de
Dixony Fuller (1976) sin reguladores del crecimiento.
La adicion de carbén activado (0,5%) garantiza un
mejor crecimiento y un sistema radical bien confor-
mado.
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