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ABSTRACT

Invitro clonal multiplication of avocado (Persea americana) cv. ‘Fuerte’.
The in vitro regeneration and multiplication of avocado, cv. ‘Fuerte’, through
axillary buds and microcuttings of adult grafted plants, was studied. Three growth
regulators (BAP, IBA, GA,) and two culture media (MS, N45K) were evaluated.
Good shoot regeneration was obtained with the combination of 2.0 mg/L. BAP and
0.5 mg/L IBA inaN45K medium. GA, inhibited growth and induced the oxidation
of the explants. After elongation of the shoot, the axillary buds developed and
formed new shoots. These can be excised and subcultured starting the
multiplication process. The use of an antioxidant (PVP) improved the response of
the explant in repeated subcultures. Depending on the type of explant, differences
were observed in the morphology of the regenerated shoots. Starting with axillary
buds, the shoots were morphologically similar to shoots developed from seed. With
microcuttings the leaves were broad and the shoot morphology similar to adult trees.
In both explants the aptitude to regenerate shoots varied through the year. With
microcuttings the elimination of bacterial contaminants was more difficult. The
influence of the PVP in the decrease of oxidation, and its influence on the
availability of BAP for the explants, are discussed.

INTRODUCCION

El aguacate (P. americana) es una especie
cultivada en grandes 4reas del trépico y subtrépico.
En la actualidad, su expansién se ha visto limitada
por la pudricién radical que causa Phytophthora
cinnamoni. Por el potencial de exportacién y valor
alimenticio de la fruta, se ha buscado fomentar su
cultivo en zonas superiores a los 1200 msnm, y
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evitar el factor limitante del hongo en la zona baja
(Herndndez, 1983).

Si bien el aguacate ha sido propagado en
forma rutinaria por injerto y se ha investigado su
propagacién por estacas recientemente (Ya‘Acov,
1986), las técnicas in vitro ofrecen una alternativa
ripida de multiplicacién de nuevas variedades y
patrones (George y Sherrington, 1984). Se ha tenido
éxito con material juvenil, pero no con material
adulto (Villegas, 1985). La formacién de brotes a
partir de yemas apicales o laterales induce la menor
variabilidad genética y tiene la ventaja de requerir
inicamente el alargamiento del brote y la
diferenciacion de raices (Hu y Wang, 1983; Ville-
gas, 1985). Se han obtenido resultados positivos en
la regeneracion de tallos a partir de microestacas
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(Nel et al., 1983; Gonzalez y Salazar, 1984; Young,
1984; Barcel6-Murioz y Pliego-Alfaro, 1986). Sin
embargo, no existe una metodologia establecida
para una propagacién efectiva. La obtencién de
raices ha sido dificil (Nel y Kotze, 1982; Napoliane,
1984; Barcel6-Mufioz y Pliego-Alfaro, 1986) y en
forma esporddica (Schroeder, 1980) o bien, en
explantes muy jévenes provenientes de semilla. En
algunos casos no se ha tenido acceso a la
informacién (Nel et al., 1983; Young, 1984). En
Costa Rica, la Estacién Experimental Fabio Baudrit
Moreno posee, en su subestacién de Fraijanes, una
coleccién importante de variedades de aguacate. Su
utilizacién ha sido muy limitada, por no disponerse
de métodos adecuados de propagacién. El objetivo
del presente trabajo fue investigar la posibilidad de
cultivar el aguacate in vitro a partir de yemas y
microestacas, con el fin de obtener un sistema de
multiplicacién rapido y eficiente asi como la
conservacién del material obtenido en condiciones
asépticas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron plantas adultas ¢ injertadas de la
variedad ‘Fuerte’. Las plantas adultas estdn locali-
zadas en la Estacién Experimental de Fraijanes. Las
plantas injertadas se mantuvieron en el invernadero
del Centro de Investigaciones Agronémicas de la
Facultad de Agronomia en San Pedro.

Se utilizaron yemas apicales y axilares, asi
como microestacas. Las primeras, de una dimensién
de 3 a 5 mm, est4n constituidas por el meristemo y
dos o tres primordios foliares. Las segundas estin
formadas por secciones herbdceas del arbol com-
puestas por un nudo con su yema axilar y porciones
de entrenudo de O,5 cm, tanto en la parte superior
como la inferior.

Desinfeccion

En el caso de las yemas se estableci6 el si-
guiente procedimiento: Porciones del vegetal con
yemas son colocadas en agua corriendo durante
treinta minutos. Luego son inmersas en alcohol de
95° por espacio de un minuto, y enjuagadas repeti-
das veces con agua destilada. Los fragmentos son
posteriormente colocados en una solucién con 2 g/
de Difolatan; 2 g/I. de Agrimicyn y 3 gotas de Tween
80 y en agitacién por de 15 minutos. Son nueva-
mente enjuagados con agua destilada, y colocados
en agitacién magnética por 20 minutos en una

solucién de hiploclorito de sodio al O,75% con tres
gotas de Tween 80. Finalmente, en condiciones
asépticas, son lavados tres veces en agua destilada
estéril. Las yemas son extraidas y disectadas, dejan-
do el meristemo y dos a tres primordios foliares, y
depositadas sobre el medio de cultivo.

En el cultivo de microestacas el procedimien-
to fue el mismo, con excepcién del empleo de
cloruro merciirico al 0,15% en vez del hipoclorito
de sodio. El tiempo de desinfeccion varia segiin la
época de cultivo (8 a 20 minutos). Luego de un
enjuague en agua destilada estéril, se procede a la
diseccion del material vegetal, removiendo las por-
ciones oxidadas en ambos extremos de la microesta-
ca. Estas son entonces colocadas en agitacién duran-
te 45 minutos, en una solucién de PVP estéril,
preparada de acuerdo al procedimiento descrito por
Gupta et al. (1980). Finalmente, son enjuagadas tres
veces en agua destilada estéril y depositadas sobre el
medio de cultivo.

Medio de cultivo

Durante las tres primeras semanas de cultivo
se utilizé el medio de Murashige y Skoog o MS
(1962), con 30 g/1. de sacarosa. Posteriormente, los
explantes fueron transferidos al medio N45K (Mar-
gara, 1983), en donde se mantuvieron, renovando
cada tres semanas el medio. En cada medio de
cultivo utilizado se estudi6 la influencia de diferen-
tes reguladores de crecimiento: O; 1; 2; 4 y 6 mg/L
de 6-bencilaminopurina (BAP); O; O,5 y 1 mg/L de
4cido indol-butirico (AIB) y O; O,5 y 1 mg/L de
4cido giberélico (AG,).

El pH del medio se ajustd en todos los casos a
5.8. Segiin el tratamiento éste se solidificé con 1,6
g/L de Gelrite o bien se utilizé en forma liquida con
puentes de papel. Todos los ingredientes se agrega-
ron antes del autoclavado. Este se realizé a una
presion de 1,5 kg/cm? a 121°C durante 20 minutos.

Condiciones de cultivo

Los explantes fueron depositados inicialmen-
te en tubos de ensayo de 150 x 18 mm y 150 x 25
mm. Cuando se observé alargamiento del material
vegetal, se transfiri6 a frascos tipo Gerber. La
incubacién de los cultivos se realizé en un cuarto de
crecimiento (3500 lux, 22-26°C; fotoperiodo de 12
horas; 60-80% de humedad relativa). Se estudié la
respuesta de los explantes a través del grado de
oxidacién y contaminaciéon de los cultivos, la
formacion de callo, el crecimiento y la altura de los
tallos formados.
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RESULTADOS

Cultivos a partir de yemas Interaccién de
diferentes reguladores en el medio de cultivo
inicial. Los primeros ensayos se dirigieron a esta-
blecer 1a necesidad de los reguladores BAP y AG,,
mencionados como necesarios por otros autores
(Barcelo-Mufioz y Pliego-Alfaro, 1986; Young,
1984). LaFigura 1 muestra el efecto de diferentes
combinaciones de estos dos reguladores sobre la
sobreviviencia de las yemas. En el medio con sélo
AG, los explantes presentaron una fuerte oxidacién,
mientras que en presencia de BAP un elevado
mimero de yemas permanecieron verdes. En gene-
ral, dosis crecientes de BAP estimularon el creci-
miento y contrarrestaron parcialmente el efecto
oxidativo del AG,. La mejor respuesta se obtuvo al
utilizar 2 mg/L de BAP y en ausencia de AG,. El
Cuadro 1 presenta el efecto de la interaccién de
diferentes concentraciones de BAP y de AIB. En
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Fig. 1. Efecto de diferentes combinaciones de BAP y AG,
sobre la sobrevivencia de yemas axilares de Persea
americana cultivadas in vitro durante cuatro se-

manas.

este experimento ¢l comportamiento de los explan-
tes fue similar en todos los tratamientos, obte-
niéndose un engrosamiento de la yema, la cual
desarroll6 una o dos hojas. En éstas se observaron
deformaciones, fen6meno que fue menor al utilizar-
se en forma combinada 2 mg/L de BAP y O,5 mg/L
de AIB, tratamiento con el cual se obtuvo también un
menor crecimiento de las hojas.

Transferencia a diferentes medios de cul-
tivo. El cultivo prolongado en el medio inicial
provocd, después de dos transferencias, 1a oxidacién
y posterior muerte de las yemas. Con el fin de
obtener un desarrollo satisfactorio de los explantes,
se estudid, después de tres semanas en el medio
inicial, la transferencia de los explantes a diferentes
medios de cultivo. Los resultados se presentan en el
Cuadro 2. En general, cuando las yemas fueron
cultivadas en un medio MS, su desarrollo fue infe-
rior, comparado con el obtenido en el medio N45K.
En éste 1iltimo, el mejor resultado fue obtenido con
2 mg/L de BAP y O,5 mg/L de AIB. Se observé
ademds un menor porcentaje de oxidacién de los
explantes durante varias transferencias sucesivas,
estableciéndose este medio para las transferencias
siguientes.

Influencia de diferentes combinaciones de
reguladores de crecimiento en transferencias su-
cesivas.. Con base en los resultados obtenidos en el
Cuadro 1, se estudi6 el efecto de dosis mayores de

Cuadro 2. Influencia de la transferencia a dos medios de cultivo
diferentes sobre el desarrollo de yemas después de
tres semanas de cultivo.

Medio Tratamiento (mg/L.))  Explantes Crecimiento
de cultivo BAP AIB verdes (%) (mm)
MS 2,0 0,5 252 0,29
MS 1,0 0,5 279 0,44
N, K 2,0 0,5 349 1,02
N.K 1,0 0,5 31,1 0,52

Cuadro 1. Respuesta de desarrollo de yemas cultivadas en un medio MS con diferentes combinaciones de BAP y de AIB.

Tratamiento (mg/L) Longitud Crecimiento Hojas deformes Oxidaci6én
BAP AIB (mm) (mm) (%) (%)
2,0 0,0 4,88 2,12 18,6 20,3
2,0 0,2 4,44 2,16 15,2 10,2
2,0 0,5 3,96 1,19 7.1 14,3
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BAP y de AIB. Experimentos preliminares habian
mostrado un mayor crecimiento al emplearse en
forma conjunta en el medio de cultivo 6,0 mg/L de
BAP y 1,0 mg/L de AIB. Este tratamiento se¢
comparé con ¢l mejor resultado del experimento
anterior, evaluindose ademads el efecto del tiempo de
transferencia y un antioxidante (PVP). El Cuadro 3
muestra los datos obtenidos después de nueve sema-
nas de cultivo. Independientemente del tiempo de
transferencia, niveles bajos de ambos reguladores (2
mg/L de BAP y O,5 mg/L de AIB) favorecieron un
mayor crecimiento. Con este dltimo tratamiento,
asociado a una transferencia semanal, se obtuvo un
aumento de volumen importante de la yema, que
toma la apariencia de una “roseta” (Figura 2a), en un
67% de los explantes. Al desarrollar esta forma, la
yema permanece verde y continda engrosando, evi-
dencia de crecimiento. La ausencia de esta estructu-
ra produjo un cese de crecimiento del explante y
posterior necrosis. El desarrollo en forma de roseta
de la yema fue casi inexistente con dosis altas de
BAP. Fue necesario la presencia de PVP (Cuadro 3)
para obtener un mayor porcentaje de formacién de
rosetas. Con niveles bajos de reguladores, en pre-
senciade PVP y con transferencias a un medio fresco
cada tres semanas, se obtuvo también un buen
niimero de estas rosetas (44 %), por lo que se escogié
este dltimo tratamiento, por presentar mayor facili-
dad en la manipulacién del material vegetal in vitro,
en relaciéon a una transferencia semanal. La
incorporacién de PVP en el medio de cultivo se
mantuvo durante las primeras cuatro transferencias,
ya que posteriormente no se¢ observé la oxidacién de
los explantes.

Formacion de tallo y multiplicacién. En
presenciade 2 mg/L. de BAPy O,5 mg/L de AIB, las
rosetas formadas se alargaron y desarrollaron un
tallo al cabo de 16 a 18 semanas de cultivo (Figura
2b), que continud alargandose rdpidamente (Figura
2c¢). Luego de varias transferencias se observo en
este tallo el desarrollo de las yemas axilares y la
formacién de tallos miiltiples (Figura 2d). Estos se
dividieron y, al ser colocados nuevamente en un
medio fresco, se repiti6é el mismo patrén, las yemas
axilares de los tallos presentes formaron nuevos
tallos.

Respuesta de yemas provenientes de
plantas injertadas y cultivadasbajo invernadero.
Se evaluaron diferentes combinaciones de regulado-
res en un medio MS adicionado con PVP. El
Cuadro 4 resume los resultados obtenidos. El
desarrollo de un tallo a partir de estas yemas fue
similar al de plantas provenientes de campo (Figura
2). La mejor respuesta correspondié al tratamiento
2mg/L. de BAP y O,5 mg/L de AIB. Dosis més altas
indujeron una fuerte oxidacién de los explantes y
promovieron la formacién de callo. El tratamiento
con s6lo BAP (1 mg/L) produjo una menor
elongacién y la formacidn de callo, aunque un cierto
niimero de yemas (14%) permanecié verde.

Cultivo in vitro de microestacas

El uso de cloruro de mercurio al 0,15% produ-
jo, en ensayos preliminares, la oxidacién de los
explantes. La inmersién de las estacas en una
solucién con PVP permiti6é reducir de manera im-
portante la oxidacién de las mismas. Después de

Cuadro 3. Influencia de periodos de cultivo cortos (7 dfas) y largos (21 dias) sobre el crecimiento promedio de yemas de aguacate,
combinados con un antioxidante en el medio y diferentes combinaciones de reguladores. Datos obtenidos después de nueve

semanas*.
Transferencia PVPpP* Tratamiento Oxidacién Crecimiento Formaci6n de
(dias) (mg/L) (%) (mm) rosetas (%)
BAP AIB
7 S 2,0 05 23,5 ' 3,46 67
7 . - 6,0 1,0 71,4 3,06 0
21 - 2,0 0,5 31,8 2,12 23
21 - 6,0 1,0 68,7 : 2,05 6
21 + 2,0 0,5 11,8 2,98 44
21 + 6,0 1,0 15,0 2,55 50
* Resultados expresados en base a 25 explantes por tratamiento.

o Ausencia (-) o presencia (+) en el medio de cultivo.
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Etapas de la regeneracién y mutiplicacién de Persea
americana a partir de yemas axilares. A) Aumentode
volumen y desarrollo de una estructura en "roseta”. B)
Alargamiento de la yema auxilar. C) Formacién de un
tallo e inicio de 1 crecimiento de 1as yemas axilares del
tallo. D) Desarrollo de nuevos tallos e inicio del
proceso de multiplicacién. (¢ = callo; ax = yemas
axilares). En todas las figuras la escala representa 5
mm.

Cuadro 4. Efecto de diferentes combinaciones de reguladores
sobre la respuesta in vitro de yemas provenientes de
drboles injertados y cultivados en invernadero. Re-
sultados obtenidos después de 10 semanas de cultivo.

Tratamiento (mg/L) Explantes verdes Crecimiento
BAP AIB (%) (mm)
1,0 0,0 14,0 291
2,0 0.5 17,0 4,64
6,0 1,0 0,0 3,83

cuatro subcultivos repetidos, los explantes se man-
tuvieron verdes, por 1o que no se considerd necesario
el uso de este antioxidante en el medio de cultivo.

El Cuadro 5 muestra los resultados cuando se
emple6 el medio de cultivo y las combinaciones de
reguladores utilizadas en el desarrollo de yemas.
Después de dos semanas de cultivo se observé la
elongacién de la yema de 1a microestaca (Figura 3a
y b) y se formé un tallo con hojas de limbo abierto
(Figura 3¢). Cuando estos tallos, después de tres a
seis semanas, alcanzaron un tamafio de 2 a 3 cm
fueron a su vez seccionados en pequefias microesta-
cas. Estas, asi como la base del tallo original
(compuesto al menos por una yema axilar) se trans-
firieron a un medio nuevo y desarrollaron a su vez
brotes a partir de las yemas axilares (Figura 3d) . Se
notd una alta formacién de callo blando alrededor de
las microestacas. Al cabo de once semanas se
obtuvo un promedio de 3,5 tallos por cada microes-
taca inicialmente cultivada.

Otras combinaciones de BAP (1; 2y 5 mg/L)
evaluadas (Cuadro 6) no fueron superiores al trata-
miento 2 mg/L de BAP mas O,5 mg/L. de AIB.

Epoca de cultivo

Se determiné la influencia del estado fisio-
16gico de la planta madre sobre el desarrolloin vitro,
colectando material vegetal en diferentes épocas del
afio. El Cuadro 7 resume algunos de los resultados
obtenidos.

En condiciones de campo se observé una alta
respuesta de las yemas cuando el arbol inicié su
crecimiento vegetativo (meses de enero a abril). Al
disminuir el crecimiento (mayo) e iniciarse el
periodo floral (junio a agosto) y durante el desarrollo
del fruto (setiembre a noviembre) se noté una
disminucién importante del crecimiento in vitroy la
ausencia de formacién de tallo. Los explantes pre-
sentaron también un alto grado de oxidacién. Las
microestacas no siguieron este comportamiento y
presentaron una mejor respuesta en el mes de mayo,
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Fig. 3.

Etapas del desarrollo de tallos de Persea americana a partir de microestacas cultivadas in vitro. A) Alargamiento inicial de

la yema axilar. B) Expansién de 1a ldmina foliar . C) Desarrollo de un tallo. D) Decapitacién y regeneracion de brotes laterales.
(c = callo; d = decapitacién). En todas las figuras la escala representa 5 mm.

Cuadro 5. Respuesta obtenida en microestacas provenientes de
plantas injertadas y cultivadas en invernadero la
segunda quincena de agosto.

Tratamiento (mg/L) Explantes  Crecimiento Tasa de
BAP AIB verdes (%) (mm)* multiplicacién
2,0 0,5 73,5 9,6 35

*  obtenido después de cinco semanas de cultivo.

Cuadro 6. Influencia de diferentes combinaciones de regula-
dores sobre la respuesta de microestacas cultivadas en
un medio MS, en el mes de octubre. Datos obtenidos

después dell semanas.

Tratamiento (mg/L) Oxidacion Crecimiento Formacién

BAP AIB (%) (mm) de tallo (%)
1,0 0,0 20,0 1,02 0
2,0 0,0 80,0 0,89 6,7
2,0 05 333 0,82 0
5,0 0,0 100,0 1,02 0

épocaen que la yemano respondié. Sinembargo, no
se obtuvo el desarrollo de un tallo, posiblemente por
la inhibicidn de la yema en dicho periodo.
Larespuesta de plantas cultivadas en inverna-
dero fue diferente cualquiera que fuere el tipo de
material vegetal utilizado. Sin embargo, igual que
con los 4drboles situados en condiciones de campo,
existié una variacién en larespuesta. En julio, época
de crecimiento activo, se observ$ el mayor nimero

de tallos formados, el cual disminuyé progresiva-
mente hasta noviembre, mes en el que se incrementd
nuevamente.

Paralelamente a las fluctuaciones en el creci-
miento vegetativo, se presentaron variaciones en la
contaminacién. En yemas fue principalmente cau-
sada por hongos del género Colletotrichum. El
grado de infeccién dependié de las condiciones
ambientales, y se ha podido controlar modificando
el proceso de desinfecciéon (incremento en la
concentracién y el tiempo de exposicién al agente
desinfectante) del material vegetal en funcién del
clima. En el caso de las microestacas, el principal
problema presentado fue la contaminacién por bac-
terias (no identificadas), de dificil eliminacién tanto
en condiciones de campo como en invernadero. Los
ensayos dirigidos a aumentar las concentraciones de
cloruro de mercurio no han dado resultados
satisfactorios. El uso de hipoclorito de calcio al 9%
no impidié la contaminacién de todas las microesta-
cas.

DISCUSION

Establecimiento de los cultivos

La utilizacién de plantas jévenes injertadas
con yemas provenientes de arboles adultos constitu-
ye una buena estrategia para obtener material para el
cultivo in vitro (Franclet, 1979). Al cultivar estas
plantas en invernadero se puede tener un control mas
riguroso en el aspecto sanitario y nutricional. El
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Cuadro 7. Efecto de la época sobre la respuesta de yemas provenientes de arboles de campo y de invernadero, al utilizar 2,0 mg/L

de BAP y 0,5 mg/L de AIB en el medio de cultivo.

Tipo de explante Procedencia Mes Crecimiento Formacién
(mm)* de tallo
yemas campo enero 3,13 +
marzo 2,13 +
mayo 1,81 -
julio 0,24 -
invernadero marzo 3,21 +
setiembre 4,83 -
microestacas Explantes Formacién de
verdes (%)** tallo***
campo mayo 88,8 0
enero 0,0 0
invernadero julio 100,0 100,0
agosto 78 64,7
octubre 81,8 0,0
noviembre 94,8 37,0
enero 25,0 25,0
* Crecimiento promedio obtenido después de las primeras seis semanas de cultivo
b Resultado después de tres semanas de cultivo.

e skeok

comportamiento similar in vitro de yemas prove-
nientes de campo e invernadero resulté especial-
mente interesante, ya que la mayoria de los estudios
in vitro indican una mayor dificultad en el cultivo de
material vegetal proveniente de 4rboles adultos
(Bonga, 1982; Pliego-Alfaro y Murashige, 1987).
En el caso de las microestacas, el alto porcen-
taje de contaminacién por bacterias ha sido el
principal obstdculo para su establecimiento in vitro.
La manifestacion tardia de la bacteria, su exclusiva
aparicion en aguacate, su presencia en el medio a
partir del corte del explante y su inefectivo control
con ¢l uso de diferentes desinfectantes sugieren,
segin Debergh y Maene (1984), su presencia en
forma endégena en la planta. El uso de Agrimycin,
tanto en pretratamiento en la desinfeccién como en
aspersién a la planta madre varios dias antes de su
establecimiento in vitro, no han logrado tampoco
disminuir la presencia de la bacteria, lo que sustenta
esta posibilidad de su presencia endégena. Pero el
hecho de que en yemas aisladas ello no constituyé un
problema importante, indica que este patégeno debe
situarse principalmente en los intersticios de 1a epi-
dermis de la porcién del tallo, en donde es dificil
eliminarlo sin afectar seriamente el explante. Nue-
vos ensayos se han dirigido a inducir la
manifestacién temprana de la bacteria para asi poder
evaluar otros métodos de control. A diferenciadelas

Resultado obtenido al cabo de cinco semanas de iniciado el experimento.

yemas, €l proceso de desinfeccién causé una fuerte
oxidacion de las estacas. El pretratamiento con PVP
redujo y hasta suprimid este proceso deteriorativo de
las microestacas, por lo cual se establecié su uso en
formarutinaria. Otros ensayos realizados utilizando
el PVP incorporado al medio de cultivo no han dado
resultados satisfactorios, aunque en experimentos
en curso si se han observado resultados positivos en
el desarrollo del tallo.

Efecto de diferentes reguladores en el medio
inicial de cultivo

La inhibicién del desarrollo de las yemas solas
y la promocién de la oxidacién al usar AG, solo oen
combinacién con BAP contrasta con lo obtenido por
Young (1984), quien not6 un estimulo inicial por
parte de este regulador. Es probable que en este caso
influya el estado fisiolégico del explante. La
utilizacién de AG, en la fase de establecimiento in
vitro inhibe generalmente el crecimiento, en particu-
lar del tallo (George y Sherrington, 1984). El BAP,
enuna concentracién de 2 mg/L., permitié el desarro-
llo de la yema. Pero, aplicado como tinico regulador,
favorecié principalmente un engrosamiento del
explante, atribuible a una alta divisién celular de
novo. Dosis inferiores no fueron concluyentes en
cuanto a la respuesta obtenida, mientras que dosis
elevadas (6 mg/L) s6lo permitieron un desarrollo
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limitado del explante (engrosamiento sin formacién
de rosetas). La aplicacién conjunta de BAP y AIB
favorecio el alargamiento del explante. Este mejor
desarrollo, comparado con los otros tratamientos,
puede explicarse por un mejor equilibrio en la
relacién citoquinina-auxina (Skoog y Miller, 1957).
La presencia de auxinas en el medio de cultivo
estimulé el alargamiento de las células formadas, el
desarrollo de hojas de menor tamafio (Evans, 1984),
asi como la formacién de rosetas, que originan
posteriormente un tallo.

Los resultados en cuanto a la formacién de
tallos a partir de microestacas son similares a los
obtenidos con yemas aisladas, excepto en la
formacién de rosetas. Este factor probablemente sea
debido a la influencia de la porcién de tallo sobre el
desarrollo de l1a yema en la microestaca, como ha
sido observado por otros autores (Febvre, 1981). El
mejor resultado obtenido coincidié con el tratamien-
to utilizado para cultivar yemas individuales (2 mg/
L de BAPy O,5 mg/L de AIB). Otras concentracio-
nes de BAP (1; 2 y 5 mg/L) no dieron respuesta en
cuanto a formacidn de tallo, debido posiblemente a
1a época de recoleccién del material. Schall (1987)
al utilizar microestacas provenientes del cultivar
‘Fuerte’ obtuvo formacién de tallo con concentra-
ciones de 1 a 2 mg/L. de BAP para yemas en estado
de reposo y con niveles de 5 a 10 mg/L en el caso de
material en crecimiento. Sin embargo, estos dos
1iltimos tratamientos, no dieron, en las condiciones
de este experimento, respuesta de crecimiento de las
yemas, lo que indica posibles diferencias
fisiologicas del material vegetal empleado, aunque
se origine de la misma variedad.

Es importante sefialar que no se ha obtenido
respuesta en la formacidn de tallo a partir de micro-
estacas de campo. El uso de plantas injertadas
permite entonces el rejuvenecimiento del material,
haciendo posible su regeneracién in vitro y eviden-
cia modificaciones importantes en la fisiologia de la
planta original (Pliego-Alfaro y Murashige, 1987).

Desarrollo del explante y multiplicacién
Laevolucién de 1a yema hacia la formacién de
una roseta es importante. Es s6lo posterior a la
aparicién de ésta que se observa un alargamiento del
explante, el cual origina, varias semanas después, un
tallo. Por su morfologia, este tallo se asemeja al
obtenido de una semilla sexual (Ferrer, 1980), lo
que indica un proceso de rejuvenecimiento, Estimu-
lados por la presencia de BAP (Margara, 1983), las
yemas axilares de estos tallos se desarrollan. Eneste
momento, €l meristema apical cesa su crecimiento.

Al estimular el desarrollo de las yemas axilares, el
BAP se opone a ladominancia apical (Crabbé, 1987)
y permite la formacién de nuevos tallos, que se
pueden separar e iniciar entonces el proceso de
multiplicacién. Este proceso es comin a muchas
especies (Quoirin et al., 1978).

La permanencia de estas nuevos ejes adheri-
dos al tallo principal tendieron a inhibir el creci-
miento de éste, llegando inclusive a necrosarse. Es
probable que los niveles de BAP utilizados favore-
cieron la proliferacién de yemas pero en detrimento
del crecimiento de las mismas (Leopold y Noodén,
1984), por lo que sera necesario disminuir en forma
gradual el nivel de citoquininas antes de transferir
los tallos a la fase de enraizamiento.

El desarrollo de un tallo a partir de 1a yema de
la microestaca fue similar al obtenido cultivando
yemas aisladas. Sin embargo, existen tres diferen-
cias importantes: en primer lugar, el tiempo de
respuesta de formacion de tallo en las microestacas
fue de dos a tres semanas, mientras que el de las
yemas aisladas fue de 16 a 18 semanas. En segundo
lugar, las microestacas respondieron de manera mas
uniforme que las yemas, lo cual sefiala la
importancia de la participacién de la porcién de tallo
de las microestacas y sugiere que en el cultivo de
yemas aisladas se evidencia mucho mds el gradiente
morfogenético que se presenta a lo largo del eje de la
planta (Crabbé, 1987). Por iltimo, mientras que el
tallo desarrollado a partir de una yema aislada se
parece en su morfologia a aquel tallo proveniente de
una semilla sexual (Ferrer, 1980), el de 1a microes-
taca presenta hojas muy desarrolladas de 14mina
totalmente expandida (Figuras 3b y c). Esto sugiere
que, separada del tallo, una yema individual queda
libre de las correlaciones que tenia con éste y por lo
tanto puede iniciar un proceso morfogenético dife-
rente, modulado en parte por su capacidad interna y
por el medio de cultivo.

Efecto del subcultivo de los explantes

De los diferentes medios evaluados al transfe-
rir los explantes a un medio fresco, se noté una
menor oxidacién y un mayor desarrollo de los
explantes en el medio N45K, probablemente debido
a su bajo contenido de amonio. Este compuesto
resulta téxico para muchas especies arbdreas cuando
se encuentra en altas cantidades en el medio (Marga-
ra, 1983; Beauchesne, 1981). La transferencia al
mismo medio inicial (medio MS) produce una alta
oxidacion y posterior necrosis de los explantes, lo
que evidencia la influencia de la concentracién de
sales minerales sobre el desarrollo del explante.
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Daguin (1984) observé que, en presencia de altos
niveles de sales en el medio y particularmente de
amonio, plantas de Salix babylonica presentaron
una menor formacién de haces vasculares, un au-
mento importante del tamario de las células y una
menor rigidez de las paredes. Estos cambios se
atribuyen a una desviacién del metabolismo hacia el
ciclo de Krebs y a la formacién de compuestos
nitrogenados en detrimento de la via de las pentosas
y de la formacién de lignina. Finalmente, si estas
alteraciones persisten se produce el desarrollo anor-
mal de la planta y su muerte.

La disminucién de la concentracién de BAP 'y
AIB en los tres primeros subcultivos no favorecié el
desarrollo de la yema, por lo que se deben mantener
los niveles inicialmente utilizados. Sin embargo, es
necesario estudiar su efecto a largo plazo, ya que la
necrosis del dpice del tallo principal durante la fase
de multiplicacién evidencia necesidades posteriores
del cultivo.

La influencia del tiempo entre dos transferen-
cias es igualmente critico (Cuadro 3). En concentra-
ciones altas de BAP, transferencias semanales ya los
21 dias limitaron la formacién de rosetas, hecho
que se puede atribuir a un efecto inhibitorio del regu-
lador. Este efecto se acentud en la transferencia
semanal y disminuy6 cuanto mas se prolongé el
intervalo de subcultivo. En el caso de una transfe-
rencia a los 21 dias es posible que se favorezca la
absorcién y metabolizacién de BAP por el explante
(Laloue et al., 1981), lo cual permite su desarrollo
posterior. Se ha observado un efecto remanente en
la aplicacidn de citoquininas, el cual puede persistir
en el subcultivo siguiente (Gawer, 1976), por lo que
periodos prolongados entre dos transferencias evi-
tan un posible efecto acumulativo con el empleo de
altas concentraciones.

La incorporacién de PVP en pretratamiento o
al medio de cultivo contrarresté este efecto y dismi-
nuy66 la oxidacién de los explantes (Cuadro 3). Esta
sustancia absorbe los polifenoles a través de un
enlace de hidrégeno e inhibe asi la polifenol oxidasa,
evitando la necrosis y posterior muerte del explante
(Compton y Preece, 1986). A su vez, los antioxidan-
tes absorben otras sustancias del medio de cuitivo,
en particular los reguladores de crecimiento. Esto
sugiere también una liberacién paulatina, en
particular del BAP, favoreciendo igualmente el
desarrollo de roseta con niveles de 6 mg/LL de BAP.
Audn asi, el efecto positivo del uso de
concentraciones mas bajas de reguladores (2 mg/L
de BAP y O,5 mg/L de AIB) se demostré en una
mayor formacién de rosetas, independientemente

del tiempo de transferencia. Sin embargo, el hecho
que en la transferencia semanal (sin PVP) se obtuvo
un mayor mimero de rosetas, comparado con los
resultados obtenidos con los explantes transferidos
cada tres semanas, permite suponer que el uso de
niveles bajos es limitante en transferencias
realizadas a los 21 dias, debido ya sea a una
metabolizacién elevada de los reguladores o bien a
una degradacién en el medio (Laloue et al., 1981),
El uso de PVP tanto en concentraciones altas como
bajas de BAP, al contrarrestar la oxidacién y
mantener un suministro continuo de reguladores,
resulta entonces positivo.

En la fase de multiplicacién, la oxidacién pro-
gresiva de los explantes después de tres subcultivos
y finalmente su muerte, como fue también
observado en yemas, constituy6 el factor limitante.
Pliego-Alfaro y Murashige (1987) sefialan
problemas similares, ademds de una abscisién de las
hojas previo a la necrosis. Por ello, se iniciaron
experimentos tendientes a disminuir progre-
sivamente la concentracién de citoquininas en el
medio. Los resultados obtenidos, aunque parciales,
sefialan un efecto favorable sobre los explantes, pero
el proceso oxidativo permanece. A pesar de ello,
algunos explantes provenientes de microestacas se
han logrado conservar en cultivo en fase de
multiplicaciébn por un periodo de 262 dias,
llegdndose a obtener 20 tallos de un explante por
subdivisién del mismo.

Respuesta del material segin
la época de recoleccién A

La variacién observada se originé de las con-
diciones internas del explante y de la fenologia del
drbol.  Existe, dependiendo de la época de
recoleccion a partir del material madre, una poten-
cialidad diferencial de un material vegetal en su res-
puesta de crecimiento. Esto implica la necesidad de
niveles diferentes de reguladores segtin el estado
fisiolégico del vegetal para que éste pueda crecer
(Crabbé, 1987).

Loanterior seaplicabienalarespuestain vitro
del aguacate a partir de diferentes tipos de explantes
(Cuadro7) y explicaria la falta de crecimiento obser-
vado en ciertas épocas. Al estar las plantas a una
menor elevacién y mayor temperatura, el crecimien-
to ocurrié en épocas diferentes. Es asi que la
floracién tuvo lugar en los meses de enero a febrero.
Esto sugiere la necesidad de determinar los diferen-
tes requerimientos, en particular de reguladores, en
funcién del momento de iniciar el cultivo aséptico;
0, por el contrario, de establecer materialin vitro del
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aguacate s6lo en ciertos periodos, en los que se haya
observado una respuesta positiva al tratamiento
empleado.

RESUMEN

Se estudi6 la regeneracién y multiplicaciénin
vitro de Persea americanacv. ‘Fuerte’ por medio de
yemas axilares o de microestacas. Se determin el
efecto de diferentes concentraciones de reguladores
(BAP, AIB, AG,) y dos combinaciones de sales
minerales, MS y N45K, sobre la respuesta de los
explantes. El mejor crecimiento y la formacién de
tallo se obtuvieronal utilizar 2,0 mg/L de BAPyO,5
mg/L de AIB, tanto a partir de yemas como de
microestacas. El medio N45K produjo una menor
oxidacién de los explantes y favoreci6 su desarrollo.
Los tallos obtenidos se subcultivaron formando
nuevos tallos a partir de yemas axilares. Estos
fueron seccionados y cultivados separadamente. Se
observaron diferencias en la respuesta segin la
época de recoleccién del material. Ademds, depen-
diendo del tipo de explante, se presentaron diferen-
cias morfoldgicas en los tallos regenerados. El uso
de antioxidantes (PVP) mejoré la respuesta en los
subcultivos sucesivos. Las microestacas presenta-
ron una mayor dificultad para la eliminacién de
patégenos. Se discute el efecto del uso de antioxi-
dantes en el medio y las diferencias observadas en la
respuesta de los explantes utilizados.
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