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RESUMEN

Cultivos embriogénicos fueron inducidos a partir del nucelo de tres cultivares de aguacate en un medio
de cultivo compuesto por las sales mayores B5 suplementado con las sales menores de Murashige y
Skoog (MS), 0.41 ? M de picloram y (en mg L -1) tiamina HCl (0.4), myo-inositol (100), sacarosa (30.000)
y TC-agar (8.000).  Los tejidos fueron transferidos a medio de mantenimiento de MS con 0.41 ? M de
picloram y (en mg L -1) tiamina HCl (0.4), myo-inositol (100), sacarosa (45.000) y TC-agar (8.000).  La
proliferación en medio líquido ocurrió en una modificación de MS con 15 mM NH 4NO3 y 30 mM KNO 3
y 0.41 ? M de picloram y (en mg L -1) tiamina HCl (0.4), myo-inositol (100) y sacarosa (45.000).  Los
embriones somáticos desarrollaron en MS suplementado con (en mg L -1) sacarosa (30.000), myo inositol
(100) y Gel Gro (6.000), y las plantas fueron recuperadas a partir de estos en MS3:1N suplementado con
1.0 ? M de benzyladenina y 10 ? M de ácido giberélico.  Los resultados del estudio mostraron que no
hubo diferencias estadísticamente (pr>0.05) significativas entre los cultivares con relación a los
porcentajes de inducción y diferentes estructuras embriogénicas producidas en medio de mantenimiento;
sin embargo, si hubo diferencias significativas (pr<0.001) con relación al número total de embriones
somáticos desarrollados.  Solo el cultivar ‘Vero Beach’SE2 desarrolló plantas a partir de los embriones
somáticos, indicando que es posible recuperar clones de aguacate mediante el cultivo de tejidos nucelares
en una técnica que puede utilizarse como una forma alternativa de conservación de germoplasma.

Palabras Claves:  Nucelo, tejido embriogénico, MPEs, embriones somáticos.

ABSTRACT

Embryogenic cultures were induced from the nucelli of three avocado cultivars on B5 medium
supplemented with MS minor salts, 0.41 ? M picloram and (in mg L -1) thiamina HCl (0.4), myo-inositol
(100), sucrose (30.000) and TC-agar (8.000).  The tissues were maintained on MS medium supplemented
with 0.41 ? M picloram and (in mg L -1) thiamina HCl (0.4), myo-inositol (100), sucrose (45.000) and TC-
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agar (8.000).  The suspension cultures were inoculated in a modification of MS with 15 mM NH 4NO3
and 30 mM KNO 3 supplemented with 0.41 ? M picloram and (in mg L -1) thiamina HCl (0.4), myo-inositol
(100) and sucrose (45.000).  The somatic embryos developed on MS supplemented with (in mg L-1)
sucrose (30.000), myo inositol (100) and Gel Gro (6.000), and plants were recovered from developed
somatic embryos on MS3:1N supplemented with 1.0 ? M benzyladenine y 10 ? M de gibberelic acid.
The statistical analyses showed that there were no significant differences ( pr>0.05) among the cultivars
with respect to frequencies of induction and number of PEMs, HHE and Total SEs; however, there were
significant differences ( pr<0.001) with respect to the number of somatic embryos developed.  Only the
cultivar ‘Vero Beach’SE2 recovered plant from the developed somatic embryos indicating the possibility
of rescue avocado clones from nucellar tissue.

Key Word :  Nucellus, embryogenic tissue, PEMs, somatic embryo.

estos estudios, los explantes utilizados para
la inducción del material embriogénico han
consistido de embriones zigóticos inmaduros,
los cuales no garantizan la conservación de
las características genotípicas ni mucho
menos el fenotipo en las plantas recuperadas.
Con el fin de superar esta limitante y tratar
de mantener al máximo la fidelidad genética,
en el presente estudio se evaluó la capacidad
de recuperación de plantas mediante el uso
de la  embr iogénes is  somát ica  en t res
cultivares de aguacate utilizando tejido
somático de origen nucelar como explante
inicial.

MATERIALES Y METODOS

Inducción de cultivos embriogénicos
Frutos <0.5 cm de diámetro fueron tomados
de los cultivares ‘Vero Beach’ SE2, ‘Vero
Beach’ 1 y ‘Yama’ 381 plantados en el
Repositorio Nacional de Germoplasma de
Aguacate en Miami, FL.  Los frutos fueron
lavados  duran te  1  hora  con agua  a
tempera tura  ambiente ,  es te r i l izados
superficialmente en una solución al 1.25%
(v/v) de hipoclorito de sodio con 5 gotas de
Tween 20® por 15 minutos y enjuagados con
t re s  cambios  de  agua  e s te r i l i zada .
Posteriormente, los frutos fueron bisectados
dentro de una cámara de flujo laminar, el
embrión zigótico y el endospermo fueron
removidos y descartados, y los integumentos

INTRODUCCIÓN

El aguacate ( Persea americana  Mill.) es una
especie frutal originaria de Centro América
donde ha sido cultivada desde la antiguedad
(Popenoe, 1920; Purseglove, 1968).  Debido
a su valor nutricional (Colquhoun, 1990), su
uso como materia prima para diversos
productos y su producción mundial (>2
millones de Ton año -1 (Knight, 2002), el
aguacate es considerado uno de los cultivos
frutales mas importantes del mundo.  De
acuerdo con FAOSTAT (2002), Colombia
aparece como el tercer productor mundial de
aguacate con una producción de 205,000
Ton de fruta fresca por año, las mismas
estadísticas mencionan a Chile como el de
mayor crecimiento en ha entre 1998 y 2002.

El desarrollo de métodos y procedimientos de
cultivo in vitro  de aguacate ha comprendido
aspectos como el cultivo de células a partir
de tej idos del fruto (Desjardins,  1958;
Schroeder, 1961), cultivo de protoplastos
(Blickel et al., 1986), cultivo de meristemos
(Schroeder, 1980), microinjertación (Pliego-
Alfaro et al., 1987) y transformación genética
(Cruz-Hernández et al., 1998) entre otros.  El
primer reporte de producción de plantas de
aguacate a través de la producción de
embriones somáticos fué obra de Pliego-
Alfaro (1981), seguido por Mooney y Van
Staden (1987)  y  mas  rec ien temente
Witjaksono y Litz (1999b).  Sin embargo, en
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con el nucelo adherido fueron inoculados en
medio para inducción de cul t ivos
embr iogén icos  de  aguaca te  (MIA)
(Witjaksono y Litz, 1999a).  El MIA consistió
de las sales mayores B5 (Gamborg et al.,
1968) y fué suplementado con las sales
menores  de  Murash ige  y  Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962), 0.41 ? M de
picloram y (en mg L -1) tiamina HCl (0.4), myo-
inositol (100), sacarosa (30.000) y TC-agar
(8,000) (Carolina Biological Supply).  El
medio de cultivo fué esterilizado en un
autoclave y distribuido en alicotas de 10 ml
en platos de Petri® plásticos (60 x 15 mm).
Cuatro explantes, 1 mitad de nucelo cada
uno, fueron inoculados en cada plato, estos
fueron sellados con Parafilm® y almacenados
en cajas plásticas en la oscuridad a una
temperatura de 25°C durante 4 a 6 semanas.
El total de explantes inoculados fue el
siguiente: 464 de ‘Vero Beach’ SE2, 80 de
‘Vero Beach’ 1 y 328 de ‘Yama’ 381.  El
número de cultivos embriogénicos inducidos
fué registrado y los porcentages de inducción
fueron calculados 6 semanas después de la
inoculación.

Manten imiento  de  cu l t ivos
embriogénicos
Los cultivos embriogénicos que desarrollaron
en el MIA, fueron transferidos a medio de
mantenimiento semi sólido de acuerdo con
los protocolos de Wijaksono y Litz (1999a)
donde prol i feraron.   E l  medio de
mantenimiento consistió de las sales mayores
y menores de MS suplementado con 0.41 ?M
de picloram y (en mg L -1) tiamina HCl (0.4),
myo-inositol (100), sacarosa (45.000) y TC-
agar (8.000).  El medio fué esterilizado y
distribuido similármente a lo indicado para
MIA.

Cuatro semanas después del establecimiento
en medio semi sólido, el número de masas
proembriogénicas (MPEs), proembriones,
embriones hiperhídricos (EHH) y embriones
somáticos totales  fueron regis t rados y

analizados con ANOVA usando el siguiente
modelo estadístico:Y i = ?  + a i + e i; donde Y i
corresponde al  número de te j idos
embriogénicos (MPEs, proembryos, o ESs), i
= cultivar, e i = error experimental.  Las
transferencias periódicas de los cultivos a un
medio fresco de la misma composición se
hicieron mensualmente.

Después de tres subcultivos en el medio semi
sólido de mantenimiento, los tejidos fueron
establecidos en suspensión ut i l izando
aproximadamente  200 mg de te j ido e
inoculándolos en medio líquido MS:31N
(Witjaksono et al., 1999a).  MS3:1N consistió
de una modificación de MS que contiene 15
mM NH4NO3 y 30 mM KNO3 y suplementado
con 0.41 ?M de picloram y (en mg L -1) tiamina
HCl (0.4), myo-inositol (100) y sacarosa
(45.000) .   E l  medio fue es ter i l izado,
distr ibuido en cantidades de 40 ml en
erlenmeyers de 125 ml, cubiertos con papel
aluminio y sellados con Parafilm.  Los
cultivos fueron colocados en un agitador
horizontal a 120 rpm, en un ambiente
semioscuro a 25°C y fueron subcultivados a
medio fresco cada dos semanas.

Desarrollo de embriones somáticos
Los tejidos cultivados en medio líquido
fueron filtrados a través de un tamiz esteril
de 1.8 mm de diámetro y los tejidos más
pequeños colectados e inoculados en medio
de desarrollo de embriones somáticos (MDES)
(Witjaksono y Litz, 1999b).  El MDES consitió
de MS suplementado con (en mg L 1) sacarosa
(30.000), myo inositol (100) y Gel Gro®
(6.000) (Carolina Biological Supply).  El
medio fué esterilizado en un autoclave y
distribuido en porciones de 20 ml en platos
de Petri (100 x 20 mm).  Los tejidos fueron
dis t r ibuidos uni formemente sobre la
superficie del medio, los platos fueron
sellados con Parafilm y posteriormente
almacenados en la oscuridad a 25°C.  Para
cada cultivar, un total de 50 platos de Petri
fueron independientemente inoculados con
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te j idos  embr iogénicos  cons i s tentes
mayoritariamente de MPEs.  El número de
embriones somáticos fué registrado 3-4 meses
despues de la inoculación y los datos
analizados con ANOVA.

Recuperación de plantas
Los embriones somáticos con un diámetro
>0.5 cm fueron inoculados en medio de
germinación de embriones somáticos (MGES)
desarrollado por Witjaksono y Litz (1999b).
El MGES consisitió de MS3:1N suplementado
con 1.0 ? M benzyladenina (BA) y 10 ? M de
ácido giberélico (GA 3) y fué distribuido como
se indicó para el MDES.  Un total de 7
embr iones  somát icos  opacos  fueron
inoculados en cada plato de cultivo, los
platos fueron sellados con Nescofilm® y
almacenados en cajas plásticas translúcidas
con una intensidad lumínica de 40 ? mol m -2

s -2 a una temperatura de 25°C.  El número de
embriones somát icos  que formaron
meristemos apicales, raices o ambos órganos
fué registrado aproximadamente 3-4 meses
despúes de la inoculación en MGES.  Los
embriones somáticos que desarrollaron
mer i s temos  ap ica les  en  MGES fueron
transferidos individualmente a frascos de
vidrio conteniendo 20 ml de medio básico
de MS suplementado con (en mg L -1) sacarosa
(30.000), myo-inositol (100) y Gel Gro
(2.000).  Los recipentes fueron cubiertos con
tapas plásticas Nalgene®, sellados con
Nescofilm y almacenados a las condiciones
mencionadas anteriormente.  El número final
de plantas recuperadas fué registrado para
cada cultivar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Inducción de cultivos embriogénicos
Los cultivos embriogénicos fueron inducidos
entre la 2ª y 4ª semana despúes de la
inoculación en MIA.  Los tejidos se originaron
a partir de la zona interior del explante en el
área en contacto con el medio de cultivo

(Figura 1a).  En el proceso de inducción no
se observó la formación de callo y los
porcentajes de inducción fueron de 2.5%
‘Vero Beach’ SE2, 6.25% para ‘Yama’ 381 y
6.25% para ‘Vero Beach’ 1.  Debido al bajo
porcentaje de inducción observado en cada
uno de los cultivares en estudio no fué
posible establecer ninguna correlación
estadística para esta variable.

La recuperación de plantas a través de la
producción de embriones somáticos a partir
de tejidos nucelares ha sido previamente
reportada en especies frutales como cítricos
(Weathers  y  Calavan,  1959) ,  Car i ca
pentágona  (Vega de Roja y Kitto, 1991) y
Maguifera indica (Litz, 1984).  El cultivo in
vitro de tejidos nucelares y la posterior
recuperación de plantas ha sido utilizado
para obtener clones sanos a partir de plantas
infectadas con diferentes agentes infecciosos
como virus y viroides en plantas cítricas
(Bi t ters  e t  a l . ,  1972) .   En la  presente
investigación, se reporta la inducción y
mantenimiento de cultivos embriogénicos, el
desarrollo de embriones somáticos y la
posterior recuperación de plantas a partir de
tejidos nucelares cultivados en condiciones
in vitro.

La inducción de cultivos embriogénicos se
puede dar a través de dos formas diferentes:
con la  formación in termedia  de un
crecimiento calloso (Inducción Dirigida), o
directamente a partir de células presentes en
el explante sin una capa intermedia de callo
(Inducción Permisiva) (Ammirato, 1987).  En
la presente invest igación,  los  cul t ivos
embriogénicos fueron inducidos
directamente de células del explante sin la
formación de un tejido de callo en una
inducción de tipo permisivo, indicando que
algunas células presente en el explante
contenían potencial embriogénico, el cual
fué expresado una vez estas fueron colocadas
en el medio inductivo (Ammirato, 1987; Litz
y Gray, 1995).  Al comparar las frecuencias
de inducción de los explantes nucelares
utilizados en el presente trabajo con aquellas
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obtenidas a partir de explantes consistentes
de embriones zigóticos de otros trabajos
(Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Mooney y
Van Staden, 1987; Witjaksono y Litz, 1999a)
se observa que el tejido nucelar puede tener
una menor capacidad para producir tejidos
embriogénicos que los embriones zigóticos
inmaduros; sin embargo esta desventaja se
ve compensada con la posibilidad de obtener
clones, lo cual es imposible cuando se
utilizan embriones sexuales.

Manten imiento  de  cu l t ivos
embriogénicos
La tabla 1 muestra el número promedio y los
errores estándares de los diferentes tipos de
estructuras embriogénicas que proliferaron
en medio de mantenimiento semisólido.  Los
resu l tados  de l  aná l i s i s  de  var ianza

demost raron que no hubo di fe rencias
estadísticamente significativas (p>0.05) entre
los cultivares con respecto a el número de
masas  proembr iogénicas  (MPEs ) ,
proembriones, y número total de somáticos.
Aunque la mayoría de los tejidos consistentes
de embriones somáticos degeneraron y
murieron, algunos crecieron y proliferaron en
forma de MPEs, mientras que los inducidos
como MPEs y proembriones mantuvieron su
morfología  durante  la  mul t ip l icación.
Después de tres subcultivos, los tejidos
mul t ip l icados es taban compuestos
mayoritariamente de MPEs (Figura 1b).  Los
cultivos proliferaron en medio líquido y
mantuvieron la morfología predominante de
MPEs.  Al final del período de multiplicación
(aproximadamente 4 meses después de la
inoculación en medio líquido), las MPEs
decrecieron un poco en tamaño pero
conservaron su capacidad de proliferación.

Cultivos Embriogenicos
Cultivar  MPEs1 Proembriones E S 2 Totales
‘Vero Beach’ 1 1.000      1.800     5.40

(0.632)     (0.800)    (1.720)

‘Vero Beach’ SE2  0.818      1.181    5.181
(0.352)     (0.463)    (1.110)

‘Yama’ 381  1.00       2.142    6.642
(0.314)      (0.543)    (1.462)

Tabla 1.   Promedio y errores standares (en paréntesis) de diferentes tipos de cultivos embriogénicos en
medio de mantenimiento.

1Masas proembriogénicas
2Embiones somáticos
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del cultivo.  Con relación a este punto se
sugiere realizar estudios mas detallados, ya
que a pesar de haber observado que al
momento de la inducción varios cultivos
desar ro l la ron en forma de embr iones
somáticos (Datos no mostrados), después de
varios subcultivos en medio líquido la gran
mayoría de estos estaban conformados por
MPEs ,  ind icando una var iac ión de  la
morfología presentada al momento de la
inducción, lo cual no está completamente de
acuerdo con lo afirmado en el trabajo en
mención.

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN TRES CULTIVARES DE AGUACATE . . .

Los  cu l t ivos  embr iogénicos  t ienen la
capac idad de  desar ro l la r  d i fe ren tes
morfologías y estructuras en diversos grados
de  desar ro l lo  de  manera  s imul tánea
(Cristianson, 1987); esta particularidad fué
observada en el  presente trabajo.  Sin
embargo, las observaciones realizadas
difieren de los resultados presentados por
Witjaksono y Litz (1999a), quienes afirman
que la  morfología (MPEs o embriones
somáticos) observadas durante la inducción
son cont ro ladas  genot íp icamente
manteniéndose esta durante todo el período

a b

c

Figura 1.  a: Inducción de cultivos embriogénicos, b: multiplicación de cultivos embriogénicos
en medio semi sólido, c: embriones somáticos; d: planta recuperada.

d
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Desarrollo de embriones somáticos
La figura 2 muestra el promedio y los errores
estandares del número promedio de embriones
somáticos desarrollados en cada plato por cada
uno de los cultivares.  Los resultados del análisis
de estadístico (pr<0.001) muestran que el
cultivar ‘Vero Beach’ SE2 desarrolló un número
total mayor de embriones somáticos (~750) con
un promedio de 15 embriones somáticos por
cada plato inoculado.  EL cultivar ‘Vero Beach’
1 produjo el segundo mayor número de
embriones somáticos (~140) con un promedio
aproximado de 2.7 embriones por cada plato
inoculado mientras que el cultivar ‘Yama’ 381
no desarrolló embriones.  En estudios previos
la capacidad de desarrollar embriones

Figura 2.   Promedio del número de embriones somáticos por plato de
Petri desarrollado por cada cultivar sus respectivos errores estandares.

somáticos en condiciones in vitro ha sido
sugerida como el resultado de una característica
controlada genotípicamente (Witjaksono y Litz,
1999b).  Los resultados obtenidos en el presente
soportan esto, ya que se observa una marcada
diferencia entre los cultivares en estudio con
relación a la formación de embriones somáticos.
Esto puede significar que para aquellos
cultivares que son recalcitrantes a la formación
de embriones somáticos se deben ensayar
nuevas estrategias para inducir la formación de
estas estructuras y en caso de insistir en la
producción masiva de plantas es preferible
aplicar formas alternativas de micropropagación
tales como el cultivo de yemas apicales y
laterales o microinjertos.

TEMAS AGRARIOS  -  Vol. 9:(2), Julio - Diciembre 2004 (32 - 41)

Recuperación de plantas
Solo los embriones somáticos del cultivar
‘Vero Beach’ SE2 mostraron desarrollo de
órganos tales como apices caulinares, raices
o ambos (Figura 1e).  De un total de 520
embriones somáticos opacos transferidos a
medio de germinación 6 desarrollaron sólo
meristemos apicales, 6 formaron sólo raices
y 4 formaron ambos órganos.  Unicamente

aquel los  embr iones  somát icos  que
desarrollaron meristemos apicales y raices en
la misma estructura tuvieron la capacidad de
convertirse en plantas, lo cual representa
menos  de  un 1% de convers ión.  La
conversión de embriones somáticos en
plantas es una de las mayores limitantes que
posee el proceso de micropropagación a
través de la embriogénesis somática (Gray,
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1996).  Los resultados del presente trabajo
sugieren que aunque a partir de tejidos
nucelares es viable la producción de tejidos
embriogénicos y la recuperación de plantas
a  par t i r  de  embr iones  somát icos
desarrollados, se deben hacer esfuerzos
considerables para alcanzar niveles de
producción de plantas cercanos a aquellos
obtenidos por semillas sexuales u otros
métodos de micropropagación.  No obstante,
con relación a esta limitante, ya se están
aplicando técnicas que pueden ayudar a
incrementar el número de plantas originadas
median te  embr iogénes i s  somát ica .
Ut i l izando una a tmós fera  cont ro lada,
Witjaksono et al. (1999) reportó que al usar
un ambiente con un contenido incrementado
de CO2 se pueden obtener tasas mayores de
multiplicación de ápices caulinares.  En otro
estudio tratando de incrementar el número
de plantas obtenidas a partir de embriones
somáticos, Raharjo y Litz (2003) usaron
microinjertación de ápices desarrollados en
embr iones  somát icos  sobre  p lantas
germinadas en condiciones ex vitro , logrando
de esta manera aumentar considerablemente
e l  número de  indiv iduos  l levados  a
condiciones de casa malla.

CONCLUSION

La producción de plantas mediante la
embriogénesis somática a partir de explantes
nucelares se adiciona a la lista de avances
biotecnológicos logrados en la planta de
aguacate y que incluyen la transformación
genética (Cruz-Hernández et al., 1998),
inducción de variabil idad mediante la
apl icac ión de  agentes  mutagénicos
(Witjaksono y Litz, 2004), conservación de
germoplasma (Efendi et al., 2002) y estudio
de patógenos asociados con la especie
(Suárez et al., 2004a, b).  Los resultados aquí
obtenidos demuestran que si es posible
recuperar plantas a partir de tejido nucelar
para producir  clones;  s in embargo, se
recomienda continuar los esfuerzos para
aumenta r  la  e f ic ienc ia  de l  p roceso
principálmente en la fase de conversión de
embriones somáticos en plantas, aunque los
nuevos  repor tes  de  uso  de  técnicas
complementarias como los microinjertos o la
mul t i l i cac ión  de  áp ices  cau l ina res
producidos por  embriones somáticos
vislumbran una solución cercana a esta
limitante.
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