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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 picloramy (en mg L) tiamina HCI (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) tiamina HCI (0.4), myo-inositol (100), sacarosa (45.000) y TC-agar (8.000). La
proliferacién en medio liquido ocurrié en una modificacion de MS con 15 mM NH,NO,y 30 mM KNO,
y 0.41 ?M de picloram y (en mg L) tiamina HCI (0.4), myo-inositol (100) y sacarosa (45.000). Los
embriones somaticos desarrollaron en MS suplementado con (en mg L -!) 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 benzyladeninay 10 ?M de &cido giberélico. Los resultados del estudio mostraron que no
hubo diferencias estadisticamente (pr>0.05) significativas entre los cultivares con relacién a los
porcentajes de induccién y diferentes estructuras embriogénicas producidas en medio de mantenimiento;
sin embargo, si hubo diferencias significativas (pr<0.001) con relacién al namero total de embriones
somaticos desarrollados. Solo el cultivar ‘Vero Beach’SE2 desarrolld plantas a partir de los embriones
somaticos, 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 conservacion de germoplasma.

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

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-%) thiamina HCI (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 %) thiamina HCI (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 ,NO,
and 30 mM KNO,supplemented with 0.41 ?M picloram and (in mg L) thiamina HCI (0.4), myo-inositol
(100) and sucrose (45.000). The somatic embryos developed on MS supplemented with (in mg L?)
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.

INTRODUCCION estos estudios, los explantes utilizados para

la induccién del material embriogénico han
El aguacate (Persea americana Mill.) es una consistido de embriones zigoticos inmaduros,
especie frutal originaria de Centro América los cuales no garantizan la conservacién de
donde ha sido cultivada desde la antiguedad las caracteristicas genotipicas ni mucho
(Popenoe, 1920; Purseglove, 1968). Debido menos el fenotipo en las plantas recuperadas.
a su valor nutricional (Colquhoun, 1990), su Con el fin de superar esta limitante y tratar
uso como materia prima para diversos de mantener al maximo la fidelidad genética,
productos y su producciéon mundial (>2 en el presente estudio se evalué la capacidad
millones de Ton afio® (Knight, 2002), el de recuperacién de plantas mediante el uso
aguacate es considerado uno de los cultivos de la embriogénesis somatica en tres
frutales mas importantes del mundo. De cultivares de aguacate utilizando tejido
acuerdo con FAOSTAT (2002), Colombia somatico de origen nucelar como explante
aparece como el tercer productor mundial de inicial.

aguacate con una produccion de 205,000
Ton de fruta fresca por afo, las mismas
estadisticas mencionan a Chile como el de MATERIALES Y METODOS

mayor crecimiento en ha entre 1998 y 2002.
Induccion de cultivos embriogénicos

El desarrollo de métodos y procedimientos de Frutos <0.5 cm de diametro fueron tomados
cultivo in vitro de aguacate ha comprendido de los cultivares ‘Vero Beach’ SE2, ‘Vero
aspectos como el cultivo de células a partir Beach’ 1 y ‘Yama’ 381 plantados en el
de tejidos del fruto (Desjardins, 1958; Repositorio Nacional de Germoplasma de
Schroeder, 1961), cultivo de protoplastos Aguacate en Miami, FL. Los frutos fueron
(BlleEl etal., 1986), cultivo de meristemos lavados durante 1 hora con agua a
(Schroeder, 1980), microinjertacion (Pliego- temperatura ambiente, esterilizados
Alfaro etal., 1987) y transformacién genética superficialmente en una solucién al 1.25%
(Cruz-Hernandez et al., 1998) entre otros. El (v/v) de hipoclorito de sodio con 5 gotas de
primer reporte de produccion de plantas de Tween 20® por 15 minutos y enjuagados con
aguacate a través de la produccion de tres cambios de agua esterilizada.
embriones somaticos fué obra de Pliego- Posteriormente, los frutos fueron bisectados
Alfaro (1981), seguido por Mooney y Van dentro de una camara de flujo laminar, el
Staden (1987) y mas recientemente embrién zigético y el endospermo fueron
Witjaksono y Litz (1999b). Sin embargo, en removidos y descartados, y los integumentos
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con el nucelo adherido fueron inoculados en
medio para induccion de cultivos
embriogénicos de aguacate (MIA)
(Witjaksono y Litz, 1999a). ElI MIA consisti6
de las sales mayores B5 (Gamborg et al.,
1968) y fué suplementado con las sales
menores de Murashige y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962), 0.41 ?M de
picloramy (en mg L) tiamina HCI (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® plasticos (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 pléasticas 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
numero de cultivos embriogénicos inducidos
fué registrado y los porcentages de induccion
fueron calculados 6 semanas después de la
inoculacion.

Mantenimiento de cultivos

embriogénicos

Los cultivos embriogénicos que desarrollaron
en el MIA, fueron transferidos a medio de
mantenimiento semi sélido de acuerdo con
los protocolos de Wijaksono y Litz (1999a)
donde proliferaron. El medio de
mantenimiento consistio de las sales mayores
y menores de MS suplementado con 0.41 ?M
de picloram y (en mg L) tiamina HCI (0.4),
myo-inositol (100), sacarosa (45.000) y TC-
agar (8.000). El medio fué esterilizado y
distribuido similarmente a lo indicado para
MIA.

Cuatro semanas después del establecimiento
en medio semi solido, el nimero de masas
proembriogénicas (MPEs), proembriones,
embriones hiperhidricos (EHH) y embriones
somaticos totales fueron registrados y
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analizados con ANOVA usando el siguiente
modelo estadistico:Y,=? + a, + e ; donde Y,
corresponde al ndamero de tejidos
embriogénicos (MPEs, proembryos, o ESs), i
= cultivar, e, = error experimental. Las
transferencias periddicas de los cultivos a un
medio fresco de la misma composicion se
hicieron mensualmente.

Después de tres subcultivos en el medio semi
solido de mantenimiento, los tejidos fueron
establecidos en suspension utilizando
aproximadamente 200 mg de tejido e
inoculdndolos en medio liquido MS:31N
(Witjaksono et al., 1999a). MS3:1N consistio
de una modificacion de MS que contiene 15
mM NH,NO,y 30 mM KNO, y suplementado
con 0.41?M de picloram y (en mg L) tiamina
HCI (0.4), myo-inositol (100) y sacarosa
(45.000). EI medio fue esterilizado,
distribuido 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 somaticos

Los tejidos cultivados en medio liquido
fueron filtrados a traveés de un tamiz esteril
de 1.8 mm de diametro y los tejidos mas
pequefios colectados e inoculados en medio
de desarrollo de embriones somaticos (MDES)
(Witjaksono y Litz, 1999b). EI MDES consitio
de MS suplementado con (en mg L ) 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
distribuidos uniformemente 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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tejidos embriogénicos consistentes
mayoritariamente de MPEs. El namero de
embriones somaticos fué registrado 3-4 meses
despues de la inoculacion y los datos
analizados con ANOVA.

Recuperacion de plantas

Los embriones sométicos con un diametro
>0.5 cm fueron inoculados en medio de
germinacion de embriones somaticos (MGES)
desarrollado por Witjaksono y Litz (1999h).
El MGES consisitio de MS3:1N suplementado
con 1.0 ?M benzyladenina (BA) y 10 ?M de
acido giberélico (GA,) y fué distribuido como
se indicé para el MDES. Un total de 7
embriones soméaticos opacos fueron
inoculados en cada plato de cultivo, los
platos fueron sellados con Nescofilm® y
almacenados en cajas plasticas translticidas
con una intensidad luminica de 40 ?mol m2
s2 aunatemperatura de 25°C. El nimero de
embriones somaticos que formaron
meristemos apicales, raices 0 ambos 6rganos
fué registrado aproximadamente 3-4 meses
desples de la inoculacion en MGES. Los
embriones somaticos que desarrollaron
meristemos apicales en MGES fueron
transferidos individualmente a frascos de
vidrio conteniendo 20 ml de medio basico
de MS suplementado con (en mg L) sacarosa
(30.000), myo-inositol (100) y Gel Gro
(2.000). Los recipentes fueron cubiertos con
tapas plasticas Nalgene®, sellados con
Nescofilm y almacenados a las condiciones
mencionadas anteriormente. El namero final
de plantas recuperadas fué registrado para
cada cultivar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Induccion de cultivos embriogénicos
Los cultivos embriogénicos fueron inducidos
entre la 22 y 42 semana despues de la
inoculacién en MIA. Los tejidos se originaron
a partir de la zona interior del explante en el
area en contacto con el medio de cultivo
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(Figura 1a). En el proceso de induccién no
se observo la formacion de callo y los
porcentajes de induccién fueron de 2.5%
‘Vero Beach’ SE2, 6.25% para ‘Yama’ 381y
6.25% para ‘Vero Beach’ 1. Debido al bajo
porcentaje de induccion observado en cada
uno de los cultivares en estudio no fué
posible establecer ninguna correlacion
estadistica para esta variable.

La recuperacion de plantas a través de la
produccion de embriones somaticos a partir
de tejidos nucelares ha sido previamente
reportada en especies frutales como citricos
(Weathers y Calavan, 1959), Carica
pentdgona (Vega de Roja y Kitto, 1991) y
Maguifera indica (Litz, 1984). El cultivo in
vitro de tejidos nucelares y la posterior
recuperacion de plantas ha sido utilizado
para obtener clones sanos a partir de plantas
infectadas con diferentes agentes infecciosos
como virus y viroides en plantas citricas
(Bitters et al., 1972). En la presente
investigacion, se reporta la induccion y
mantenimiento de cultivos embriogénicos, el
desarrollo de embriones soméaticos y la
posterior recuperacion de plantas a partir de
tejidos nucelares cultivados en condiciones
in vitro.

La induccion de cultivos embriogénicos se
puede dar a travées de dos formas diferentes:
con la formacion intermedia de un
crecimiento calloso (Induccién Dirigida), o
directamente a partir de células presentes en
el explante sin una capa intermedia de callo
(Induccién Permisiva) (Ammirato, 1987). En
la presente investigacion, los cultivos
embriogénicos fueron inducidos
directamente de células del explante sin la
formacién de un tejido de callo en una
induccion de tipo permisivo, indicando que
algunas células presente en el explante
contenian 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 induccion de los explantes nucelares
utilizados en el presente trabajo con aquellas
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obtenidas a partir de explantes consistentes
de embriones zigoticos 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 zigoéticos
inmaduros; sin embargo esta desventaja se
ve compensada con la posibilidad de obtener
clones, lo cual es imposible cuando se
utilizan embriones sexuales.

Mantenimiento de cultivos
embriogénicos

La tabla 1 muestra el nimero promedio y los
errores estandares de los diferentes tipos de
estructuras embriogénicas que proliferaron
en medio de mantenimiento semisélido. Los
resultados del analisis de varianza

demostraron que no hubo diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) entre
los cultivares con respecto a el numero de
masas proembriogénicas (MPESs),
proembriones, y numero total de somaticos.
Aungue la mayoria de los tejidos consistentes
de embriones somaticos degeneraron y
murieron, algunos crecierony proliferaron en
forma de MPEs, mientras que los inducidos
como MPEs y proembriones mantuvieron su
morfologia durante la multiplicacién.
Después de tres subcultivos, los tejidos
multiplicados estaban compuestos
mayoritariamente de MPEs (Figura 1b). Los
cultivos proliferaron en medio liquido y
mantuvieron la morfologia predominante de
MPEs. Al final del periodo de multiplicacion
(aproximadamente 4 meses después de la
inoculacion en medio liquido), las MPEs
decrecieron un poco en tamafio pero
conservaron su capacidad de proliferacion.

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

medio de mantenimiento.

Cultivos Embriogenicos

Cultivar MPEs? Proembriones ES2Totales
‘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)

!Masas proembriogénicas
2Embiones somaticos
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Figura 1. a: Induccion de cultivos embriogénicos, b: multiplicacion de cultivos embriogénicos
en medio semi solido, ¢: embriones somaticos; d: planta recuperada.

Los cultivos embriogénicos tienen la
capacidad de desarrollar diferentes
morfologias y estructuras en diversos grados
de desarrollo de manera simultanea
(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
gque la morfologia (MPEs o embriones
somaticos) observadas durante la induccién
son controladas genotipicamente
manteniéndose esta durante todo el periodo
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del cultivo. Con relacion a este punto se
sugiere realizar estudios mas detallados, ya
que a pesar de haber observado que al
momento de la induccidn varios cultivos
desarrollaron en forma de embriones
somaticos (Datos no mostrados), después de
varios subcultivos en medio liquido la gran
mayoria de estos estaban conformados por
MPEs, indicando una variacion de la
morfologia presentada al momento de la
inducciodn, lo cual no esta completamente de
acuerdo con lo afirmado en el trabajo en
mencion.



Desarrollo de embriones somaticos

La figura 2 muestra el promedio y los errores
estandares del nimero promedio de embriones
somaticos desarrollados en cada plato por cada
uno de los cultivares. Los resultados del analisis
de estadistico (pr<0.001) muestran que el
cultivar ‘Vero Beach’ SE2 desarroll6 un nimero
total mayor de embriones somaticos (~750) con
un promedio de 15 embriones somaticos por
cada plato inoculado. EL cultivar ‘Vero Beach’
1 produjo el segundo mayor numero de
embriones somaticos (~140) con un promedio
aproximado de 2.7 embriones por cada plato
inoculado mientras que el cultivar ‘“Yama’ 381
no desarrollé6 embriones. En estudios previos
la capacidad de desarrollar embriones
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somaticos en condiciones in vitro ha sido
sugerida como el resultado de una caracteristica
controlada genotipicamente (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
relacion a la formacion de embriones somaticos.
Esto puede significar que para aquellos
cultivares que son recalcitrantes a la formacién
de embriones somaticos se deben ensayar
nuevas estrategias para inducir la formacion de
estas estructuras y en caso de insistir en la
produccion masiva de plantas es preferible
aplicar formas alternativas de micropropagacion
tales como el cultivo de yemas apicales y
laterales o microinjertos.

16 1

HH
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12 A

10 1

Embriones somaéaticos

H

Figura 2.

Vero Beach SE2 Vero Beach 1 Yama 381

Cultivares

Promedio del niumero de embriones somaticos por plato de

Petri desarrollado por cada cultivar sus respectivos errores estandares.

Recuperacion de plantas

Solo los embriones soméaticos del cultivar
‘Vero Beach’ SE2 mostraron desarrollo de
organos tales como apices caulinares, raices
o0 ambos (Figura le). De un total de 520
embriones somaticos opacos transferidos a
medio de germinacion 6 desarrollaron sélo
meristemos apicales, 6 formaron solo raices
y 4 formaron ambos érganos. Unicamente
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aquellos embriones somaticos 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 conversion. La
conversion de embriones somaticos en
plantas es una de las mayores limitantes que
posee el proceso de micropropagacién a
través de la embriogénesis somatica (Gray,
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1996). Los resultados del presente trabajo
sugieren que aunque a partir de tejidos
nucelares es viable la produccién de tejidos
embriogénicos y la recuperacién de plantas
a partir de embriones somaticos
desarrollados, se deben hacer esfuerzos
considerables para alcanzar niveles de
produccioén de plantas cercanos a aquellos
obtenidos por semillas sexuales u otros
métodos de micropropagacién. No obstante,
con relacién a esta limitante, ya se estan
aplicando técnicas que pueden ayudar a
incrementar el nUmero de plantas originadas
mediante embriogénesis somatica.
Utilizando una atmosfera controlada,
Witjaksono et al. (1999) reporté que al usar
un ambiente con un contenido incrementado
de CO, se pueden obtener tasas mayores de
multiplicacion de apices caulinares. En otro
estudio tratando de incrementar el nUmero
de plantas obtenidas a partir de embriones
somaticos, Raharjo y Litz (2003) usaron
microinjertacion de apices desarrollados en
embriones somaticos sobre plantas
germinadas en condicionesex vitro, logrando
de esta manera aumentar considerablemente
el namero de individuos llevados a
condiciones de casa malla.

CONCLUSION

La produccién de plantas mediante la
embriogénesis somatica a partir de explantes
nucelares se adiciona a la lista de avances
biotecnolégicos logrados en la planta de
aguacate y que incluyen la transformacién
genética (Cruz-Hernandez et al., 1998),
induccion de variabilidad mediante la
aplicacion de agentes mutagénicos
(Witjaksono y Litz, 2004), conservacion de
germoplasma (Efendi et al., 2002) y estudio
de patdgenos asociados con la especie
(Suérez et al., 2004a, b). Los resultados aqui
obtenidos demuestran que si es posible
recuperar plantas a partir de tejido nucelar
para producir clones; sin embargo, se
recomienda continuar los esfuerzos para
aumentar la eficiencia del proceso
principalmente en la fase de conversion de
embriones somaticos en plantas, aunque los
nuevos reportes de uso de técnicas
complementarias como los microinjertos o la
multilicacion de A&pices caulinares
producidos por embriones somaticos
vislumbran una solucion cercana a esta
limitante.
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