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RESUMEN

La importancia de establecer protocolos para la regeneracién de arboles frutales a través de la organogénesis
y la embriogénesis somatica estd dada por la posibilidad de utilizarlos en la propagacién masiva de la
especie o en programas de mejoramiento genético. Especificamente en el caso del Aguacatero el cultivar
Catalina es muy codiciado en Cuba, sin embargo no ha sido introducido en el cultivo in vitro. Con el objetivo
de formar callos de aguacatero cultivar Catalina se emplearon hojas de plantas in vitro que se habian
multiplicado en sistemas de inmersion temporal (SIT) para favorecer la expansiéon de los limbos foliares. En los
SIT se emplearon Erlenmeyers de 1 litro y se realizaron inmersiones cada cuatro y ocho horas con un minuto de
duracién. Para la formacion de callos se estudié el efecto del Picloram, el 6 BAP y el 2,4-D. Las plantas de mayor
calidad se obtuvieron al realizar en los SIT inmersiones cada 8h. Fue posible formar callos utilizando como
explantes secciones de hojas de plantas in vitro en un medio de cultivo con 0.1 mgl”' de Picloram.
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ABSTRACT

The importance of establishing protocols for the regeneration of fruit-trees through out the organogenesis and
the somatic embryogenesis is based on the possibility to use them in the propagation of the species or in
programs of genetic improvement. Specifically the Catalina cultivar is very coveted in Cuba, however it has not
been introduced in vitro. The present work had the objective of forming callus starting from leaves of in vitro
plants from avocado tree of the Catalina cultivar. The phase of multiplication of the in vitro plants was carried
out in temporary immersion systems in order to favour the expansion of the leaves. Erlenmeyers 1.0l were
used In the TIS and immersions every four and eight hours with a minute of duration were carried out. The
effect of the Picloram, the 6 BAP and the 2,4-D on leaves of in vitro plants for the formation of callus was
studied. The plants with more quality were obtained when immersions every 8 hours were carried out. It was
also possible to form callus using sections of leaves of in vitro plants as explants in a culture medium with 0.1
Picloram mgl"
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INTRODUCCION

El aguacatero, junto con los citricos, el mango, la
papaya y el guayabo constituyen el nucleo central
de la fruticultura cubana. Catalina es uno de los
cultivares de aguacatero mas productivos del grupo
ecoldgico Antillano, se ha sugerido su empleo en
el pais con el objetivo de obtener altos volimenes
de produccién para el consumo de la poblacién
(Jiménez et al., 2001).

La importancia de establecer protocolos para la
regeneracion de arboles frutales a través de la
organogénesis y la embriogénesis somatica esta
dada por su empleo en la propagacién masivay el
mejoramiento genético. Ambos métodos han sido
desarrollados en el aguacatero, sin embargo,
existen algunos problemas que afectan la
homogeneidad del material vegetal durante la fase

de multiplicacién via organogénesis. Uno de ellos
es la poca expansién foliar (Harty, 1985), lo cual
impide que las hojas de las plantas in vitro puedan
ser empleadas como explantes para la formacién
de callos.

En el aguacatero, para la iniciacion de callos se
han empleado secciones del mesocarpio y tejidos
de cotileddn de frutos casi maduros (Blumenfield
y Gazit, 1971; Schroeder, 1980) pero estos cultivos
fueron no morfogénicos. Las plantas in vitro, a
pesar de ser una fuente de explantes accesible y
de facil manejo no han sido utilizadas para la
iniciacion de callos.

Teniendo en cuenta lo anterior se realiz6 el presente
trabajo con el objetivo de formar callos de
aguacatero cultivar Catalina a partir de hojas de
plantas in vitro.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se empleé como material vegetal para la
inoculacién de los Sistemas de Inmersién
Temporal (SIT), plantas in vitro establecidas a
partir de plantas injertadas segun lo descrito por
Balsero (2003). Las mismas se encontraban en
fase de multiplicacién con cinco subcultivos.

Medio de cultivo

Como medio de cultivo se utiliz6 en todos los
casos el compuesto por las sales inorganicas
del medio de cultivo propuesto por Murashige y
Skoog (1962) (Sales MS), suplementado con 30
g.I'" de sacarosa, vitaminas MS y diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento.
Para la gelificacion de los medios de cultivo se
utilizé6 Agar (SIGMA Chemical Co.) a una
concentracion de 8.0 g.I".

Los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclaves verticales a 121°C de temperatura y
1.1 kg/cm? de presién donde el tiempo de la
esterilizacion dependié del volumen dispensado.
El pH de los medios de cultivo fue ajustado a
5.7+1 con el uso de HCI y/o KOH, previo a la
esterilizacion.

Para la fase de multiplicacién del material
vegetal y la formacion de callos se emplearon
frascos de vidrio de 250 ml de capacidad.

Sistemas de inmersion temporal

Los recipientes utilizados en los SIT fueron
Erlenmeyers de 1.0 | de capacidad, con 500 ml
de medio de cultivo de multiplicaciéon. En un
Erlenmeyer se colocé el medio de cultivo liquido
y en otro los explantes. Cada frasco fue
conectado a un sistema de entrada de aire
proveniente de un compresor, el cual se accioné
por un programador automatico para el control
de la frecuencia y la duracion de las inmersiones
(un minuto).

Condiciones de incubacion

Los SIT y los explantes colocados en frascos
de cultivo como controles en medio de cultivo
semisolido se mantuvieron bajo luz artificial con
una densidad de flujo fotosintético de 42-48.0
imol.m™'.s%; un fotoperiodo de 16 horas luzy 8
horas de oscuridad a una temperatura de
incubacion que oscild entre los 24+2°C.

Durante la etapa de formacion de callos los
frascos de cultivo se colocaron en condiciones
de oscuridad a 28+ 2° C.

Analisis Estadistico

El procesamiento estadistico de los datos fue
realizado a través del paquete estadistico Statistic
Package for Social Science (SPSS) version 8.1,
Statgraphics 4.1+, Statistics 2, todos sobre la
plataforma de sistema operativo para Windows.

Empleo de los SIT para favorecer la apertura
de los limbos foliares

Con el objetivo de favorecer el desarrollo de los
limbos foliares de las plantas in vitro se emplearon
los SIT.

Se estudiaron dos frecuencias de inmersién: cada
4 horas, cada 8 horas y un control en medio de
cultivo semisolido. Ambos medios de cultivo
contenian las sales y vitaminas MS, sacarosa (30
g.I'"); 6 BAP (0.3 mg.I"") y el acido indolbutirico
(AIB) (1.0 mg.I").

Para este experimento se utilizé6 un disefio
completamente al azar con tres repeticiones.

Como material vegetal de partida se utilizaron
explantes que contenian al menos dos yemas
axilares o apicales del cultivar Catalina. En cada
SIT se inocularon 15 explantes; mientras que en
el control con medio de cultivo semisélido se
colocaron seis explantes por frasco de cultivo.

A las cuatro semanas de cultivo se evalud el
numero de limbos foliares abiertos, el niumero
promedio de brotes por SIT, asi como, numero de
explantes hiperhidricos.

Para este estudio se realizé el analisis de
varianza ANOVA correspondiente a la
comparacion de medias del numero de brotes
obtenidos por cada SIT y la prueba de Duncan
como prueba de rangos para determinar los
grupos homogéneos.

Efecto de tres reguladores de crecimiento en
la formacion de callos de Aguacatero cultivar
Catalina

Como material vegetal se emplearon hojas
provenientes de las plantas in vitro multiplicadas
en los SIT. Las hojas fueron seccionadas
horizontalmente dividiéndolas en tres partes
iguales, punta medio y peciolo. Para la siembra
de los explantes se usé la formulacion de las sales
B5 suplementadas con 100 mg.I"* de mioinositol;
0.4 mg.I"" de Tiamina; 8 g.I'" de agar.

Los tratamientos resultantes de la combinacion
de los reguladores del crecimiento, sus
concentraciones y las diferentes secciones de la
hoja para la siembra se refieren en la tabla 1.



A las diez semanas de cultivo se evalué la
formacion de callos en cada tratamiento y la
calidad de los mismos. Para su evaluacion
estadistica se aplicé la prueba de Chi cuadrado
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brindado en el procedimiento correspondiente a la
tabla de contingencia y los grupos homogéneos
fueron obtenidos a partir de la prueba de
proporciones.

Tabla 1. Tratamientos evaluados en la formacién de callos a partir de hojas de plantas in vitro de aguacatero

cultivar Catalina.

Regulador de crecimiento Concentracion Seccion de la hoja Tratamiento
0.1 Punta 1
0.1 Medio 2
Picloram 0.1 Peciolo 3

0.3 Punta 4
0.3 Medio 5
0.3 Peciolo 6
1.0 Punta 7
1.0 Medio 8

6 BAP 1.0 Peciolo 9
3.0 Punta 10
3.0 Medio 11
3.0 Peciolo 12
1.0 Punta 13
1.0 Medio 14

2,4-D 1.0 Peciolo 15
3.0 Punta 16
3.0 Medio 17
3.0 Peciolo 18

RESULTADOS Y DISCUSION

Empleo de los SIT para favorecer la apertura de
los limbos foliares

Al emplear los SIT la totalidad de los limbos foliares se
abrieron, todo lo contrario ocurrié en los explantes que se
encontraban en medio de cultivo semisélido (Figura 1).

A

Al realizar el analisis de varianza correspondiente
ala comparacion de medias del numero de brotes
obtenidos en cada tratamiento, se comprob6 que
no hubo efecto sobre la multiplicacion de los brotes
por parte de la frecuencia de inmersién aplicada
(Tabla 2). Sin embargo, si existieron diferencias
estadisticas respecto al control en medio de cultivo
semisolido.

B

Figura 1. Plantas in vitro de Aguacatero cv. Catalina multiplicadas en SIT y medio de cultivo semisdlido. (A)
Plantas con limbos foliares completamente abiertos multiplicadas en SIT. (B) Plantas con limbos foliares cerrados

multiplicadas en medio de cultivo semisdélido.
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Tabla 2. Influencia de la frecuencia de inmersion en la fase de multiplicacién de plantas in vitro de Aguacatero

cv. Catalina en SIT.

Frecuencia de inmersién

Coeficiente de

Error estandar/ Coef. Var

(horas) multiplicacién
4 5.57 a 0.0996  3.52%
8 475b 0.1556 4.83%
Control (Medio semisolido) 215¢c 0.0968 7.78%

Medias con letras desiguales difieren en un nivel de significancién de 0.05 segun prueba

de Duncan

El 100% de los explantes que fueron sometidos a
inmersiones cada 4h mostraron sintomas severos
de hiperhidricidad, las hojas eran extremadamente
guebradizas y se desprendian con facilidad de la
planta. Estas plantas no se recuperaron al ser
subcultivadas en medio de cultivo semisolido. La
hiperhidricidad se caracterizé por una apariencia
traslucida, humeda y gruesa de las hojas, ademas
las plantas de manera general se mostraron muy
turgida.

Todo lo contrario ocurrié en el tratamiento con
inmersiones cada 8h donde las plantas se
mostraron de un verde intenso y sin sintomas de
hiperhidricidad.

Biasi et al.(1994) sefalaron la necesidad de
adicionar al medio de cultivo semisdélido
aminoacidos para que el limbo de las hojas de las
plantas in vitro del aguacatero se expandieran; sin
embargo con el uso de los SIT las plantas fueron
vigorosas, con el limbo de la hoja bien desarrollado,
y yemas axilares brotadas sin necesidad de
adicionar aminoacidos.

En los tres tratamientos los explantes formaron
un callo basal, el que fue mayor en aquellos que
se encontraban en el SIT (Figura 2). El callo
formado no interfiri6 en el crecimiento de los
explantes ni en la emision de nuevos hijos.

Segun Lorenzo et al. (1998) desde el punto de vista
de la calidad de los brotes y el coeficiente de
multiplicacion, los SIT estimulan un mejor
comportamiento con respecto al sistema
tradicional en medio de cultivo semisolido.

Efecto de diferentes reguladores de
crecimiento en la formacion de callos de
aguacatero cultivar Catalina

Para el disefio presentado se obtuvo que la
interaccion de los tres factores en este estudio
influyeron sobre los resultados referentes a la
formacion de callos, es decir, el tipo de regulador
del crecimiento, sus concentraciones y la seccién

de la hoja intervinieron de manera conjunta en esta
formacién. No obstante, en esta interaccion, el
factor de accién predominante fue el tipo de
regulador, donde el Picloram obtuvo los mejores
resultados.

En la tabla 3 se muestra que los mayores
porcentajes de formacion de callos se lograron en
los tratamientos que contenian en el medio de
cultivo Picloran como regulador del crecimiento.
Las secciones de hojas que formaron callos fueron
las del peciolo y la zona media donde la nervadura
tenia un mayor desarrollo.

A pesar de que no existieron diferencias estadisticas
entre estos tratamientos se recomienda adicionar al
medio de cultivo para la formacién de callos 0.1mg.I
' de Picloram y emplear la zona del peciolo, por ser
esta la menor concentracién. De forma general el
empleo de las bajas concentraciones de reguladores
del crecimiento garantiza la estabilidad genética del
material vegetal y una buena regeneracion de plantas
a partir de los callos 0 embriones formados (Vikrant
Ty Rashid A, 2003).

Los callos formados eran pequefos, de apariencia
blanquecina y en todos los casos crecieron sobre la
nervadura de la hoja o en la zona de los cortes.

Witjaksono et al. (1998) utilizaron 0.1mg.l-'de
Picloran para inducir la formacion de callos de
Aguacatero pero a partir de embriones cigéticos
inmaduros, lo cual coincide con lo planteado en el
presente trabajo. En esta especie se ha referido la
utilizacion del regulador de crecimiento Picloran como
unico capaz de inducir la formacion de callos (Pliego-
Alfaro et al., 1987) pero a partir de embriones
cigéticos inmaduros.

No existen referencias del uso de explantes de
plantas in vitro para la formacion de callos en
aguacatero, sin embargo la utilizacion de este tipo
de explantes posibilita contar con un material vegetal
de calidad fisioldgica, sanitaria y genética teniendo
en cuenta el alto grado de heterocigosis de la
especie.
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Figura 2. Formacién de callo basal en plantas in vitro de Aguacatero cv. Catalina multiplicadas en SIT.

Tabla 3. Efecto de la interaccién del tipo y la concentracion de reguladores del crecimiento y la seccién de la
hoja de plantas in vitro sobre la formacién de callos de Aguacatero cultivar Catalina.

Regulador de Concentracién Seccién de la hoja % Formacién de Tratamiento
crecimiento mgl” callos

Punta 00c 1

0.1 Medio 60.0 ab 2

Picloram Peciolo 100.0 a 3
Punta 0.0c 4

0.3 Medio 20.0 bc 5

Peciolo 60.0 ab 6

Punta 00c 7

0.1 Medio 23.0 bc 8

6 BAP Peciolo 40.0 bc 9
Punta 20.0 bc 10

0.3 Medio 20.0 bc 11
Peciolo 0.0c 12
Punta 0.0c 13
0.1 Medio 0.0c 14
2,4-D Peciolo 00c 15
Punta 0.0c 16
0.3 Medio 00c 17
Peciolo 0.0c 18

Medias con letras desiguales difieren en un nivel de significanciéon de 0.05 segun la prueba de
proporciones.

En los tratamientos con el regulador 2,4-D en todas intensa fenolizacién, lo cual constituye una de las
las concentraciones utilizadas se observé la necrosis mayores dificultades para el cultivo in vitro de esta
y muerte de explantes, probablemente debido a la especie.
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Aunque el 2,4-D ha sido usado ampliamente para la
formacion de callos en muiltiples especies como cafna
de azucar (Sacharum sp) (Freire, 2001), Cafeto
(Coffea spp. L) (de Feria, et al. 2003), y Cafa santa
(Cymbopogon citratus Staff) (Quiala et al. 2002), entre
otros; estan reconocidas otro grupo de especies en
las que no es efectiva la adicion de este regulador
del crecimiento al medio de cultivo para propiciar el
crecimiento indiferenciado de los tejidos.

Para la formacion de callos de aguacatero, solamente
se encuentra referida la utilizacion de embriones
cigoticos inmaduros con 25 dias postpolinizacion.
Este es un tejido muy susceptible a la fenolizacién
ademas de ser muy laboriosa la identificacién y la
extraccion del embrién. Por estas razones es factible
contar con otras fuentes de explantes como por
ejemplo las provenientes de plantas in vitro.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que al
emplear los sistemas de inmersion temporal con
frecuencias de inmersion cada 8h es posible obtener
plantas in vitro de Aguacatero cv. Catalina con los
limbos foliares expandidos para ser empleados en la
formacién de callos. El mayor porcentaje de formacion
de callos a partir de hojas de plantas in vitro (zona
del peciolo) se logré al emplear un medio de cultivo
gue contenia 0.1 mgl"'de Picloram.
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