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Resumen

La variedad Drymifolia de aguacate (Persea americana Mill.) es usada generalmente como
portainjerto por lo que es importante implementar las técnicas de embriogénesis somética y la
organogeénesis in vitro para su mejora genética, conservacion y propagacion clonal. En este trabajo
se evaluaron embriogénesis somatica directa, indirecta y organogénesis de la variedad Drymifolia.
La germinacion de los embriones somaticos maduros se indujo con 0.5 mg L™ de 6-N-bencil amino
purina (BAP) y 1 mg Lt de 4cido giberélico (GAs). De las seis accesiones evaluadas, Celaya 79,
Comonfort 53, San Miguel, BG24, BG181 y Zutano, solo San Miguel respondio al proceso de
embriogénesis. En la embriogénesis directa la eficiencia mas alta de regeneracion se obtuvo con
0.2 mg L de picloram (46%) y 10 mg L de ANA (40%). En la embriogénesis indirecta la accesion
San Miguel formo callos con 0.2 mg L™ de picloram y tuvo una eficiencia de regeneracion de 45%
conservando su potencial de regeneracion hasta por seis meses. Con respecto a la organogénesis,
se cultivaron embriones cig6ticos inmaduros decapitados en medio con reguladores de crecimiento
o sin ellos y las seis accesiones respondieron positivamente a ambas condiciones. La accesién
Comonfort 53 tuvo mayor eficiencia de regeneracion (54%) con reguladores de crecimiento. Este
estudio realizado del 2016 a 2018, proporciona un enfoque nuevo y prometedor para la
regeneracion y multiplicacion de plantas de P. americana var. Drymifolia a través de embriones
cigoticos.
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Introduccion

El aguacate (Persea americana Mill.) es uno de los frutos mas importantes del mundo; ha sido
reconocido por sus beneficios a la salud y descrito como el méas nutritivo de todos los frutos,
especialmente por los beneficios de sus acidos grasos, por lo que se ha convertido en una parte
importante de la dieta en muchos paises (Fonseca et al., 2016). Segun la FAO, México es el mayor
productor de aguacate, que corresponde a 25% de la produccion mundial (FAOSTAT, 2018).

Los principales factores que limitan la produccion de aguacate son las plagas, las enfermedades
(Ploetz et al., 2015; Sharma et al., 2017) y los factores abioticos (Bonomelli et al., 2018). El
incorporar nuevas caracteristicas en el aguacate mediante el mejoramiento genético es complicado,
ya que tiene un periodo vegetativo largo de aproximadamente 6 a 8 afios y las autopolinizaciones
son dificiles debido a la protoginia (Imbert, 1997; Gazit y Degani, 2002). Por lo tanto, la produccion
comercial de aguacate se basa en injertar variedades que confieren tolerancia a patdgenos y al estrées
por frio (Whiley et al., 1990), tolerancia a la salinidad (Alvarez-Acosta et al., 2018) o tolerancia a
la pudricion de la raiz (Van den Berg et al., 2018).

Algunos de estos portainjertos son hibridos de razas guatemaltecas o mexicanas; por ejemplo, P.
americana var. Drymifolia es una raza mexicana que se usa frecuentemente como portainjerto en
los huertos en nuestro pais (Rincon-Hernandez et al., 2011). Por lo que es de gran importancia
implementar su propagaciéon clonal, conservacion de germoplasma y mejoramiento genético.

Para la conservacion o mejoramiento genético in vitro se requiere tener un sistema de regeneracion
de una planta completa a través de la embriogénesis somatica o la organogénesis adventicia. En la
organogénesis los brotes pueden formarse directamente del explante o indirectamente a partir de
callos. En contraste, la embriogénesis somatica es un proceso que implica la formacién de
embriones a partir de células somaticas vegetales y, comparado con la organogénesis, es un proceso
mas lento e implica un riesgo de variacion somaclonal (Fehér, 2019).

La eficiencia de regeneracion de plantas de aguacate por organogénesis in vitro a partir de tejidos
asexuales de arboles es baja y dependiente de la variedad (Bandaralage et al., 2017). Algunos
reportes de micropropagacion tuvieron éxito utilizando explantes nodales, tejidos juveniles y brotes
axilares de plantulas de aguacate (Martinez-Pacheco et al., 2010). Sin embargo, los obstaculos para
el establecimiento in vitro de aguacate han sido la contaminacion por bacterias, hongos y el
oscurecimiento del explante (Nhut et al., 2008).

La regeneracion del aguacate por embriogénesis somética se ha descrito en diferentes variedades
como Hass (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988); Duke (Mooney y Van Staden, 1987), T372
(Witjaksono et al., 1998), Anaheim (Peran-Quesada et al., 2004), Duke 7 (Méarquez-Martin et al.,
2012) y Reed (Encina et al., 2014).

Para estudiar la via de regeneracion embriogénica del aguacate se han utilizado diferentes
explantes, como embriones zigoticos inmaduros en estadio globular o nucela (Pliego-Alfaro y
Murashige, 1988; Witjaksono y Litz, 1999; Suarez et al., 2006), pero aun no se ha reportado un
sistema de embriogenesis para la variedad Drymifolia. En este trabajo presentamos un método
eficiente para la regeneracion de aguacate de esta variedad por la via de organogénesis y
embriogénesis somatica a partir de embriones cigéticos inmaduros.

1526



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol. 11 num.7 28 de septiembre - 11 de noviembre, 2020

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal se obtuvo del banco de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias en Celaya, México durante el ciclo primavera-verano. Los &rboles
de aguacate variedad Drymifolia tenian en promedio seis afios y estos fueron fertilizados
anualmente con NPK, (200-200-300) y Ca, Mg, Fe y Zn (25- 05-01-1.5). Se colectaron frutos
inmaduros de aguacate de 5-8 cm de didmetro de las accesiones, Celaya 79, Comonfort 53, San
Miguel, BG24, BG181 y Zutano (raza mexicana x raza guatemalteca) se lavaron con jabon
desinfectante (Dermocleen®) y se enjuagaron con agua de la llave; se embebieron en hipoclorito
de sodio comercial (Cloralex®) durante 10 min y se enjuagaron tres veces durante un minuto en
agua esterilizada. Como explante se usaron embriones cigéticos (EC) en etapa cotiledonar.

Induccion de la embriogénesis directa en embriones somaticos

El medio de induccion (1) consistio de las sales de Gamborg modificadas (GM) (Gamborg et al.,
1968; Peran-Quesada et al., 2004) adicionadas con 1 mg L™ de piridoxina, 1 mg L de tiamina,
100 mg L™ de mio-inositol, 1 g L™ de carbén activado, 30 g L™ de sacarosa, 8 g L™ de agar (Sigma-
Aldrich), y diferentes concentraciones de &cido 1-naftalenacético (ANA) (2, 50 10 mg L), 4cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (5 o 10 mg L?) o é&cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(picloram) (0.05, 0.1 0 0.2 mg L™%). EI pH del medio se ajust6 a 5.7, se esterilizaron en autoclave a
121 °C por 15 min y se vertieron 30 ml por caja Petri 100x25 mm) en condiciones de campana de
flujo laminar. Los EC de todas las accesiones se cultivaron en el medio | y se mantuvieron en
oscuridad a 30 °C hasta la induccion de embriones somaticos (ES).

Embriogénesis indirecta

El medio de induccion de callos (IC) consistié en sales GM adicionado con 1 mg L™ de piridoxina,
1 mg L™ de tiamina, 100 mg L™ de mio-inositol, 1 g L™ de carbon activado, 30 g L™ de sacarosa,
8 mg L de agar (Sigma-Aldrich), 0.2 mg L™ de picloram y se ajusté a pH 5.7. Los EC se cultivaron
en IC y se mantuvieron en condiciones de oscuridad a 30 °C para la induccion de callo
embriogénico (CE).

Mantenimiento de callos embriogénicos

Los callos embriogénicos (CE) se subcultivaron en IC cada dos semanas. En cada caja de Petri
(100 x 15 mm) que contenia 30 mL de IC con 0.2 mg L* de picloram, se cultivaron 50 mg de CE
y se mantuvieron a 30 °C en la oscuridad. Se subcultivaron 50 mg de CE viables por caja Petri
semanalmente a lo largo de nueve meses.

Maduracion de embriones somaticos

Para inducir la formacion la maduracion de ES estos se transfirieron a medio de maduracion (M)

que contenia sales GM adicionadas con 1 mg L™ de piridoxina, 1 mg L™ de tiamina, 100 mg L™ de
mio-inositol, 1 g L™ de carbdn activado, 30 g L™ de sacarosa, 16 g L™ de agar (Sigma-Aldrich) y
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0.2 mg L 4cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram). ElI pH del medio se ajusté a 5.7, se
esterilizaron en autoclave a 121 °C por 15 min y se vertieron 30 ml por caja Petri (10025 mm) en
condiciones de campana de flujo laminar y se mantuvieron en condiciones de oscuridad a 30 °C.

Germinacién de embriones maduros

El medio de germinacion (GE) consistio de las sales GM (Gamborg et al., 1968) adicionadas con
1 mg Lt de piridoxina, 1 mg L de tiamina, 100 mg L™ de mio-inositol, 50 g L de sacarosa, 2.5
g L Phytagel® (Sigma-Aldrich), 0.5 mg L BAP, 1 mg L™ de AGgs; el pH del medio se ajusto a
5.7. ES maduros en etapa colitedonar con un didmetro de aproximadamente 5-10 mm se colocaron
en cajas Petri (10 por caja). Los ES maduros se subcultivaron en un medio fresco cada dos semanas
durante un periodo de seis a ocho semanas hasta la germinacion. Los cultivos se incubaron en una
camara de crecimiento a 25 +2 °C con 16 h de luz e intensidad luminica de 30 pmol m? s
proporcionada por lamparas fluorescentes de luz blanca fria de 40 W (Osram, Monterrey, Nuevo
Leon, México).

Induccion de la organogénesis

Los meristemos apicales se disectaron de los EC de las accesiones utilizadas y se cultivaron en el
medio de induccidn (1) de la organogénesis que consistid de las sales GM, 30 mg L™ de sacarosa,
1 mg L de piridoxina, 1 mg L de tiamina, 100 mg L de mio-inositol, 2.5 g L de Phytagel®
(Sigma-Aldrich), con reguladores de crecimiento (RC) 0.5 mg L de BAPy 1 mg L™ AG3 o sin
reguladores de crecimiento (SRC). El pH del medio se ajustd a 5.7 antes de su esterilizacion en
autoclave 121 °C por 15 min. En frascos de cristal de 120 ml se vertieron 30 ml de medio y se
colocaron dos explantes en cada uno. Los cultivos se mantuvieron en una cdmara de crecimiento a
25 +2 °C con 16 h de luz.

Crecimiento y enraizamiento de las plantulas y brotes adventicios

El medio de enraizamiento (R) estuvo compuesto por las sales GM adicionadas con 1 mg L™ de
piridoxina, 1 mg L de tiamina, 100 mg L de mio-inositol, 25 mg L™ de &cido indol-3-butirico
(AIB), 30 g L* de sacarosa 2.5 mg L Phytagel® (Sigma-Aldrich), el pH del medio se ajust6 a 5.7.
Se vertieron 30 ml del en frascos de vidrio de 120 ml y se coloc6 una plantula en cada uno. Los ES
germinados y los brotes de 2 cm de longitud obtenidos por organogénesis se transfirieron a un
medio de enraizamiento durante aproximadamente 4-5 semanas.

Posteriormente, las plantulas se colocaron en medio de elongacion (E) en recipientes Magenta®
con un medio de cultivo con la mitad de la concentracién de las sales MS (Murashige y Skoog,
1962), adicionadas con 1 mg L™ de piridoxina, 1 mg L™ de tiamina, 100 mg L de mio-inositol,
2.5 g L Phytagel® (Sigma-Aldrich), ajustando su pH a 5.7.

Las plantulas regeneradas in vitro se transfirieron a macetas con vermiculita (Termolita, Santa
Catarina, Nuevo Leon, México) y se cubrieron con bolsas de plastico para favorecer su adaptacion
ex vitro. Se regaron con la mitad de la concentracion del medio Murashige y Skoog (MS) cada 3
dias y se cultivaron a 25 +2 °C con 16 h de luz en una cdmara de crecimiento como se describid
anteriormente y se mantuvieron en estas condiciones durante dos meses aproximadamente.
Posteriormente se retird la bolsa de plastico y se aclimataron en condiciones en el invernadero (25—
28 °Cy 170-285 mmol m s de intensidad luminica).
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Andlisis estadistico

Para la embriogénesis somética directa e indirecta, la unidad experimental (UE) fue una caja de
Petri con 5 EC, cada uno con tres repeticiones por cada accesion (Celaya 79, Comonfort 53, San
Miguel, BG24, BG181 y Zutano) y diferentes concentraciones de ANA (2, 50 10 mg L), 2,4-D
(5 0 10 mg L) o picloram (0.05, 0.1 0 0.2 mg L™). Para evaluar la viabilidad de los callos
embriogénicos a través del tiempo se utilizaron 50 mg de callos por caja Petri se usaron como UE
con 5 repeticiones y se evaluo la regeneracion al mes 1, 3, 6 y 9 de haber sido inducidos. La UE
para la organogénesis fue una caja de Petri con 10 explantes de cada accesion y cinco réplicas con
reguladores de crecimiento (0.5 mg L™ de BAP y 1 mg L™t AGs) o sin ellos. Para cada experimento
se utilizd un disefio completamente al azar. La significancia se determiné por andlisis de varianza
con SAS (SAS Institute Inc., 2012) y la prueba de Tukey (p< 0.05) para la comparacién de medias.

Resultados y discusion
Embriogénesis directa

En trabajos previos de regeneracion in vitro de aguacate de Persea americana var. Hass, se
utilizaron frutos inmaduros para extraer embriones cigoticos (EC) en la etapa globular (Pliego-
Alfaro y Murashige, 1988; Witjaksono y Litz, 1999). En contraste, en este trabajo se utlizaron
frutos inmaduros diferentes accesiones de P. americana var. Drymifolia y del hibrido Zutano
(Figura 1A) para aislar EC en etapa cotiledonar (Figura 1B). Todos los EC mostraron primordios
foliares, hipocotilo y apice radicular (Figura 1C). Solo los EC de la accesion San Miguel
respondieron a los diferentes tratamientos de induccion de la embriogénesis somética directa. Esto
coincide con otros autores (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Witjaksono y Litz, 1999; Raharjo y
Litz, 2005), quienes observaron que la respuesta embriogénica de los explantes depende del
genotipo. Los EC formaron ES en etapa globular en la zona de la radicula 15 dias después de su
cultivo en el medio | (Figura 1D).

Fehér (2019) indico que esto puede deberse a que el inicio de la formacion de embriones puede
ocurrir a partir de células del periciclo tipo células madre y que es posible que la embriogénesis
comparta pasos iniciales con la formacion de raices laterales. Después de 15 dias en medio | se
identificd que los grupos de ES que se formaron por explante se desarrollaban sincronizadamente
en algunos explantes (Figura 1E) y en otros EC las fases de desarrollo eran diferentes (globular,
torpedo y corazén) (Figura 1F y G). La maduracion de los ES ocurrié en el medio M con 0.2 mg
L de picloram y un indicador fue el cambio de color, de transltcido (Figura 1F) a blanco opaco
(Figura 1G), ademas de un cambio en el estado de desarrollo por su transicion a etapa cotiledonar,
la cual ocurrié aproximadamente dos semanas después de cultivo en el medio M (Figura 1H).

En esta etapa de maduracion, los ES se escindieron del EC (Figura 1H) y se mantuvieron en el
mismo medio hasta que alcanzaron un tamafio de 5-10 mm (dos semanas). Después de este tiempo,
los ES se transfirieron al medio GE (Figura 11), donde después de 15 dias en presencia de luz, los
embriones maduros comenzaron a fotosintetizar y germinaron después de 30 dias de cultivo en el
medio GE (Figura 1J). Este resultado contrasta con lo reportado por Encina et al. (2014), en donde
se requirid del doble de tiempo para obtener resultados similares con las variedades de aguacate
Duke, Hass, Anaheim y A10 por la via de embriogénesis indirecta y con cultivos en suspension.
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Figura 1. Embriogénesis somética directa en P. americana var. Drymifolia. A) frutos inmaduros de 5-
8 cm de didmetro; B) embridn cigético (EC) sefialado por la flecha, cotiledén (C); C) EC,
primordios foliares (LP), hipocotilo (HP), radicula (R); D) embriones somaticos (ES) en
etapa globular en la radicula (R) después de una semana en medio de induccion y
maduracién (0.2 mg L picloram); E) ES después de dos semanas en medio de induccion y
maduracion; F) ES con aspecto translicido en el EC; G) ES en maduracion; H) ES maduro
separado de la radicula; 1) germinacion de ES maduro; J) brotes en medio de
enraizamiento; K) plantula en medio de elongacion; y L) plantas aclimatadas en condiciones
de invernadero (después de 3 meses).

Ademas, se observo que no todos los embriones maduros germinaron bipolarmente (apice y raiz).
Esto probablemente se debe a que la conversidn de ES a planta con germinacion bipolar se presenta
en una frecuencia baja (Raharjo y Litz, 2003). Pliego-Alfaro y Murashige (1988) informaron que
los meristemos no logran organizarse en la mayoria de los ES de aguacate, y que esto impide la
germinacion bipolar.

Por esta razdn en el presente estudio, los embriones unipolares germinados con aproximadamente
2 cm de altura (3 semanas en GE aproximadamente) se separaron de los cotiledones y se
transfirieron al medio R (Figura 1J). Posteriormente, se transfirieron al medio E para promover la
elongacion de la parte apical y el crecimiento del sistema radicular (Figura 1K). Finalmente, se
necesitaron dos meses para adaptarlas a las condiciones ex vitro (Figura 1L). Los tratamientos que
promovieron el porcentaje mas alto de explantes que formaron embriones somaticos, contenian 10
mg L™ ANA (66.6%) 0 0.2 mg L™ picloram (46.6%), estos mismos tratamientos indujeron el mayor
namero de embriones por explante (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Embriogénesis somatica de P. americana var. Drymifolia accesion San Miguel.

Promediode  Embriones Eficiencia de
. Explantes con . -
, Concentracion SN embriones maduros regeneracion
Auxinas 1 embriogénesis I~ .
(mg L™) somatica (%) somaticos germinados  plantas/explante
° por explante (%) (%)
ANA 2 6.6 £0.67 ¢ 0.53+09c¢  37.510.37c 13.33+0.31c
5 26 £0.8b 1.2+2.1b 77+0.2a 26 £0.37b
10 66.6 +0.64 a 31+29a 53.8+0.33a 40 +0.37 a
2,4-D 5 20+0.81b 0.86 1.7 ¢ 20+0.34 c -
10 6.6 £0.67 ¢ 0.13+0.22 d 50+0.34c -
Picloram 0.05 20+0.81b 1.4+26b 71.4+0.24b 26 +0.37 b
0.1 20+0.81b 146 +2 Db 20+0.35¢ 6 +0.22d
0.2 46.6 £0.45a 32+29a 81.8+0.14a 46 +0.38 a

EI mayor niimero de plantas por explante se obtuvo con los tratamientos de 10 mg L™ de ANA 'y
0.2 mg L de picloram (46 y 40%, respectivamente) (Cuadro 1). El sistema de regeneracion por
embriogénesis somaética directa en aguacate no se habia descrito anteriormente e implica una
optimizacion del tiempo para obtener plantas completas. El proceso completo para obtener plantas
desde la induccion de ES hasta la aclimatacion en el presente trabajo llevo aproximadamente seis
meses, mientras que en el reporte mas reciente de regeneracion de aguacate se requirieron hasta 14
meses (Encina et al., 2014).

Embriogénesis indirecta

Los EC de la accesion San Miguel cultivados en 0.2 mg L de picloram desarrollaron callos
embriogénicos (CE) (Figura 2A). El 50% de los callos formados se mantuvieron en medio IC y el
otro 50% fue transferido a medio M. De cada 50 mg de CE en medio M (Figura 2B), se obtuvo el
méaximo potencial de regeneracion entre el primer y tercer mes después de inducidos y no se
encontraron diferencias significativas; en promedio 10.2 y 10 embriones maduraron (Figura 2C) y
de estos germinaron 66 y 60% respectivamente (Figura 2D), de los cuales a su vez se obtuvieron
45y 44% de plantas completas (Cuadro 2). Al sexto mes el nimero de plantas disminuy6 en 55%
mientras que en el noveno los embriones maduros perdieron su capacidad de germinar (Cuadro 2).

Figura 2. Embriogénesis somatica indirecta en P. americana var. Drymifolia. A) callos embriogénicos;
B) maduracién de embriones somaticos (ES); C) ES maduro en medio de germinacién; y D)
plantulas en proceso de crecimiento.
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Cuadro 2. Regeneracion de callos embriogénicos de P. americana var. Drymifolia accesion San

Miguel.
Meses de subcultivo Prome_dlo de Germinacion de Eficiencia de regeneracion
. embriones . g .
después de la embriones maduros num. plantas/nam.
i ) maduros/50 mg de .
induccion del callo callo (%) embriones maduros (%)
Mes 1 10.2+2.6a 66 +2.31 a 45+21a
Mes 3 10tla 60 +£1.09 a 44+22a
Mes 6 40+141b 32+0.12b 25+0.44D
Mes 9 22+2cC - -

Witjaksono y Litz (1999) mencionan que el potencial embriogénico en condiciones de
mantenimiento depende de la variedad y puede variar de tres meses a mas de un afio. Esta ruta de
regeneracion por embriogenesis indirecta se ha reportado para otras variedades de aguacate
(Witjaksono y Litz, 1999; Encina et al., 2014) y en el presente estudio se muestra la primera
evidencia para la variedad Drymifolia.

Organogénesis

La formacién de brotes multiples se indujo cuatro semanas después de que los EC decapitados
(Figura 3A) permanecieran en el medio con reguladores de crecimiento (RC) (Figura 3B), mientras
que los EC que se cultivaron en el medio sin reguladores de crecimiento (SRC) requirieron seis
semanas para el desarrollo de brotes, aunque con menor eficiencia en todas las accesiones (Cuadro
3). Hasta ahora el uso de EC decapitados para inducir la organogénesis no se habia descrito en el
aguacate, pero si en otras especies (Quintero-Jiménez et al., 2010; Singh y Tiwari, 2012).

Figura 3. Regeneracion de plantas de P. americana var. Drymifolia mediante organogénesis. A)
embrion cig6tico sin apice meristematico (AM); B) brotes regenerados después de cuatro
semanas en medio de induccion de organogénesis; C) brotes de dos meses en medio con
reguladores de crecimiento; D) brotes en medio de enraizamiento; E) plantulas en medio
de elongacion después de tres meses de iniciado el cultivo; y F) planta aclimatada en
condiciones de invernadero durante dos meses.
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En general, todas las accesiones de aguacate utilizadas en el presente estudio tuvieron respuesta
organogenica (Cuadro 3). La accesion Comonfort 53 tuvo la mejor respuesta en el medio RC con
respecto al nimero de explantes que formaron brotes (86%), en tanto que las accesiones BG181 y
BG24 mostraron los valores més bajos para esta variable cuando se cultivaron en un medio RC (14
y 26%, respectivamente) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Regeneracion in vitro por organogenesis de diferentes accesiones de aguacate (Persea
americana var. Drymifolia).

Reguladores Promediode . Eficiencia de
Accesion de Explantesocon brotes por Numero total regeneracion
crecimiento brotes (%) explante de plantas plantas/explante (%)

Celaya 79 BAP+AG 66 £0.42b  1.93+1.23b 21+12l1a 42 +0.31Db
SRCS 50+£0.68c  1.64+0.92c 12+1.38¢c 24£0.21 ¢
BG24 BAP+AG 26 £0.55d  1.15+1.12d 5+04d 10 +0.11d
SRC 10+0.51 e 14+26¢C 1+0.13d 2+0.12d
BG181 BAP+AG 14+0.59e 1.14+1.72d 2+0.11d 4+0.23d
SRC 12+05e 1.16+1.23d 1+0.13d 2+0.12d
Zutano BAP+AG 56 £+0.77b  235%191b 13+0.8c 26 +0.35¢c
SRC 30+0.43d 2.06£0.8 b 4+0.31d 8+0.24d
San Miguel BAP+AG 62+0.76b 3.29+0.75a 19%1.09a 38+0.1b
SRC 40+046¢c 3.05+0.95a 11+0.52c 22+0.14 ¢
Comonfort 53  BAP+AG 86+1.02a 253+1.02a 27+*l6la 54 +0.15a
SRC 68+0.8Db 2.38+1.04b 16+097Db 32+0.26 b

BAP= 6-bencilaminopurina; AG= 4cido giberélico; SRC= sin reguladores de crecimiento.

Las accesiones San Miguel y Comonfort 53 formaron el porcentaje mas alto explantes con brotes,
aunque no hubo diferencias significativas en el promedio de brotes por explante (3.29 y 2.53,
respectivamente) (Cuadro 3). En contraste, Zulfigar et al. (2009) observaron en aguacate del cv.
Fuerte 2.5 brotes por explante con yemas axilares en comparacion con 1.58 en las apicales. Por
otro lado, en el presente trabajo se observo que Comonfort 53 y Celaya tuvieron un promedio de
brotes por explante méas bajo (2.53 y 1.93, respectivamente) comparados con San Miguel (3.29);
sin embargo, el numero de plantas por explante de Comonfort 53 y Celaya fue mayor (54 y 42%
respectivamente) que San Miguel (38%). Esto indica que la induccion inicial no siempre
corresponde en la misma proporcién a la diferenciacion y el desarrollo de plantas completas
(Cuadro 3).

Una vez que los brotes alcanzaron 2-3 cm de longitud después de dos meses de cultivo en el medio
RC, se procedio a escindirlos del explante original (Figura 3C), antes de cultivarlos en el medio
MR, en el que ocurrio la emergencia de la raiz despues de 2 semanas (Figura 3D) y posteriormente
transferidos a medio E (Figura 3E). Cuando las plantulas alcanzaron los 10 cm de largo se
aclimataron (Figura 3F). Comonfort 53 tuvo la mayor eficiencia de regeneracion (54%), seguido
de Celaya 79 (42%) y San Miguel (38%) (Cuadro 3). Esto es similar a lo descrito por Martinez-
Pacheco et al. (2010) quienes mostraron una eficiencia de regeneracion via organogenesis de
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57.5% para la variedad Drymifolia. Los resultados de este trabajo mostraron que el protocolo de
regeneracion in vitro para la variedad de aguacate Drymifolia mediante la via de organogénesis con
EC es funcional para las diferentes accesiones y el hibrido de Zutano.

Conclusiones

Se establecio un protocolo reproducible y eficiente para la regeneracion in vitro de plantas de
aguacate de la variedad Drymifolia utilizando seis accesiones. Este protocolo permitio regenerar
plantas a partir de embriones cigdticos, por dos vias: embriogénesis somatica y organogénesis. El
uso de picloram (0.82 uM) o ANA (53.7 uM) induce la formacion de embriones somaticos a través
de la embriogénesis directa, mientras que el picloram (0.82 uM) promueve la formacion de callos
embriogénicos por embriogénesis indirecta. Se establecié la propagacion in vitro a traves de la
organogenesis utilizando embriones zigéticos decapitados. San Miguel fue la Unica con respuesta
de embriogénesis somatica, mientras que Comonfort 53 tuvo la mejor tasa organogénica. Por
ambas vias de regeneracion se obtuvieron plantas completas que se adaptaron a condiciones de
invernadero en la mitad de tiempo que protocolos anteriores.
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