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RESUMEN

El aguacate (Persea americana Mill) es un importante cultivo tropical originario de
Mesoameérica; actualmente esta especie esta distribuida por todo el mundo y México

es el principal productor.

Los métodos tradicionales de propagacion son tardados y costosos, ya que la especie
presenta un largo periodo juvenil y en algunos casos no se asegura su homogeneidad.
El cultivo de tejidos vegetales permite la propagacion clonal de un gran numero de
plantas, ademas de permitir la conservacién de germoplasma. Los enfoques de la
micropropagacion en aguacate son la multiplicacion de portainjertos de interés

comercial y el rejuvenecimiento de material adulto.

El objetivo de la presente investigacion fue establecer una metodologia para inducir la
organogénesis en cultivares de aguacate, en los que se probaron diferentes medios

de cultivo, concentraciones de reguladores de crecimiento y suplementos.

Para disminuir los problemas de contaminacion de los explantes, se probaron
diferentes cantidades de fungicidas y bactericidas agricolas en la desinfeccién del
material vegetal. De igual manera, para la oxidacién se utilizaron antioxidantes como

acido ascoérbico, acido citrico y PVP.
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Se evaluaron los medios de cultivo MS, DCR, Yasuda y B5 para el establecimiento de
los explantes, los cuales fueron microestacas con yemas axilares. En este caso el
mejor medio de cultivo fue el Yasuda, ya que permitid la mayor viabilidad de las

microestacas después de 14 dias.

Para la induccion de brotes se probaron los medios MS, DCR y Yasuda,
suplementados con agua de coco (AC), BAP, AGs y AlA; o con la combinacién de
caseina hidrolizada (CH), BAP y AIB. En esta etapa se evalué el numero y longitud de
brotes y numero de hojas a 8, 12 y 16 semanas. El andlisis de varianza demostr6 que
el cultivar Bacon en todas las variables, respondié de mejor manera en los medios de
induccion utilizados. Mientras que el medio M3 (Yasuda + AC, BAP, AGs y AlA), fue
satisfactorio para iniciar la presencia, proliferacion y longitud de brotes, asi como el

desarrollo de hojas en los cuatro cultivares de aguacate utilizados.

Finalmente, en el enraizamiento in vitro de brotes, se utilizé una solucién concentrada
de 3.0 g L' de AIB para sumergir los brotes, y después transferirlos a los medios MS,
DCR y Yasuda con dos dosis de AIB (0.5y 1.0 g L'"). En estos medios, sélo el cultivar
Bacon presenté respuesta para la formacién de raices, siendo el medio M2 (MS + 1.0

mg L' AIB) el mas favorecedor con 1.8 raices por brote y hasta 2.76 cm de longitud.
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ABSTRACT

Avocado (Persea americana Mill) is a major tropical crop with origin in Mesoamerica
area. At present time, this species is worldwide distributed and Mexico is the main

producer.

Traditional methods of propagation are time-consuming and costly, since the species
presents a long juvenile period and in some cases is not assured its homogeneity. Plant
tissue culture allows the clonal propagation of a large number of plants, in addition to
allow for the conservation of germplasm. The approaches of micropropagation in
avocado, are the multiplication of rootstocks of commercial interest and the

rejuvenation of adult material.

The aim of the present investigation was to establish a methodology to induce
organogenesis in cultivars of avocado, in which there were studied different culture

media, concentrations of growth regulators and supplements.

To alleviate the contamination problems of the explants, different amounts of fungicides
and bactericides were tested in the disinfection of plant material. Similarly, for oxidation,

the antioxidants ascorbic acid, citric acid, and PVP were used.

XXii



MS, DCR, Yasuda and B5 culture media were evaluated for the establishment of the
explants, which were microcuttings with axillary buds. In this case the best culture

medium was Yasuda, as it allow the greatest viability of microcuttings after 14 days.

For shoot induction, MS, DCR and Yasuda culture media were tested, supplemented
with coconut water (CW), BAP, GAs and IAA; or the combination of casein hydrolysate
(CH), BAP and IBA. At this stage the number and shoot length and number of leaves
after 8, 12 and 16 weeks was evaluated. Analysis of variance showed that the cultivar
Bacon in all the variables, respond better to induction media used. While the medium
M3 (Yasuda + CW, BAP, IAA and AGs), was satisfactory to start the presence,

proliferation and shoot length and leaf development in the cultivars of avocado used.

Finally, for in vitro rooting, a concentrated solution of 3.0 g L' of IBA to immerse shoots
was used, and then transfer to the MS, DCR and Yasuda media with two doses of IBA
(0.5 and 1.0 g L"). In these media, only Bacon cultivar presented response to the
formation of roots, being the M2 medium (MS + 1.0 mg L' IBA) the most flattering with

1.8 roots per shoot and up to 2.76 cm in length.
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1. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill) es un importante cultivo frutal de las zonas
tropicales y subtropicales, originario de Mesoamérica (Premkumar et al., 2003;
Galindo-Tovar et al., 2008). Es un arbol perenne de la familia Lauraceae, cultivado por
sus frutos los cuales son altamente valorados en sus regiones de origen, donde
constituye un componente esencial de la dieta diaria debido a su alto contenido de
aceites y como fuente balanceada de proteinas, carbohidratos, minerales y vitaminas
(Ben-Ya'acov y Michelson, 1995; Knight, 2002; Chanderbali et al., 2008; Marquez-

Martin et al., 2012).

México es uno de los paises con mayor diversidad de tipos de aguacate con al menos
20 diferentes especies, riqueza que debe ser valorada, conservada y aprovechada
para una produccidon de mayor calidad, ademas de ser el principal productor y
consumidor de aguacate en el mundo (Bergh, 1992; Moreno-Limén et al., 2010). En
2013, la produccién mundial total de aguacate fue de 4.7 millones de toneladas (Mt),
de las cuales 1.41 Mt fue contribuida solamente por México, colocandose en el primer

lugar mundial de produccién de aguacate (FAO, 2013).

Ante este panorama existen programas de mejoramiento para incorporar resistencia a
enfermedades y otros rasgos deseables en el aguacate; estos programas son tardados

y minuciosos debido al largo periodo juvenil y heterocigosidad de la especie (Ben

1



Ya'acov, 1987; Pliego-Alfaro y Bergh, 1992; Litz et al., 2007; Raharjo et al., 2008).
Asimismo, se ve afectado el uso de portainjertos a partir de semilla, lo cual no garantiza
homogeneidad genética y comportamiento estable en campo (Ben Ya“acov, 1987). La
propagacion clonal de aguacate se ha logrado principalmente por injerto, un proceso
costoso y que consume mucho tiempo (Brokaw, 1987), debido a esto, se deben
implementar y desarrollar diversos métodos de propagacion para el cultivo de

aguacate (Barcel6-Munoz et al., 1999).

El rescate de germoplasma de aguacate es prioritario para iniciar los programas de
mejoramiento genético en este frutal. Una alternativa segura de conservacion es a
través del establecimiento in vitro bajo condiciones de crecimiento normales o limitadas

(Vidales-Fernandez et al., 2011).

La micropropagaciéon en aguacate esta enfocada en propagar en masa portainjertos
de interés comercial, o para revitalizar material adulto que posteriormente podria
multiplicarse por técnicas convencionales (Barcelé-Mufioz y Pliego-Alfaro, 2003).
Diversos cultivares de aguacate se han establecido a partir de segmentos nodales con
yemas laterales y apicales, embriones inmaduros, ejes embrionarios y semillas
(Dalsaso y Guevara, 1988; Barringer et al., 1996; Barcelé-Munoz et al,, 1999;
Rodriguez et al., 1999; De la Vifa et al., 2001; Premkumar et al., 2002, 2003; Vidales-

Fernandez, 2002; Sanchez-Romero et al., 2007; Nhut et al., 2008; Zulfiqar et al., 2009).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue establecer una metodologia
para inducir la organogénesis en cultivares de aguacate, en los que se probaron
diferentes medios de cultivo, concentraciones de reguladores de crecimiento y

suplementos.



1.1 Hipotesis

1.1.1 Hipétesis general

La organogénesis en cultivares de aguacate Persea americana Mill, se puede lograr

mediante la aplicacion de diversas combinaciones y concentraciones de reguladores

de crecimiento en los medios de cultivo.

1.1.2 Hipétesis especificas

1.

La combinacién de agentes desinfectantes permitira el establecimiento aséptico
de explantes de cultivares de aguacate.

Los explantes de aguacate responderan a las sales de los diferentes medios de
cultivo.

La induccion de brotes en cultivares de aguacate, se puede lograr mediante la
combinacién 6ptima de reguladores de crecimiento y suplementos adicionados
a los diferentes medios de cultivo.

La formacion de raices en brotes de aguacate se induce mediante los diferentes

medios de cultivo y la dosis éptima de AIB.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Establecer una metodologia para inducir organogénesis en explantes de cultivares de

aguacate Persea americana Mill.

1.2.2 Objetivos especificos

1.

Evaluar la combinacibn de agentes desinfectantes que permita el
establecimiento aséptico, en explantes de cultivares de aguacate.

Definir el medio de cultivo que permita el establecimiento in vitro en explantes
de cultivares de aguacate.

Determinar el medio de cultivo, la combinacién éptima de reguladores de
crecimiento y suplementos, para inducir la formacién de brotes en explantes de
cultivares de aguacate Persea americana Mill.

Definir el medio de cultivo y la dosis de AIB sobre el efecto de formacién de

raices en brotes de cultivares de aguacate.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen del aguacate

El aguacate es nativo de América. Es una importante fruta tropical originaria de
Mesoamérica, en la region alta del centro de México y Guatemala (Williams, 1976,
1977; Galindo-Tovar et al., 2008). Se dispers6 hacia Sudamérica por las culturas que
habitaron en Mesoameérica en la época prehispanica (Galindo-Tovar et al., 2007). El
aguacate se desarrollé en el Neotrépico desde tiempos antiguos y es posible que su
domesticacidon en Mesoamérica se iniciara antes que otras plantas anuales hace 5,000
anos A.C. (Smith, 1969; Galindo-Tovar et al., 2008). Los restos fésiles de aguacate
encontrados en cuevas de Coxcatlan, Valle de Tehuacan, en el estado de Puebla,
México, tienen una antigliedad de 8,000-7,000 anos A.C. y probablemente fueron de
un arbol nativo que crecia al este, en el bosque mésico en una de las barrancas en la
ladera de la montafa. La cantidad de semillas de aguacate y la presencia de otras
plantas cultivadas, indica que los arboles de aguacate estaban siendo plantados cerca

de arroyos hace 6,500 afios (Smith, 1966).

2.1.1 Historia

Las culturas antiguas contaban con un buen conocimiento del aguacate y de sus

variantes, como se muestra en el Cédice Florentino, donde se mencionan tres tipos de
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aguacate que de acuerdo a la descripcién “aocacatl” podria tratarse de Persea
americana var. drymifolia (Raza Mexicana), “tlacacolaocatl” a P. americana var.
americana (Raza Antillana) y “quilacacatl” posiblemente a P. americana var.

guatemalensis (Raza Guatemalteca) (Bergh, 1992).

Existen registros historicos en donde se menciona al aguacate, como pago de tributos
de los pueblos mesoamericanos a la corona espafola, referencia de pueblos indios, y
resultado de incursiones e investigaciones hechas por los conquistadores europeos

(Barrientos-Priego y Lopez-Lépez, 2002).

Por otra parte, el Codice Mendocino cita al aguacate y menciona los tributos a enviar
de Tenochtitlan por una regién que comprendia 14 pueblos, de los cuales el quinto es
representado por un arbol y su nombre escrito es “Ahuacatla”, donde ahuacatl significa
aguacate (testiculo) o arbol del aguacate (de los testiculos), mientras que el posfijo —
tla significa “lugar”, por lo tanto, “Ahuacatla” se traduce como “Lugar del arbol de los

aguacates” (Barrientos-Priego y Lopez-Lopez, 2002).

2.1.2 Distribucion

Desde su centro de origen, el aguacate se dispersd hacia Norteamérica por México
hasta el Sudeste de los Estados Unidos; hacia las Antillas, todo Centroamérica y gran
parte de Sudamérica: Colombia, Venezuela, Las Guyanas, Ecuador, Pert y Bolivia.
Esta dispersion tan amplia a través de areas de desarrollo de civilizaciones antiguas,
se explica por la alta estima que los indigenas tenian por el fruto carnoso, nutritivo y

de sabor unico (Moreno-Limén et al., 2010).



Después del descubrimiento de América y de la invasion de México, Centroamérica,
Colombia y Peru, el aguacate se diseminé a otros lugares del mundo. Después de la
conquista, los espafoles llevaron el aguacate a Espafna en 1600, al Caribe en 1630,
Africa entre 1750 y 1904, a Israel en 1908, Brasil en 1809, Chile y Australia en 1850,

1910 en Nueva Zelanda, Singapur en 1830 y la India en 1892 (Téliz y Mora, 2007).

En México el cultivo de aguacate se localiza en casi todo el territorio, siendo los
estados de Michoacan, Jalisco, Edo. de México, Nayarit y Morelos, los principales

productores por superficie y produccién (SIAP, 2013).

En Nuevo Ledn dado que se considera uno de los estados centros de origen del
aguacate criollo, los municipios que reportan este cultivo son: Allende, Aramberri,
Bustamante, Cadereyta Jiménez, Galeana, General Zaragoza, Rayones, Sabinas

Hidalgo, Santa Catarina y Villaldama (SIAP, 2013).

2.2 Taxonomia del aguacate

México es uno de los paises con amplia diversidad de tipos de aguacate y existen en
el pais al menos 20 diferentes especies relacionadas con el aguacate. Esta gran
variabilidad puede ser debida a diferentes condiciones ambientales existentes en el
territorio nacional y a la naturaleza que ha conferido al aguacate, mecanismos que
maximizan el cruzamiento con otros tipos, y por lo tanto, incrementa la variabilidad

genética ampliando la adaptacion a un mayor numero de ambientes (Bergh, 1992).



2.2.1 La familia Lauraceae

Esta familia es numerosa e incluye alrededor de 3,500 especies agrupadas en 55
géneros. La mayoria de las especies son arboles con distribucion en zonas tropicales
y templadas. Esta familia incluye especies de importancia econdémica y cultural. El
nombre de la familia se debe a que incluye entre sus miembros al laurel (Laurus nobilis
L.), que era utilizado para reconocer las hazanas deportivas en la antigua Grecia

(Moreno-Limén et al., 2010; Chanderbali et al., 2013).

En la familia Lauraceae se encuentran géneros importantes como Persea (aguacate),
Laurus (laurel), Cinnamomum (canela), Cassia (alcanforero) y Sassafras (sasafras).
Otros geéneros importantes son Ocotea, Aniba, Litsea, Chlorocardium, Endiandra y

Eusideroxylon (Chanderbali et al., 2008).

2.2.2 El género Persea

El género Persea (Miller), reune arboles o arbustos con hojas alternas, subverticiladas,
penninervadas, glabras o pubescentes; las inflorescencias paniculadas, tirsoideas,
racemosas O capitadas, axilares o pseudoterminales; flores hermafroditas,
campanuladas; tépalos 6, ovados, elipticos u oblongos, semejantes entre si, o los
exteriores mas pequenos que los interiores, glabros o pubescentes, verde
amarillentos, deciduos o persistentes; estambres fértiles 9, los filamentos mas largos
que las anteras, los tres interiores con glandulas en la base, anteras con cuatro
esporangios; hipanto corto, plano; ovario ovoide o globoso; fruto asentado

directamente en un pedicelo mas o menos engrosado, sin cupula, cuando los pétalos



son persistentes, se observan fuertemente imbrincados formando un tubo corto (Van

der Werff y Lorea, 1997).

Todos los taxa que se conocen como aguacates (aguacate, aguacatillo, aguacate de
monte, aguacate de la montafna, aguacate criollo, aguacate cimarron, pawa, guaslipe,
chinini, yas, palta, étc.) pertenecen al género Persea, el cual incluye en la actualidad
cerca de 85 especies, la mayoria de ellas distribuidas en América, desde Estados
Unidos hasta Chile (Moreno-Limén et al., 2010). México reune alrededor de 10 a 12
especies, que son mas abundantes en bosques mesdfilos de montafa y bosques de
pino o encino. Se reconocen tres subgéneros: Persea (sélo en América), caracterizado
por la presencia de tépalos iguales, totalmente deciduos en el fruto; Eriodaphne (s6lo
en América), con tépalos desiguales y persistentes en el fruto; y Machilus (sélo en
Asia), con tépalos iguales, persistentes y reflexos en el fruto (Van der Werff y Lorea,

1997).

2.2.3 Aguacate Persea americana Mill

2.2.3.1 Hojas

Hojas espaciadas o algunas veces hacinadas cerca de la punta de las ramas, en
ocasiones ausentes por corto tiempo (plantas deciduas), peciolos de 1 a 5 cm de largo,
pubescentes o glabros, laminas variables en forma, por lo comun angosta a
ampliamente elipticas, de (6) 10 a 18 (30) cm de largo, por (2.5) 5 a 12 cm de ancho,
apice redondeado, obtuso agudo, algunas veces acuminado, base aguada a

redondeada, verdes o glaucas en el envés, venas laterales 6 a 8 (10) pares, inmersas



en la haz, mas o menos prominentemente elevadas en el envés, venas terciarias
formando un reticulo fino, cartaceas, haz glabra, envés glabro o variadamente

pubescente, algunas veces con olor a anis (Van der Werff y Lorea, 1997).

2.2.3.2 Inflorescencia

Flores en inflorescencias axilares o usualmente hacinadas en la base de las ramas
nuevas, de (3.5) 5 a 11 cm de largo, glabras o pubescentes, pedicelos florales de 4 a
8 mm de largo, pubescentes. Flores subcampanuladas, de 5 a 5.5 mm de largo,
amarillentas. Los tépalos elipticos 0 angostamente elipticos, de 3.7 a 6.3 mm de largo,
por 1.8 a 3 mm de ancho, los externos ligeramente mas cortos que los internos,
densamente pubescentes en la cara exterior e interior; estambres de los verticilos |y
Il de 2.8 a 3.7 mm de largo; filamentos del doble de la longitud de las anteras,
densamente pubescentes; anteras glabras excepto por la base del conectivo que es
adaxialmente pubescente al igual que la base de la antera del lado abaxial; estambres
del verticilo lll de 3 a 4.3 mm de largo; filamentos del doble o méas de la longitud de las
anteras, densamente pubescentes; anteras pubescentes en su mitad inferior
adaxialmente, pubescentes en la base al igual que en el conectivo abaxialmente.
Glandulas de 0.4 a 0.8 mm de largo, elipticas, conspicuamente pediceladas; pedicelos
tan largos 0 mas largos que las glandulas, pubescentes, estaminodios de 1.1 a 2.2 mm
de largo, con filamentos pubescentes abaxial y adaxialmente; apice pubescente en su
base adaxialmente, pubescente abaxialmente; hipanto ausente; ovario y estilo

pubescentes (Van der Werff y Lorea, 1997).
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2.2.3.3 Fruto

El fruto es una baya de 5 a 15 cm de largo, que consta de una sola semilla grande,
rodeada por una pulpa mantecosa. La piel es variable en espesor y textura. El color
del fruto en la madurez puede ser verde, amarillo-verde, negro, purpura o rojizo,
dependiendo del cultivar. En general, la pulpa es totalmente palida a amarillo intenso,
mantecosa y suave. En forma, la fruta es generalmente piriforme u oval y redonda, y
el peso llega hasta 2.3 kg. El contenido de aceite difiere entre 7.8 hasta 40 % en base
al peso fresco. La semilla puede ser achatada, redonda, cénica u ovoide, de 5 a 6.4
cm de largo, dura y pesada, de color marfil, encerrada en dos cubiertas delgadas y de

color café (Van der Werff y Lorea, 1997; Ospina, 2002).

2.3 Diversidad de especies de aguacate

2.3.1 Razas de aguacate

Con el curso del tiempo, el aguacate primitivo (P. americana Mill) did origen a tres y
posiblemente mas tipos de aguacate que se desarrollaron en aislamiento geogréafico,
dando lugar a taxones distintos. Estos taxones son conocidos en el medio horticola
como “razas” o “variedades” en el ambito de la botanica sistematica. De acuerdo a lo
anterior, se reconocen tres razas de aguacate; Mexicana, Guatemalteca y Antillana

(Moreno-Limén et al., 2010; Téliz y Mora, 2007).
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Bergh y Ellstrand, (1986), realizaron una clasificacién de las razas de aguacate,
agrupando a los aguacates de la raza Mexicana en la variedad botanica drymifolia (P.
americana var. drymifolia), la raza Guatemalteca en la variedad guatemalensis (P.
americana var. guatemalensis) y a la raza Antillana en la variedad americana (P.

americana var. americana).

Ben-Ya“acov et al. (1995), indicaron que en Costa Rica no existen aguacates de las
razas Mexicana y Guatemalteca, y la raza Antillana se encuentra en formas comunes
en las partes bajas. Sin embargo, existe un tipo endémico en ese pais que se conoce
como “aguacate de monte” que es una variante muy primitiva de la especie P.
americana, sugerida como una variedad botanica aparte y propuesta como var.

costaricensis.

2.3.2 Cultivares de aguacate

Los cultivares son conocidos comunmente como variedades, sin embargo, es
importante sefalar que la variedad, en términos estrictamente taxonémicos son una
categoria infraespecifica formada por grupos de individuos de una especie que son
morfoldgica y genéticamente distintos, generalmente como resultado del aislamiento
geografico. En tanto que el cultivar es también una poblacién unica de plantas, que no
existe en la naturaleza y se mantiene artificialmente por esfuerzo humano (Hartmann,

et al., 2002).

Los criterios importantes en la seleccion de los cultivares de aguacate, se pueden

agrupar en 1) la produccién y 2) las consideraciones de calidad de la fruta. Para los
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huertos familiares, las caracteristicas de producciéon pueden no ser tan importantes
como la buena calidad del fruto (Bender, 2012; Crane et al., 2013a). Mientras que para
los cultivadores comerciales, las caracteristicas de produccion podrian ser
extremadamente importantes, pero las preferencias del consumidor para la apariencia
y calidad del fruto son también importantes para determinar si es o no una seleccion

apropiada (Bergh, 1969; Campbell y Malo, 1976; Bender, 2012).

Los arboles de aguacate se adaptan de acuerdo a su ascendencia de las distintas
razas (Téliz y Mora, 2007). La raza Mexicana tiene una piel delicada, la semilla es
grande y por lo comun suelta en la cavidad, los frutos son pequefos lo que es
comercialmente deseable (Bergh y Ellstrand, 1986; Knight, 1999). Sus principales
ventajas son la resistencia al frio, la adaptaciéon a grandes alturas y su alto contenido
de aceite (Berg y Ellstrand, 1986; Barrientos-Priego y Lopez-Lopez, 2002; Knight,
1999). La raza Guatemalteca produce frutos con la mas alta calidad horticola de las
tres razas (Bergh y Ellstrand, 1986; Knight, 1999). La piel es bastante gruesa lo que
facilita su transporte, la semilla es pequefia y estd ajustada a la cavidad (Barrientos-
Priego y Lépez-Lopez, 2002). La principal ventaja de los frutos de esta raza es que
tienen una mayor cantidad de tiempo a la madurez. Estan adaptados a elevaciones
altas y tienen la capacidad de sobrevivir a climas frios (Bergh y Ellstrand, 1986; Knight,
1999). La raza Antillana se adapta a regiones tropicales con baja elevacion (Bergh y
Ellstrand, 1986; Knight, 1999), y como portainjerto es mas tolerante a la salinidad y

clorosis (Barrientos-Priego y Lopez-Lopez, 2002).
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De acuerdo con el Plan Rector Nacional del Sistema Producto Aguacate (PRN, 2012),
los principales cultivares que se cultivan en México son Hass, Fuerte, Bacon, Colin V-

33, Reed y Lamb Hass.

2.3.2.1 Cultivar Bacon

Originado en Buena Park, California, E. U. A. por James Bacon y liberada a prueba en
los 1920s (Crane et al., 2013b). Tipo hibrido Mexicano x Guatemalteco (Crane et al.,
2013b; Ayala-Silva y Ledesma, 2014) Arbol erecto y angosto con corona puntiaguda;
hojas con olor a anis cuando se maceran; moteado de color rojo en la madera de
nuevos brotes. Flores de grupo B. Posee frutos de 170 a 510 g, de forma ovoide,
cascara verde oscuro Yy brillante, delgada, lisa, facil de pelar; buen sabor, pulpa de
color amarillo-verde palido, contenido medio de aceite y con una semilla mediana a
grande (Téliz y Mora, 2007; SAGARPA, 2011; Crane et al., 2013b; Ayala-Silva y
Ledesma, 2014). Fuerte productor, pero no persistente por mucho tiempo en el arbol;
rendimientos mas altos que el cultivar "Fuerte” en zonas frias. Buena tolerancia al frio
hasta 4.4 °C. Susceptible al ataque de insectos, extremadamente susceptible a
antracnosis. Cultivar inadecuado para areas con clima subtropical humedo. La piel
puede presentar cicatrices provocadas por el viento, y en casos graves, la fruta puede
exponer la semilla. Este cultivar se ha utilizado como un polinizador del “Hass” (Crane

et al., 2013b; Ayala-Silva y Ledesma, 2014).
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2.3.2.2 Cultivar Huevo de Toro

Originario de Montemorelos. Arbol de porte erecto, corteza lisa, hojas de color negro
anchas, follaje denso, brotes verde oscuro, floracion en enero o febrero. Llega a
producir hasta 150 kg/arbol, es resistente a las heladas, no presenta cosechas
bianuales (Moreno-Limén et al., 2010). El tamano promedio del fruto es de 11.3a 12.5
cm de largo y una longitud del pedunculo de 5.3 cm. El fruto es alargado vy tiene la
forma de un testiculo de toro, color verde, cascara lisa y muy delgada, facil de pelar;
excelente sabor, con fibra no visible en la pulpa; el fruto madura en forma escalonada
y el peso alcanza entre 187 y 206 g (Moreno-Limén et al., 2010; Acosta-Diaz et al.,
2012). Se considera de ciclo intermedio entre el 16 de Julio y 14 de Agosto, y tiene

una vida de anaquel de aproximadamente 4.3 dias (Acosta-Diaz et al., 2012).

2.3.2.3 Cultivar Mantequilla

Cultivado principalmente en el municipio de Aramberri. Cultivar de ciclo tardio entre el
8 de Octubre y 5 de Noviembre. Fruto esférico de color verde claro en madurez
fisioldgica, un tamafo aproximado de 7.0 cm de largo y con una longitud promedio de
15.7 cm del pedunculo. El peso del fruto puede alcanzar los 80 g y tiene una vida de

anaquel de 6.3 dias (Acosta-Diaz et al., 2012).
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2.4 Importancia del aguacate

2.4.1 Importancia econémica

El aguacate, P. americana Mill, en México y Centroamérica esta incorporado a la dieta
de la poblacién desde hace muchos siglos, y muy posteriormente a la colonizacion
llegé a otros puntos fuera del continente, y en estos ultimos anos Europa y Asia

empiezan a importar aguacate en forma creciente (Moreno-Limén et al., 2010).

En México, Nuevo Lebn se considera uno de los estados centros de origen del
aguacate criollo (P. americana var. drymifolia), el cual esta muy localizado en los
municipios de Galeana, Rayones, General Zaragoza y Aramberri. En el estado, el
aguacate criollo es cultivado en diferentes sistemas agricolas y de forma intensiva
tanto en huertas familiares como de traspatio, estas formas de produccién son
importantes centros de experimentacion, introduccion de plantas y mejoramiento de
cultivos asi como refugios de diversidad genética unica. En aguacate criollo, las razas
locales o variedades consisten de selecciones locales de especies que se han
cultivado en muchas regiones y que tienen una fuerte tendencia a ser sustituidas por
variedades modernas, aunque aun es posible encontrar poblaciones de aguacate
criollo formando parte de las huertas o de la vegetacidn natural (Gutiérrez-Diez et al.,

2009).

Su importancia econémica recae en el maximo aprovechamiento que de la planta
entera se realiza, presentando una variada posibilidad de usos como: remedios
caseros para malestares, desparasitacion, caida de cabello, como aliado en la salud y
prevencién de enfermedades, como fuente maderable; ademas de productos
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industrializados como pulpas base para productos untables (guacamole), obtencién de
aceite, tradicionalmente para fines cosméticos, aceite extra virgen para fines culinarios,

entre otros (Moreno-Limén et al., 2010).

La importancia socioecondémica del aguacate se deriva del beneficio que derrama entre
productores, comercializadores, industrializadores y consumidores. Los huertos
generan empleo al demandar mano de obra para las podas, los riegos, el cuidado
nutritivo y fitosanitario, la cosecha, el acarreo, la seleccidn, el empaque, el traslado, el
mercadeo y ventas al mayoreo y menudeo. La demanda de mano de obra para la poda,
cosecha, seleccién y comercializacion es una aportacién del aguacate a la atencién de
los problemas socioeconomicos derivados de la globalizacion de la economia. El valor
del cultivo por unidad de area hace del aguacate una opcién comercial enfocada a los

mercados nacionales e internacionales (Téliz y Mora, 2007).

La importancia del aguacate en el mercado internacional ha crecido sostenidamente,
dejando de ser una fruta exética para incorporarse en la dieta de muchos paises. Esta
tendencia se ha reforzado por la importancia mundial creciente en el consumo de
productos naturales. A nivel internacional, la explotacion comercial de aguacate se ha
intensificado, ya que la produccién mundial se ha incrementado en 550,000 t durante

los ultimos 15 anos (Téliz y Mora, 2007).
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2.4.2 Produccidén de aguacate

2.4.21 Mundial

La FAO en 2013, reporta una produccion mundial de 4.71 Mt de aguacate, donde el
continente Americano destaca con la mayor produccién (70.3 %), seguido por Africa
(15.2 %) y Asia (10.9 %). Los principales paises productores de este fruto son México,
Republica Dominicana, Colombia, Peru e Indonesia. Estos reportes evidencian un
claro aumento en la produccidén de aguacate a lo largo de cinco anos (37 %), cuando

en 2008 se reportaban 3.44 Mt de este cultivo.

2.4.2.2 Nacional

De acuerdo al Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2013), en
México el cultivo de aguacate se localiza en casi todo el territorio, ya que cuenta con

una superficie sembrada mayor a las 168,000 ha.

La evolucion del aguacate como cultivo de importancia dentro de la Republica
Mexicana se evidencia en las cifras registradas desde la década de los 80’s hasta la
actualidad, marcando una tendencia a incrementar el volumen de produccién llegando
en el 2013 a 1.46 Mt (FAO, 2013; SIAP, 2013). El estado de Michoacan ostenta el
primer lugar en produccién del cultivo de aguacate con un volumen de 1.19 Mt, seguido
por Jalisco con 87,367 t, el Estado de México con 56,672 t y Nayarit con 34,345 t. Lo
cual gener6 ganancias superiores a los 18.06 millones de pesos, siendo Michoacan el

estado que més aporta a esta derrama econdémica (SIAP, 2013).
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2.4.2.3 Estatal

El cultivo de aguacate en el Estado de Nuevo Leodn se realiza solamente en 10 de los
51 municipios que conforman la entidad, siendo estos: Allende, Aramberri,
Bustamante, Cadereyta Jiménez, Galeana, General Zaragoza, Rayones, Sabinas

Hidalgo, Santa Catarina y Villaldama; con un area sembrada de 688 ha (SIAP, 2013).

El volumen de produccién de aguacate en el 2013 fue de 2,039 t, destacando el
municipio de Rayones con 980 t, lo cual representa el 48 % de la produccion total en
el estado. Le contindan los municipios de Aramberri con 498 t y Sabinas Hidalgo con
242 t. Estos valores de produccion generaron ganancias superiores a los 21,139 miles

de pesos (SIAP, 2013).

2.4.3 Importancia nutrimental

El aguacate es un alimento rico en nutrientes que contiene una alta proporcion de
acidos grasos monoinsaturados, una baja cantidad de acidos grasos saturados y nada
de colesterol (Pérez-Rosales et al., 2005). Esta composicién de acidos grasos, puede
llegar en algunos cultivares hasta el 30 %, pero normalmente se encuentra entre 10 y
15 % (Moreno-Limén et al, 2010). Por lo que su aceite, cumple con las
recomendaciones nutrimentales que se enfocan a reducir la cantidad de grasa
saturada en la dieta, siendo tan efectivo como utilizar aceite de maiz, soya o girasol
(Pérez-Rosales et al., 2005). Otras cualidades nutrimentales del aguacate, es su alto

contenido de proteinas (2-4 %) en el fruto fresco, ademas de tener altos niveles de
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potasio (igual o mayor que en el platano), posee altas concentraciones de
antioxidantes y cantidades apreciables de vitaminas A y E y vitaminas del grupo B

(Lyle, 2008).

2.4.3.1 Propiedades medicinales

Los beneficios para la salud documentados con el consumo de aguacate en general,
y ahora con su aceite, son numerosos e incluyen entre ellos, disminuir el riesgo de
padecer cardiopatia coronaria, cataratas, diabetes, hipertrofia prostatica benigna y
diferentes tipos de canceres (Eyres et al.,, 2001; Ding et al., 2007). Entre otras
propiedades adicionales del aceite de aguacate, se incluye la cicatrizacion de heridas
y hepatoproteccidn, los cuales pueden estar vinculados a los pigmentos de la pulpa de
aguacate, la cual incluye clorofilas, carotenoides y antocianinas (Ding et al., 2007).
Ademas, el aguacate se utiliza por su riqueza en vitaminas D y E que estimula la
formacién de colageno asi como en saponinas, constituye un buen balsamo para la
piel, ideal para tratar los problemas de la misma, especialmente en casos de eccemas
y dermatitis a los que se puede combatir aplicando una crema realizada con la pulpa
de esta fruta o mediante la aplicacién externa de su aceite. Estas mismas
preparaciones pueden utilizarse para el tratamiento externo de otras afecciones de la
piel, como granos, manchas o costras producidas por la psoriasis (Moreno-Limén et

al., 2010).
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2.5 Propagacion del aguacate

El uso de plantas de semillero como portainjertos de aguacate se ha relacionado con
la falta de uniformidad en los huertos en términos de produccidn, vigor y/o tolerancia a
los agentes patdégenos transmitidos por el suelo o condiciones adversas del suelo. En
aguacate, la propagacion vegetativa es dificil; existen diferencias en la capacidad de
enraizamiento debido a la edad ontogenética del material vegetal o su genotipo (Ben-
Ya“acov, 1987; Kbéhne, 1992; Barceld-Murnoz y Pliego-Alfaro, 2003). La propagacion
por injerto es el método mas apropiado para reproducir los cultivares seleccionados
para cultivo comercial (Moreno-Limén et al., 2010), ya que en los arboles injertados se
espera que sean longevos, de alto rendimiento y uniformes en la calidad, forma y
tamano de los frutos (Barrientos-Priego et al., 2007), sin embargo resulta costoso y
consume mucho tiempo (Brokaw, 1987). Por tanto, se deben implementar y desarrollar
métodos de propagacion deseables para el cultivo de aguacate (Barcel6-Munoz et al.,

1999).

2.6 Propagacion mediante cultivo de tejidos vegetales

Una de las herramientas vitales de la biotecnologia vegetal es el cultivo in vitro de
plantas, comunmente llamado cultivo de tejidos vegetales o micropropagacién, el cual
se utiliza como ayuda experimental y permite la tecnologia para la produccién agricola,
el fitomejoramiento, la modificacion de plantas, la produccidén de metabolitos vegetales,

la manipulacion genética y la rapida propagacién clonal de plantas de acuerdo a las
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necesidades deseadas, ya que requiere de espacios reducidos y poca mano de obra

(Kumar y Loh, 2012; De Filippis, 2014).

Dentro de las principales ventajas de la micropropagacion sobre los métodos
tradicionales de propagacion clonal se encuentran: a) la produccién de un gran numero
de plantas a partir de un genotipo selecto en un espacio reducido y corto tiempo, b) la
necesidad de pequefas piezas de tejido vegetal para iniciar el cultivo, c) la tasa de
multiplicacion es mayor que los métodos de propagacion convencional, d) se puede
aplicar en genotipos donde la propagacion vegetativa sea dificil o imposible, e) la
multiplicacion se puede desarrollar en cualquier época del afo, f) los germoplasmas
libres de virus, pueden mantenerse a salvo de una reinfeccidbn y las plantas
micropropagadas pueden exportarse sin problemas, g) las plantas in vitro se
mantienen relativamente seguras de infestaciones de microorganismos, h) la
produccién in vitro puede ser mejor planeada debido al almacenaje de cultivos in vitro
en bajas temperaturas en temporadas de baja demanda de mercado, i) en plantas
micropropagadas se pueden adquirir nuevos rasgos deseables del cultivo (Bhojwani y

Dantu, 2013).

Entre otras ventajas, el cultivo de tejidos se ha vinculado con éxito para la conservacién
e intercambio de germoplasma en la horticultura (Ayala-Silva y Ledesma, 2014). En
este sentido, Vidales-Fernandez et al. (2011), sefalan que el rescate de germoplasma
en aguacate es prioritario para iniciar los programas de mejoramiento genético, la
variabilidad que durante cientos de afos ha creado la seleccién natural hay que
conservarla, caracterizarla y utilizar los genes de manera ordenada, con apoyo de la

biotecnologia.
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2.7 Etapas de la micropropagacion in vitro

La micropropagacion es un proceso de cinco etapas bien definido, cada una con sus
requerimientos y problemas especificos (Bhojwani y Razdan, 1996): Etapa 0: es la
etapa de preparacion para proveer explantes de calidad; Etapa 1: iniciacién de los
cultivos asépticos; Etapa 2: multiplicacion; Etapa 3: enraizamiento en brotes obtenidos

in vitro; Etapa 4: aclimatacion de las plantulas.

2.8 Micropropagacion de aguacate

Plantas de aguacate han sido regeneradas in vitro por medio del cultivo de brotes
(Pliego-Alfaro et al., 2013). La micropropagacion de aguacate esta enfocada en
propagar masivamente portainjertos de interés comercial, principalmente con
resistencia a enfermedades transmitidas por el suelo, o tolerancia a condiciones de
suelos salinos o calcareos, asi como para revitalizar material adulto que
posteriormente podria multiplicarse por técnicas convencionales (Barceldé-Mufioz y

Pliego-Alfaro, 2003; Litz et al., 2007).

Con plantas lefiosas como el aguacate, la capacidad de morfogénesis es
generalmente mas baja en plantas adultas que juveniles (Pliego-Alfaro y Murashige,
1987; Read y Bavougian, 2013), por lo tanto, la micropropagacion se desarrolla con
explantes de plantas jévenes y los resultados se pueden usar como guia para la

propagacion de la planta adulta (Barcel6-Mufoz y Pliego-Alfaro, 2003).
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2.9 Iniciacion de los cultivos

2.9.1 Factores que afectan el establecimiento de los explantes

El explante es una pieza de tejido vegetal que se coloca en el medio de cultivo. Los
factores a considerar en la seleccion de los explantes son: 1) la edad ontogénica del
organo que servird como fuente del explante, 2) la temporada en que el explante se
obtuvo, 3) el tamafo del explante, 4) la calidad de la planta donadora, 5) genotipo

(Smith, 2013).

En aguacate, durante la fase de iniciacién de los cultivos, se pueden presentar serios
problemas, como alta contaminacién, baja tasa de germinacion, produccién de

exudados y oscurecimiento (Cooper, 1987; Zirari y Lionakis, 1994).

2.9.2 Desinfeccion de los explantes

La capacidad de establecer y crecer cultivos de células, 6rganos y tejidos vegetales,
ha sido ampliamente explotada para la investigacién béasica y aplicada, y para la
produccién comercial de plantas (micropropagacion). Independientemente de si la
aplicacién es para la investigacion o el comercio, es fundamental que los cultivos que
se establecieron in vitro, estén libres de alguna contaminacién bioldgica y se
mantengan como cultivos asépticos durante la manipulacion, el crecimiento vy

almacenamiento (Cassells, 2012).

En aguacate, al igual que otras especies vegetales, el pretratamiento de las plantas

madre es clave para el éxito del establecimiento de los cultivos, en este aspecto, las
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plantas donadoras pueden ser asperjadas con soluciones bactericidas y fungicidas
para disminuir la carga microbiana (Cooper, 1987; Dalsaso y Guevara, 1988; Zirari y

Lionakis, 1994).

Después de la escision del material vegetal de la planta madre, se lleva a cabo un
tratamiento de asepsia. Para ello no existen reglas porque el tratamiento dependera
de cuan limpio o sucio se encuentre el material vegetal. El protocolo seleccionado
debera ser el que dafe menos al explante. El agente limpiador mas utilizado son las
soluciones comerciales de hipoclorito de sodio (NaCIlO) en diferentes concentraciones,
a los cuales puede adicionarse un agente surfactante, Tween-20, el cual reduce la
tension superficial del material mientras se limpia, permitiendo de este modo que el

blanqueador sea mas efectivo (Kyte y Kleyn, 1996; Smith, 2013).

Dentro de la micropropagacion de aguacate existen diversos métodos utilizados para

la desinfeccidn de diferentes explantes.

Los cultivares de aguacate Dade, Maxima, Cataloina, Tower 2, Choquette, Hass,
Suardia y Jaruco No. 1, se han establecido a partir de semillas utilizando detergente
comercial y agua potable para la limpieza superficial, y una solucién de blanqueador
comercial al 20 % (v/v) hasta por 20 min (Mohamed-Yassen, 1993; Barringer et al.,
1996) o sumergiendo las semillas en etanol 96 % y después flamearlas dentro de la

campana de flujo laminar (Rodriguez et al., 1999).

Por su parte, Campos y Pais (1996), utilizaron una solucion de etanol 80 % por 10 min
para la desinfeccion superficial de semillas de Persea indica L. (Spreng.), seguido de

una inmersién en NaClO 10 % por 30 min. Mientras que Cob et al. (2010), para semillas
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de P. lingue Miers usaron etanol al 70 % por 5.0 min y después una solucién de

blanqueador comercial al 50 % (v/v) por 20 min.

En cambio, los cultivares Duke 7, Velvick, Lula, Hopkins, Hass, Fuerte, IV-8, RR-86 y
material de la raza Mexicana, se han establecido a partir de microestacas y yemas
axilares. Estos explantes generalmente se limpian bajo el chorro de agua, en tiempos
que van de 30 a 120 min, con la finalidad de eliminar la maxima cantidad de fenoles.
Después se colocan en etanol a concentraciones de 70 hasta 95 %, en tiempos que
no deben rebasar 1.0 min. Las concentraciones de NaClO més utilizadas son de 0.5 a
2.0 % por hasta 30 min, aunque en algunos casos, la concentracidén del blanqueador
comercial puede ser hasta de 60 % (v/v). La adicidén de detergente surfactante Tween-
20 o Tween-80 es constante (Harty, 1985; Cooper, 1987; Dalsaso y Guevara, 1988;
Zirari y Lionakis, 1994; Castro et al., 1995; Barcel6-Munoz et al., 1999; Rodriguez et
al., 1999; De la Vina et al., 2001; Vidales-Fernandez, 2002; Nhut et al., 2008; Zulfigar

et al., 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2011).

En algunos casos se pueden utilizar soluciones bactericidas-fungicidas por hasta 20
min (Dalsaso y Guevara, 1988; Vidales-Ferndndez, 2002; Cortés-Rodriguez et al.,
2011). Dalsaso y Guevara (1988) y Nhut et al. (2008), sustituyen el NaCIO por cloruro
mercurico (0.15-1.0 %). De igual forma se reporta el uso de antioxidantes, como &cido
ascérbico, acido citrico y PVP (polivinilpirrolidona), para reducir la oxidacion de lo
explantes antes de proceder a sembrarlos (Dalsaso y Guevara, 1988; Castro et al.,

1995; Rodriguez et al., 1999)
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2.9.3 Medio de cultivo

Las formulaciones minerales son clave importante en el establecimiento del cultivo de
aguacate (Barcel6-Munoz y Pliego-Alfaro, 2003). La férmula del medio MS (Murashige
y Skoog, 1962), ha sido utilizada en algunas investigaciones (Dalsaso y Guevara,
1988; Mohamed-Yasseen, 1993; Barringer et al., 1996; Campos y Pais, 1996; Nhut et
al.,, 2008) o en combinacién con vitaminas del medio B5 (Gamborg et al., 1968)
(Cortés-Rodriguez et al., 2011). Formulaciones minerales de menor contenido i6nico,
como WPM (Lloyd y McCown, 1980) (Cooper, 1987; Castro et al., 1995), MS con
macroelementos en concentraciones de 20-80 %, el cual también puede utilizarse de
doble fase (Barcel6-Munoz et al., 1990; Zirari y Lionakis, 1995; Barcel6-Munoz et al.,
1999; Rodriguez et al., 1999; Witjaksono et al., 1999; De la Vina et al., 2001; Vidales-
Fernandez, 2002; Zulfigar et al., 2009; Cob et al., 2010), DF (Dixon y Fuller, 1976)
(Harty, 1985; Rodriguez et al., 1999) o NssK (Margara, 1984) (Dalsaso y Guevara,

1988; Premkumar et al., 2002, 2003) son mas adecuados.

La citocinina utilizada cominmente para el establecimiento de aguacate, es el BAP (6-
bencilaminopurina), a concentraciones de 0.1 hasta 2.0 mg L' (Barcel6-Muiioz y
Pliego-Alfaro, 1987; Cooper, 1987; Barceld-Mufoz et al., 1990; Rodriguez et al., 1999;

De la Vifna et al., 2001).

2.9.4 Induccion de brotes

En la induccion de brotes de aguacate, la citocinina BAP es el regulador de crecimiento

mas utilizado, ya sea solo, a concentraciones de 0.1 a 6.0 mg L' (Campos y Pais,
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1996; Barceld-Mufioz et al., 1999; Zirari y Lionakis, 1995; Witjaksono et al., 1999; De
la Vina et al., 2001; Zulfigar et al., 2009) o en combinacién con &cido indol-3-butirico
(AIB) en concentraciones de 0.1 a 1.0 mg L' (Cooper, 1987; Dalsaso y Guevara, 1988;
Castro et al., 1995; Rodriguez et al., 1999; Vidales-Fernandez, 2002; Cob et al., 2010;
Cortés-Rodriguez et al., 2011), acido 1-naftalenacético (ANA) (0.5 uM) (Mohamed-
Yasseen, 1993; Barringer et al., 1996), acido giberélico (AGs) (0.5-2.0 mg L") (Dalsaso
y Guevara, 1988; Castro et al., 1995; Rodriguez et al., 1999) o thidiazuron (TDZ) (0.2-
2.0 mg L") (Mohamed-Yasseen, 1993). Sin embargo, Harty (1985) utiliza
concentraciones de hasta 60 mg L' de BAP, cinetina o 2-isopenteniladenina (2iP).
Ademas los medios de cultivo se pueden adicionar con antioxidantes, fungicidas o
peptona (Dalsaso y Guevara, 1988; Castro et al., 1995; Vidales-Fernandez, 2002; Nhut

et al., 2008; Cortés-Rodriguez et al., 2011).

2.9.5 Enraizamiento in vitro

Para el enraizamiento, los brotes deben tener un tamafno adecuado y una superficie
foliar minima; estos rasgos se pueden obtener después de mantener brotes de mas
de seis semanas en medio de proliferacion; ademas es recomendable la dilucién de
las sales de los medios de cultivo (Cooper, 1987; Barcelé-Mufioz y Pliego-Alfaro,

2003).

El proceso de enraizamiento puede incluir dos fases: la primera con auxina, para la
induccion de raices (hasta 4.92 uM AIB), y la segunda para su elongacién, en medio

MS con macroelementos al 30 %, sin reguladores de crecimiento, pero con 1.0 g L™
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de carbon activado (Barcelé-Mufoz et al., 1990; Zirari y Lionakis, 1995; Barceld-Mufioz
et al., 1999; Witjaksono et al., 1999; De la Vina et al., 2001; Premkumar et al., 2003),
o con 8.0 g L' de carbdn activado y concentraciones de 5, 30 y 50 g L' de sacarosa
(Premkumar et al., 2002). También los brotes se pueden sumergir en una solucion
concentrada esterilizada de AIB o ANA (1.0-5.0 g L"), durante unos segundos y
después sembrarlos en un medio sin hormonas (Cooper, 1987; Campos y Pais, 1996).
Asi como también pueden permanecer en un medio con AlB, en concentraciones de
0.5 hasta 5.0 mg L' (Barringer et al., 1996; Campos y Pais, 1996; Rodriguez et al.,
1999; Vidales-Fernandez, 2002; Zulfigar et al., 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2011).
Por su parte, Nhut et al. (2008), recomiendan utilizar 2.0 % de peptona y 2.7 uM de

ANA, para inducir raices en brotes de aguacate.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del experimento

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, de la
Facultad de Agronomia, Unidad Marin de la Universidad Autbénoma de Nuevo Leodn
UANL, ubicado en la carretera Zuazua-Marin km 17.5, durante el periodo Agosto 2013

a Mayo 2015.

3.2 Material vegetal

El germoplasma vegetal consisti6 en varetas de aproximadamente 5 a 10 cm de
longitud, recolectadas de arboles de aguacate en desarrollo de los cultivares Huevo
de Toro, Bacon, Mantequilla y R.H., provenientes del municipio de Aramberri, Nuevo

Ledén (Cuadro 1) (Figura 1).

Cuadro 1. Razas de aguacate de acuerdo al cultivar.

Cultivar Raza
Huevo de Toro Mexicana
Bacon Mexicana x Guatemalteca
Mantequilla Mexicana
R.H. Mexicana
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Figura 1. Varetas de aguacate utilizadas para la siembra, a) cv. Huevo de Toro, b)

Bacon, c) Mantequilla, d) R.H.

3.3 Acondicionamiento previo del material vegetal

Con la finalidad de disminuir la presencia de patdgenos presentes en los arboles de
aguacate traidos de campo, se asperjaron dos veces por semana con una solucioén
que contenia 2.0 g L' de AGRY-GENT PLUS 800° (sulfato de gentamicina 2.0 %;
clorhidrato de Oxitetraciclina 6.0 %) (Gowan® MEXICANA) y 2.0 g L' de Antrak

(Benomilo 50 %) (Agroquimica Tridente).

3.4 Pre-desinfeccion

Se seleccionaron varetas en éptimas condiciones con gran numero de yemas, las

cuales se lavaron con detergente comercial liquido (Axion®) y unas gotas de

31



blanqueador comercial (Cloralex®) y se enjuagaron con agua potable. Posteriormente,
las varetas fueron seccionadas en unidades mas pequeinas de 2 a 3 cm y se colocaron
en agua potable y jabdn liquido en tres lapsos de 10 min c/u y en agitacion, con la
finalidad de disminuir la cantidad de fenoles (Vidales-Fernandez, 2002). Después se
colocaron en una solucion a base de bactericida vegetal (Microdyn®) 2.0 mL L'y
blanqueador comercial (Cloralex®) 2.0 mL L' durante 15 min en agitacion. Seguido a
esto, se enjuagaron tres veces con agua bidestilada para colocarlos en una solucion
fungicida-bactericida, la cual contenia 2.0 g L' de AGRY-GENT PLUS 800 (sulfato
de gentamicina 2.0 %; clorhidrato de Oxitetraciclina 6.0 %) (Gowan® MEXICANA), 2.0
g L' de Antrak 500 PH (Benomilo 50 %) (Agroquimica Tridente), 1.5 mL L' de Amistar®
Gold (azoxistrobin 18 %) (Syngenta®), 800 mg L' de &cido ascérbico, 800 mg L' de
acido citrico, 2.0 mL L' de bactericida vegetal (Microdyn®) y 30 g L' de sacarosa,
durante 1.5 horas en agitacion. Concluido el tiempo, se enjuag6 el material vegetal con

agua bidestilada (Figura 2).

3.5 Técnica de desinfeccion

Una vez que se concluyé la fase de pre-desinfeccion de los explantes, se llevaron a la
campana de flujo laminar con la finalidad de trabajar en condiciones de asepsia. La
desinfeccidn consistié en la inmersién del material vegetal en etanol absoluto durante
1.0 min, seguido de una inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al
2.7 % (50 % v/v Cloralex®) mas 0.02 % de Tween-20 durante 20 min en agitacion.
Concluido el tiempo, se enjuagd tres veces con agua bidestilada esterilizada.
Inmediatamente el material vegetal se colocd en una solucién de PVP 400 mg L' para
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reducir la oxidacién del mismo. Finalmente, el material vegetal previamente
desinfectado fue seccionado en segmentos internodales con una o dos yemas
laterales (microestacas), de 1.0 cm de longitud para ser utilizados posteriormente en

los medios de establecimiento (Figura 2).

3.6 Preparacion del medio de cultivo
3.6.1 Establecimiento in vitro

Los explantes se sembraron en los medios de cultivo MS con macroelementos al 50
%, DCR (Gupta y Durzan, 1985), Yasuda (Yasuda et al., 1985) y B5, suplementados
con vitaminas, 30 (MS, DCR y Yasuda) y 20 g L' (B5) de sacarosa, 2.0 mg L' de BAP,
0.3 mg L' de AIB, 2.0 g L' de Oxitetraciclina y 2.0 g L' de Benomilo. El pH de los
medios de cultivo se ajusté a 5.5 £ 0.02 para B5, 5.7 £ 0.02 para MS y Yasuda y 6.0 =
0.02 para DCR. Los medios de cultivo se solidificaron con 4.5 g L' de Phytagel™ y se
colocaron en recipientes de vidrio de 150 mL y finalmente se esterilizaron en autoclave

a 1.2 kg cm durante 15 min.

3.6.2 Induccion de brotes

Después de 14 dias del establecimiento in vitro, las microestacas viables se
subcultivaron a los medios de cultivo MS con macroelementos al 50 %, DCR y Yasuda,
adicionados con vitaminas, 30 g L' de sacarosa y solidificados con 4.5 g L' de

Phytagel™; ademas suplementados de las combinaciones: 20 % de agua de coco (AC)
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(C5915, Sigma-Aldrich USA), 2.0 mg L' de BAP, 0.01 mg L' de AIA (4cido
indolacético) y 0.5 mg L' de AGs (Sandoval-Prando et al., 2014); 2.0 g L' de caseina
hidrolizada (CH) (22090, Sigma-Aldrich USA), 1.0 mg L' de BAP y 0.3 mg L' de AIB
(Cuadro 2). El pH de los medios de cultivo se ajusté a 5.7 £ 0.02 en MS y Yasuda y
6.0 £ 0.02 en DCR. Posteriormente, los medios de cultivo se colocaron en recipientes
de vidrio de 150 mL y se esterilizaron a 1.2 kg cm? de presiéon a 121 °C durante 15

min.

Cuadro 2. Medios de cultivo utilizados para la etapa de induccion de brotes.

Medio AC + BAP + AGs + AIA CH + BAP + AIB
MS M1 M4
DCR M2 M5
Yasuda M3 M6

3.6.3 Induccion de raices

Brotes bien formados y de aproximadamente 1.0 cm de largo, fueron subcultivados al
medio de cultivo Yasuda adicionado con vitaminas, 30 g L' de sacarosay 2.0 g L' de
carbén activado. El pH del medio se ajusté a 5.7 + 0.02 y se solidifico con 4.5 g L' de
Phytagel™. Los brotes permanecieron durante 14 dias en este medio de cultivo y fue
con la finalidad de absorber la mayor parte de los residuos de los reguladores de
crecimiento vegetal y suplementos de los medios de induccion, asi como reducir la
mayor cantidad de fenoles presentes en los brotes.
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Una vez transcurrido el tiempo de permanencia en el medio de cultivo anterior, los
brotes de aguacate, se sumergieron durante cinco segundos en una solucion
esterilizada de 3.0 g L' de AIB; después se sembraron en los medios de induccién de
raices, los cuales fueron MS con macroelementos al 50 %, DCR y Yasuda, adicionados
con vitaminas, 30 g L' de sacarosa, 1.0 g L' de carbén activado, 0.3 mg L' de BAP,
y suplementados de las concentraciones 0.5y 1.0 mg L' de AIB (Cuadro 3). El pH se
ajusté a 5.7 £ 0.02 para los medios de cultivo MS y Yasuda y 6.0 £ 0.02 en DCR. Los
medios de cultivo se solidificaron con 4.5 g L' de Phytagel™, se colocaron en
recipientes de vidrio de 150 mL, y posteriormente se esterilizaron a 1.2 kg cm de

presion a 121 °C durante 15 min.

Cuadro 3. Medios de cultivo utilizados para la etapa de enraizamiento.

AIB mg L
Medio
0.5 1.0
MS M1 M2
DCR M3 M4
Yasuda M5 M6

3.7 Siembra in vitro de cultivares de aguacate

Las microestacas de los cultivares de aguacate, se sembraron en los medios de cultivo
antes mencionados en condiciones asépticas, dentro de la campana de flujo laminar.
Los explantes se incubaron a una temperatura de 26 + 2 °C bajo un fotoperiodo de 16

hluz y 8 h oscuridad.
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3.8 Diseno experimental

En la etapa de establecimiento aséptico se evaluaron las variables de contaminacién,
oxidacién y viabilidad de los explantes a 7 y 14 dias. Los resultados se evaluaron por
medio de estadistica no paramétrica mediante Tablas de Contingencia utilizando la

prueba de Ji-cuadrada (X?).

El modelo estadistico utilizado para la etapa de induccidén de brotes, fue un disefo
completamente al azar con un arreglo factorial 4 x 6, donde el factor A fueron los
cultivares y el factor B los medios de induccion utilizados, obteniendo un total de 24
tratamientos con ocho repeticiones. Se realizé un andlisis de varianza y las diferencias
entre las medias de los tratamientos, se compararon mediante la prueba de Tukey a 5
% de probabilidad, las variables que se evaluaron fueron: niumero de brotes por
explante, longitud de los brotes y numero de hojas a 8, 12 y 16 semanas después del

establecimiento.

En la etapa de induccion de raices, se utilizé un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 4 x 6, donde el factor A fueron los cultivares y el factor B los medios
de induccidn de raices, obteniendo un total de 24 tratamientos con cinco repeticiones.
Se realizd un analisis de varianza y las diferencias entre las medias de los tratamientos,
se evaluaron mediante la prueba de Tukey a 5 % de probabilidad. Las variables
evaluadas fueron: numero de raices por explante y longitud de raices a ocho semanas
después de la siembra. Los resultados fueron analizados mediante el programa
estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 21.
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Figura 2. Pasos generales del establecimiento in vitro de explantes de aguacate, a)

lavado superficial de varetas con jab6n y agua potable, b) lavados con agua
potable en agitacién, c¢) solucién bactericida + Cloralex®, d) solucion
bactericida-fungicida, e) etanol absoluto, f) desinfeccibn en campana,
solucion NaClO 2.7 %, g) permanencia en PVP, h) microestacas de

aguacate antes de siembra, i) explantes en medio de cultivo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Establecimiento aséptico

La contaminacién microbiana y el oscurecimiento de explantes son las mayores
dificultades para el establecimiento in vitro de cultivares de aguacate de la raza
Mexicana (Cortés-Rodriguez et al., 2011). El proceso de desinfeccion del material

vegetal tuvo diversos efectos en las variables evaluadas.

4.1.1 Contaminacioén

La contaminacion para los medios utilizados, en los cuatro cultivares a una semana de
establecido el experimento, no rebasé el 42 %, con excepcidn del 62 % en el cultivar
Mantequilla en el medio de cultivo DCR. A 14 dias del establecimiento in vitro, los
explantes presentaron mayor presencia de contaminacion, inducida por hongos y
bacterias. El medio de cultivo DCR en todos los cultivares, fue el que presentd los
mayores indices de contaminacién (< 60 %). Por el contrario, los explantes que se
establecieron en el medio de cultivo Yasuda, tuvieron los menores porcentajes de esta
variable (> 42 %) (Cuadro 4).

Resultados similares muestra Cooper (1987), con 70 % de contaminacion en el cultivar
Duke 7 en el medio WPM, reduciendo el efecto a 16 % con el uso de etanol 100 % por
cinco segundos y una solucién de NaClO 0.5 % durante 30 min. Por su parte Dalsaso
y Guevara (1988), observaron el alto porcentaje de contaminacion por bacterias en
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microestacas del cultivar Fuerte, donde el uso de bactericida en la desinfeccién y
tratamiento de la planta madre, no fueron efectivos para disminuir la contaminacion,
por lo que se sospecha que el patdbgeno se encuentra de forma enddgena, situado
posiblemente en los tejidos vasculares de la porcion del tallo. En su investigacion,
Rodriguez et al., (1999), obtuvieron porcentajes de contaminacion por bacterias de
hasta 47 %, utilizando embriones inmaduros de aguacate de los cultivares Hass,
Suardia Estacién, Catalina y Jaruco No. 1.

En contribucién a lo anterior, Vidales-Fernandez (2002), recomienda utilizar la
combinacién de Agrimycin y Benomilo en la pre-desinfeccion de los explantes, y una
desinfeccidon de hasta 40 % v/v de blanqueador comercial y sembrar los explantes en
medio de cultivo adicionado con Benomilo hasta 2.0 g L. Zulfigar et al., (2009),
reportan hasta 72 % de contaminacion por hongos y bacterias en microestacas del
cultivar Fuerte, recomendando que 1.0 % de NaClO es suficiente para la desinfeccion
del material sin dafar gravemente al explante. Sin embargo, las concentraciones de
NaClO utilizadas en las investigaciones anteriores, son muy inferiores a la utilizada en
la presente investigacion (2.7 %, Cloralex® 50 % v/v), la cual en esa concentracion y
tiempo de permanencia de los explantes, fue efectiva para reducir los altos indices de
contaminaciéon. Cabe sefalar que una concentracibn menor de los agentes
desinfectantes (NaCIlO, bactericidas y fungicidas), utilizados en la etapa de
establecimiento aséptico aumentan considerablemente la contaminacion de las

microestacas de los cultivares utilizados.
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4.1.2 Oxidacion
En el caso de la oxidacidn, se presenté a los 14 dias del establecimiento in vitro de las
microestacas, con resultados bajos en el medio MS (> 7 %) en los cultivares Huevo de
Toro, Bacon y Mantequilla; resultados considerables (< 25 %) en los cuatro cultivares
en el medio de cultivo B5; y resultados nulos en los medios DCR y Yasuda (Cuadro 4).
El bajo porcentaje de oxidacion en los explantes puede deberse al uso de los diferentes
agentes antioxidantes en los procesos de desinfeccién, como el lavado del material
vegetal con agua potable durante 30 min, reportado por Vidales-Fernandez (2002), asi
como el uso de PVP reportado por Dalsaso y Guevara (1988). Investigaciones mas
recientes sugieren la adicién de acido ascérbico y carbon activado al medio de cultivo

para reducir hasta un 70 % el proceso de oxidacion (Cortés-Rodriguez et al., 2011).

4.1.3 Viabilidad
La supervivencia de los explantes de los diferentes cultivares utilizados, en todos los
medios de cultivo, fue superior a 60 % durante los primeros dias del establecimiento
in vitro, sin embargo, en el transcurso de la siguiente semana esta variable se vio
afectada por los procesos de oxidacion y contaminacién (Figura 3). Cabe sefalar que
la viabilidad de las microestacas de los cuatro cultivares, se mantuvo estable en el
medio de cultivo Yasuda, aun durante la segunda semana. Estos resultados son
similares a lo reportado por Rodriguez et al. (1999), utilizando embriones inmaduros
de aguacate de los cultivares Hass, Suardia Estacion, Catalina y Jaruco No. 1,

obteniendo porcentajes de supervivencia mayores al 30 % (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Porcentajes de contaminacién, oxidacion y viabilidad de microestacas de
cuatro cultivares en cuatro medios de cultivo a 7 y 14 dias del

establecimiento in vitro.

Contaminacion Oxidacion Viabilidad
Cultivar/Medio
7 dias 14 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Huevo de Toro
MS 41.86 60.46 2.32 58.13 37.2
DCR 39.02 63.41 0 60.97 36.58
Yasuda 17.8 23.28 0 82.19 76.71
B5 28.3 41.5 15.09 71.69 43.39
Bacon
MS 12.5 37.5 6.25 87.5 56.25
DCR 27.77 66.66 0 72.22 33.33
Yasuda 15.06 35.61 0 84.93 64.38
B5 18.18 18.18 27.27 81.81 54 54
Mantequilla
MS 31.81 65.9 6.81 68.18 27.27
DCR 61.7 78.72 0 38.29 21.27
Yasuda 23.17 41.46 0 76.82 58.53
B5 35.29 61.76 23.52 64.7 14.7
R.H.
MS 30 60 0 70 40
DCR 0 60 0 100 40
Yasuda 22.72 28.4 0 77.27 71.59

B5 37.2 37.2 27.9 62.79 34.88
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Figura 3. Explantes viables a 14 dias del establecimiento in vitro sembrados en medio

Yasuda a) cv. Huevo de Toro, b) Bacon, c) Mantequilla, d) R.H.

4.2 Tablas de contingencia

Las tablas de contingencia con pruebas de Ji-cuadrada (Cuadro 5), demostraron que
en los medios de cultivo MS y DCR a los 7 dias, las variables contaminacién y
viabilidad resultaron estar relacionadas a los cultivares utilizados, por lo que existe
relacion significativa entre las variables y los cultivares (p < 0.05), es decir, los
porcentajes de contaminacién y viabilidad en estos medios de cultivo en el tiempo
evaluado, resultaron ser diferentes a lo obtenido en los otros medios. Lo contrario
sucedié para las mismas variables en los medios Yasuda y B5, donde muestran
independencia a los cultivares, por lo que no existe relacion significativa entre la
contaminacién y viabilidad con los cultivares (p < 0.05), esto es, que los resultados
obtenidos de ambas variables, fueron similares en estos medios de cultivo. A los 14

dias del establecimiento in vitro, se demostré que los medios de cultivo MS, DCR y
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Yasuda, en la variables contaminacion, oxidacién y viabilidad resultaron estar
relacionadas con los cultivares de aguacate utilizados, por lo que los valores de estas
variables resultaron ser distintos en los tres medios evaluados; mientras que el medio

B5 muestra independencia a las mismas variables.

Cuadro 5. Significancia y prueba de Ji-cuadrada a 7 y 14 dias del establecimiento in

vitro en las variables contaminacion, oxidacion y viabilidad en los medios

utilizados.
Medio de Sig. p<0.05 X2
cultivo 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
MS 0.018 0.055 10.063 12.335
DCR 0 0.255 38.572 4.058
Yasuda 0.521 0.077 2.258 6.839
B5 0.286 0.006 3.781 18.124

4.3 Induccion de brotes

Explantes viables de los cuatro cultivares provenientes del establecimiento in vitro, se
subcultivaron a los medios de induccion de brotes y se evaluaron las variables: nimero
de brotes, longitud de brotes (en cm) y numero de hojas a 8, 12 y 16 semanas del

subcultivo.

4.3.1 Numero de brotes
De acuerdo a la comparaciéon de medias, se observa que el cultivar Bacon a 8 y 16

semanas, presenta los mayores valores de formacién de brotes (1.31 y 2.22 brotes por
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explante respectivamente, sig. p < 0.05). La cantidad de brotes para los cultivares
Mantequilla y R.H. se encuentran entre 0.89 y 1.89. El cv. Huevo de Toro present6 una
formacioén de brotes menor para 8 y 16 semanas (0.56 y 0.83). No se presento
diferencia significativa en la formacion de brotes a 12 semanas para los cultivares
utilizados (Cuadro 6).

En cambio, en el efecto de los medios de induccion en la formacion de brotes, se tiene
que el medio M3, es el mas favorable a 8 y 12 semanas con valores de 1.53 y 2.68
brotes, sig. p < 0.05. Se presentaron valores intermedios en los medios M1, M2, M4 y
M6, con promedios de brotes de 0.71 hasta 2.09 a 8 y 16 semanas, respectivamente.
De igual forma no se presenté diferencia significativa en los medios de induccién a 12
semanas (Cuadro 7).

En el caso de la interaccidn cultivar por medio de induccion, el andlisis de varianza
demostrdé que existe diferencia significativa (p < 0.05) a 8, 12 y 16 semanas en la
cantidad de brotes generados, sin embargo, la comparacion de medias (Tukey 5 %),
presentd grupos separados entre todos los cultivares y medios de induccién,
resultando ser el cv. Mantequilla en el medio M3 (Yasuda + AC, BAP, AGz y AlA), con
los valores mas favorables en los tiempos evaluados, 2.5, 3.25 y 5.12 brotes en
promedio por microestaca, respectivamente (Apéndice: Cuadros 14A, 16A y 18A).
Como se puede observar en las Figuras 4 y 5, la formacion de brotes se presentd de
manera uniforme, con el desarrollo de un brote principal y en algunos casos con la
formacién de brotes adventicios. En las Figuras 5 a y b, el cv. Mantequilla gener6 callo
en la base de la microestaca en los medios M2 y M3, como respuesta a las
concentraciones de los diferentes reguladores de crecimiento empleados,

particularmente al agua de coco y AlA.
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Resultados similares se han obtenido en el mismo tipo de explante, pero con
modificaciones en la cantidad de reguladores de crecimiento utilizados, diferentes
cultivares, época del ano, asi como el tipo y concentracién de sales en el medio de
cultivo, sin embargo, todos son constantes en el uso de BAP (0.1 hasta 5 mg L)
adicionado al medio de cultivo (Cooper, 1987; Dalsaso y Guevara, 1988; Zirari y
Lionakis, 1994; Barceld-Mufoz et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; Vidales-Fernandez,
2002; Zulfigar et al., 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2011). Sandoval-Prando et al.
(2014), mencionan que los reguladores de crecimiento desempefian un papel clave en
el desarrollo cualitativo y cuantitativo de los brotes. Estos resultados al igual que
investigaciones previas, indican que el BAP, juega un importante papel en la induccién
de brotes y su longitud en explantes de aguacate (Barcelé-Mufioz y Pliego Alfaro,
2003; Zulfigar et al., 2009; Cortés-Rodriguez et al., 2011); pero si se utilizan altas
concentraciones de este regulador, no solo se reduce el numero de brotes formados,
sino que ademas se detiene el crecimiento de los mismos (Barcelé-Mufioz y Pliego-
Alfaro, 2003 y Cortés-Rodriguez et al. 2011). Sin embargo, en esta investigacién no
podemos atribuir los presentes resultados solo a la contribucion de BAP, sino que
también puede deberse a los diferentes reguladores de crecimiento y suplementos que
se adicionaron a los medios de induccion, en este sentido, la adicion de hidrolizados
proteicos como la caseina hidrolizada, suministran a los medios de cultivo una fuente
de calcio, fosfato, diferentes microelementos, vitaminas y una mezcla de alrededor de
18 aminoacidos (George et al., 2008); en el caso del agua de coco, este suplemento
es ampliamente utilizado en cultivo de tejidos vegetales, debido a sus propiedades
reguladoras de crecimiento y actividad tipo citocinina, que promueve la division celular

y un rapido crecimiento, complementando a los medios de cultivo como diferentes
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aminoacidos, acidos organicos, acidos nucleicos, vitaminas, carbohidratos y altos
contenidos de derivados de reguladores vegetales como zeatina y cinetina (Yong et
al., 2009). Por su parte, Sandoval-Prando et al., 2014, indican que el uso de agua de
coco en el medio de cultivo, normalmente no es suficiente para promover una
multiplicacion satisfactoria, por lo que sugieren su combinacion con BAP y AGs.
Mientras que De la Vina et al. (2001), demostraron hasta 12.2 brotes por explante en
el cv. RR-86, en medio MS solido con 50 % de macroelementos, 1.3 uM de BAP y una
radiaciéon luminica de 60 pmol m?2 s'. Al contrario, Nhut et al. (2008), sugieren que la
formacidn de brotes en explantes de material juvenil de aguacate, se puede lograr solo

con la adicién de peptona al medio de cultivo, en concentraciones de 1.5,2.0 y 3.0 %.

Cuadro 6. Comparacion de medias de la respuesta de los cultivares de aguacate en

el numero de brotes a 8, 12 y 16 semanas.

Numero de brotes

Cultivar
8 12 16
Huevo de Toro 0.56 b 0.77 a 0.83 Db
Bacon 1.31a 1.68 a 2.22 a
Mantequilla 1.04 ab 1.37 a 1.89 ab
R.H. 0.89 ab 1.16 a 1.31 ab

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Cuadro 7. Comparacién de medias sobre el efecto de los medios de induccién, en el

namero de brotes a 8, 12 y 16 semanas.

Numero de brotes

Medio
8 12 16
M1 1.03 ab 1.12a 1.37 ab
M2 1.28 ab 1.9a 2.09 ab
M3 1.53 a 1.71 a 2.68 a
M4 0.71 ab 0.78 a 0.87b
M5 0.4b 0.62 a 0.78 b
M6 0.75 ab 1.34 a 1.59 ab

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

4.3.2 Longitud de brotes

El cv. Bacon present6 la mayor longitud de brotes en los tiempos evaluados, con
medias de 0.66, 0.86y 1.19 cm, (8, 12 y 16 semanas respectivamente, sig. p < 0.05).
Las medias de los cultivares de aguacate de la raza Mexicana, presentaron valores
inferiores, de 0.24 hasta 0.58 cm (Cuadro 8).

En cuanto que el efecto de los medios de induccién en el tamarno de los brotes, destaca
el medio M3 (Yasuda + AC + BAP + AGs + AlA), para 8, 12 y 16 semanas (0.57, 0.73
y 1.01 cm respectivamente, sig. p < 0.05). Sin embargo, los medios M1, M2, M4 y M6
presentaron valores muy similares al medio M3 en los tres tiempos evaluados, de 0.24
hasta 0.81 cm. En todos los casos, se observa que el medio M5 es el menos
favorecedor en el crecimiento de los brotes formados (Cuadro 9).

En la interaccién cultivar por medio de induccién, el andlisis de varianza sélo presenté

diferencia significativa (p < 0.05) a las 16 semanas en la longitud de los brotes, y de
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acuerdo a la comparacién de medias, se presentaron grupos separados en todos los
cultivares y medios de induccion, destacando el cv. Bacon en el medio M3 con el valor
mas favorable, 1.98 cm de longitud de brotes; esto como se puede apreciar en
Apéndice: Cuadro 19A.

Como se describe anteriormente, el crecimiento de los brotes en los diferentes
cultivares fue bajo, sin embargo no se observaron anormalidades en los brotes para
generar su crecimiento (Figuras 4 y 5). En las figuras 5 c y d, se observan casos
particulares, en donde la longitud del brote principal superé los 3.0 cm.

Estos resultados coinciden con otras investigaciones, donde se reporta un crecimiento
de entre 0.89 hasta 2.5 cm en diferentes cultivares de aguacate, utilizando los medios
de cultivo MS con macroelementos modificados y DF (Dixon y Fuller, 1976); ambos
con la presencia de BAP en concentraciones de 0.5 a 5.0 mg L' (Dalsaso y Guevara,
1988; Zirari y Lionakis, 1994; Rodriguez et al., 1999; Zulfigar et al., 2009; Cortés-
Rodriguez et al., 2011). Vidales-Fernandez (2002), menciona que la reduccién de los
macroelementos en el medio MS resulta benéfico para el desarrollo de brotes, pero
induce una reduccion de los mismos y por consecuencia una menor cantidad de yemas
axilares. Mientras que Barcel6-Mufioz y Pliego-Alfaro (2003), sugieren que los brotes
de aguacate en permanencia de BAP, puede contribuir a una miniaturizacion de los
mismos. Lo anterior puede sugerir el bajo crecimiento de los brotes en los medios
utilizados, ya que el medio MS se utilizé6 con macroelementos al 50 %, mientras que el
medio Yasuda es una modificacion del medio MS con macroelementos al 25 % y
vitaminas de Gamborg; el medio DCR difiere en la cantidad de nitrato de amonio y
nitrato de potasio y se complementa con nitrato de calcio, ademas si a todo esto

agregamos que los brotes permanecieron durante 16 semanas, en estos medios de
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cultivo y en presencia de los diferentes reguladores de crecimiento y suplementos
adicionados a los mismos.

Al contrario, Barringer et al. (1996), utilizando diferentes cultivares de la raza Antillana,
demostraron un bajo crecimiento de brotes cuando el medio se adicioné con TDZ,
hasta 9.0 uM. En cambio, Premkumar et al. (2003), obtuvieron valores promedio de
hasta 3.45 cm de longitud de brotes en el cv. Gvaram-13, atribuyendo estos resultados
a la adicion de hasta 50 g L' de sacarosa en medio MS al 33 % de macroelementos
sin la adicién de ningun regulador de crecimiento vegetal. Ahora bien, De la Vifa et al.
(2001), reportan valores de hasta 4.7 cm de longitud del brote principal en el cv. RR-
86, cuando se utiliza un medio de doble fase y diferentes radiaciones luminicas, sin
embargo, la posibilidad de producirse hiperhidricidad en los brotes es alta. Finalmente,
Nhut et al. (2008), confirman un bajo crecimiento de brotes de aguacate (0.83 cm),

pero solo utilizando peptona como suplemento al medio de cultivo.

Cuadro 8. Comparacion de medias de la respuesta de los cultivares de aguacate en

la longitud de brotes a 8, 12 y 16 semanas.

Longitud de brotes (cm)

Cultivar
8 12 16
Huevo de Toro 0.24b 0.38b 0.49b
Bacon 0.66 a 0.86 a 1.19 a
Mantequilla 0.36 ab 0.46 b 0.58 b
R.H. 0.27 b 0.34b 0.44b

TMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Cuadro 9. Comparacion de medias sobre el efecto de los medios de induccion en la

longitud de brotes a 8, 12 y 16 semanas.

Longitud de brotes (cm)

Medio
8 12 16
M1 0.51 ab 0.66 ab 0.81 ab
M2 0.46 ab 0.53 ab 0.7 ab
M3 0.57 a 0.73 a 1.01 a
M4 0.36 ab 0.54 ab 0.71 ab
M5 0.17 b 0.27b 0.36 b
M6 0.24 ab 0.33 ab 0.46 ab

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

4.3.3 Numero de hojas

De igual manera, se observa que el cv. Bacon responde de mejor manera en la
formacién de hojas, en los tres tiempos evaluados, con medias de 3.3, 4.15 y 5.92
hojas por brote, sig. p <0.05. En el caso de los cultivares de aguacate raza Mexicana,
no se presenté diferencia significativa y los valores de nimero de hojas, fueron de 0.62
hasta 2.29 hojas por brote (Cuadro 10).

Por su parte, en la relacion de los medios de induccion sobre el nimero de hojas, se
presentod diferencia significativa en el medio M3 a 12 y 16 semanas con medias de
3.46 y 4.5 hojas por brote, sig. p <0.05. No obstante, el medio M2 mostro valores muy
cercanos, con promedios de 2.93 y 3.61 hojas a 12 y 16 semanas. Fue evidente el bajo
efecto del medio M5 en el desarrollo de hojas. Cabe senalar que no se presentd
diferencia significativa entre los medios a 8 semanas, encontrandose valores de 0.81

a 2.61 hojas (Cuadro 11).
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Finalmente en la interaccion de los cultivares con los medios de induccién, de acuerdo
al andlisis de varianza, se presenté diferencia significativa (p < 0.05) a las 8, 12y 16
semanas en el numero de hojas por brote, y en relacion con la comparacion de medias
(Tukey 5 %), se observaron grupos separados entre todos los cultivares y los medios,
destacando a 8 y 12 semanas el cv. Bacon en el medio M2 (DCR + AC + BAP + AGs
+ AlA), con los mejores valores, 6.87 y 7.68 hojas por brote respectivamente; mientras
que a las 16 semanas, se presentaron en promedio hasta 10 hojas por brote, en el cv.
Bacon pero en el medio M3. Lo anterior se puede observar en Apéndice: Cuadros 15A,
17Ay 20A.

Es importante sefalar que la formacién de hojas en los diferentes cultivares de
aguacate utilizados, se presentd de manera normal en la mayoria de los casos, con
una lamina foliar bien desarrollada y una coloracion saludable (Figuras 4 y 5).

Estos resultados son similares a lo reportado en otras investigaciones. Zirari y Lionakis
(1994), utilizando los cultivares Topa-Topa, Fuerte, Hass y Duke obtuvieron valores de
3.9 hasta 8.25 hojas por explante, con material etiolado y no etiolado en medio MS de
doble fase. De igual forma, De la ViAa et al. (2001), obtuvieron valores de hasta 4.8
hojas por microestaca en el cv. RR-86, utilizando medio MS sélido o de doble fase y
con diferentes radiaciones luminicas (35, 60 y 85 pmol m?2 s™). Por su parte,
Premkumar et al. (2003), reportan en promedio hasta 12.8 hojas por brote del cv.
Gvaram-13, utilizando diferentes concentraciones de sacarosa (5, 30 y 50 g L), sin
diferencia significativa entre las cantidades. Dalsaso y Guevara (1988), aportaron que
las microestacas del cultivar Fuerte, presentan hojas muy desarrolladas de lamina
totalmente extendida, a diferencia de utilizar yemas axilares, las cuales separadas de

la porcidn del tallo, quedan libres de las correlaciones que estas tenian con el tejido e
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inician un proceso morfogenético diferente, modulado por la capacidad interna y el

medio de cultivo.

Cuadro 10. Comparacion de medias de la respuesta de los cultivares de aguacate en

el numero de hojas a 8, 12 y 16 semanas.

Numero de hojas

Cultivar
8 12 16
Huevo de Toro 0.62 b 1.21b 1.66 b
Bacon 3.3a 415a 592a
Mantequilla 1.87b 21Db 229b
R.H. 1.19b 1.7b 1.47b

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Cuadro 11. Comparacion de medias sobre el efecto de los medios de induccién en el

numero de hojas a 8, 12 y 16 semanas.

Numero de hojas

Medio
8 12 16
M1 2.16 a 2.85ab 3.15ab
M2 2.54 a 2.93 ab 3.61ab
M3 2.61a 3.46 a 45a
M4 1.15a 1.64 ab 2.34 ab
M5 0.81 a 1.09b 1.43Db
M6 1.21a 1.77 ab 20b

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Figura 4. Respuesta de los cultivares de aguacate utilizados en los medios de
induccion de brotes a 12 semanas. a-c) cv. Huevo de Toro; d-f) cv. Bacon.

a) M1, b) M2, c) M4, d) M1, e) M2, f) M3.
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Figura 5. Respuesta de los cultivares de aguacate utilizados en los medios de
induccién de brotes a 12 semanas. a-c) cv. Mantequilla; d-f) cv. R.H. a) M2,

b) M3, c) M4, d) M1, e) M3, f) M4.
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4.4 Induccion de raices

Los brotes regenerados in vitro se mantuvieron durante dos semanas en el medio de
cultivo Yasuda con 2.0 g L' de carbén activado, sin reguladores de crecimiento
vegetal. Durante este tiempo, se observé la elongacién y rejuvenecimiento de los
brotes, la formacion de nuevas hojas y la disminucién de oxidacion (Figura 6). Thomas
(2008), menciona que el uso de carbdén activado en cultivo de tejidos vegetales,
promueve el crecimiento y desarrollo celular, jugando un papel critico en la
micropropagacion, embriogénesis somatica, enraizamiento, elongacion de tallos, etc.,
ya que entre los efectos que produce, estan la adsorcidn irreversible de compuestos
inhibitorios en el medio de cultivo, y la disminucidén sustancial de metabolitos téxicos,
exudacion fendlica y la acumulacién de exudados que producen oscurecimiento.
Vidales-Fernandez (2002), menciona que se puede presentar enraizamiento en brotes
de aguacate criollo, cuando en el medio de cultivo no se agregan reguladores de
crecimiento vegetal, pero en baja proporcidén, uno de cada diez brotes, lo cual no
coincide con lo establecido en la presente investigacion, ya que los brotes no

permanecieron durante un mayor tiempo en el medio de cultivo sin reguladores.

Después de la permanencia en el medio de cultivo anterior, los brotes se sumergieron
en una solucién de 3.0 g L' de AIB durante cinco segundos, en condiciones asépticas,
para proceder a sembrarlos en los medios de enraizamiento como se puede observar
en el Cuadro 3. En estos medios de cultivo, se presentd clorosis en el apice de las
hojas, lo que provocé su marchitamiento y finalmente una alta defoliacién. De igual
forma, particularmente en brotes de aguacate criollo, se presenté un necrosamiento

apical, el cual en la mayoria de los casos termind por intoxicar a los brotes y finalmente
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la muerte de los mismos después de cuatro semanas de haber realizado la siembra,
lo cual no se pudo evitar con la adicion de carbén activado en los medios de cultivo
(Figura 7). Estos efectos son similares a lo que reportan Zirari y Lionakis (1994),
utilizando una concentracién de 1.0 mg L' de AIB, en brotes de aguacate de los
cultivares Topa-Topa, Hass y Fuerte, donde se present6 una alta tasa de
necrosamiento, lo que contribuyé a la caida de las hojas y nulo crecimiento. Sin
embargo, Cortés-Rodriguez et al. (2011), si lograron inducir la formacién de raices en
cultivares de la raza Mexicana (P. americana var. drymifolia), con una concentracion

de 0.5 mg L' de AIB.

Figura 6. Efecto del carb6n activado adicionado al medio de cultivo, en brotes de

aguacate regenerados in vitro cv. Bacon.
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Figura 7. Efecto de los medios de enraizamiento durante las primeras cuatro semanas

en brotes de aguacate. a) cv. Huevo de Toro en M2, b) cv. Bacon en M3.

El cultivar Bacon fue el Unico capaz de generar raices (Figura 8). Los medios M2 y M3
resultaron efectivos para inducir la formacién y crecimiento de raices, ademas de
promover la generaciéon de callo (Cuadro 12). El analisis de varianza demostré
diferencia significativa en los medios de enraizamiento utilizados, en las variables
nuamero y longitud de raices a ocho semanas, resultado ser el medio M2, el mas
favorable para ambas variables con una media de 1.8 raices por brote y 2.76 cm en
cuanto a la longitud de las raices (sig. p < 0.05). En significancia continua el medio M3
con 0.4 raices por brote y 0.28 cm en longitud de raices (sig. p < 0.05). Los medios
M1, M4, M5 y M6 no favorecieron la formacidén y desarrollo de raices en brotes

regenerados in vitro del cv. Bacon (Cuadro 13).
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Cuadro 12. Porcentajes de formacién de raices en brotes regenerados in vitro de

aguacate del cultivar Bacon a ocho semanas.

Medio de enraizamiento
M1 M2 M3 M4 M5 M6
0 60 40 0 0 0

Cuadro 13. Comparacion de medias en las variables numero y longitud de raices en

brotes de aguacate cv. Bacon en los medios de enraizamiento a ocho

semanas.
Medio de enraizamiento Numero de raices Longitud de raices
M1 0.0b 0.0b
M2 1.8 a 2.76 a
M3 0.4 ab 0.28 ab
M4 0.0b 0.0b
M5 0.0b 0.0b
M6 0.0b 0.0b

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Figura 8. Formacion de raices en brotes del cultivar Bacon a 8 semanas. a) M2, b)

M3.

Una de las dificultades fundamentales que tiene la micropropagacion de especies
lenosas es la induccién de enraizamiento (Rodriguez et al., 1999), por lo que la dilucion
de sales en los medio de cultivo, mejora la capacidad de formacidn de raices en brotes
juveniles de aguacate (Pliego-Alfaro, 1981; Cooper, 1987; Pliego-Alfaro, 1988;
Barcel6-Murioz et al., 1990). La fase de induccién y elongacion de raices es muy
sensible a la concentracidn de auxinas, y puede ser inhibido por una alta concentracion

(Ahmad et al., 2003).

Con respecto al numero y longitud de raices, los resultados obtenidos son similares a

lo que se reporta en otras investigaciones.
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Cooper (1987), quien fue pionero en utilizar soluciones concentradas de AIB y ANA
(1.0 0 3.0 g L"), confirma un enraizamiento normal en brotes de aguacate del cv.
Hopkins, sin embargo la formacion de callo es evidente. En tanto que, Campos y Pais
(1996) con brotes de Persea indica, sugieren utilizar una solucién de 3.0 g L' de AIB

y después sembrar en un medio MS al 50 % de concentracién y sin reguladores.

En cambio, si el enraizamiento se realiza con la permanencia de los brotes en un medio
con auxina, Barringer et al. (1996), mencionan que concentraciones mayores de 9.8
UM de AIB, no favorecen el enraizamiento de los cultivares Cataloina, Choquette,
Dade, Maxima y Tower-2. Por su parte, Zulfigar et al. (2009) recomiendan que las
concentraciones no deben rebasar 1.5 mg L' de AIB para el cultivar Fuerte. Sin
embargo, Rodriguez et al. (1999), han obtenido resultados favorables con 2.0 mg L
de AIB en embriones maduros de los cultivares Hass, Suardia, Catalina y Jaruco No.1,
y reportan hasta 98 % de enraizamiento con brotes del cv. Duke 7, utilizando 5.0 mg
L' de AIB y 1.0 mg L' de AGs en medio DF. No obstante, con esta misma
concentracion de auxina, Campos y Pais (1996) reportan clorosis y generaciéon de
callo, sin formacién de raices en brotes de P. indica. Al contrario, Vidales-Fernandez
(2002), no reporta problemas de necrosis en brotes, ni clorosis en hojas en brotes de
aguacate criollo, y recomienda 0.4 mg L' de AIB para una adecuada formacion y
elongacion de raices, sin la presencia de callo. Cooper (1987) menciona que el
porcentaje de enraizamiento, si se utiliza material juvenil, puede ser alto, alrededor de
90 y 100 % cuando se utiliza una solucién concentrada de auxinas y después sembrar
en medio sin reguladores; por el contrario disminuye drasticamente (40-60 %), si los

brotes permanecen en un medio con auxina, aun si es a una baja concentracion. Por
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lo anterior, la posible causa del necrosamiento y marchitamiento de las hojas en la
presente investigacién, puede deberse a que ademas de utilizar una solucion
concentrada de AIB, los brotes se transfirieron a medios con diferentes

concentraciones de auxina.

Una de las maneras de evitar lo anterior, es con el procedimiento descrito por Barcelo-
Murioz et al. (1990), donde los brotes de aguacate se colocan en un medio liquido con
diferentes concentraciones de AlIB durante tres dias, y después se transfieren al mismo
medio de cultivo con carbon activado, pero sin reguladores de crecimiento. Con esta
metodologia Barcelé-Munoz et al. (1999), Witjaksono et al. (1999) y De la Vina et al.
(2001), obtuvieron resultados favorables para el porcentaje de enraizamiento,
formacion y longitud de raices en diferentes cultivares de aguacate, ya que el medio
liquido tiene un efecto significativo en la induccion de raices, el cual aumenta la
disponibilidad de agua, sin embargo, se debe considerar que este procedimiento

puede generar hiperhidricidad en los brotes de aguacate.

Finalmente como recomendaciones, Nhut et al. (2008) sugieren utilizar peptona en el
medio de cultivo y bajas concentraciones de auxina, para inducir enraizamiento en
brotes de aguacate, ya que es posible que la peptona mantenga el crecimiento de los
brotes, y la auxina promueva la generacion de raices. Mientras que Cooper (1987),
propone que la induccién de raices sea in vivo, colocando los brotes en una solucion

de 3.0 g L' de ANA durante un segundo y después sembrarlos en sustrato.
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5. CONCLUSIONES

Las técnicas de pre-desinfeccion y desinfeccion fueron adecuadas para el

establecimiento aséptico de los cultivares de aguacate utilizados.

Las sales minerales del medio de cultivo Yasuda, son éptimas para la etapa de

establecimiento de microestacas en los cuatro cultivares de aguacate utilizados.

El cv. Bacon presentd los mayores valores en el numero y longitud de brotes y nimero

de hojas en los tiempos evaluados.

En la induccién de brotes, el M3 es adecuado para iniciar la presencia, proliferacién,

longitud de brotes, y numero de hojas en los cultivares evaluados.

En el enraizamiento in vitro, el medio M2 permiti6 la formacion y crecimiento de raices

en brotes del cv. Bacon.
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Cuadro 1A. Componentes del medio de cultivo MS* (Murashige y Skoog, 1962).

Cantidad
Componentes
(mg L)
MACROELEMENTOS
NH4NO3 825.000
KNOs3 950.000
CaCl2-2H20 220.000
MgSOa4:7H20 185.000
KH2PO4 85.000
MICROELEMENTOS
H3BOs3 6.200
MnSQO4-4H20 22.300
ZnS04-7H20 8.600
KI 0.830
NazMoQO4-2H20 0.250
CuSO04:5H20 0.025
CoCl2:6H20 0.025
SOLUCION NaFeEDTA
Na2EDTA 37.300
FeS04-7H20 27.800
ORGANICOS

Myo-inositol 100.000
Glicina 2.000
Acido nicotinico 0.500
Piridoxina-HCI 0.500
Tiamina-HCI 0.100
Sacarosa 30000.000

*MS modificado al 50 % de macroelementos.
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Cuadro 2A. Componentes del medio de cultivo DCR (Gupta y Durzan, 1985).

Cantidad
Componentes
(mg L)
MACROELEMENTOS
NH4NO3 400.000
KNOs3 340.000
Ca(NOsz)2-4H20 556.000
CaCl2-:2H20 85.000
MgSOa4:7H20 370.000
KH2PO4 170.000
MICROELEMENTOS
H3BOs3 6.200
MnSO4-H20 22.300
ZnS04-7H20 8.600
KI 0.830
Naz2MoQO4-2H20 0.250
CuS04:5H20 0.250
CoCl2:6H20 0.025
NiClz 0.025
SOLUCION NaFeEDTA
Na2EDTA 37.300
FeSO4-7H20 27.800
ORGANICOS

Myo-inositol 200.000
Glicina 2.000
Acido nicotinico 0.500
Piridoxina-HCI 0.500
Tiamina-HCI 1.000

Sacarosa 30000.000
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Cuadro 3A. Componentes del medio de cultivo Yasuda (Yasuda et al., 1985).

Cantidad
Componentes
(mg L)
MACROELEMENTOS
NHsNOs3 412.500
KNOs3 475.000
CaCl2-2H20 110.000
MgSQO4-7H20 92.500
KH2PO4 85.000
MICROELEMENTOS
H3BOs3 3.100
MnSOa4:7H20 11.200
ZnS047H20 4.300
NazMoQO4-2H20 0.125
CuS04-5H20 0.050
SOLUCION NaFeEDTA
Na2EDTA 21.000
FeSO4-7H20 21.000
ORGANICOS

Myo-inositol 100.000
Acido nicotinico 1.000
Piridoxina-HCI 1.000
Tiamina-HCI 10.000

Sacarosa 30000.000
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Cuadro 4A. Componentes del medio de cultivo B5S (Gamborg et al., 1968).

Cantidad
Componentes
(mg L)
MACROELEMENTOS
KNOs3 2500.000
CaCl2-2H20 150.000
MgSOa4:7H20 250.000
(NH4)2SO04 134.000
NaH2PO4-H20 150.000
MICROELEMENTOS
H3BOs3 3.000
MnSO4-H20 10.000
ZnS04-7H20 2.000
KI 0.750
NazMoQO4-2H20 0.250
CuSO04:5H20 0.025
CoCl2:6H20 0.025
SOLUCION NaFeEDTA
Na2EDTA 37.300
FeS04-7H20 27.800
ORGANICOS

Myo-inositol 100.000
Acido nicotinico 1.000
Piridoxina-HCI 1.000
Tiamina-HCI 10.000

Sacarosa 20000.000
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Cuadro 5A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio MS y
prueba de Ji-cuadrada a 7 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Viable Total
Huevo de Toro 18 25 43
Bacon 6 42 48
Mantequilla 14 30 44
R.H. 12 28 40

Prueba de Ji-cuadrada

Ji-cuadrada 10.063 Variables relacionadas

Sig. 0.018

Cuadro 6A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio MS y

prueba de Ji-cuadrada a 14 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Oxidado Viable Total

Huevo de Toro 26 1 16 43

Bacon 18 3 27 48

Mantequilla 29 3 12 44

R.H. 24 0 16 40
Prueba de Ji-cuadrada

Ji-cuadrada 12.335 Variables independientes

Sig. 0.055
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Cuadro 7A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio DCR vy

prueba de Ji-cuadrada a 7 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Viable Total

Huevo de Toro 16 25 41

Bacon 15 39 54

Mantequilla 29 18 47

R.H. 0 40 40
Prueba de Ji-cuadrada

Ji-cuadrada 38.572 Variables relacionadas
Sig. 0

Cuadro 8A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio DCR y

prueba de Ji-cuadrada a 14 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Viable Total

Huevo de Toro 26 15 41

Bacon 36 18 54

Mantequilla 37 10 47

R.H. 24 16 40

Prueba de Ji-cuadrada

Ji-cuadrada 4.058 Variables independientes

Sig. 0.255
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Cuadro 9A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio Yasuda y

prueba de Ji-cuadrada a 7 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Viable Total
Huevo de Toro 13 60 73
Bacon 11 62 73
Mantequilla 19 63 82
R.H. 20 68 88

Prueba de Ji-cuadrada
Ji-cuadrada 2.258 Variables independientes
Sig. 0.521

Cuadro 10A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio Yasuda

y prueba de Ji-cuadrada a 14 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Viable Total
Huevo de Toro 17 56 73
Bacon 26 47 73
Mantequilla 34 48 82
R.H. 25 63 88

Prueba de Ji-cuadrada
Ji-cuadrada 6.839 Variables independientes
Sig. 0.077
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Cuadro 11A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio B5 y

prueba de Ji-cuadrada a 7 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Viable Total
Huevo de Toro 15 38 53
Bacon 6 27 33
Mantequilla 12 22 34
R.H. 16 27 43

Prueba de Ji-cuadrada
Ji-cuadrada 3.781 Variables independientes
Sig. 0.286

Cuadro 12A. Tabla de contingencia de respuesta de microestacas en medio B5 y

prueba de Ji-cuadrada a 14 dias del establecimiento.

Cultivar Contaminado Oxidado Viable Total

Huevo de Toro 22 8 23 53

Bacon 6 9 18 33

Mantequilla 21 8 5 34

R.H. 16 12 15 43
Prueba de Ji-cuadrada

Ji-cuadrada 18.124 Variables relacionadas

Sig. 0.006
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Cuadro 13A. Analisis de varianza de la interaccion cultivar por medio de induccion, en

las variables numero y longitud de brotes y numero de hojasa 8, 12y 16

semanas.

FV SC GL CM F Sig.

Cultivar B8 14.057 3 4.686 2.997 .032*
L8 5.358 3 1.786 5.442 .001**
H8 192.583 3 64.194 10.271 .000™*

B12 21.292 3 7.097 1.985 118
L12 8.161 3 2.72 6.181 .001*
H12 240.113 3 80.038 9.272 .000**
B16 55.182 3 18.394 3.861 011**
L16 17.431 3 5.81 9.933 .000™*
H16 626.65 3 208.883 19.359 .000™*
Medio de B8 26.984 5 5.397 3.452 .005**
induccion L8 3.963 5 0.793 2.415 .038*
H8 98.04 5 19.608 3.137 .010™

B12 41.125 5 8.225 2.3 .047*

L12 5.189 5 1.038 2.358 .042*
H12 134.889 5 26.978 3.125 .010*™*
B16 85.339 5 17.068 3.583 .004**
L16 8.817 5 1.763 3.014 .012**
H16 204.003 5 40.801 3.781 .003**
Cultivar* B8 56.911 15 3.794 2.427 .003**
Medio de L8 5.867 15 0.391 1.192 .282
induccion H8 184.338 15 12.289 1.966 .020**
B12 98.833 15 6.589 1.843 .033*

L12 10.518 15 0.701 1.593 .080

H12 241.451 15 16.097 1.865 .030*

B16 138.224 15 9.215 1.934 .023*
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L16 19.113 15 1.274 2.178 .009**

H16 427.854 15 28.524 2.644 001
Error B8 262.625 168 1.563
L8 55.135 168 0.323
H8 1050.028 168 6.25
B12 600.75 168 3.576
L12 73.933 168 0.440
H12 1450.233 168 8.632
B16 800.375 168 4.764
L16 98.274 168 0.585
H16 1812.707 168 10.79
Total B8 360.578 191
corregido L8 70.323 191
H8 1524.989 191
B12 762.0 191
L12 97.8 191

H12 2066.685 191
B16 1079.12 191
L16 143.635 191

H16 3071.214 191
1B8, 12, 16: Numero de brotes a 8, 12 y 16 semanas; L8, 12, 16: Longitud de brotes a 8, 12 y 16

semanas; H8, 12, 16: NUmero de hojas a 8, 12 y 16 semanas.
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Cuadro 14A. Comparacién de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en el nimero de brotes a 8 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 1.251 1.12 ] 0.25u 1.5¢e
M2 0.62m 20c 25Db 0.0 x
M3 0.37p 1.379 25a 1.87d
M4 050 1.25h 0.37r 0.751
M5 0.37 ¢ 0.62 n 0.25v 0.37t
M6 0.25w 1.5f 0.37 s 0.87 k

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Cuadro 15A. Comparacion de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en el numero de hojas a 8 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 1.87 ] 2.54 ¢ 0.870 3.37d
M2 0.62q 6.87 a 2.67 f 0.0 x
M3 0.75p 3.75¢ 3.85b 2.09i
M4 0.12w 25h 1.37 1 0.62r
M5 0.25u 1.37m 1.0n 0.62 s
M6 0.12v 2.79 ¢ 1.5k 0.43t

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Cuadro 16A. Comparacién de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en el nimero de brotes a 12 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 1.251 1.12m 0.37 s 1.75h
M2 1.87¢g 2.75c¢c 3.0b 0.0 x
M3 0.37q 1.37 k 3.25a 1.87 e
M4 05p 1.5 0.371 0.750
M5 0.37r 1.5] 0.25v 0.37u
M6 0.25w 1.87 f 1.0n 2.25d

TMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Cuadro 17A. Comparacién de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en el numero de hojas a 12 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 2.53] 3.12¢g 1.25p 45¢
M2 1.0s 7.68 a 3.04 h 0.0 x
M3 1.5k 5.29b 4.31d 2.75i
M4 0.75v 3.59 f 1.5m 0.751
M5 1.0r 1.51 1.12¢q 0.75u
M6 05w 3.71e 1.37 0 1.5n

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Cuadro 18A. Comparacién de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en el nimero de brotes a 16 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 1.37n 1.87i 05r 1.751
M2 1.87 h 3.37b 3.12¢c 0.0 x
M3 0.37 v 2.62d 5.12a 2.62¢
M4 0.5q 1.75k 0.371 0.87 0
M5 0.62p 1.62 m 0.37u 0.5s
M6 0.25w 212¢ 1.87 | 212 f

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Cuadro 19A. Comparacién de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en la longitud de brotes a 16 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 0.89 f 0.81¢ 0.35r 1.18d
M2 0.4q 1.68b 0.71h 0.0 x
M3 0.62 k 1.98 a 091e 0.521
M4 0.31t 1.63¢C 0.63 ] 0.26 w
M5 041p 0.33s 0.42n 0.28 v
M6 0.3u 0.7 i 0.43m 0410

tMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.
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Cuadro 20A. Comparacién de medias de la interaccién cultivar por medio de

induccion, en el numero de hojas a 16 semanas.

Medio de Cultivar

induccion Huevo de Toro Bacon Mantequilla R.H.
M1 3.62 ¢ 3.5h 1.370 412 f
M2 1.25¢ 9.81b 3.39i 0.0 x
M3 2.0 10.0 a 45e 1.5m
M4 1.12u 55¢ 1.87 | 0.87 v
M5 1.37p 2.0k 1.121 1.25r
M6 0.62 w 4.75d 1.5n 1.12s

TMedias con la misma letra en cada columna no muestran diferencia significativa, Tukey sig. p < 0.05.

Cuadro 21A. Analisis de varianza del efecto de los medios de enraizamiento en brotes

de aguacate cv. Bacon en el numero de raices a 8 semanas.

FV SC GL CM F Sig.
Medio 12.967 5 2.593 3.112 .026**
Error 20.000 24 0.833
Total 32.967 29

90



Cuadro 22A. Andlisis de varianza del efecto de los medios de enraizamiento en brotes

de aguacate cv. Bacon en la longitud de raices a 8 semanas.

FV e GL CM F Sig.
Medio 30.779 5 6.156 3.558 015*
Error 41.520 24 1.730
Total 72.299 29
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