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INTRODUCCION
El cultivo de aguacate ha despertado gran interes entre los productores en los ultimos
afios en Ecuador. Su alto rendimiento y la capacidad de ofertarlo durante todo el afio
han colocado a este fruto, en un sitial privilegiado dentro de los productos

ecuatorianos no tradicionales con mayores opciones para exportarlo.

En la actualidad la produccién de plantas de aguacate se ha venido manejando
mediante propagacién sexual o semilla, técnica que por afios ha dado como resultado
huertos heterogéneos y susceptibles a pudricion de raiz. La propagacion clonal
mediante plantas etioladas o cultivo in vitro en aguacate ha sido utilizado en varias
investigaciones cientificas que han permitido garantizar la rapida introduccion de
nuevos cultivares asi como para obtener plantas libres de virus y enfermedades.
Estudios realizados en Chile dieron las pautas para implementar la técnica de
etiolacion como un sistema de propagacion clonal para el aguacate (Castro et al.
2002). Respecto del cultivo in vitro, Calabrese (1992) afirma que dicha propagacién
ha revolucionado las técnicas clasicas de vivero, permitiendo un fuerte ahorro

econdmico en la obtencion de plantulas.

El cultivo de aguacate es rentable y presenta Optimas perspectivas para el futuro, por
lo que es primordial la utilizacion de nuevas técnicas para la propagacion asexual,
mediante la combinacién de hormonas y variedades resistentes a enfermedades que

aseguren la reproduccion rapida y masiva de plantas.



OBJETIVOS

Objetivo General

e Establecer la propagacion clonal de aguacate Duke 7 (Persea americana
Mill.) para la produccion masiva de plantas mediante la técnica de etiolacion

de brotes o cultivo in vitro.

Objetivos Especificos

e Determinar el efecto de la etiolacion de brotes de aguacate Duke 7 como un

método eficiente de propagacion.

e Determinar el efecto de cultivo in vitro de brotes axilares de aguacate Duke 7

colectados en campo como un método eficiente para su propagacién clonal.

e Establecer la dosis de AIB, BAP, GA; en la etiolacion de brotes o cultivo in

vitro de aguacate Duke 7.

e Difundir la tecnologia generada mediante un boletin técnico.



REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES

Origen

Smith (1969), considera que Mexico es el centro de origen del aguacate (Persea
americana Mill.). La evidencia méas antigua del consumo de esta fruta data de 10,000
afios a. C. y fue encontrada en una cueva localizada en Coxcatlan, Puebla. EIl origen
del aguacate tuvo lugar en las partes altas del centro y este de México, y partes altas
de Guatemala donde se llevd a cabo la domesticacién del mismo. En la época
colonial los espafioles introdujeron el aguacate a otros paises americanos y a Europa.
A finales del siglo XIX y principios del XX el consumo de aguacate estuvo basado en

la produccion de plantas de las razas mexicanas y antillana.

Popenoe (1952, citado por Williams), tratando de evidenciar cuales precursores de los
aguacates cultivados se habian originado desde Honduras a Colombia, concluyé que
el centro obvio de origen era el ya sefialado para las especies de Persea y que solo
dos especies ocurrian desde Honduras, pero con una cercana relacion genética con las
especies sefialadas para Meéxico y Guatemala. Las cuatro variedades, de las cuales se

mencionan dos para cada especie son:



Persea americana Mill. var. drymifolia. Es el aguacate mexicano y el mas antiguo
usado como alimento por el hombre. Se usG desde antes del desarrollo de la
agricultura hasta nuestros dias. Hay muchas evidencias arqueologicas que muestran
el uso del aguacate por el hombre primitivo americano. Hay evidencias que muestran
que los antiguos habitantes de este valle, seleccionaron aguacates por su tamafio

durante la prehistoria (Smith, 1969).

Persea americana Mill. var. americana. Es el aguacate de Indias Occidentales. Su
uso se extendid desde México hasta el Perd. Evidencias arqueoldgicas sefialan la
existencia de este tipo de aguacate, en Peru, desde hace 3.000 a 4.000 afios. Plantasy
frutos de esta antigliedad se conservaron debido a condiciones cismaticas, a lo largo

de las costas de este pais (Williams, 1977).

Persea nubigena L. Wms. var. nubigena. Es el ancestro silvestre del aguacate de
Guatemala, el cual tiene una poblacién relativamente homogénea, distribuida en toda
la faja de la Cordillera de Talamania en Costa Rica, poblacion que se hace mas
amplia en Guatemala, donde las montafias altas son mas extensas y forman bosques
montafiosos. También se localizan poblaciones silvestres de esta especie en las
montafias altas y bosques nublados de Honduras y Nicaragua. La distribucion tan
amplia de formas muy silvestres de P. nubigena, puede haber dado lugar a una
seleccion por tamarfio, entre los pueblos, de las formas primitivas de aguacates alli

encontrados (Williams, 1977).



Persea nubigena L. Wms. var. guatemalensis. Es el aguacate de Guatemala. Se
estima como el mejor aguacate aparecido en tiempos de la preconquista de América y
el origen del mismo se atribuye a formas silvestres de P. nubigena L. Wms. var.
nubigena, profusamente dispersas, como ya fue sefialado en bosques altos,

montafiosos desde México hasta Guatemala (Williams, 1977).

Storey et al. (1986), mencionan que los centros de origen propuestos para las razas
boténicas se encuentran relativamente cercanos, los de las razas Mexicana y
Guatemalteca se sobreponen un poco con los deméas de la misma Guatemala y
algunos de Centroamérica. Asi, numerosos datos coleccionados por Eugenio Schieber
y George Zentmyer, especialmente en los 1970s y 1980s documentan esta sobre

posicion y los motivos de este flujo genético.

Entre las variedades de aguacate mas utilizadas en el Ecuador estan Nacional,

Guatemalteco, Hass, Booth 8, Fuerte, Tonnage, y Choquete (Adams ,2006).

Taxonomia

Descripcion botanica

El Aguacate pertenece a la familia de las Laurdceas y en la actualidad el género

Persea contiene alrededor de 85 especies.



La semilla de aguacate bajo condiciones normales es viable de 2 a 5 semanas, luego
de haber sido removida del fruto, pero puede ser almacenada, por largo tiempo, en

condiciones especiales de humedad.

Una buena y rapida germinacion se logra, si es removida la cascara de la semilla; la
germinacion es hipdgea. Las semillas se siembran en viveros, donde una vez
alcanzado el desarrollo de plantula, 2-4 meses después, son trasplantadas al campo. El
desarrollo total de la planta y la produccion se alcanza entre 5-6 afios, o en 3-4 afios

para cultivares propagados vegetativamente (Purseglove, 1979).

Es un arbol extremadamente vigoroso (tronco potente con ramificaciones vigorosas),
pudiendo alcanzar hasta 30 m de altura. Hojas alternas, pedunculadas, muy brillantes.
Las flores se forman en paniculas, son bisexuales y exhiben protoginea y dicogamia
sincronizada, lo que significa que cada flor se abre en dos momentos distintos y
separados, es decir los 6rganos femeninos y masculinos son funcionales en diferentes

tiempos, lo que evita la autofecundacion (Minas, 1976).

En ambos tipos, las flores abren primero como femeninas, cierran por un periodo fijo

y luego abren como masculinas en su segunda apertura.

Esta caracteristica de las flores de aguacate es muy importante en una plantacion, ya
que para una buena produccion es conveniente mezclar variedades adaptadas a la
misma altitud, con tipo de floracién A y B y con la misma época de floracion en una

proporcioén 4:1, donde la mayor poblacion sera de la variedad deseada.



El aguacate es polinizado también por insectos, y Apis melifera, de la familia Apidae,
es un polinizador importante, Metabolibia singulata y Polistes canadensis de la

familia Vespidae, son también polinizadores frecuentes (Minas, 1976).

Valor Nutritivo

De acuerdo con datos de valor nutritivo de alimentos informados por Mufioz y
Ledezma (2002), se observa que los aguacates poseen un alto porcentaje de grasas
totales y de acido oleico, aunque en el aguacate de cascara es menor la concentracion

de acido graso (Cuadro 1).

Cuadro 1.Caracteristicas de la grasa cruda en pulpa de aguacate en g por 100 g

de material fresco

Conceplo Valor
Grasas fotales 13.0
Coleslerol mg .
Acidos grasos

Saturados tolales 2.44
Monoinsaturados 897
Polinsaturados” 1.84

'_ Predominaniemente, acda oleico
* Predominantemenle, acido linokeico
Fuentede los datos: Mufoz v Ledesma (2002)

Desde el punto de vista de su fraccion mineral, la pulpa del aguacate es una buena

fuente de potasio, y contiene mas fosforo que calcio (Cuadro 2).



Cuadro 2.Caracteristicas de la fraccion mineral en pulpa de aguacate en mg por

100 g de material fresco

~ Concepfo Valor
Calcio 24.00
Fastoro 42.00
Hierro 0.50
Magnesio 45.00
Sodio 4.00
Potasio 604.00
Zing 0.42

Fuente de los datos: Mufoz y Ledezma (2002) |

La pulpa de aguacate contiene la mayoria de las vitaminas hidrosolubles, asi como
retinol. Sin embargo, no se ha informado la presencia de cobalamina en la pulpa de

aguacate (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas de las vitaminas en pulpa de aguacate en mg por 100 g

de material fresco

Concepto Valor
Retinol, ug 20.00
Acido ascorbico 14.00
Tiamina 0.09

Riboflavina 0.14

Miacina 1.90
Piridoxina 0.28
Acido folico, ug 62.00
Cobalamina, pg -

" Predominantemente, acido oleico
* Predominantemente, Acido inoleico
Fuente de los datos: Mufoz y Ledesma (2002)



Condiciones de Cultivo: Clima y Suelos

Benacchio (1982) y Ruiz et al. (1999) sefialan que en funcion de la raza de origen del
aguacate, que puede establecerse desde el nivel del mar hasta los 3.000 m de altitud,
aunque los huertos, ubicados a mas de 2.400 m, en la practica se consideran fuera de

la zona apropiada para una produccion rentable.

La raza mexicana prospera en altitudes de 500 a 3.000 m, el de Guatemala 1.000 a

2.000 metros y la antillana de 0 a 1.000 metros.

Winston (1987), sefiala que el aguacate cv. Hass, para el amarre de fruto requiere

temperaturas en un rango que va desde 12 hasta 17° C a 28 a 33° C.

Gafni (1984), anota que las temperaturas superiores a 42°C son desfavorables para el

cultivo.

Lovatt (1990), sefiala que las temperaturas por encima de 28° C causan la abscision

de flores individuales.

Hills (1988) y Jasso (1989), mencionan que en el cultivo de aguacate las temperaturas
mas altas a 32° C tienen efectos negativos debido a un detrimento en la fertilizacion y

el grado de esterilidad del polen.
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Los suelos mas recomendados son los de textura ligera, profundos, bien drenados con
un pH neutro o ligeramente acidos (5.5 a 7), pero puede cultivarse en suelos
arcillosos o franco arcillosos siempre que exista un buen drenaje, pues el exceso de

humedad propicia un medio adecuado para el desarrollo de enfermedades de la raiz.

Aspectos Agrotécnicos

La preparacion del terreno depende de la topografia y de la vegetacion existente. Si el
terreno es plano y ha sido cultivado previamente, no necesita preparacion, solo se

marca y se hacen hoyos con 60 cm de didmetro y 50 a 60 cm de profundidad.

Si es plano pero tiene malas hierbas, debe aplicar previamente algun herbicida y
posteriormente arar y rastrar. Posteriormente se hace el marcaje tresbolillo y otros
(Valencia, 1912). Es conveniente construir zanjas siguiendo las curvas de nivel para

la proteccion del suelo.

Las tendencias hace poco con relacion al cultivo del aguacate en Cuba y en otros
paises productores consistian en emplear marcos de plantaciéon amplios sin
intercalamientos lo que implica un bajo aprovechamiento del suelo y rendimiento del

cultivo (Caiiizares, 1973).

Dentro de las labores culturales se recomienda colocar al trasplante 250 g de un

fertilizante rico en fosforo como 10-30-10 o triple superfosfato, en el fondo del hoyo.
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Por cada afio de edad del arbol, un kilo de un fertilizante rico en nitrégeno y potasio
como 18-5-15-6-2, repartido en tres aplicaciones, una a la entrada de las lluvias y las

otras dos cada dos meses (Valencia, 1912).

Normalmente, la primera cosecha comercial ocurre a los cinco afios en arboles
injertados y la cantidad de frutos producidos depende de la variedad y la atencion que
haya recibido la planta en su desarrollo. A los cinco afios, generalmente se cosechan
cincuenta frutos; a los seis afios, ciento cincuenta frutos; a los siete afos, trescientos

frutos y ochocientos a los ocho afios.

Rendimiento

El rendimiento de fruto promedio aceptable de un huerto de aguacate, es de 250 a 350
kg/arbol. En el huerto no es raro tener arboles con rendimientos hasta de 600
kg/arbol, junto a arboles de muy bajo rendimiento. Una densidad de poblacién comdn
es de 100 arboles/ha. Dependiendo de la meta de rendimiento posible a lograr del
aguacate (ejemplo 10 a 30 TM/ha) de su edad, de nivel de fertilidad del suelo,

disponibilidad de agua (Suarez, 2005).
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Usos del Aquacate

Se utiliza principalmente en la alimentacién, como complemento de todo tipo de
comidas, y de su rica materia grasa puede extraerse un aceite utilizado en la industria

cosmética y farmaceutica.

El aguacate con sus propiedades nutracéuticas (que nutren y curan) y cosmecéuticas
(que nutren y ayudan al cuidado de la piel) adquiere una importancia fundamental en
la alimentacion de la poblacion en general y si se consideran problemas de salud
como; diabetes, altos niveles de colesterol en la sangre y la hipertension arterial, esta
fruta adquiere una importancia mayor en la ayuda para contrarrestar estos problemas
0 ayudando a evitar enfermedades y hasta retrasar el envejecimiento (Gutiérrez,

2009).

Biotecnologia del Aguacate

Propagacion vegetativa de portainjertos. Su importancia en el

Aguacate

De manera general la propagacion vegetativa puede emplearse para obtener una
planta integra o sélo una nueva copa (injerto). En ambos casos el genotipo resultante
sera idéntico a la planta de donde se obtuvo el material vegetativo para la

propagacion.
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En numerosas especies frutales de gran importancia econémica como las vides y los
manzanos por ejemplo, es una practica comdn el empleo de portainjertos clonales

(Ben-Ya’acov y Zilberstaine, 1999).

El aguacate es una especie de polinizacién cruzada, monoembrionica y altamente
heterocigota, caracteristicas que se manifiestan en una muy resaltada variabilidad
genética en las plantas de origen sexual. Debido a estas caracteristicas, los
portainjertos obtenidos de semilla, incluso a partir de una sola planta madre, son

genéticamente desuniformes (Calabrese, 1992; Koller, 1992).

Para obviar la variabilidad, que resulta de utilizar portainjertos de palto producidos
por semilla, es necesario recurrir a la produccién de portainjertos clonales, sobre los
cuales se injerta el cultivar deseado. De esta manera, las plantas definitivas de una
plantacion comercial seran genéticamente idénticas entre si, tanto en patron como en

copa (Hartmann et al. 1997; Ernst, 1999).

Como en muchas especies frutales, en los aguacates también existe la necesidad de
seleccionar portainjertos en funcion de ciertas caracteristicas que pueden ser
favorables para hacer frente a factores limitantes de la produccion como el suelo, su
tolerancia a la pudricion radicular, a la salinidad, al exceso calcareo, a la falta de
aireacion, incluso para reducir la susceptibilidad de los frutos a desordenes

fisioldgicos o a enfermedades del fruto como la antracnosis (Willingham et al. 2001).
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La necesidad de contar con portainjertos clonales, se volviéo mucho mas apremiante a
partir del afio 1942 cuando se aisl6 el hongo Phytophthora cinnamomi Rands como el
patogeno causante de la pudricion radicular (Zentmyer, 1980; Zentmyer et al. 1998),
y la busqueda de patrones tolerantes al patogeno se convirti6 en una prioridad
mundial en la investigacion sobre el cultivo del palto (Gallo et al. 1999). Desde
entonces muchos portainjertos con esas caracteristicas, como los cultivares Duke 7,
Thomas, BarrDuke, Toro Canyon, Merensky 2 (Dusa) y Evstro, han sido
seleccionados principalmente en California (EEUU), Israel y Sudafrica (Menge et al.

1992; Menge, 2001).

Técnicas que Promueven la Propagacion Clonal de Aguacate

Etiolacion

La etiolacidn es el desarrollo de plantas o partes de las mismas en ausencia de luz,
que tiene como resultado hojas pequefias no expandidas, brotes elongados y falta de
clorofila, lo que da lugar a un color blanco de los tejidos. En la préactica, los
propagadores de plantas también usan el término de etiolacidn para referirse a brotes
de plantas madres o nodrizas forzadas a crecer bajo una fuerte sombra (Hartmann et

al. 1997).

La etiolacion de brotes aumenta la concentracion interna de auxinas, disminuye la

lignificacion de los tejidos, aumenta la acumulacion de almidén en la region etiolada
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y disminuye el contenido de co-factores negativos del enraizamiento, especialmente

de AIA- oxidasa (Bassuk y Maynard, 1987; Hartmann et al. 1997).

Segun Bassuk y Maynard (1987), la etiolacion aumenta considerablemente la
sensibilidad del tallo a la auxina, asimismo, induce cambios anatdmicos en los tejidos
del tallo que podrian incrementar la iniciacibn de primordios radicales,

principalmente a partir las células parenquimaticas indiferenciadas.

El tiempo requerido en ausencia de luz para que los brotes sean adecuadamente
etiolados, segun reportan varios investigadores, es variable. En promedio se ubica
entre 3 y 8 semanas (Ernst, 1999; Rodriguez, 2003; De los Santos, 2001; Velho Da

Silveira et al. 2004; Aguilera, 2007).

En la mayoria de casos y para fines de propagacion, una vez que los brotes estan
totalmente etiolados, éstos son puestos en condiciones de luz para desetiolarlos,
manteniendo etiolada sélo la porcién donde posteriormente tendra lugar el

enraizamiento.

Aplicacidon exogena de auxinas en el proceso de etiolacion

La presencia de la auxina es reconocida como un factor que promueve la formacion
de raices adventicias, la aplicacion de reguladores crecimiento tipo auxinas como el

acido indolbutirico (AIB), puede incrementar la concentracion interna de la hormona,
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reforzar su efecto y mejorar la calidad de las raices (Ernst (1978) citado por Ernst,

1999; Gaspar y Hoffinger (1988) citados por Velho da Silveira et al. 2004).

Cutting y Van Vuuren (1988), empleando esquejes no etiolados de palto, encontraron
que el AIB aplicado en talco a 2,000 mg.L-1 fue favorable para el enraizamiento de
los esquejes, sin embargo concentraciones de 3,000 mg.L-1 estimularon una excesiva

produccién de callos.

Alves et al. (1999), en un trabajo con acodos de brotes etiolados de palto en

contenedores, determind que la aplicacion de AIB fue mas eficiente cuando

adicionalmente el acodo fue anillado.

Cultivo in vitro

Si bien el aguacate ha sido propagado en forma rutinaria por injerto y se ha
investigado su propagacion por estacas recientemente (Ya’acov, 1086), la técnica in
vitro ofrece una alternativa rapida de multiplicacion de nuevas variedades y patrones
(George y Sherrington, 1984). Se ha tenido éxito con material juvenil, pero no con

material adulto (Villegas, 1985).
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Seleccion del explante

Kester (1978), sefiala que la seleccion de tejidos juveniles es propicia para
organogenesis in vitro de plantas lefiosas. Un tejido joven puede originar brotes y
raices (Pliego et al. 1987), no obstante la seleccion ontogénica del explante no parece
estricta, eso es lo que demuestran Dalso y Guevara (1989), quienes reportaron

respuestas regenerativas en tejidos adultos de aguacate.

Para obtener un tejido juvenil o en transaccion y conservar clonalmente una
seleccidn, es posible realizar una poda severa y tomar explantes de crecimientos de la
temporada de alto vigor. Este tipo de manejo no implica necesariamente que el tejido
esté en estado juvenil, pero si deben presentar una alta actividad metabolica (Kester,

1978).

Algunos autores han reportado que las repuestas organogénicas del aguacate in vitro
se puede mejorar al utilizar explantes de tejido etiolado (Schroeder, 1980, Sol6rzano,

1989), sobre la base de relaciones hormonales favorables a las auxinas.



18

Tratamientos de desinfeccion

El uso de técnicas tradicionales de desinfeccion con etanol e hipoclorito de sodio,
produce pardeamiento y necrosis de tejidos en plantas lefiosas (Kurtz y Tollet, 1990).
Debido a esto se han desarrollado estrategias de desinfeccion con antibidticos y
fungicidas (Dalso y Guevara, 1989), requiriendo en algunos casos aplicaciones

periddicas de antibioticos a la planta madre.

Gonzales y Salazar (1989) sugieren que el uso de desinfectantes como el hipoclorito

de calcio disminuye la contaminacion debido a que reduce la tension superficial en la

solucién desinfectante.

Medios de cultivo y componentes

Reina (2003), menciona que los medios de cultivo constituyen un elemento
fundamental para el cultivo in vitro de células, tejidos, protoplastos, anteras y para

lograr el desarrollo de embriones, embrioides, la organogénesis, la micropropagacion.

Los medios de cultivo tienen una serie de componentes generales y especificos cuya
presencia y concentracion estard en dependencia del objetivo que se persiga en su
utilizacion. Asi, los medios de cultivo pueden ser liquidos o tener un soporte solido,

tienen sustancias minerales, vitaminas, aminoacidos, azUcares, fitohormonas.
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Los medios de cultivo mas utilizados en aguacate se basan en la solucion mineral
descrita por Murashige y Skoog (1962), la cual se ha utilizado reduciendo los

macronutrientes a la mitad o un tercio Pliego y Alfaro (1988).

Dalso y Guevara (1989) indican que la utilizacion de un medio con menor cantidad
de amonio puede ser eficiente para la propagacion en paltos, por lo que utilizan el
medio N45K que contiene menor cantidad de nitrogeno y mas potasio (Margara,

1988).

Pliego et al. (1987), consideran que la utilizacién de un medio de cultivo gelificado
con mas agar y una capa delgada de medio liquido con 0,65 y 0,1 mg/l de BA
respectivamente es mas eficiente permitiendo reducir la necrosis apical, pero favorece

la vitrificacion.
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La composicion del medio de cultivo se puede resumir en el Cuadro 4

Cuadro 4. Composicion de medios de cultivo para células vegetales

Componentes

Caracteristicas y ejemplos

Agua destilada

Representa el 95% del medio nutriente.

Fuente de carbono

Generalmente se usa sacarosa. La fuente
de carbono se necesitaporque los
explantes no son  completamente
autétrofos 'y no pueden cubrir sus
necesidades con la fotosintesis que
pueden realizar in vitro

Sustancias inorganicas

Macroelementos: N, P, K, Ca, Mg, S
Microelementos: Fe, Co, Zn, Ni, B, Al,
Mn, Mo, Cu, |

Vitaminas

Vitaminas: B1, B2, B6, Vitamina E,
acido félico, acido nicotinico, entre otras.

Hormonas y reguladores de crecimiento

Auxinas: promueve la elongacion
celular, formacién de callos y raices
adventicias.

Citoquininas: promueve division celular,
crecimiento y desarrollo de tejidos
vegetales.

Otras:  Giberelinas,
etileno.

acido abscisico,

Materiales inertes

Sustancias de soporte: agar, agarosa.

Fuente: Biotecnologia, UNQ 2006
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Reguladores de crecimiento utilizados en el cultivo in vitro

Adicionalmente a los nutrientes, generalmente es necesario agregar una O mas
sustancias reguladoras; frecuentemente Auxinas y/o Citoquininas, pero a veces
también Giberelinas o Acido ascorbico, para mejorar el desarrollo del cultivo in vitro
de tejidos y organos. Por otro lado, los requerimientos de estas sustancias varian
considerablemente con los tipos de tejidos y los niveles enddgenos de estos

reguladores, asi como con la finalidad del cultivo in vitro.

El uso de fitoreguladores en los cultivos in vitro es de gran importancia por cuanto se
ha demostrado que la clase y concentracion de dichas sustancias interacttan con el

genoma de la planta (Montoya, 1991).

Las Auxinas originan en el cultivo de tejidos vegetales la induccion de callos,
crecimiento inicial de explantes de meristemo y puntas de brotes. Entre las auxinas

mas utilizadas tenemos: AIB (acido indolbutirico), AIA (&cido indolacético).

Las Citoquininas promueven la diferenciacion celular y la induccion de yemas
adventicias en callos y érganos. Entre la mas utilizada esta el BAP (6-bencilamino

purina).

Las Giberelinas tienen como funcién principal el alargamiento de las regiones
subapicales del explante. La Giberalina con mayor uso es el GAz pero se debe tener

en cuenta que es muy sensible al calor (Montoya, 1991).
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En aguacate Pliego et al. (1987), obtuvieron formacion de brotes a partir de yemas

laterales del crecimiento apical utilizando el medio N45K con 0.3 mg/l de BA.

Sol6rzano (1989), logré la obtencion la emision de hasta 4 brotes por explante al

cultivar yemas de brotes etiolados en un medio MS con BA 2 mg/l y GA;3,
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MATERIALES Y METODOS

UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

La investigacion se realizo en dos localidades distintas; parroguia San Fernando-Hda.

El Prado y en la parroquia de Guayllabamba.

Ubicacion Politica

Para la propagacion mediante el cultivo in vitro, se escogi6 el Laboratorio de Control
Bioldgico de la Carrera de Ciencias Agropecuarias-IASA Area de Cultivo de Tejidos
de la Escuela Politécnica del Ejército ESPE, ubicada en Ecuador, provincia de

Pichincha, cantén Rumifiahui, parroquia San Fernando, en la Hacienda “El Prado”.

Para la propagacion mediante etiolacion de brotes se escogiéo a la parroquia

Guayllabamba provincia de Pichincha, cantén Quito.

Las condiciones de las dos localidades fluctian entre rangos de temperatura de:12-

27°C con humedades relativas entre 17 y 60%.
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Ubicacion Geografica

La Hacienda “El Prado” se encuentra en una posicion geografica de 78°24°44"" (O) y

0°23° 20" (S) y a una altitud de 2748 msnm.

La parroquia de Guayllabamba se encuentra en una posicion geografica de

78°21°24,65" (O)y 0° 3" 14,33 (S) a una altitud de 2200 msnm.

Ubicacion Ecoldgica

El laboratorio de Control Bioldgico, se encuentra ubicado en la zona de vida: Bosque
himedo pre-montano, Altitud: 2748 msnm, Temperatura minima: 7°C, Temperatura
maxima: 30°C: Temperatura promedio: 16°C, Precipitacion: 727 mm/afio,

Vegetacion: Bosque primario andino (arboles, arbusto y pastos).

La parroquia de Guayllabamba, se encuentra ubicada en la zona de vida: Bosque seco
pre-montano, Altitud: 2200 msnm, Temperatura minima: 8.08°C, Temperatura
maxima: 20.06°C: Temperatura promedio: 16.35°C, Precipitacién: 1200mm/afio,

Vegetacion: Bosque primario andino (arboles, arbusto).
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MATERIALES

Los materiales que se utilizaron para la desinfecciéon de brotes de aguacate fueron:
jabén liquido, Bostock, Rifampimizina, agua destilada estéril, hipoclorito de sodio,

frascos de 1 litro, soluciones nutritivas, recipientes plasticos.

Para la fase de cultivo in vitro se utilizd: tubos de vidrio, envases plasticos,
soluciones nutritivas, hormonas de crecimiento, material vegetal, parafilm,
mascarillas, guantes quirdrgicos, papel periddico, alcohol, papel aluminio, papel

toalla.

En cuanto a la fase de campo se utiliz6 palillos de madera, hormonas de crecimiento

papel aluminio, cAmara de etiolacion, fertilizantes y productos agroquimicos.

Los equipos que se utilizaron fueron: Esterilizador o incubadora, auto clave, pH-
metro, balanza analitica, refrigeradora, camara de flujo laminar, cuarto de

crecimiento, camara de fotos.

Los instrumentos que se utilizaron fueron: pinzas anatdmicas, mecheros, probetas,

goteros, vasos de precipitacion, buretas, botellas graduadas.
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METODOS
El material Duke 7 se obtuvo de la Granja Experimental Tumbaco-INIAP (37 plantas
de aguacate injertadas), de las cuales 27 plantas se dividieron para la etiolacion de
brotes y 10 plantas para el cultivo in vitro. Una vez ubicado el material se realizo

un plan de control y fertilizacion para las mismas.

En este estudio se realizaron dos fases:

Método de Propagacion Clonal Mediante la Etiolacién de brotes

Fertilizacion y saneamiento de las plantas madres

En las 27 plantas de aguacate Duke 7 se aplico el fertilizante foliar completo Solucat
1.5 ml/l en agua corriente cada 20 dias. El control fungico se realiz6 con Ridomil 1.5
ml/l de agua corriente cada 7 dias intercalando con Bostock 1.6 ml/l en agua

corriente.
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Tratamiento para plantas en cdmara obscura

Una vez que las yemas comenzaron a brotar se las introdujo en la cdmara de
etiolacion donde permanecieron por 2 meses a una temperatura maxima de 25°C y

una minima de 21°C, humedad del 75% con un riego manual cada 8 dias.

Seleccion de brotes para la formacion de estructuras en tallo

Al cabo de 15 dias de introducidas las plantas a cAmara obscura se seleccionaron los

2 brotes mas vigorosos y saludables para continuar, con el proceso de etiolacion.

Aplicaciéon de auxinas para la formacion de estructuras en

brotes etiolados

Luego de dos meses de etiolacion, las plantas se ambientaron a la luz. En los brotes
desetiolados se colocé un palillo de madera de 1mm de ancho y 5mm de largo,
previamente embebido durante 24 horas en la hormona Acido Indolbutirico (AIB),
introduciéndolo en el tallo de cada brote desetiolado en dosis de 5.000 ppm y 10.000
ppm. Se tap6 la porcion de tallo tratado con papel aluminio para continuar la

etiolacion, mientras la planta madre recibié condiciones normales de luz.

Para la evaluacion de la fase de campo se consideraron, las siguientes variables:
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Incremento de brotes por planta debido al proceso de etiolacion (IBPE): Que se
evalué después de 15 dias de haber contabilizado el numero de brotes por planta,

restando el nimero de brotes anteriores menos el nUmero de brotes actuales.

Longitud de los brotes por planta debido al proceso de etiolacion (LBPE): Que se

evalud una vez seleccionados los 2 mejores brotes cada 15, 30, 45 y 60 dias.

Brotes con formacion de estructuras en tallo (BFET): Una vez cumplidos los 2 meses

de etiolacién se procedié a colocar la hormona y se hizo la evaluacién de estructuras

formadas en el brotes a los 45 dias después de aplicado el tratamiento.

Disefio Experimental

Factores a probar

En la fase de etiolacion se probd AIB en dosis de 5.000 ppm y 10.000 ppm por cada

brote etiolado.

Tratamientos a comprobar

En la etapa de enraizamiento se probaron, los siguientes tratamientos (Cuadro 5):



29

Cuadro 5. Tratamientos a comprobar

Tratamiento AIB ppm
TO 0
T1 5.000
T2 10.000

TO= Tratamiento testigo Tn= Tratamientos

Tipo de disefo

En la fase de etiolacion se utiliz6 un analisis descriptivo, mediante el programa

estadistico SPSS (SPSS Inc, 2011). EI modelo matematico fue el siguiente:

Yik =M +li +By+IBik + €ijx
Yik = es la ij-ésima observacion en el i-ésimo nivel de IBA, y k-ésimo nivel de la
Dosis.
p=es la media general.
li= es el efecto del i-ésimo nivel de IBA.
By= es el efecto del k-ésimo nivel de la Dosis.
IBix= es la interaccion del i-ésimo nivel de IBA con el k-ésimo nivel de la Dosis.

&ijk= es el error aleatorio
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Caracteristicas de la UE

Para la fase de etiolacion la cdmara obscura consto de divisiones individuales, cada 3

plantas formaron una unidad experimental.

Meétodo de Propagacion Clonal Mediante Cultivo In Vitro

Introduccion de brotes

En la introduccién de aguacate mediante cultivo in vitro, se realizd la desinfeccion
pre-cdmara y en camara para evitar contaminacion; al introducir in vitro se probo

hormonas como auxinas y gibelerinas para su induccion.

Seleccion de los explantes y desinfeccion

Se tomaron brotes juveniles provenientes de las plantas madres injertadas
anticipadamente con Duke 7, que fueron cortados con una tijera de podar
previamente desinfectada con alcohol al 70%, se los llevo al laboratorio en un

recipiente de cristal.



31

Una vez trasportados se realizo el proceso de desinfeccion pre camara que consistio

en.

Los brotes fueron colocados en un recipiente de cristal, en el
que se adicionaron 3 gotas de jabon liquido con el
fin de obtener abundante espumay se agitd por 15

minutos.

Después se realizé 3 lavados con agua destilada estéril.

Una vez terminado con el lavado anterior se procedié a
sumergir a los brotes en la solucion de Bostock
(funguicida-bactericida) en una dosis de 2.5 ml/l +
Rinfapizina (antibacterial) en dosis de 1 ml/l y se

puso nuevamente en agitacion por 15 minutos.

Se secaron los brotes con un papel toalla y se colocaron en
una funda plastica por toda una noche en

refrigeracion.
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En la mafana siguiente en camara se coloco hipoclorito de
sodio al 1% por 5 minutos, después se realizd 5

lavados con agua destilada estéril.

Finalmente se hizo un ultimo lavado con una solucion de
acido ascorbico + acido citrico 400 ml/l dos veces

y los brotes quedaron listos para sembrar.

Descripcidon de hormonas para la induccion de brotes

Los explantes se dividieron en secciones nodales de 1.5 cm aproximadamente con
una o dos yemas laterales, en esta fase se probd la combinacion de hormonas: BAP 0
ppm + GAz 0.5 ppm, BAP 0.5 ppm + GA3 ppm, BAP 0.5 ppm + GA3z 0 ppm, BAP 0
ppm + GA3z 0 ppm, los tratamientos propuestos se llevaron a cabo en la camara de

flujo laminar en recipientes de vidrio.

Medio de cultivo para propagacion

La introduccion de los brotes se efectu6 en medio Murashige y Skoog (1962)
reducido en sus macroelementos a la mitad o un tercio (Pliego y Alfaro, 1988), en el

cual se adiciond carbon activado al 1%, sacarosa 30g/l, agar 7g/l con un pH 5.7. Se
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realizd un refrescamiento de medio cada 15 dias para evitar fenolizacion de los

brotes.

Para la evaluacion de la fase de induccion de brotes se consideraron, las siguientes

variables:

Porcentaje de explantes vivos (PEV): Se determino el porcentaje de explantes que
no se oxidaron y/o contaminaron, con relacion al total de unidades experimentales de
cada tratamiento. Se observo cada unidad experimental a los 15 de introducidos los

brotes.

Longitud de Brotes en mm (LB): Se medi6 a los 30, 45 y 60 dias de efectuada la

siembra.

Namero de brotes por explante (NBE): Se conté el nimero de brotes que cada

explante tuvo a los 30, 45 y 60 dias de efectuada la siembra.

Ndmero de hojas (NH): Se evalud a partir de los 60 dias de la siembra inicial, se

realizé un conteo de forma visual en cada unidad experimental.
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Disefio Experimental

Factores a probar

Para la fase de induccion se probd la mezcla de hormonas como BAP 0 ppm + GA;
0.5 ppm, BAP 0.5 ppm + GA3 0.5 ppm, BAP 0.5 ppm + GA3; 0 ppm, BAP 0 ppm +

GA; 0 ppm, en recipientes de vidrio respectivamente.

Tratamientos a comprobar

En la fase de induccion se probaron, los siguientes tratamientos (Cuadro 6 ):

Cuadro 6. Tratamientos a comprobar

HORMONAS
TRATAMIENTOS BAP ppm GA; ppm
TO 0 0
T1 0 0.5
T2 0.5 0.5
T3 0.5 0

TO= Tratamiento testigo Tn= Tratamientos
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Tipo de diseno

Para la fase de cultivo in vitro se utilizo un analisis descriptivo mediante el programa

estadistico SPSS (SPSS Inc, 2011). cuyo modelo matematico fue:

Yijj = M +Cj +G; + B¢ +CG;jj + CBixt+ GBjk + CGBijk+ €ijk

Yijk = es la ij-ésima observacion en el i-esimo nivel del Citoquinina, j-ésimo nivel del
Giberelina y k-ésimo nivel de la Dosis.

p=es la media general.

Ci= es el efecto del i-ésimo nivel de la Citoquinina.

Gj= es el efecto del j-ésimo nivel de la Giberelina.

By= es el efecto del k-ésimo nivel de la Dosis.

CGj= es la interaccion del i-ésimo nivel de la Citoquinina con el j-ésimo nivel de la
Giberelina.

CGix= es la interacciéon del i-ésimo nivel de la Citoquinina con el k-ésimo nivel de la
dosis.

GBj«= es la interaccion del j-ésimo nivel de la Giberelina con el k-ésimo nivel de la
Dosis.

CGBij= es la interaccion entre el i-ésimo nivel de la Citoquinina el j-ésimo nivel de
la Giberelina y el k-ésimo nivel de la Dosis.

&ijk= €s el error aleatorio
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Caracteristicas de la UE

Para la fase de induccion cada unidad experimental estuvo constituida por un tubo de
ensayo de vidrio, donde se dispensé 10 ml de medio de cultivo, cada unidad

experimental contd con un explante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

METODO DE PROPAGACION CLONAL MEDIANTE LA

ETIOLACION DE BROTES

Incremento de Brotes/Planta Debido al Proceso de Etiolacion

Veinte y siete plantas de aguacate cultivar Duke 7 fueron evaluadas en el proceso de
etiolacion. El incremento de los brotes por planta obtuvo una media de 1.4 luego de
15 dias (Cuadro 7). Aguilera (2007) menciona que en el cultivar Duke7, se logro

una media de 1.2 brotes por planta.

Cuadro 7. Numero de brotes/planta a los 15 dias debido al proceso de etiolacion

Variable N | Minimo Méaximo Media

NUmero de brotes/planta 15 dias 27 0 5 1.4

El Cuadro 8 indica que, el 4% de plantas tuvo un incremento de 1 brote, el 7 % tuvo
un incremento de 2 brotes, el 11% tuvo un incremento de 3 brotes, el 19 % tuvo un
incremento de 1 y 2 brotes. Asi pues en la fase de etiolacion se obtuvo un 22% de

plantas que tuvieron un incremento de 3, 4 y 5 brotes por planta. Aguilera (2007)
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reporté un incremento de brotes etiolados de 33% en el cultivar Duke 7 en

comparacion con el cultivar U-3, que logré un 5%.

Cuadro 8. Frecuencia del incremento de brotes/planta a los 15 dias del proceso
de etiolacion

Frecuencia del nUmero
Plantas Porcentaje véalido
de brotes/planta

0 11 41
1 5 19
2 5 19
3 2 7
4 3 11
5 1 4

Total 27 100

Longitud de Brotes/Planta Debido al Proceso de Etiolacion

Se evalud la longitud de brotes por planta a los 15, 30, 45 y 60 dias en el proceso de
etiolacion, obteniéndose medias de 3, 5, 6 y 6 cm respectivamente, demostrando que

los brotes comienzan a estabilizar su tamafio a partir de los 45 dias (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Desarrollo de la longitud de brotes hasta los 60 dias debido al
proceso de etiolacion

Variable N Minimo Maximo Media
Longitud 15 dias 27 0,3 11 3
Longitud 30 dias 27 0 20 5
Longitud 45 dias 27 0 33 6
Longitud 60 dias 27 0 33 6

En el Cuadro 10 se observa que, luego de 60 dias del proceso de etiolacion se tuvo
12 plantas con una longitud de brote entre 0.2-2.9 cm, 11 plantas con una longitud
entre 3-9.5 cm; 2 plantas con una longitud entre 10-15.8 cm y 2 plantas entre 20.8-
33.1 cm. La diferencia entre la longitud de brotes puede ser causada por factores
externos al momento de seleccionar el material vegetativo para propagar el patron,
tamafo de semilla, estado fenoldgico del material para injertar. Aguilera (2007)
menciona que las plantas madres provenientes de semilla pequefia desarrollan, brotes
con una longitud de 6 cm en el cultivar U-3. Otros estudios demuestran que la
longitud de brotes etiolados en el cultivar Duke 7 van desde los 7.5 cm hasta los 40
cm (Frolich y Platt, 1971; Bernales, 1997; Hofshi, 1997; Alves de Oliveira et al.

1999: Ernst, 1999).
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Cuadro 10. Frecuencia de la longitud de brotes hasta los 60 dias, debido al
proceso de etiolacion

Longitud (cm)
Dias Numero de plantas

0.2-29%* 3-9.5* 10-15.8* 20.8-33.1*
15 Dias 15 11 1 0 27
30 Dias 13 10 3 0 27
45 Dias 12 11 2 2 27
60 Dias 12 11 2 2 27

*Escala arbitraria para la agrupacion en cm de la longitud del brote

Formacion de Estructuras en los Brotes Después del Proceso de

Etiolacion

Esta evaluacion se realizo a los 45 dias después del proceso de etiolacion en brotes
de plantas nodrizas. Las estructuras se clasificaron en: raiz, callos 6 ninguna
estructura. Con la dosis de 10.00 ppm de AIB, se obtuvo 6 brotes con raiz, que
representa el 33%, con la dosis de 5.000 ppm de AIB se obtuvo 3 brotes con raices
que representa el 17% (Cuadro 11). Solérzano (2008), obtuvo 53% en formacion de
raices con la dosis 10,000 ppm de AIB, mientras que obtuvo el 30 % de raices con
5.000 ppm de AIB. Los dos tratamientos también promovieron la formacién de
callos, que estuvieron presentes en la mayoria de brotes que no formaron raices. Con
el tratamiento de 5.000 ppm de AIB se formo 7 brotes con callos que representa un

porcentaje de 39% en comparacion de la dosis de 10.000 ppm de IBA que presentd 5
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brotes con un porcentaje de 28%. Soldrzano (2008), obtuvo un porcentaje de callos

del 37 % con 5.000 ppm de AIB, mientras que logro el 33% de callos con 10.000

ppm. El tratamiento testigo en ningin caso mostré formacion de estructuras.

Cuadro 11. Porcentaje de brotes desetiolados sobre plantas nodrizas con
estructuras formadas por los tratamientos, 45 dias después de su aplicacion

Brotes/planta con formacion de

Tratamientos estructuras Estructuras Porcentaje valido
* Brotes/planta a los 45 dias
Raiz | Callos | N. estructura
T1 3 7 8 18 17 39 44 | 100
T2 6 5 7 18 33 28 39 | 100
TO 0 0 100 0 0 0 100 | 100
Total 36 100

*T1:5.000 ppm AIB

T2:10.000 ppm AIB

TO: 0 ppm AIB
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METODO DE PROPAGACION CLONAL MEDIANTE CULTIVO IN

VITRO

Porcentaje de Contaminacion

Como se puede apreciar en el Cuadro 12 el porcentaje de contaminacion fue alto en
todos los tratamientos, teniendo el 50% para los tratamientos: T1, T3, T4 y el 59%
en el tratamiento T2. Dalso y Guevara (1989), mencionan que en el caso de las
microestacas el porcentaje de contaminacién por bacterias y hongos es alto, siendo el

principal obstaculo para su establecimiento in vitro.

Cuadro 12. Porcentaje de contaminacion en el proceso in vitro a los 15 dias.

Combinacién de Plantas
Tratamiento hormonas contaminadas % contaminacion
T1 BAP 0+0.5 GA, 6 50
T2 BAP 0.5+0.5 GA, 7 59
T3 BAP 0.5+0 GA, 6 50
T4 BAP 0+0 GA; 6 50
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Longitud de Brotes en el Proceso In Vitro

Se evalud la longitud de los brotes de veinte y dos plantas, clasificandose en los
siguientes tratamientos: T1 con 6 plantas, T2 con 5 plantas, T3 con 6 plantas y T4
con 5 plantas. Se considerd su tamafio a los 30, 45 y 60 dias en el proceso in vitro
obteniéndose medias de 0.6, 0.2, 0.4 y 0.1 mm respectivamente, demostrando que el

mejor tratamiento fue T1 (Cuadro 13).

Cuadro 13. Promedio longitud de brotes hasta los 60 dias en el proceso in vitro

) Tratamientos
Dias
T1(BAP 0 + 0.5 GAy)* T2(BAP 0.5 + 0.5 GA;)* T3 (BAP 0.5+ 0 GAs)* | T4(BAP 0 +0 GA)*
30 Dias 0.3 0.1 0.2 0.1
45 Dias 0.4 0.2 0.3 0.1
60 Dias 0.6 0.2 0.4 0.1

*Combinacion de hormonas para la longitud de brotes

En el cuadro 14, a los 30 dias se aprecia que en el tratamiento T1 los brotes se
distribuyen de manera uniforme entre 0.1 y 0.5 mm. En los 45 dias el tratamiento T1
tienden aumentar su tamafo, ubicandose entre 0.5-0.7 y finalmente a los 60 dias en el
tratamiento T1 los brotes se van ubicando entre longitudes de 0.7-1 mm,
manifestando que este tratamiento influye eficiente en el alargamiento de los

explantes.
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Cuadro 14. Frecuencia de longitud de brotes hasta los 60 dias en el proceso in

vitro
) Longitud de Tratamientos
Dias
brotes (mm) T1(BAP 0+0.5 GAy)* T2(BAP 0.5 + 0.5GAy)* T3(BAP 0.5 + 0 GAy)* TA(BAP 0 + 0 GAy)*
0.1-03 3 5 5 5
30 Dias 0.3-0.5 3 0 1 0
Total 6 5 6 5
0.1-0.3 1 5 4 5
0.3-05 3 0 1 0
45 Dias
05-0.7 2 0 1 0
Total 6 5 6 5
0.1-0.3 1 4 4 5
0.3-05 2 1 1 0
60 Dias
0.7-1 3 0 1 0
Total 6 5 6 5

*Combinacion de hormonas para la longitud de brotes

NUmero Brotes en el Proceso In Vitro

Se evalué el numero de brotes en los tratamientos. T1, T2, T3 y T4, obteniéndose

medias de 2, 1.6, 1.8 y 1.4 brotes por tratamiento, respectivamente. Dando como

mejor tratamiento a T1 (Cuadro 15). Samayoa (2005) menciona que la combinacion
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BAP 0 + 0.5 GA3, promueve de manera mas eficiente la brotacion de las yemas de

aguacate P. americana cultivar Hass.

Cuadro 15. Promedio del nimero de brotes/planta hasta los 60 dias en el proceso

in vitro
i Tratamientos
Dias
T1(BAP 0 + 0.5 GAy)* T2(BAP 05 + 0.5 GAs)* T3(BAP 0.5 +0 GAs)* | T4(BAP 0 +0 GAg)*
30 Dias 2 1.6 1.8 1.4
45 Dias 2 1.6 1.8 1.4
60 Dias 2 1.6 1.8 1.4

*Combinacion de hormonas para el namero de brotes por planta

En el (Cuadro 16) se puede apreciar que el nimero de brotes por planta en todos los

tratamientos se estabiliza a partir de los 45 dias, teniendo como mejor tratamiento T1

con 6 brotes distribuidos: 2 brotes en 5 plantas y 3 brotes en 1 planta. El tratamiento

testigo no tuvo presencia de brote alguno.
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Cuadro 16. Frecuencia de nuamero de brotes/planta hasta los 60 dias en el
proceso in vitro

] NGmero de Tratamientos
Dias
brotes T1(BAP 0405 GA3)* | T2(BAP 05+ 05GA3)* | T3(BAP 0.5+0GA3)* | TA(BAP 0+0 GA3)*
1 0 1 1 3
30 Dias 2 5 3 5 2
3 1 1 0 0
Total 6 5 6 5
1 0 2 2 3
45 Dias
2 5 3 3 2
3 1 0 1 0
Total 6 ) 6 5
1 0 2 2 3
60 Dias
2 5 3 3 2
3 1 0 1 0
Total 6 5 6 5

* Combinacion de hormonas para el numero de brotes por planta

Numero de Hojas en el Proceso In Vitro

Se contabiliz6 el numero de plantas que presentaron hojas por cada tratamiento

(Cuadro 17), y se obtuvo como mejor tratamiento a la combinacion BAP 0 + 0.5

GA;3, logrando 6 plantas con formacion de hojas, las mismas que se detallan: 2
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plantas con 1 hoja, 1 planta con 2 hojas y 3 plantas con 3 hojas. Samayoa (2005)
indica que el tratamiento BAP 0 + 0.5 GA;3 fue el mejor, pues genero mayor nimero

de hojas por planta.

Cuadro 17. Numero de plantas que presentaron hojas a los 60 dias.

Numero de Tratamientos

hOj as T1(BAP 0+0.5 GA3)* T2(BAP 0.5 + 0.5GA3)* | T3(BAP 0.5+ 0 GA3)* | T4(BAP 0+ 0 GA3)*
1 2 1 0 0
2 1 0 1 0
3 3 1 0 0
4 0 0 1 0
6 0 0 1 0

Total 6 2 3 0

*Combinacion de hormonas para el nimero total de plantas con hojas

En el Cuadro 18 se observé que el tratamiento T1 generd la formacion de 13 hojas,

dejando en claro que fue el mejor para todas las variables.
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Cuadro 18. Numero total de hojas por tratamiento en el proceso in vitro

Tratamiento

Combinacioén de reguladores mg/I

Numero de hojas

1 T1(BAP 0+ 0.5 GA) 13
2 T2 (BAP 0.5 + 0.5 GA) 4
3 T3 (BAP 0.5 + 0 GAy) 12
4 T4 (BAP 0 + 0 GAg) 0
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CONCLUSIONES

El proceso de etiolacion registré un incremento de 1.4 brotes por planta.

El proceso de etiolacion llega a tener estabilidad en la longitud de sus brotes

etiolados a los 45 dias, con una media de 6 cm.

El tratamiento 10.000 ppm de AIB, en brotes etiolados tuvo como resultado

6 brotes con formacidn de raices que represento el 33%.

El tratamiento de BAP 0 mg /I + 0.5 mg/l GA3, en la longitud de brotes a los
60 dias tuvo una media de 0.6 mm; en cuanto a nimero de brotes logré una
media de 2 brotes por planta y finalmente con este tratamiento se obtuvo 6

plantas con la formacion de 13 hojas.

Se tuvo un alto porcentaje de contaminacién que pudo deberse a la presencia

de hongos y bacterias en los explantes dificultando asi su propagacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar 10.000 ppm de AIB para la formacion de raices en
brotes etiolados de P americana Mill, ya que presento los mejores resultados.
Se recomienda utilizar 0.5 ppm de GA3 para la formacién de brotes, longitud
y formacion de hojas para la induccion in vitro de P americana Mill. ya que
se logra 6ptimos resultados.

Se deberia realizar estudios sobre el origen de las plantas nodrizas que entran
al proceso de etiolacion refiriéndose al tamafio de semilla que provienen,
estado fenoldgico y tiempo adecuado del material que va a ser injertado en
dichas plantas, ya que otros estudios revelan que estas caracteristicas influyen
directamente sobre el tamafio de los brotes etiolados.

Los brotes que formaron callos y raices, podrian ser colocados en sustrato
para completar el proceso de enraizamiento y posterior venta.

Para el éxito del sistema de propagacion por etiolacion, se requiere de un
ambiente con temperatura y humedad estable.

Se debe probar diferentes combinacion de antioxidantes que ayuden a evitar la
fenoizacion de los brotes en el proceso in vitro.

Evaluar en investigaciones futuras el medio de cultivo N45K, ya que estudios
anteriores indican su eficacia para la formacion de brotes y hojas.

Realizar estudios de propagacion clonal para distintos cultivares de aguacate,

resistentes a la pudricién de raiz.
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RESUMEN

El presente estudio se realizd con el objetivo de establecer la propagacién clonal de
aguacate Duke 7 (Persea americana Mill.) para la produccién masiva de plantas
mediante la técnica de etiolacion de brotes o cultivo in vitro.Con el método de
propagacion clonal mediante la etiolacion de brotes se obtuvo un incremento
promedio de 1.4 brotes por planta en los primeros 15 dias debido al proceso de
etiolacion, del nimero total de individuos el 22% de plantas presentaron de 3 a 5
brotes. La longitud de brotes etiolados se estabiliza a partir de los 45 dias con un
tamafio de 6 cm; lograndoll plantas con una longitud entre 3-9.5 cm; 2 plantas con
una longitud entre 10 —15.8 cm y 2 plantas entre 20.8-33.1 cm. Para la formacion de

estructuras el AIB (10.000 ppm) logré 6 brotes con raices que representd el 33%.

En el método de propagacion clonal in vitro el uso de la combinacion de hormonas
BAP 0 + 0.5 GA;3 logro los valores mas altos en la evaluacion a los 60 dias, la
longitud de brotes obtuvo un tamafio promedio de 0.6 mm, la misma combinacion
logré formar 2 brotes por planta y desarrollé 6 plantas con hojas., 2 plantas

desarrollaron 1 hoja, 1 planta desarrollo 2 hojas y 3 plantas desarrollaron 3 hojas.
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ABSTRACT

The present study pursued the mass production of avocado Duke 7 (Persea
americana Mill.) through clonal propagation using shoot etiolation and in vitro
culture technics. With the etiolation method a growth average of 1.4 shoots per plant
was obtained within the first 15 days, 22% of theevaluated plants presented 3 to 5
shoots. The length of the etiolated shoots becomes stable after 45 dayswith 6 cm
long;11 plants with a length between 3 to 9.5 cm, 2 plants with a length between 10
to 15.8 cm and 2 plants between 20.8 to 33.1 cm. Developing structures the AlIB
(10,000 ppm) achieve 6 shoots with roots, representing the 33%.

For the in vitro method the combination of hormones BAP 0 + 0.5 GA; achieved the
highest values in the evaluation at 60 days, the average length of shoot was 0.6 mm,
the same combination was able to form 2 shoots per plant and 6 plants developed
leaves; 2 plants developed 1 leaf, 1 plant developed 2 leafs and 3 plants developed 3

leafs.
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