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RESUMEN
La produccion de planta de aguacate se basa principalmente en el uso de portainjertos
oriundos de semilla, presentando variabilidad genética en la huerta, susceptibilidad a plagas,
enfermedades y sequia. El uso de portainjertos clonales resuelve varios de los problemas que
enfrenta actualmente el cultivo de aguacate. Las técnicas de propagacion clonal resultan
costosas y tardadas. La propagacion in vitro es una opcion viable para la multiplicacion de
progenies sanas y uniformes de estos portainjertos de aguacate. Para el establecimiento in
vitro, se colectaron explantes de aproximadamente 10 cm, del cv. Duke 7, Zutano y Velvick
en una solucion estéril de PVPP al 5%, posteriormente se realizé un lavado superficie con
jabdén comercial con agitacién de 5 minutos y otro lavado con alcohol al 70% durante un
minuto, en la cabina de flujo laminar se realizaron las desinfecciones con los desinfectantes
a probar; nanoparticulas de plata en concentraciones de 200, 300, 400 y 500 ppm y Bicloruro
de mercurio 0.25% y 0.5%. El tratamiento que mejor respondio para la propagacion in vitro
de portainjertos clonales de aguacate es utilizando el clon Duke desinfectado con
nanoparticulas de plata a 300 ppm dando 82% de supervivencia. El tratamiento mas favorable
para utilizar en la propagacion in vitro con el desinfectante bicloruro de mercurio fue en el
que se utilizaron expedientes de portainjerto Velvick con la concentracion del 0.25% ya que
se obtuvo un mayor porcentaje de supervivencia de lo contrario el mayor porcentaje de
pérdida fue con el clon zutano y la concentracion al 0.25%, No siempre las concentraciones
altas de desinfectante van a favorecer a la supervivencia de explantes in vitro pues algunos
desinfectantes con efecto abrasivo aumentan la produccion de fenoles en los explantes y
dando paso a la oxidacion, necrosamiento y por consiguiente la pérdida del material vegetal.

Palabras clave: portainjerto, in vitro, nanoparticulas de plata, bicloruro de mercurio,

oxidacion.
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ABSTRACT
Production avocado plants is mainly based on the use of rootstocks from seed, presenting
genetic variability in the orchard, susceptibility to pests, diseases and drought. The use of
clonal rootstocks solves several of the problems currently facing avocado cultivation. Clonal
propagation techniques are expensive and time-consuming. In vitro propagation is a viable
option for the multiplication of healthy and uniform progenies of these avocado rootstocks.
For in vitro establishment, explants of approximately 10 cm were collected from cv. Duke 7,
Zutano and Velvick in a sterile 5% PVPP solution, subsequently a surface wash was carried
out with commercial soap with stirring for 5 minutes and another wash with 70% alcohol for
one minute. disinfections with the disinfectants to be tested; silver nanoparticles in
concentrations of 200, 300, 400 and 500 ppm and mercury bichloride 0.25% and 0.5%. The
treatment that responded best for the in vitro propagation of avocado clonal rootstocks is
using the Duke clone disinfected with silver nanoparticles at 300 ppm, giving 82% survival.
The most favorable treatment to use in in vitro propagation with the disinfectant mercury
bichloride was the one in which Velvick rootstock files were used with the concentration of
0.25% since a higher percentage of survival was obtained otherwise the highest percentage
of loss It was with the zutano clone and the concentration at 0.25%. High concentrations of
disinfectant will not always favor the survival of explants in vitro since some disinfectants
with an abrasive effect increase the production of phenols in the explants and give way to

oxidation. necrosis and consequently the loss of plant material.

Keywords: rootstock, in vitro, silver nanoparticles, mercury bichloride, oxidation.
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l. INTRODUCCION

El aguacate mexicano es un producto que se consume en 34 paises del mundo, con una
produccién nacional de 2.5 millones de toneladas (SIAP,2022), es lider en su cultivo y
exportacion a nivel mundial. Michoacan concentra 84.9 por ciento del volumen de
produccién de aguacate en México, ya que produce mas de un millon de toneladas. Otras
entidades que tienen participacion son: Jalisco, Estado de México, Nayarit, Morelos y
Guerrero (SENASICA 2017). Sin embargo, el rendimiento por hectdrea es de
aproximadamente de 10 t ha? (SIAP, 2020), mientras que en otros paises rondan entre 15 y
30 t ha,

La produccion de planta de aguacate se basa principalmente en el uso de portainjertos
originados por semilla, que en la mayoria de los casos su origen es desconocido. Los
portainjertos de semilla presentan gran variabilidad en las huertas comerciales, lo cual se
manifiesta en susceptibilidad a plagas y enfermedades, sequia, alternancia productiva,

dificultad en el manejo (Campos, 2012).

Las principales limitantes que enfrenta hoy el cultivo son suelos salinos, presencia de
carbonatos, incidencia de la tristeza del aguacate causada por Phitophora cinnamomi, el
replante y utilizacion de portainjertos de semilla, hasta algunos afios atras la importancia de
utilizar estos portainjertos no fue relevante debido a que las condiciones de mercado eran
estables, las condiciones actuales han cambiado y del cultivo han variado el desplazamiento
de la zonas con limitantes edaficas, hace que se requiera el uso de portainjertos para hacer
mas eficientes los rendimientos por consecuencia, urge aumentar los niveles y calidad de la
fruta producida por lo cual el uso de un buen portainjerto es un aspecto clave para definir el

éxito o fracaso de una plantacion (Castro 2008).

Se sabe que varios de los problemas se resuelven con el uso adecuando de portainjertos
clonales (Fernandez et al., 2011), por lo que existe la posibilidad de utilizar estos aunado a
técnicas modernas de propagacion clonal (Ernst, 1999). La propagacion clonal moderna es
un método muy preciso de propagacién, que requiere precision, infraestructura y mucha

mano de obra. La micropropagacion constituye una opcién adecuada para la propagacion a



gran escala de progenies genéticamente uniformes y sanas. Por tal razon el objetivo principal
de la presente investigacion sera desarrollar una metodologia de propagacion in vitro éptimo

para portainjertos seleccionados de aguacate.



Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
Desarrollar una técnica alterna para la etapa de desinfeccién y multiplicacion in vitro de

portainjertos clonales de aguacate.

2.2 Objetivos particulares
Evaluar el efecto de dos desinfectantes (nanoparticulas de plata y bicloruro de mercurio) en
la fase de establecimiento in vitro de portainjertos seleccionados.



I1l.  HIPOTESIS
Las nanoparticulas de plata reducen la contaminacion por hongos, baterias y reduce la

oxidacion del explante.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Origen

El aguacate es nativo de América. Originario de Mesoamérica, que es la region alta del centro
de México y Guatemala (Williams, 1976). Los restos fosiles de aguacate encontrados en el
valle de Tehuacdn (cueva de Coxcatlan) en el estado de puebla, México, tienen una
antiguedad de 8,000 afos (Smith, 1966) antigiedad cercana a los 10,000 afios del hombre de
Tepexpan, cuyos restos y los de algunos mamuts fueron encontrados en la zona de Tepexpan,
en el valle de México. Las razas de aguacate mexicana y guatemalteca se originaron en
México y Guatemala. La raza antillana probablemente se origind en el sur de México
(Yucatan) y en Centroamérica (el Salvador, Nicaragua).

La lengua ndhuatl fue hablada por multitud de pueblos en el México precolombino, habitando
principalmente los valles de México y Toluca, pero en América Central los aztecas que
ejercian hegemonia ampliaron su territorio, llegando a una zona propicia para el cultivo del
aguacate, donde los arboles eran similares pero la fruta tenia caracteristicas diferentes. La
evidencia mas antigua de consumo de aguacate se encontrd en una cueva en Coxcatlan en la
region de Tehuacén en Puebla, México, que data del 7000 al 8000 A.C. (Smith, 1966).

Las culturas antiguas también tenian un buen conocimiento de los aguacates y sus variedades,
como se muestra en el Cddice Florentino que enumera tres aguacates como se describe:
"aoacatl" posiblemente Persea americana var. Drymifolia (de origen mexicano),
"tlacacolaocatl” a Persea americana var. Americana (variedad Antiliana) y "quilaoacatl” a

Persea americana var. guatemalensis (variedad Guatemala) (Sanchez et al., 2001).

4.2. Clasificacion taxonomica

Los aguacates pertenecen a la familia Lauraceae, y actualmente hay alrededor de 85 especies
del género Persea, la mayoria de las cuales se encuentran en el sur de los Estados Unidos
(Persea borbonia) después de Chile (Persea lingue). La Unica excepcion es Persea indica,
que se encuentra en las Islas Canarias (Espafia) y se puede considerar como Persea en otras
partes del sur de Asia. Los aguacates son del género Persea, subdivididos en dos subgéneros,
respectivamente: Persea y Eriodaphne (Kopp, 1966), siendo la principal forma distintiva

peluda en el lado interior de los sépalos, la superficie interior sin pelo para madurar, a



excepcion de Persea pallida, Persea rigens y Persea cinerascens. Los aguacates pertenecen
a la especie Persea americana Mill. pertenecen al género Persea y se denominan aguacates
verdaderos, de mayor tamafio que los aguacates del segundo subgénero; Ademas de los
aguacates, este grupo incluye: Persea nubigena (aguacate de montafia), Persea steyermarkii
(aguacate de montafa), Persea schiedeana (chinini, chinene, chenene, yas, hib), Persea
floccosa (aguacate cimarron). Por lo demas, este género (Williams, 1977) incluye Persea
parvifolia (aguacatillo de Veracruz, México) y Persea primatogena (guaslipe de Nicaragua),
la ultima de las cuales ha sido reclasificada en un género no aguacate llamado Beischmiedia.
Schieber y Zentmyer (1987) propusieron recientemente incluir los géneros Persea
tolimanensis (mantequilla de mono) y Persea zentmyeria de Guatemala. Por otro lado, se
encontrd en la region de Motozintla, Chiapas, posiblemente una nueva especie que se cree
que estd mas relacionada con los géneros guatemaltecos Persea nubigena y Persea
steyermarkii (Barrientos et al., 1992), entre otros como porque los de la region de Monte
Verde de Costa Rica parece pertenecer al subgénero Persea Todas estas especies se
encuentran en América Central, principalmente México y Guatemala (Ben-Ya'acov et al.,
1995).

4.3. Descripcion morfolégica

4.3.1. Hojas.

Son simples, entrelazadas, pequefias y completas. El peciolo mide de 1.5 a 3.5 cm de largo.
Las hojas tienen diferentes formas, desde ovaladas alargadas hasta ovaladas alargadas.
Tienen yemas axilares y venas plumosas. Segun la raza, la punta es mas o menos puntiaguda.
La nervadura principal es de color amarillo palido, las venas son especialmente evidentes en
la parte inferior. Las hojas jovenes son rojizas (contenido de pigmento en las vacuolas) y la
epidermis madura, al madurar las hojas se vuelven lisas, rigidas y de un verde calabrés denso
(1992). La parte superior esta descubierta, la parte inferior es ligeramente peluda. Tiene
muchas glandulas transparentes en su superficie. Las hojas varian mucho en tamafio, de 5 a

20 cm de largo y de 3 a 10 cm de ancho (Rodriguez, 1982).



4.3.2. Arbol.

Se suele cubrir de hojas caidas al final del ciclo siempre que se hayan renovado en la rama.
Algunas variedades tienen defoliacion a corto plazo antes de la floracion, lo que significa que
crecen fuera de su habitat, lo que significa que no son adecuadas para esta area. (Calabrese,
1992).

4.3.3. Ramas.

Los brotes jovenes son numerosos, generalmente delgados y quebradizos, y por lo tanto se
rompen cuando muchos frutos se desgastan y cuando se exponen al viento. Ramas jévenes
peludas, adultas lisas, de color verde claro. Los brotes més fuertes alcanzan los 5-7 cm de
didmetro por afio. Los aguacates son muy sensibles a las quemaduras solares, las
sensibilidades varian segln la variedad y las heladas también pueden dafar los tejidos
(Calabrese, 1992).

4.3.4. Yemas.

Pueden ser apicales o axilares. Las yemas axilares permanecen en estado latente la mayor
parte del tiempo o tienden a desprenderse, de tal manera que el crecimiento del aguacate tiene
lugar a través de las yemas apicales principalmente (Rodriguez, 1982).

4.3.5. Raiz.

Como la mayoria de las plantas, el sistema de raices es corto y débil. De hecho, la mayoria
de las raices se encuentran en los primeros 50 centimetros del suelo, por lo que los aguacates
necesitan un suelo profundo. La profundidad alcanzada puede ser de 1 a 1.5 m, siendo adn
mayor en suelo suelto (Rodriguez, 1982). Las raices del aguacate se caracterizan por tener
muy pocos pelos radiculares, la absorcion de agua y nutrientes se da principalmente en las
puntas de las raices por los tejidos primarios, lo que determina la sensibilidad de la planta al
exceso de agua, resultando en dafios a la planta, asfixiandola e infectandola con hongos.
(Scora et al., 2007).

4.3.6. Fruto.
Es un fruto rugoso de color amarillo verdoso y pulpa central muy grande, que es un fruto

rugoso de color verde claro a verde oscuro y morado a negro. Hay alrededor de 400 especies,



por lo que puedes encontrar frutos de diferentes formas y pesos, que pueden llegar a pesar
entre 150 y 350 g (Sanchez et al., 2001).

4.3.7. Floracion.

Las flores son hermafroditas (hermafroditas), radiantes (simétricas), de color amarillo
verdoso, pequefias, por lo que al abrirlas suelen tener de 1 a 1.5 cm de diametro, con
peddnculos cortos y peludos. Las inflorescencias (racimos) son paniculas (racimos) y pueden
ser axilares o terminales. Se estima que cada flor tiene alrededor de 200 flores, aunque puede
haber mas. La flor consiste en una corona con dos o tres hélices. Los estambres consisten en
12 estambres dispuestos debajo o alrededor del ovario. Solo nueve de estos estambres son
funcionales. El pistilo tiene un solo ovario, el ovario tiene una probéscide (encima del tallo),
es unisexual y tiene un évulo. En el apice de la flor hay un boton vegetativo que luego se
convierte en una rama (a veces se usa para injertar). Inflorescencias gruesas, cilindricas,
ligeramente aplanadas, de color amarillo verdoso, pilosas, con muchos nudos, también
pilosas. Claramente falta la corona del perianto, pero sus partes estan dispuestas en dos series,
cada una de las cuales consta de tres elementos. Partes externas mas grandes. Puede ser de

tres pétalos y tres celdas muy similares. (Scora et al., 2007).

4.4. Métodos de propagacion

4.4.1 Sexual.

La reproduccion sexual tiene lugar a través de un cierto potencial genético a través de la
adaptacion a condiciones ambientales especificas, 1o que asegura la supervivencia de la
especie a través de su variacion genética. La progenie de plantas que se reproducen
sexualmente, fenotipicamente lo suficientemente similares para la identificacion de especies,
pero no idénticas, exhibe variacién genética en el genotipo tipico para este caso (Barbat,
2006).

Dado que las plantaciones establecidas varian mucho en cuanto a vigor, longevidad y
resistencia al frio y las enfermedades, en la mayoria de los casos el mensaje lo transmiten
precisamente los portainjertos de apoyo y, por lo tanto, no pueden garantizar su aceptacion
ya que el riesgo para tales plantaciones es sustancial ya que las propiedades genéticas de las

plantas en estas semillas no son bien conocidas. Por ello, se ha intentado recurrir la



reproduccion asexual, que es el inico método que puede proporcionar portainjertos (clones)

genéticamente idénticos, asegurando condiciones de cultivo dptimas (Losada, 1973).

4.4.2. Asexual.

Mediante la reproduccién asexual, a diferencia de la reproduccién sexual, los organismos
vegetativos colonizan con éxito nichos a los que se han adaptado sus genotipos. Los fenotipos
de estos individuos son practicamente idénticos, lo que da como resultado una poblacién
homogénea. Expandir una especie sin afectar su potencial genético (Barbat, 2006).

4.5. Propagacion vegetativa

Como cruzamiento y altamente heterocigoto, la propagacion de semillas de aguacate produce
una progenie que es bioldgica y morfolégicamente diversa. La propagacion por propagacion
vegetativa asegura que la nueva planta exhiba las caracteristicas deseadas de la planta madre
mediante la seleccién por nutrientes, resistencia a enfermedades, tamafio pequefio y
adaptacion a condiciones climéticas especificas del suelo y buena expresion de las
caracteristicas de produccion y calidad del fruto. Ademas de permitir la produccion a gran

escala de plantulas a través de la seleccion de material genético especifico (Harman, 2012)

la propagacion vegetativa fue la primera tecnologia desarrollada para propagar portaijertos
con excelentes propiedades. Sin embargo, existen algunas limitaciones para la reproduccion
de plantulas de aguacate debido a la sintesis excesiva de compuestos fendlicos, la rapida
oxidacion y deshidratacion de los tejidos, asi como la formacién de callos sin liberacion de
raices libres (Petry et al. 2012).

Los principales factores que afectan el enraizamiento de los esquejes de aguacate son: las
caracteristicas y edad de la planta madre; los tipos de estacas; la época de recoleccion de las
estacas; el uso de reguladores vegetales; el tipo de sustrato; la intensidad de la luz; el
calentamiento del medio de enraizamiento; la no remocion de las hojas de las estacas e el

etiolamiento de las estacas (Hartmann et al., 2002).

4.5.1. Portainjertos clonales. Actualmente, el método de propagacién comercial mas comdn
en los principales paises productores de aguacate es el injerto de variedades en portainjertos

derivados de semillas o el injerto clonal. Este Gltimo se refiere a plantas de aguacate clonados



que sean resistentes a los patdgenos del suelo, asi como a las condiciones de agua y salinidad.
Dichos procedimientos causan grandes diferencias en rendimiento, calidad y vigor entre las
plantas del jardin. En otros paises productores de aguacate, como Estados Unidos, Australia,
Israel y Sudéfrica, la derivacion clonal se utiliza para el portainjerto porque el clon es el
genotipo seleccionado por su mayor rendimiento y viabilidad, ademas de una mayor
tolerancia a la pudricion sexual. Phytophthora, siendo esta Gltima una importante ventaja a
la hora de trasplantar, ademas de asegurar la consistencia genética entre plantas (Castro et
al., 2013).

4.5.2. Micropropagacion.

La micropropagacion es el uso de técnicas de cultivo de tejidos para propagar plantas a gran
escala, utilizando pequefias partes de plantas (explantes) en condiciones estériles, con calidad
nutricional, sanitaria y de calidad de las plantas micropropagadas. También conserva el gen
de interés, proporciona una mayor estabilidad genética y produce material que es méas
resistente a las enfermedades de la raiz (como la pudricion de la raiz causada por P.

cinnamomi) y al estrés ambiental, al tiempo que reduce la vida Gtil (Nhut et al., 2008).

A pesar de los aspectos positivos sefialados, la micropropagacion en el cultivo del aguacate
puede resultar ineficaz debido a la rapida oxidacion y necrosis de los explantes. Sin embargo,
esta técnica se ha propuesto como un método alternativo para reducir la variacion genética
de las plantulas. Las plantas de aguacate se pueden recuperar del cultivo de tejidos y células
a través del cultivo de brotes y la embriogénesis somatica. La siembra de brotes es Gtil como
metodo alternativo de reproduccion para la obtencion de materiales propios, especialmente
para la seleccion de nuevos portainjertos. La embriogénesis somatica en si misma es critica
para la manipulacion del genoma usando transgénicos y la induccién de mutaciones in vitro
(Pliego-Alfaro et al., 2013).

Debido a factores como el tipo y la preparacién del explante, la planta madre y las
condiciones del medio, varios autores han realizado estudios que involucran la
micropropagacion del aguacate para identificar estrategias para promover la multiplicacion,
como in vitro esta razon puede afectar directamente el éxito o el fracaso de la tecnologia. Por

lo tanto, es necesario buscar estrategias que promuevan la micro reproduccién, como el uso
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de hormonas y otras sustancias que promuevan el crecimiento vegetativo, y determinar la
edad de las plantas y los drganos vegetales adecuados para cosechar explantes, como brotes
terminales, embriones y cigotos, ademas de explantes tratados con desinfectantes eficaces
(George et al., 2008).

4.6. Propagacion in vitro

El cultivo de tejidos se define como un crecimiento de células vegetales o un tejido aislado
de la planta madre en un medio artificial y estéril (Guerra & Costa, 1988). El cultivo de
tejidos es una herramienta importante para el estudio del metabolismo, la genética, la
filogenética y la fisiologia vegetal, la modificacion genética de las plantas, la eliminacion de
patdégenos, la conservacién de especies de importancia espacial, la restriccion y la
proliferacion de tejidos vegetales (Boxus, 1988).

Con el desarrollo de la tecnologia de micropropagacion de plantas, la perspectiva de obtener
material en cualquier época de afo que sea de mejor calidad agrondmica, el tiempo y espacio
es menor, y al mismo tiempo maximizar el rendimiento utilizando brotes de plantas
expandidas. Hoy en dia, las técnicas de cultivo de tejidos permiten obtener grandes
cantidades de material clonado en poco tiempo y mejorar el control de la higiene, lo que
facilita el transporte de materiales en el pais de origen y en el extranjero. Ademas, es posible
criar razas con pocos individuos. Hay varios aspectos fundamentales a tener en cuenta al
desarrollar esta técnica, como la fuente de cultivo, la seleccion y esterilizacion, la

composicion de los medios de cultivo (Flores-Mora, et al., 2008).

4.7. Etapas de propagacion in vitro

4.7.1. Seleccion y preparacion de la planta madre.

Para establecer cultivos en condiciones estériles, es necesario obtener cultivos con los
nutrientes y niveles de crecimiento adecuados. Para obtener estos cultivos, se recomienda
mantener la planta madre, que es un cogollo, en un invernadero bajo condiciones controladas

por un periodo de varias semanas a varios meses. En este entorno, las plantas se cultivan en
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condiciones higiénicas Optimas con un control adecuado de los nutrientes y el riego para

garantizar un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Castillo, 2004).

4.7.2. Desinfeccion de las yemas de la planta y/o desinfeccion de semillas. Tras seleccionar
la planta madre, se procedera a la extraccion de las muestras recogidas. Los explantes pueden
ser brotes, hojas, raices, semillas y similares. Los fragmentos de la planta madre se
esterilizaran para eliminar las impurezas extrafias antes de la extraccion. Los contaminantes
mas comunes son hongos y bacterias que viven naturalmente en el medio ambiente. Luego
de la esterilizacién del material vegetal, debe almacenarse en condiciones asépticas. Para
lograr condiciones asépticas, se trabajara en una cdmara de prensa para extraer los cultivos
del material vegetal. Estas muestras se colocaran en tubos de cultivo que contengan el medio
primario para el control sanitario y de viabilidad, previa esterilizacion del material con
hipoclorito de sodio puro o diluido (agua clorada comercialmente disponible) durante 5 a 15

minutos, seguido de 3 a 4 enjuagues con agua estéril. (Castillo, 2004)

4.7.3. Introduccion del material seleccionado in vitro.
Después de la esterilizacion superficial, las semillas o apices se colocan en un medio estéril,
segun el material elegido. En una semana o quince dias comienza la germinacion o

regeneracion de nuevo tejido vegetal, iniciandose el ciclo de cultivo in vitro (Castillo, 2004).

4.7.4. Multiplicacion de brotes.

En esta etapa, se espera que los explantes que sobreviven en la etapa 1 y 2 produzcan brotes
(axilares o0 yemas) con pocas hojas. En la base de cada hoja hay un capullo que se desarrolla
cuando se expone al medio. Estos brotes deben inocularse periédicamente en medios nuevos
subdividiéndolos y reincubando en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas
operaciones se realizan en camaras de flujo laminar o en lugares aislados que permiten
mantener condiciones de esterilidad. De esta forma, el nimero de plantas aumenta con cada

division de la semilla o planta (Castillo, 2004).

El nimero de plantas obtenidas depende de la especie vegetal y de las condiciones medias.
Dado que se han optimizado todos los factores de crecimiento, se puede lograr un aumento

exponencial en el nimero de plantas obtenidas por micropropagacion (Castillo, 2004).
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4.7.5. Enraizamiento.

Se utilizan principalmente explantes individuales de unos 2 cm de tamafio. Los brotes
obtenidos en la etapa reproductiva se transfirieron a medios sin reguladores de crecimiento
ni hormonas tipo auxina solas. Algunas plantas no tienen que pasar por esta etapa, sus raices
germinan en el mismo sustrato, por lo que la reproduccion y el enraizamiento se dan

simultdneamente (Castillo, 2004).

4.7.6. Aclimatacion.

Los nuevos cultivos de raices son muy sensibles a los cambios ambientales, por lo que el
éxito o el fracaso de todo el proceso depende de la adaptacion. En esta etapa, las plantas
experimentardn muchos tipos de cambios que les permitiran adaptarse a la vida en
condiciones naturales. Cuando los explantes o esquejes se retiran de la maceta, no son aptos
para el cultivo en invernadero porque estos ejemplares han echado raices y crecen en
ambientes con alta humedad relativa y muchas veces con estomas (encargados de controlar
la transpiracion y la pérdida de agua en las plantas) no completamente tolerantes a la
disminucién de la humedad relativa y, por lo tanto, el proceso es lento para evitar que los
explantes se sequen. Por otro lado, crecer en un ambiente tan himedo también significa
riesgo de pérdida de planta al ya que al carecer de una cuticula cerosa bien desarrollada que
actie como una barrera fisica contra la pérdida de agua en toda la superficie de la planta
(Castillo, 2004).

4.8. Medio Murashige & Skoog (MS).

El medio Murashige & Skoog (MS) o MSO fue inventado por los cientificos Toshio
Murashige y Folke K. Skoog en 1962 cuando investigaban nuevos reguladores del
crecimiento vegetal y se convirtio en el medio mas utilizado para el cultivo de tejidos
vegetales in vitro. Como estudiante de doctorado en Skoog, Murashige se centrd
inicialmente, sin éxito, en la busqueda de la hormona de crecimiento contenida en el jugo de
tabaco. En cambio, el analisis del jugo de tabaco revel6 altas concentraciones de minerales
especificos. Una serie de otros experimentos mostrd que variar los niveles de estos nutrientes

promovié un crecimiento significativo en comparacion con las formulaciones existentes. En
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particular, se encontré que el nitrogeno promueve el crecimiento del tejido del tabaco en
cultivo. (Cuadro 1) (Murashige et al 1962).

Cuadro 1. Composicién del medio de cultivo MS

Macronutrientes Mg L*
NH4NOs 100
KNOs3 100
MgS04.7H,0 100
CaCl.ag 100
KH2PO4 100

Micronutrientes

Kl 10
H3BO3 10
MnS0O4.4H,0 10
ZnS04.7H,0 10
NaxMo04.2H,0 10
CuS04.5H0 10

Fuente: Murashinge y Skoog (1962)

4.9. Organogenesis

La regeneracion de las plantas a partir de la organogénesis in vitro solo es posible debido
a la induccion de estimulos para ciertas vias metabdlicas que desencadenaran cambios en el
patron de crecimiento y desarrollo celular controlados principalmente por la interaccion entre
los reguladores del crecimiento de las plantas (p. ej., auxinas y citoquininas) y la nutricion
mineral (Arya et al 2009). Sin embargo, la respuesta organogénica también puede variar
segun el genotipo y las condiciones ambientales asociadas con el crecimiento (George et al.,
2008). La informacion sobre los estimulos bioquimicos asociados con los factores
nutricionales es la clave del éxito del cultivo in vitro. Este método de cultivo se puede aplicar
a la multiplicacion de individuos seleccionados y la ingenieria genética de plantas lefiosas
(Brondani et al. 2012).
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4.10. Hormonas

El nimero de fitohormonas involucradas en todas las respuestas morfoldgicas durante la
formacion de la planta es relativamente pequefio. Aungue son pequefios en nimero (menos
de diez), estan presentes en todas las plantas terrestres y acudaticas de agua dulce con una
amplia variedad de formas, habitats, ciclos y formas de vida, posiblemente terrestres,
arbustos y arboles mesofilos. Todas las especies se distribuyen en las familias de plantas mas
diversas (Jordan & Casarreto 2006).

4.10.1. Auxinas.

Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales naturales que regulan muchos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas. La forma predominante en las plantas es el &cido
indol acético (IAA), que es muy activo en ensayos bioldgicos y se encuentra cominmente en
concentraciones a nanoescala. Otras formas naturales de auxinas son el acido 4-cloroindol
acético (4-ClIAA), el acido fenilacético (PAA), el acido indolbutirico (IBA) y el acido
indolopropionico (Ludwig-Miller & Cohen 2002).

4.10.2. Giberelinas.

La giberelina (GA) es una hormona de crecimiento de origen diterpenoide tetraciclica que
esta involucrada en varios procesos de desarrollo de las plantas. Aunque hay mas de 100
especies de plantas, solo unas pocas son biolégicamente activas. Las giberelinas fueron
descubiertas en plantas en la década de 1930, cuando cientificos japoneses aislaron de plantas
de arroz un estimulante del crecimiento proveniente de un hongo parésito, lo que provocaba
que las plantas de arroz explotaran o treparan. El ingrediente activo fue aislado del hongo
Gibberella fujikoroi por Eiichi Kurosawa en 1926 y lo denomind "giberelina”. El efecto del
hongo en las plantas infectadas fue un aumento significativo en la altura, a pesar de una
reduccién significativa en el rendimiento de semillas. EI mayor aumento se debi6 a los altos
niveles de este factor de crecimiento producidos por el ataque de hongos (Malonek et al.
2005).

4.10.3. Citocininas.
Son fitohormonas esenciales para el funcionamiento ideal de varios procesos ligados al
crecimiento y desarrollo de las especies y relacionados a la accion de varios genes. Son
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derivados de adenina base que muestran varias sustituciones en su posicion N6, y la adenina
en si misma no tiene actividad hormonal. EI reconocimiento de que las citoquininas pueden
corresponder a fitohormonas comenzd en la década de 1950 con el descubrimiento de la
kinetina, un artefacto de la degradacion del ADN en espermatidas de arenque esterilizados
en autoclave. Su actividad hormonal se reveld rapidamente al inducir una variedad de
morfologias en tabaco y otras especies de tejidos in vitro en presencia de auxinas en
comparacion con altos niveles de citoquininas. La auxina induce la germinacién en tejidos
de explantes de meristemos, mientras que con bajas concentraciones de auxina y/o en
combinacion con altas concentraciones de auxina, la formacién de grupos de células
desorganizadas (tejido cicatricial) y en raices de mayor gradiente. Auxina (Skoog y Miller
1965). Posteriormente descubrieron citoquininas naturales en varias especies (asi como en
procariotas), de las cuales la mas comin y abundante era la zeatina y sus nucleésidos, que se
encontraban originalmente en los granos de maiz (Zea mays) (Letham, 1973). Ademas de la
zeatina, se han encontrado otros compuestos con efectos similares en el endospermo liquido

del coco o "agua de coco™.” (Caplin & Steward 1948).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material genético

Se utilizaron portainjertos clonales de aguacate los cuales se describen a continuacion:

Duke 7: Derivado del cv Duke, considerado como resistente a tristeza del aguacatero,

ademas de que aumenta la productividad.
Velvick: Reduce la incidencia de antracnosis en postcosecha.

5.2.  Localizacion del experimento
El experimento se llev6 a cabo en los laboratorios e invernaderos de la Facultad de Ciencias
Agricolas y Pecuarias, ubicada en Universidad 59, Primera, San Juan Acateno, Pue.

5.3.  Materiales y procedimientos generales
5.3.1. Condiciones generales del laboratorio.
Las areas de trabajo (camara de incubacidn, el area de subcultivo y el area de preparacion de
medios de cultivo) se desinfectaron previamente con una solucién de fenol al 2 %. Para las
siembras y subcultivos se utiliz6 una cabina de flujo laminar horizontal. EI material de
laboratorio como pinzas, bisturis y cajas Petri que fueron utilizadas en la cabina de flujo

laminar se esterilizaron mediante inmersion en etanol 70 % y flameo con mechero de alcohol.

5.3.2. Lavado de material de laboratorio.
Todo el material de laboratorio se esterilizé durante 30 minutos a una temperatura de 121 °C

en una autoclave.

5.3.3. Cuarto de incubacion.
Para la incubacién de los explantes y brotes, estos se colocaron bajo un ambiente de 16 horas

luz y ocho horas de oscuridad (luz artificial), y una temperatura entre 25 +2 °C.
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5.4. Establecimiento in vitro

5.4.1 Uso de dos agentes desinfectantes para el establecimiento in vitro
5.4.1.1 Manejo de planta madre.
Se monitoreo el desarrollo fisioldgico de las plantas madre en el invernadero, se dio manejo

agrondmico correspondiente de fertilizacién y manejo de plagas y enfermedades.

Se colectaron brotes jovenes, yemas apicales (figura 1) de 6 cm, los cuales para su traslado
se sumergieron en una solucién antioxidante de polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 5 %.

Figura 1. Colecta de explantes

Estos explantes se lavaron con detergente biodegradable durante 5 minutos (Figura 2) y se
enjuagaron con agua corriente, posteriormente se les dio un lavado con alcohol al 70 %

durante un minuto de agitacion constante.
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Figura 2. Lavado de explantes con jabon comercial.

5.4.1.2. Desinfeccion de material vegetal.

Los explantes lavados se llevaron a una desinfeccion superficial con nanoparticulas de plata
(NPsAQ), el producto que se utilizd fue Silver de la marca Sigma-Aldrich®, que son
nanoparticulas de plata esféricas de <100 nm. Las concentraciones que se utilizaron para la
desinfeccion fueron 200, 300, 400 y 500 mg-L durante 10 minutos.
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Figura 3. Desinfeccidn de explantes en la cabina de flujo laminar

Para el segundo experimento se utilizd el desinfectante bicloruro de mercurio (HgCly)
(Figura 4) en concentraciones de 0.25 y 0.5 % durante diez minutos. Posteriormente se

enjuagaron con una solucion estéril de polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 5 %.
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Figura 4. Bicloruro de mercurio

5.4.1.3. Siembra de explantes.
Cada explante se manej6 de forma individual, seccionando el explante, dejando cada uno de

aproximadamente 2 cm (Figura 5).
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Figura 5. Explante seccionado

Cada uno se sembrd de forma individual en tubos de ensaye con 10 mL de medio semisolido
de establecimiento constituido por sales minerales del medio basal MS (Murashigue &
Skook) suplementado con sacarosa 30 g-L*, Myo-inositol 10 mL-L™?, Tiamina 1.0 mL-L?,
Bencilaminopurina  (BAP) 1.0 mL-L?%, AIB (4cido indolbutirico) 1.5 mL-L1y
polivinilpirrolidone (PVPP) 0.5 g-L™2, carbon activado 0.5 g-L™ty como medio gelificante se

utilizé agar 3.1 g-L
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Figura 6. Explante sembrado en medio semisélido MS
5.4.5. Descripcion de los tratamientos.

Se establecieron dos experimentos el primero con el agente desinfectante NPSAg en
concentraciones de 100, 200, 400 y 500 mg-L"cada clon (Duke 7 y Velvick) cuatro explantes
por tratamiento, dando un total de ocho tratamientos como se muestra en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Disposicion de tratamientos utilizando el desinfectante NPsAg

Tratamientos Clon Concentracion (ppm)
1 Duke 7 200
2 Duke 7 300
3 Duke 7 400
4 Duke 7 500
5 Zutano 200
6 Zutano 300
7 Zutano 400
8 Zutano 500
9 Velvick 200
10 Velvick 300
11 Velvick 400
12 Velvick 500

Ppm: partes por millén

El segundo experimento con el agente desinfectante HgCl, en concentraciones de 0.25y 0.50
% cada clon (Duke 7, Zutano y Velvick) cuatro explantes por tratamiento, dando un total de

seis tratamientos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Disposicion de tratamientos utilizando el desinfectante HgClo.

Tratamiento Clon Concentracion (%)
1 Duke 7 0.25
2 Duke 7 0.5
3 Zutano 0.25
4 Zutano 0.5
5 Velvick 0.25
6 Velvick 0.5

5.4.1.4. Diseiio experimental.

El disefio experimental utilizado fue un completamente al azar con arreglo factorial 3x4 con
cuatro repeticiones, la unidad experimental se conformé por cuatro explantes en cada uno de
los tratamientos. Los factores a evaluar fueron los tres clones Duke 7, Zutano y Velvick con
las cuatro concentraciones (200, 300, 400 y 500 ppm) del desinfectante NPSAQ.
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Para el segundo experimento de desinfeccion se utilizd un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial 3x2 con cuatro repeticiones, cada unidad
experimental se conformo por cuatro explantes en cada uno de los tratamientos, los factores
a evaluar fueron los tres clones Duke 7, Zutano y Velvick y las dos concentraciones del
desinfectante (0.25 y 0.50 %) HgClo.

Yij=p+Ti+Eij
i=1,2,3,...t
i=1,2,3,...r

Donde:

t= ndmero de tratamientos

r=numero de repeticiones

p= efecto medio general

Ti= efecto atribuido al i-ésimo tratamiento

Eij= término del error aleatorio

5.4.1.5. Variables a evaluar.

Diez dias después de realizada la siembra se llevé a cabo la evaluacion de manera visual para
observar la existencia de contaminacion de patdgenos tanto para hongos como para bacterias
dando un valor de 0 en ausencia y 1 cuando hay presencia de contaminacion. La oxidacién
fenolica se midié mediante un valor cualitativo tomando en cuenta dos aspectos, la oxidacion
directamente del explante, y segundo, la liberacién de fenoles en el medio de cultivo
(obscurecimiento del medio de cultivo). Se utilizo una escala de uno a tres siendo el nimero
1 para baja oxidacion, el namero 2 cuando el 50 % del explante se encuentra necrosado y 3

cuando el explante se encuentra completamente oxidado.

5.4.1.5. Andlisis estadistico
Los datos recabados fueron analizados por medio de una ANOVA y la prueba de

comparacion de DHS de Tukey, con el paquete estadistico SAS version 9.0.
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5.4.2. Comparacion de medios de cultivo en el establecimiento in vitro

Para este experimento de comparacion de medios de cultivo se utilizé el portainjerto clonal
Duke 7, la colecta y lavado fue igual que la del experimento anterior. La desinfeccion se hizo
con bicloruro de mercurio con una concentracion de 0.5% por diez minutos de agitacion en

la cabina de flujo laminar.

5.4.2.1. Siembra de explantes

Una vez realizada la desinfeccion se procedio a seccionar con un bisturi el material vegetal,
retirando hojas grandes y dafiadas por la agitacion, hasta dejar un cada explante de
aproximadamente 3cm, se sembrd en tubos de ensaye con 10 mL de medio semisélido segln

cada tratamiento.

5.4.2.2. Descripcion de tratamientos

Como tratamientos se utilizaron tres diferentes medios de cultivo MS (Murashige y Skoog
100 %, MS al 50 % y WPM (Woody Plant Medium) adicionados con sacarosa 30 g-L, myo-
inositol 10 mL-L™%, Tiamina 1.0 mL-L™, Bencilaminopurina (BAP) 1.0 mL-L™* , AIB (4cido
indolbutilico) 1.5 mL-Ly polivinilpirrolidone (PVPP) 0.5g.L™, Carbon activado0.5 g-Ly
como medio gelificante se utiliz6 agar 3.1 g-L™. Se sembraron 3 explantes con 4 repeticiones

por tratamiento.

5.4.2.3. Variables a evaluar
5.4.2.4. Dias a brotacion
A partir de la siembra se observaron todos los dias cada explante y se registro la fecha en que

comenzo a brotar la primera hoja, asi se calcularon los dias a brotacion de los explantes.

5.4.2.5 Porcentaje de brotacion

El porcentaje de brotacion se calcul6 con los datos obtenidos 30 dias después de la siembra,
tomando como 100% el total de explantes sembrados de tratamiento y asi contabilizando el
total de explantes con brote.

5.4.2.6. Longitud del brote
Posterior a 30 dias de la brotacion se midié la longitud del brote colocando una escala en

centimetros en el tubo de ensayo.
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5.4.2.7. Hongos y bacterias

A los 10 dias de realizado el establecimiento in vitro se realiz6 la evaluacion de manera visual
para observar la existencia de contaminacion de patégenos ya sean hongos o bacterias dando
un valor de 0 sin presencia de contaminacion y 1 cuando hay presencia de contaminacion por

algin agente patdgeno

5.4.2.8. Oxidacion del explante

Para la evaluacion de la oxidacion fendlica se utilizé un valor cualitativo tomando en cuenta
dos aspectos, primero la oxidacion o necrosamiento en el explante, y segundo, la presencia
de fenoles en el medio (obscurecimiento del medio de cultivo). Se utilizo una escala de uno

a tres (1= baja, 2= media 50 % del explante necrosado y 3= alta).

5.4.2.9. Supervivencia
De acuerdo con la presencia o ausencia de patdgenos u oxidacion alta que limiten la

supervivencia del explante es como se evaluo la supervivencia o perdida del explante in vitro.

5.4.2.10. Disefio experimental
Se utiliz6 un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones por tratamiento, cada

unidad experimental se conformé por cuatro tubos con un explante cada uno.

5.4.2.11. Anélisis estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron por medio de una ANOVA y la prueba de

comparacion de DHS de Tukey, con el paquete estadistico SAS version 9.0.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Etapa de establecimiento in vitro desinfeccién con nanoparticulas de plata
(AgNPs)

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza (Cuadro 4) del efecto de cuatro
concentraciones de AgNPs y de tres tipos de portainjertos clonales de aguacate Duke 7,
Zutano y Velvick, el cuadro muestra diferencias altamente significativas para la variable
supervivencia en el factor clon y concentracién, respecto a la interaccion clon*concentracion
se encontraron diferencias significativas, para la misma variable. Para la variable
contaminacion por hongo en el factor clon y en la interaccion clon*concentracion se observan
diferencias altamente significativas, mientras que en el factor concentracion se encontraron
diferencias significativas. En la variable contaminacion por bacteria, no hubo diferencias
significativas en el factor de variacion clon, sin embargo, tanto en el factor de concentracion

y la interaccion clon*concentracion se encontraron diferencias altamente significativas.

Cuadro 4. Cuadrados medios y niveles de significancia para las variables de respuesta a los

diferentes factores de variacion en la etapa de establecimiento. Diez dias después

de la siembra
F.V. G.L. Supervivencia C. Hongo C. Bacteria
Clon 2 0.089 ** 0.107 ** 0.016 ns
concentracion 3 0.064 ** 0.024* 0.128 **

Clon * Concentracion 6 0.026* 0.448 ** 0.0745 **

Error 36 0.0092 0.2426 0.2957

Total 47

C.V.

Media

F.V.: Fuentes de Variacion; G.L.: Grados de libertad. C.V.: coeficiente de variacion; Variables: C. hongo:
contaminacion por hongo, C. Bacteria: Contaminacién por bacteria. ** altamente significativo, * significativo
y ns: no significativo.

La figura 7 muestra la comparacion de medias de la variable supervivencia y perdida de
explantes desinfectados con AgNPs, en tres portainjertos clonales de aguacate: Duke 7,
Zutano y Velvick con cuatro diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata: 200, 300,
400 y 500 ppm.
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Figura 7. Porcentaje de supervivencia y perdida de explantes durante el establecimiento in
vitro con tres tipos de portainjertos clonales de aguacate y cuatro
concentraciones de NPsAg. Medias con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey 0<0.05).

El tratamiento con el portainjerto Duke 7+ 300 ppm de AgNPs obtuvo mayor porcentaje de
supervivencia con el 83% contrario al tratamiento con el portainjerto Velvick con las
concentraciones de 200 y 500 ppm mostraron el 100% de perdida, Bello-Bello et al., (2023)
afirma que una alternativa para eliminar los contaminantes es el uso adecuado de
concentraciones de NPsAg, ya que tienen la capacidad de eliminar hongos, bacterias y virus,
sin ocasionar efectos que limiten el desarrollo de los explantes.Actualmente en la
biotecnologia el uso de los nanomateriales ha incrementado debido al prometedor efecto
antimicrobiano altamente eficiente, entre los materiales mas estudiados se encuentran las

nanoparticulas de plata (Villarreal-Gomez, 2021).

La figura 8 muestra la incidencia de hongos, resultado del establecimiento de explantes de
tres portainjertos clonales Duke 7, Zutano y Velvick desinfectados con cuatro
concentraciones de NPsAg 200, 300, 400 y 500 ppm, se observa que el tratamiento que
mostro mayor contaminacion por hongos fue del 96% para portainjerto Velvick con 500

ppm de NPsAg por el contrario los tratamientos con el portainjerto Duke con las
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concentraciones 300 y 500 ppm mostro menor incidencia de hongos 4% siendo diferentes

significativamente al tratamiento con el porcentaje de incidencia mas alto.

Incidencia de hongos
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Figura 8. Porcentaje de incidencia de contaminacion por hongos durante el establecimiento
in vitro, con tres portainjertos clonales de aguacate y cuatro concentraciones de
NPsAg. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0<0.05).

Los resultados obtenidos por Cooper (1987), con el portainjerto Duke 7 con 70% de
contaminacion, redujo el efecto de contaminacion a 16% con el uso de etanol 100% y una
solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) 0.5% durante 30 min.

En la figura 9 se muestra la contaminacion por bacterias en los tres portainjertos Duke 7,
Zutano y Velvick donde se evaluaron cuatro concentraciones de NPsAg 200, 300, 400 y 500,
dando un total de doce tratamientos. El tratamiento que mostro mayor incidencia o
contaminacion por bacterias fue el tratamiento con el portainjerto Velvick+ 200 ppm (100%),
contrario al tratamiento Velvick+400 ppm donde se obtuvo 0% de contaminacion por
bacterias, igualmente el tratamiento Duke 7 +300 ppm mostro un porcentaje bajo de

contaminacion por bacteria.
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Figura 9. Porcentaje de incidencia de contaminacién por hongos durante el establecimiento
in vitro, con tres portainjertos clonales de aguacate y cuatro concentraciones de
NPsAg. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0<0.05).

Bello-Bello et al., (2023) asegura que, las NPsAg se han utilizado para disminuir la
contaminacion por diferentes agentes que compiten por luz, nutrientes y espacio en el cultivo
in vitro y las especies en donde se han encontrado resultados favorables son: pino (Araucaria
excelsa R. Br.) var. Glauca, vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews), almendro x
melocotonero  (Prunus amygdalus L. xPrunus pérsical.) y clavel (Dianthus

caryophyllus L.).

En el cuadro 5 se observan los resultados del andlisis de varianza del efecto de cuatro
concentraciones de AgNPs y de tres tipos de portainjertos clonales de aguacate Duke 7,
Zutano y Velvick, donde se muestran diferencias altamente significativas para la variable
oxidacion alta (OA) en interaccion con el factor de variacion clon, en la interaccion
clon*concentracion se observé diferencias significativas para la misma variable. Para la
variable oxidacién media (OM), no se encontraron diferencias significativas para el factor de

variaciéon clon y concentracion, sin embargo en su interaccién clon*concentracion se
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observaron diferencias significativas. Respecto a la variable oxidacion baja (OB) solo

muestra diferencias significativas el factor clon y concentracion.

Cuadro 5. Cuadrados medios y niveles de significancia para las variables de respuesta a los

diferentes factores de variacién en la etapa de establecimiento. Diez dias después

de la siembra

F.V. G.L. OA oM OB

Clon 2 0.463 ** 0.002 ns 0.053 *

Concentracion 3 0.1489 ns 0.016 ns 0.042 *

Clon * Concentracion 6 0.3828* 0.017 * 0.022 ns

Error 36 0.007 0.006 0.011

Total 47

C.V. 1.7 7.4 8.32

Media 1.08 1.09 1.26

F.V.: Fuentes de Variacion; G.L.: Grados de libertad. C.V.: coeficiente de variacion; Variables: OA: oxidacion
alta, OM: oxidacién media, OB: oxidacion baja. ** altamente significativo, * significativo y ns: no significativo.

En la figura 10 se muestran las comparaciones de medias de los resultados para las variables
oxidacion alta media y baja s donde se evaluaron tres diferentes portainjertos Duke 7, Zutano
y Velvick, con cuatro concentraciones de NPsAg 200, 300, 400 y 500 ppm, dando un total
de 12 tratamientos el tratamiento que mostro mayor porcentaje de oxidacion alta fue el
tratamiento con el clon Duke 7 + 500 ppm, el tratamiento que mostro menor porcentaje de
oxidacion alta fue el tratamiento Zutano+300ppm, el tratamiento que mostro mayor
porcentaje de oxidacion baja fue el tratamiento Duke 7 + 300 ppm. Las nanoparticulas de
plata debido a su efecto abrasivo, cuando la concentracion no es la Optima para la especie
puede tener efectos adversos en la propagacién in vitro ya que la liberacion de iones Ag+
genera estrés oxidativo y mas adelante apoptosis o muerte celular (Bello-Bello et al., 2023)

y por consecuencia la muerte del explante.
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Figura 10. Niveles de oxidacion en el establecimiento in vitro de tres portainjertos clonales
de aguacate con cuatro concentraciones de NPsAg. Medias con la misma letra

son estadisticamente iguales (Tukey a<0.05).

Thao et al. (2015) mencionan que las NPsAg son una alternativa que puede inhibir la
percepcion de etileno durante el cultivo de tejidos vegetales en algunas especies. Las NPsAg
tienen un modo de accién que reduce los efectos del etileno en los cultivos in vitro, que es
debido a la liberacion de iones de plata que compiten con los iones Cu™ y que se unen a los
receptores a etileno, el cual es un cofactor y que interactia con el etileno en el citosol
alrededor de las membranas externas del reticulo endoplasmico formando un complejo de

etileno-cofactor (Manh-Cuong et al., 2021).

6.2 Etapa de establecimiento in vitro desinfeccion con bicloruro de mercurio (HgCl2)
En el cuadro 6 se observan los resultados del analisis de varianza del efecto de dos
concentraciones de HgCl y de tres tipos de portainjertos clonales de aguacate Duke 7, Zutano

y Velvick, donde se observan diferencias significativas parala variable supervivencia en el
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factor de variacion clon*concentracion. La variable contaminacion por hongo no mostro
diferencias con ningln factor de variacion, contrario a las variables contaminacion por
bacteria donde se observo diferencias altamente significativas para los tres factores de

variacion clon, concentracion y clon*concentracion.

Cuadro 6. Analisis de varianz y niveles de significancia para las variables evaluadas a los
diferentes factores de variacion en la etapa de establecimiento. Diez dias después

de la siembra.
F.V. G.L. Supervivencia C.Hongo C.Bacteria
Clon 2 0.011 ns 0.001 ns 0.104 **
Concentracion 1 0.011 ns 0.00003 ns 0.065 **
Clon * Concentracion 2 0.99** 0.006 ns 0.139 **
Error 18 0.015 0.002 0.2957
Total 23
C.V. 10.62 5.31 5.72
Media 1.16 1.02 1.08

F.V.: Fuentes de Variacién; G.L.: Grados de libertad, C.V.: Coeficiente de Variacion. Variables: C. hongo:
contaminacién por hongo, C. Bacteria: Contaminacion por bacteria. ** altamente significativo, * significativo
y ns: no significativo.

La supervivencia de los explantes en la propagacion in vitro dependen de factores como lo
son la contaminacion por hongos y bacterias, la alta concentracién de fenoles en estos
provocando el retraso o la muerte de estos. En la figura 11 se muestra la comparacion de
medias en tres portainjertos Duke 7, Zutano y Velvick, con los cuales se desinfectaron con
tres concentraciones diferentes de HgCl» 0.25% y 0.5%, la combinacion de estos dio como
resultado 6 tratamientos, donde se observa que no existe diferencia entre tratamientos, sin
embargo el tratamiento Velvick+ 0.25% de HgCl, obtuvo el 65% de supervivencia'y 35% de
perdida de explantes, y el tratamiento Zutano+ 0.25% solo tuvo el 4% de superviencia y el
96% de perdida.
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Figura 11. Porcentaje de supervivencia y perdida de explantes durante el establecimiento in
vitro con tres tipos de portainjertos clonales de aguacate y dos concentraciones
de HgClz. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0<0.05).

Olivera-Gonzales (2017) asegura que en de Perezia pinnatifida propagada in vitro
desinfectada con bicloruro de mercurio al 0.1%, obtuvo el 100% de desinfeccién a5y 10

min. de exposicion con porcentajes de supervivencia de 100 y 90% respectivamente.

La incidencia de hongos se debe principalmente a patdgenos endofitos es decir huéspedes
que se encuentran en la planta y no logra erradicarlos completamente el desinfectante usado,
en la figura 12 se observa la comparacion de medias de los tratamientos ya descritos
anteriormente, muestran que no hay diferencia entre tratamientos pues obtuvieron menos del
14% de incidencia de hongos el tratamiento Velvick +0.5% difiriendo de los tratamientos

Duke+ 0.5%, Zutano+0.5% y Velvick +0.2% no hubo contaminacion por hongos.
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Figura 12. Porcentaje de incidencia de contaminacion por hongos durante el establecimiento
in vitro, con tres portainjertos clonales de aguacate y dos concentraciones
deHgCl>. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
0<0.05).

Jimenez-Bonilla (2018) asegura que para el establecimiento in vitro de arandano nativos, se
recomendd la desinfeccion con una solucion de bicloruro de mercurio (HgCI2) al 0.175%

durante 6 minutos.

Al analizar los seis tratamientos para la variable incidencia por bacterias se observa diferencia
significativa entre el tratamiento Zutano + 0.25% de HgCl, y los tratamientos restantes ya
que los demas se observo menos de 13% de contaminacién por bacteria incluso en algunos
tratamientos como Duke 7 +0.25%, Velvick 0.25% mostraron 0% de incidencia por bacterias
(Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de incidencia de contaminacion por bacterias durante el
establecimiento in vitro, con tres portainjertos clonales de aguacate y dos
concentraciones deHgCl,. Medias con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey 0<0.05).

Estos resultados coinciden con los publicados por Beltran et al. (2014) donde mencionan que
el mercurio a una concentracion de 0.2% por 20 minutos de inmersion obtuvo una mayor
efectividad en el control de la contaminacion de bacterias endogenas y en la reduccion de los

efectos colaterales sobre los explantes de yemas de A. perutilis Hemsley.

El estado fisiolégico de los explantes estd relacionado con la oxidacion durante el
establecimiento de la propagacion in vitro, es decir, que la edad ontogenética esta relacionada
a la acumulacion y presencia de compuestos fendlicos en el vegetal (Concepcion et al. 2005),
en el cuadro 7 se muestran el analisis de varianza del efecto de dos concentraciones de HgCl»
y de tres tipos de portainjertos clonales de aguacate Duke 7, Zutano y Velvick, se observa
diferencia altamente significativa en la variable oxidacion alta (OA) en el factor de variacion
concentracion, y sin diferencias significativas tanto en el factor de variacion clon y
clon*concentracion. En lo que respecta a oxidacién media (OM) no muestra diferencias

significativas en ninguno de los factores de variacion, en la variable oxidacion baja
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(OB)muestra diferencias significativas en

interaccién con el

factor de variacion

clon*concentracion y sin diferencias en interaccidn con los factores clon y concentracion.

Cuadro 7. Cuadrados medios y niveles de significancia para las variables de respuesta a los

diferentes factores de variacion en la etapa de establecimiento. Diez dias después

de la siembra
F.V. G.L. OA oM OB
Clon 2 0.235ns 0.008 ns 0.003 ns
Concentracion 1 0.001 ** 0.002 ns 0.001 ns
Clon * Concentracion 2 0.146 ns 0.215 ns 0.066 *
Error 18 0.16 0.019 0.017
Total 23
C.V. 11.3 12.33 11.03
Media 1.13 1.11 1.18

F.V.: Fuentes de Variacion; G.L.: Grados de libertad. C.V.: coeficiente de variacion, Variables: OA: oxidacion
alta, OM: oxidacién media, OB: oxidacion baja. ** altamente significativo, * significativo y ns: no significativo.

En la figura 14 se presentan los resultados de las comparaciones de medias donde se

encontraron diferencias significativas para la variable oxidacion alta (OA) en el tratamiento

Zutano+ 0.25 % de HgCl. con el 75 % de explantes totalmente necrosados por la oxidacion,

sin embargo, en la variable oxidacion baja (OB) no mostro diferencias significativas entre

los tratamientos. Concepcion et al. (2005) afirmaron que el PVPP 0.5 % es el antioxidante

adecuado para emplear en el cultivo de tejidos in vitro de yemas de guayaba, pues permitié

que un 24.4 % de los explantes estuvieran poco fenolizados y que el 68.9 % estuviera

medianamente oxidados.
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Figura 14. Niveles de oxidacion en el establecimiento in vitro de tres portainjertos clonales

de aguacate desinfectados con cuatro concentraciones de NPsSAQg.

6.3 Comparacién de medios de cultivo en el establecimiento in vitro del portainjerto
clonal Duke 7

De acuerdo con el analisis de varianza (Cuadro 8), no se encontraron diferencias para las
variables dias a brotacion, % de brotacion, longitud de brote y supervivencia del explante, en

las distintas variantes del medio de cultivo.

Cuadro 8. Cuadrados medios y niveles de significancia para las diferentes variables

utilizando variantes en el medio de cultivo para el establecimiento in vitro de

Duke7.
F.V. G.L. Dias a Brotaciéon % Brotacion Long Brote (cm) Supervivencia
Medio de cultivo 2 9.42 ns 0.22 ns 7.07 ns 0.83ns
Error 9 19.82 0.16 0.98 0.05
Total 11
C.V. 16.48 41.93 8.4 18.24

F.V.: Fuentes de Variacidon; G.L.: Grados de libertad. C.V.: coeficiente de variacidn. ** altamente significativo,
* significativo y ns: no significativo.
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En el cuadro 9 se muestra el resultado el analisis de varianza para las variables contaminacion
(hongo y bacteria) donde se observo la presencia o ausencia, y oxidacion del explante (alta,
media y baja) de acuerdo con el analisis visual realizado. No se encontraron diferencias

significativas en las distintas variantes del medio de cultivo.

Cuadro 9. Cuadrados medios y niveles de significancia para las diferentes variables

utilizando variantes en el medio de cultivo para el establecimiento in vitro de

Duke7.
Oxidacion
F.V. G.L. Hongo Bacteria Alta Media Baja
Medio de cultivo 2 0.01 ns - 0.61 ns 0.01 ns 0.71 ns
Error 9 0.004 - 0.009 0.008 0.4
Total 11
C.V. 6.75 - 43.96 8.7 16.35

F.V.: Fuentes de Variacidon; G.L.: Grados de libertad. C.V.: coeficiente de variacidn. ** altamente significativo,
* significativo y ns: no significativo.

En el cuadro 10, sobre comparacion de medias, no se encontraron diferencias significativas
para la variable dias a brotacion. Para la variable porcentaje brotacion estadisticamente no
hubo diferencias, sin embargo, el mayor porcentaje se observé en el medio de cultivo MS
100. En la variable longitud de brote hubo diferencias significativas, donde la mayor longitud
se observo en los medios MS 100 y WPM. Respecto a la supervivencia del explante, se
encontraron diferencias significativas, siendo los medios MS 50 y MS 100 con los mayores
porcentajes. En aguacate se habia demostrado que la reduccion de los macroelementos en
medio MS al 50% de su concentracion era benéfica (Barcelo-Murioz et al. 1999), contrario
con los resultados que obtuvimos, donde la mejor supervivencia y brotacion se obtuvo en
medio MS al 100%. Ibarra-Lopez et al., (2016) mencionan que en cultivares de aguacate de
la raza mexicana Persea americana var. drymifolia Schltdl. & Cham, obtuvieron una
supervivencia del 22 al 37% utilizando los medios de cultivo MS y DCR. Otros autores
como Barrientos-Priego et al., 2020, atribuye que el efecto del Triacontanol con la
concentracion de 10pg-1" en un medio de cultivo descrito por Yasuda et al, (1985) favorece

en crecimiento y desarrollo de brotes de aguacate con los portainjertos Duke 7 y Velvick.
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Cuadro 10. Comparaciéon de medias para las variables Dias a brotacion, % de Brotacion,
Long de Brote y supervivencia utilizando variantes en el medio de cultivo para

el establecimiento in vitro de Duke?7.
Medio Dias a Brotacion % Brotacion Long Brote (cm) Supervivencia

MS 50 25.83 a S50 a 10.34 b 95 % a
MS 100 26.47 a 80 a 12.16 a 100% a
WPM 28.75a S50 a 12.94 a 45% b
Media 27 41.93 8.4 18
DMSH 8.7 0.79 1.96 0.45

Cv 16.4 0.95 11.81 1.25

MS 50= medio basal Murashige y Skoog al 50%, MS 100= medio basal Murashige y Skoog al 100%, WPM=
Woody Plant Medium. Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias
significativas (Tukey a=0.05) DMSH= Diferencia minima significativa honesta. C.V.= Coeficiente de
variacion.

En la comparacion de medias para la variable oxidacion de explante (Cuadro 11), se dividié
en alta, media y baja. En la oxidacion alta se observaron diferencias, en donde el medio de
cultivo WPM presentd la oxidacion mas alta. En la oxidacién media no hubo diferencias
significativas, mientras que para la oxidacion baja se observaron diferencias en los medios
de cultivo MS 50 y MS 100, siendo los que menos oxidacion presentaron en los tejidos.
Barrientos-Priego (2020) sefiala que al utilizar el medio de cultivo descrito por Yasuda et al,
(1985) suplementado con Bencidaednina y 4acido Naftalenacetico con diferentes
concentraciones de TDZ observaron que no hubo crecimiento de brotes de aguacate, al cabo
de una semana, sin embargo, los explantes se tornaron color café obscuro, caracteristico de
un explante altamente oxidado, aun cuando se realizd un subcultivo afectando la

supervivencia de los explantes.
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Cuadro 11. Comparacion de medias para la variable oxidacion del explante (Alta, Media, y

Baja) utilizando variantes en el medio de cultivo para el establecimiento in vitro de Duke?7.

Medio de cultivo Alta Media Baja
MS 50 Ob 0.05a 0.95a
MS 100 Oa Oa 0.04 a
WPM 0.4a 0.1la 05D
Media 0.22 1.05 1.27
DMSH 0.19 0.18 0.41
cVv 43.96 8.79 16.35

MS 50= medio basal Murashige y Skoog al 50%, MS 100= medio basal Murashige y Skoog al 100%, WPM=
Woody Plant Medium. Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias
significativas (Tukey a=0.05) DMSH= Diferencia minima significativa honesta. C.V.= Coeficiente de
variacion.

En el cuadro 12, se observa la comparacion de medias para la variable contaminacion, donde
hubo diferencias para la presencia de hongos el medio de cultivo WPM y para bacterias no
hubo diferencias significativas, es decir, no hubo presencia de este agente contaminante. Por
su parte, Ibarra-Lopez et al., (2016) utilizo los medios de cultivo MS y DCR obtuvo mas del
50 % de explantes contaminados por hongos y bacterias en explantes de aguacate por lo cual
estas variables resultaron afectadas debido a la contaminacion y oxidacion de los explantes.
En el trabajo de Ancasi-Espejo (2016), en el establecimiento in vitro de platano (Musa
paradisiaca L) concluye que al adicionar acido ascorbico y acido citrico en el medio MS se
obtiene un menor grado de oxidacion (26 %) al ser comparado con el tratamiento donde se
utiliza carbon activado y medio MS, donde obtuvo un 60 % de oxidacién. Gutiérrez et al.,
(2019) proponen modificaciones al protocolo de establecimiento de yemas axilares de
Colocasia esculenta y asegura que la reduccion del tamafio del explante inicial contribuy6 a
la disminucion de las pérdidas en mas de un 20% por contaminacion de hongos y bacterias,
sin embargo, en este trabajo el tamafio del explante no representd problema en contaminacion

y oxidacién de los mismos.

La presencia de agentes contaminantes como bacterias y hongos en el cultivo in vitro, puede

deberse a varios factores, entre los cuales destacan la asociacion del explante a su medio, asi
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como las condiciones de la siembra y el origen del material vegetal; de ahi la importancia de

establecer el material vegetal adecuado para usarlo como explante (Ancasi-Espejo et al.,

2016).

Cuadro 12. Comparacion de medias para la variable contaminacion por hongos y bacterias
utilizando variantes en el medio de cultivo para el establecimiento in vitro de

Duke7.
Medio de cultivo Hongo Bacteria
MS 50 O0a 0a
MS 100 O0a Oa
WPM 0.1la 0a
Media 1.03 1
DMSH 0.13 0
CVv 6.7 0

MS 50= medio basal Murashige y Skoog al 50%, MS 100=medio basal Murashige y Skoog al 100%, WPM=
Woody Plant Medium. Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias
significativas (Tukey a=0.05) DMSH= Diferencia minima significativa honesta. C.V.= Coeficiente de

variacion.
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VII. CONCLUSIONES
El tratamiento que mejor respondid para el establecimiento in vitro de portainjertos clonales
de aguacate, el utilizando el clon Duke 7 desinfectado con NPsAg a 300 ppm pues se obtuvo

un 82% de supervivencia.

El tratamiento méas favorable para utilizar en la propagacion in vitro con el desinfectante
bicloruro de mercurio fue en el que se utilizaron explantes del portainjerto Velvick con la
concentracion del 0.25% ya que se obtuvo un mayor porcentaje de supervivencia de lo
concentracion el mayor porcentaje de perdida fue con el clon zutano y la concentracion al
0.25%.

No siempre las concentraciones altas de desinfectante favorecen la supervivencia de
explantes in vitro pues algunos desinfectantes con efecto abrasivo aumentando la produccion
de fenoles en los explantes, dando paso a la oxidacion, necrosamiento y por consiguiente la

pérdida del material vegetal.

Es importante evaluar el comportamiento de los diferentes portainjertos clonales de aguacate,
con otros medios de cultivo para utilizar el adecuado y asi propagar de manera efectiva la

especie deseada.
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