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4 Miguel.

I. 1. INTRODUCCION

La dificultad de enraizamiento de estaquillas procedentes de ——
plantas en fase adulta de desarrollo, ha sido un factor limitante en el
cultivo de especies lefiosas. Esta dificultad ha impedido el uso de ge—
notipos de caracteristicas superiores, v.g., resistencia a enfermedades
de suelo, salinidad, etc.s; como portainjertos. En cultivo de tejidos,—
la expresién del fenémeno de la totipotencia y la regeneracién de plan-—
tas en especies lefiosas han estado unidas al uso de material juvenil. -
En 4rboles que han si&o propagados por semilla, frecuentemente hay reser
vas de oélulas juveniles y de tejidos que son adecuados para la propaga
cién vegetativa. Sin embargo, en cultivares propagados por injerto, ta
les reservas usualmente estidn ausentes y es necesario llevar a cabo una
reversién de fase para obtener material juvenil, capaz de ser propagado

vegetativamente.

En cultivo de tejidos, se ha observadc en algunas ocasiones la -
reversién del propidgulo, bien espontédneamente o como respuesta a algin
tratamiento. Bajo condiciones de cultivo in vivo, la reversién se ha-
llevado a cabo con tratamientos de giberelinas o por medio del injerto.
En esta investigacién, se ha intentado lograr la reversién, injertando
in vitro yemas adultas de aguacate en portainjertos muy juveniles. El
criterio de reversién ha sido la restauracién de la capacidad de enrai

zamiento en los tallos que emergfan de las yemas adultas.

Inicialmente, se llevaron a cabo una serie de experimentos para-
germinar semillas de aguacate in vitro. De las plantas resultantes, —
se obtenfan los tallos juveniles para la puesta a puntc de un bioensa~
yo de enraizamiento, mientras que el resto se utilizaba como portainjer
to. Finalmente, se examiné la capacidad de cnraizamiento de los tallce

procedentes de los injertos.



I. 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

I. 2. 1. Relacién entre capacidad de enraigzamiento y grado de
juvenilidad.

La facilidad de enrai.zamiento de estaquillas procedentes de plan
tas en fase juvenil de desarrollo ha sido sefialada en gran cantidad de-
plantas, v.g., Acer sp. (Oerdner, 1929; Thimann y Delisle, 1939), —-—
Carya illinoensis K. (Smith, Wolstenholme y Allan, 1974), Citrus sp.~
(Wasr y Abdelhamid, 1971} Singh y Singh, 1961), Cupressus macroocarps H.
(Halliwel y Larkbey, 1974), Hucalyptus sp. (Pryor y Willing, 1963), —
Ficus pumila L. (Davies, 1978), Ilex sp. (Gardner, 1929), Malus sylves-

tris Mill. (Stoutemyer, 1937), Ulea europasa L. (Porlingis y Therios, -
1976), Persea americana Mill, (Kadman, 1976), Picea sp. (Thimann y De-
lisle, 1939), Prumus gp. (Gardner, 1929), Pyrus sp. (Gardner, 1929), -
Quercus virginiana Mill. (Morgan, McWilliams y Parr, 1980) y Ulmus ame-

ricana L. (Schreider y Kawase, 1975). De hecho, la facilidad de enrai-
zamiento de estagquillas prooedentes de plantas juveniles y la dificul -
tad de enraizamiento de aguellas procedentes de plantas adultas ha sido
una caracteristica casi universal entre las especies lefiosas (Sax, 1962;
Schaffalitzky de Muckadell, 1954).

Frecuentemente, los autores no han espeoificado la fase de desa~
rrollo de los propigulos, sin embargo la juvenilidad, se puede asumir —
de acuerdo con la edad de la planta donante, posioiém dentro del &rbol-
adulto de donde se toman las estaquillas y 6rganos o tejidos usados como
fuente del material para propagar. Arboles menores de oinco alios de —
michas especies, se pueden considerar juveniles. Ramas en la parte ba—
ja de un &rbol grande se pueden oonsiderar més juveniles que las altas.
Los chupcnes que emergen de la base en drboles que han sido propagados-
por semilla, asf como los tallos que emergen de las raioes son también—

generalmente juveniles.



I. 2. 2. Evidencia de promotores de enraizamiento en estaguillas

juveniles.

Hess (1959) propuso que la diferencia entre la capacidad de enrai
zamiento del material juvenil y adulto se podia atritmir a la existencia
de unos cofactores de enraizamiento que favorecen este proceso al ser —
combinados con las auxinas. El mimmo autor, (1962), aislé cuatro frac-
ciones distintas que satisfacian el criterio de cofactor de enraizamien
to de los tejidos juveniles de Hedera helix y de la variedad roja de —

Hibiscus rosa—sinensisg.

El cofactor de Hess mimero cuatro ha sido idemntificado como una —
mezcla de terpenoides oxigenados (Girouard, 1969; Hess, 1963). Parte de
la actividad del cofactor mimero 3 podrfa ser atribuida al &cido isoclo-
rogénico (Hess, 1965) 0 a una mezcla de los acidos clorogénico e isoclo—
rogénico y del promotor P-257 (Girouard, 1969). Girouard (1969) conside
ré que el acido clorogénico era una parte del cofactor mimero dos; Heuser
y Hess (1972) afiadieron que la actividad de este cofactor requerfa la —
presencia de azicar. Para el cofactor mimero 1, Heuser (1976), indicé —
que una sustancia de naturaleza protéica podria ser responsable de su ac
tividad y su accién serfa muy similar a la de la gonadotropina, sustancia
que promueve el enraizamiento en Vitig vinifera (Leshem y Lunenfeld, ——
1968). Otros autores han descrito efectos beneficiosos de los compuestcs
fenélicos al ser combinados con auxina, en el enraizamiento de estaqui -
llas, v.g., Hackett (1970) observé un incremento de enraizamiento in —
vitro en tallos adulios de Hedera helix con catecol y la auxina ATA. ——
También Smith y Thorpe (1977) encontraron efectos sinérgicos en el enrai
zamiento de secciones de hipocotilo de Pimis radiata, entre fenilalanina,

tirosina, acido clorogénioo o dcido fermilico y la auxina AIB,

Se han propuesto dos mecanismos para explicar el incremento de —
enraizamiento causado por los compuestos fenélicos. Uno ha 3ido el blo-

queo del enzima que cataliza la oxidacién del AIA, (Zenk y luller, 1963)
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v el otro, la formacién de un complejo activo AIA~fenol (Leopold y Plum=
mer, 1961). Sin embargo, tal y como sefialan Hartmann y Kester (1975) y -
Heuser (1976) afin existe controversia en cuanto al papel de los cofacto—
res en la iniciacibn de raices. Estos autores hacen referencia a situa ~
ciones donde no se ha encontrade correlacién entre cofactores y respues—

tas de enraizamientoe.

I. 2. 3, Estado juvenil y comportamiento de los tejidos de espe -

cies lenosas cultivedas in vitro.

Winton (1978) emumera 18 gimnospermas en las ocuales ha sido posie
ble enraizar algdn tallo obtenido in vitro, sefialando al mismo tiempo =
que en la mmyor parte de los casos, embriones zigétioos o plantas muy -
jévenes procedentes de semilla han sido el material de donde se obtuvo el
propégulo para iniciar el cultivo y gque estos resultados no se pueden es—
perar cuando el prop&gulo inicial sea de origen adulto. Cheng (1978) ——
emumera diez especies de confferas para las cuales se ha establecido un -~
método que permite su propagacién olonal, sin embargojsolamente en la -

especie Pgeudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, ha sido posible la regene =~

racién de plantas partiendo de propigulcde origen adulto., Reoientemente,
Peixeira (1981), partiendo de propigulos juveniles ha obtenido plantas —
enraizadas de Pims canariensis Ce Smith y Sequoia gempervirens (D.Don) ~
#ndl.

Tambien en angiospermas, el &xito del cultivo in vitro, va en la —=
mayorfa de los casos ligado al uso de material juvenil, v.g., Betula spe.-—
(¥ic Cown y Amos, 1979; Pelham y Mason,1978),Castanea sativa Mill,
(Vieitez y Vieitez, 1980 , 1980, ,),Citrus sp. (Alskief y Riedel, 19785 —
Chaturvedi y Witra,1974),Diospyros Kaki L. (Yokoyama y Takeuchi, 1976)y—
Rucalvptus grandis (Barker, de Fossard y Bourne, 1977),Malus sylvestris ~
Mill, (Abbott y Whiteley, 1976). Olea europaea L. (Rugini, Fontanazza y —
Bongis 1980), Phoenix dactylifera L. (Reynolds y Murashige, 1978), Prumus
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avium L. (Ivanicka y Pretova, 1980), Prums persica Batsch (Mosella y —
Macheix, 1979) y Teotona grandis L. (Gupta et al., 1980). Estas y otras
observaciones han llevado a Murashige (1979) y Winton (1978) a sugerir -

que la reversién al estado juvenil puede ser un pre-requisito para la —

manipulacién morfogenética de plantas en fase adulta puesto que la toti-

potencia va siendo suprimida durante la ontogenia.

T. 2. 4. El prooeso _de cambio de fase.

La evidencia més clara para sefialar el final del periodo juvenil-
es la aparicién de flores (Borchert, 19763 Zimmerman, 1973). Sin embar-
g0, es necesario sefialar que incluso cuando la parte superior del &rbol-
ha florecido y esti en fase adulta de desarrollo, la parte baja puede —
permanecer juvenil (Borchert, 1976; Schaffalitzky de Muckadell, 1954).

I. 2. 5. Reversién de fases,

I. 2. 5. 1. Reactivacién de meristemos axilares y for-

macién "di novo" de meristemos apicales.

Las podas severas se han usado para rejuvenecer especies
muy diversas, V.g.y; Acacia melanoxylon (Spanlding, 1960), Hedera helix -
(Robbins, 1960), Malus rotusta (Nelson, 1976), Persea amerioana (Gilles—
pie, 1956) y Pimus radiata (Libby y Hood, 1976). También se ha obtenido

rejuvenecimiento mediante la induccién de tallos en estagquillas de raiz-

en los géneros, Malus (Passeoker, 1973), Populus (Heybroek y Visser, —
1976), Prums (Tarasenko et al., 1973) y Ulmus (Tchernoff, 1963), entre

otros.

I. 2. 5. 2. Enraizamientos sucesivos.

Jaynes (1973) en Kalmia latifolia, y Morgan et al. —

(1980) en Quercus virginiana han observado incrementos de enraizamiento
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con respecto al material obtenido de la planta original, en tallos pro-
cedentes de estagquillas enraizadas. Este rejuvenecimiento parcial que-
tiene lugar durante la propagacifn vegetativa ha sido confirmado por —
Trippi (1963) midiendo las concentraciones de los enzimas catalasa y —
p-fenol oxidoreductasa, ouyas actividades decrecen y crecen con la edad,

respectivamente.

I. 2, 5. 3. Induccién por agentes qufmicos in vivo.

Las giberelinas frecuentemente oausan rejuveneoimiento.
Frydman y Wareing (1974) y Robbins (1960) obtuvieron tallos juveniles -
aplicando giberelinas a material adulto de Hedera helix. La baja tempe
ratura retarda el proceso de reversién. Frydman y Wareing (19733) en=—
contraron altos niveles de sustancias del tipo de las giberelinas en —
dpices juveniles de H. helix. Ellos consideraron que las raices eran ~
la fuente de estas sustancias (Frydman y Wareing, 1971b). El rejuvene~
cimiento resulté probablemente de una modifioacién del 4pice caulinar -
debido al GA, (Frydman y Wareing, 1974). Trabajando con Hedera canari-
ensis, Stoutemyer, Britt y Goodin (1961) mostraron que el material adul
to rejuvenecido con la giberelina GA3 enraizaba con una frecuencia més—
alta (82,5%) que el adulto no rejuvenecido (30%). También en otros gé—
neros, V.g.y Citrus (Cooper y Peinado, 1958), Prumus (Crane, Primer y -
Campbell, 1960) y Pyrus (Griggs e Iwakiri, 1961), se ha observado la re
versién al estado juvenil por medio de giberelinas.

I. 2. 5. 4. Induccién por injerto in vivo.

Doorenbos (1954) obtuvo crecimiento juvenil de ramas -
maduras de H. helix después de injertar tallos adultos en estaguillas -
juveriles enraizadas. Resultados similares se obtuvieron en Citrus —

{(Pieringer vy Hanks, 1965) y Pasgiflora (Lewin, Montaldi y Caso, 1963).-
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Otros trabajos en Eucalyptus sp. (Depormier, 1981; Martin y Quillet, -—
1974), H. canariensis (Stoutemyer, Britt y Goodin, 1961), H. helix -—
(Hess, 1960), Hevea bragiliensis (Gresory, 1951), Malus robusta (Nelson,

1967), Pseudotsuga menziessii (Franclet, 1980) y Terminalia superba —

(Martin y Quillet, 1974) han mostrado que la capacidad de enraizamiento

del material rejuvenecido es superior al control adulto.

En Pergea smericana, Haas (1937) enraizé algunas esta-
quillas adultas del cultivar Fuerte, después de haber sido injertadas -
en plantas juveniles, Gillespie (1957), Young (1961) y Shafrir (1969),
obtuvieron anilogos resultados con €ste y otros cultivares. En otro —
experimento, Shafrir (1970) observd que para algunas variedades el por—
centaje de estaquillas enraizadas se incrementaba al realizar injertos-

sucesivos en material juvenil.

I. 2. 5. 5. Induccién por ocultivo in vitro.

En la tabla n® 1 se emumeran los géneros en los que se—
ha observado reversifn al estado juvemil al cultivar in vitro el material

adulto. También se especifican las causas de la reversién.

T. 2. 6. Mecanismos responsables del cambio de fase.

Los experimentos de Robinson y Wareing {1969) en los que observa~

ron que plantas juveniles de Betula verrucosa que crecieron sin perfodo—

de reposo florecfan antes que el control, y que mias de plantas juveniies

de Larix leptolepis, cercanas a alcanzar la fase adulta, producian pinas

micho antes que las pias de plantas muy juveniles al ser injertadas en -
patrones adultos, les llevaron a afirmar que el nimero de divisiones ce-
lulares en el meristemo es el factor que determina la duracién del esta~
do juvenil, y que el meristemo apical funciona como unidad auténoma, sin
verse por tanto afectado por los metabolitos que le puedan llegar del —
resto de la planta. Por su parte Hackett (1976), sostiene que el cambio



Tabla 1. Reversién de fase por cultivo in vitro.

Género

Citrus

Bucalyptus

Hedera

Passiflora

Pims

Tectona

Vitis

Vitis

Vitis

Vitis

14

Condiciones asooiadas oon
la reversién.

Tallos adventicios.

Subcultivos sucesivos de~
tallos axilares.

Subcultivos sucesivos de—
callo en medio de alto oon
tenido en sales,

Tallos adventicios.

Subcultivos suoesivos de—
tallos axilares.

Tallos adventioios.

Tallos adventicios.

Poda del 4pice caulinar -~
in vitro. )

Subcultivos sucesivos de—
tallos axilares,

Subcultivos sucesivos de—
tallos axilares o ocultivo
prolongado en un medio —
conteniendo BA,

Subcultivos suoesivos de~
tallos axilares.

Tallos adventicios.

Reduooién del nivel de —
mitrientes en cultivo de—
tallos.

Subocultivos sucesivos de—
tallos axilares..

Cultivo prolongado en un-
medio conteniendo BA.

Referencia

Bouzid, 1975,

Gupta et al., 1981
de Fossard, 1978.

Robbins y Hervey,
1970.

Montaldi et al.,
1963.

Franclet, 1980.

Whitehead y Giles,
1977-

Druar‘t, 1980-

Boulay y Franclet,
1977 [

Snir, 1980.

Franolet, 1979;
Teixeira, 1981.

Gupta et al., 1980.

Barlassy Skene,
1980.

Favre y Grenan,

1979.

Willins, Nair y
Sampet, 19793
Nogeran y Bancilhon,
1972,

Mullins, Nair y
Sampet, 1979.
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de fase est4 regulado por una particidn  de metabolitos en el meris-
temo apical bajo control hormonal. De acuerdo con esta teorfa, la gibe
relina estimularfa la actividad mitétioa en el meristemo subapical del-
material adulto, dejando el meristemo apical en desventaja mutricional-
e induciendo por tanto el oambio & la morfologfa juvenil. Brink (1962)-
¥ Brink, Styles y Axtell (1968) se inclinan por un meoanismo genético,-—
gue haga posible la expresién de genes idénticos en caminos diferentes-
para controlar el cambio de fase, La giberelina podrfa entonces causar
rejuvenecimiento por derepresién de zonas de ADN (Hess, 1967). Los ex-
perimentos de hibridacién de ADN y ARN de Rogler y Dahmus (1974) con H.

helix, muestran que el GA_, puede alterar la transcripcién de ciertos —

genes en 4pices adultos. 3

Fortanier y Jonkers (1976) postulan que el rejuvenecimiento obser
vado tras la aplicacién de podas, puede ser debido a la mejora en el ni-
vel de mitrientes y agua que tiene lugar en las partes de la planta que
no son eliminadas. Probablemente, el hecho de que los meristemos estén
mis cercanos a las raices y quizéds expuestos a mis altos niveles de gi-
berelinas endégenas tal y como Wareing y Frydmann (1976) sugieren para~
H. helix, puede jugar también un importante papel. Sin embargo es evi-
dente, que excepto en los casos de obtencién de embriones somdticos o -
formacién de yemas adventicias procedentes de un grupo de células no or
ganizadas (Romberger, 1976), no es posible lograr una reversién comple—
ta al estado juvenil. De cualquier forma esta reversién, aiin siendo —
parcial, puede ger suficiente para permitir la propagacién vegetativa -

de genotipos superiores en gran nimero de especies lefiosas,
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I. 3. MATERTAL Y METODOS

I. 3. 1. Germinacién de las semillas.

Las semillas de aguacate, cuyas cubiertas habfan sido previamen—
te eliminadas, se esterilizaban en una solucién de hipoclorito al 0,5%
v Tween 20 al 0,1% durante veinte mimtos. Posteriormente se separaban
ambos cotiledones, seccion&ndose el eje plimula~radfcula junto a un tro
zo de cotiledén, y el conjunto se transfér{a a un tubo de ensayo. Cuan
do una semilla de aguacate se divide por la mitad, el eje plimla~radi-
cula se encuentra usualmente unido a uno de los cotiledones. Una vez -~
transcurridas 4 semanas, estas plantas se podfan utilizar como portain-

jertos o como fuente de material para los experimentos de enraizamiento.

Las condiciones de enraizamiento se establecieron con tallos ju-
veniles del cultivar Topa~Topa. De este miamo cultivar, as{ como de —
otros de la raza Mejicana, fueron las plantas utilizadas como patrones.
En los tests para comparar capacidades de enraizamiento, los tallos se-
obtenfan de plantas del cultivar Duke 7.

I. 3. 2. QObtencién de tallos adultos.

Los tallos en fase adulta, usados como control en los experimen—
tos de enraizamiento, se obtenfan de segmentos nodales procedentes de —
plantas del cultivar Duke 7 crecidas en invernadero. Los segmentos no-
dales se obtuvieron de tallos tiernos, creciendo activamente y con una~
longitud entre 15 y 25 cms. Las hojas eran eliminadas y los tallos se-—
desinfectaban sumergiéndolos en una solucifén diluida de hipoclorito due
rante 10 mimutos. Posteriormente, los tallos se dividfan en seocoiones—
nodales de 1 a 1.5 cm de longitud que muevamente se desinfeotaban en so

lucién de hipoclorito durante 10 minutos, se lavaban con agua esterili-



17

zada en autoclave eliminéndose la parte de tejido daiiado por el desin-
fectante y finalmente, cada seccién se colocaba en un tubo de ensayo.-
Después de 7 semanas aproximadamente el 50% de las yemas habfan produ-
cido tallos de 0.5 a 1 cm de longitud que tenfan de 1 a 3 hojas peque—

fas.
I. 3, 3« Técnica de injerto. (Fig. 1)«

Los tallos de las plantas procedentes de las semillas se acorta
ban hasta una longitud de 0.5 cm elimin4ndose también las yemas axila~-
res (Fig. 1.1.a ¥y 1.1.b). Posteriormente se hacfa una incisién longi-
tudinal ocuya profundidad era las 3/4 partes del diZmetro del tallo. —
BEsta incisién se abrfa cuidadosamente un poco mis para asegurar la fi-

jacién de 1a yema de injerto (Fige 1.1.0)e

Las yemas laterales se obtenfan de seociones nodales de tallos-—
adultos (Fig. 1.2.a). Las dos hricteas exteriores se eliminaban, ha=-
ciéndose dos cortes transversales en diagonal y hacia abajo a través -
del tallo, uno sobre y el otro bajo la yema. BEsto aislaba la yema —-
junto a una seccién de tallo de 1 mm de espesor (Fig. 1.2.b ¥ 1.2.¢)e~
La yema preparada de esta forma se colocaba en el patrén, oon la por-
cién de tallo totalmente encerrada en la incisién y la porcién de yema
expuesta sobre la superficie oortada del tallo (Fig. 1.3). El proble-
ma de la desecacién se resolvié aplicando una capa fina del medio de -
cultivo conteniendo agar, sobre la zona de injerto, pero no scbre la -
yema, y uniéndolo con el resto del medio contenido en el tubo. Después

de una semana, este agar se iba eliminando gradualmente.

I. 3. 4. Enrsizamiento de tallos juveniles,

Se puso a punto un bioensayo de enraizamiento para secciones —
apicales de tallo de 2 a 3 cm de longitud procedentes de las plantas —
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Fig. 1. Técnica de injerto in vitro de yema adnlta en patrén juvenil.

Pige 1.2.

Fige 1.1

o

Qe Coe

Preparacién yema injerto. a) Seccién nodal con yema lateral.

) Yema con

seccién de tallo de 1 mm de espesor. o) Yema lista para ser injertada.

a. be.

Preparacién patrén. a) Planta de semilla germinada in vitro.
c) Detalle de la zona de injerto.

Fige 1.3, Planta injertada

b) Planta decapitada.
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juveniles obtenidas in vitro. En un experimento, se comparé la capaci~
dad de enraizamiento entre tallos etiolados, procedentes de semillas —
que habfan germinado en la obscuridad, y tallos estandar verdes. Se —
evaluaron los efectos de sales inorgénicas, auxinas, y ciertos compues—
tos fenflicos en enraisamiento. Quince o veinte tubos fueron usados —
por tratamiento, oada tubo conteniendo una estagquilla tarminal. Los —

datos se tomaron una vez transcurridas 8 semanas.

TJo 3. 5+ Medios de mutricién y condiciones de cultivo.

El medio para la germinacién de las semillas contenfa las sales-
de Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962) y las siguientes concen—
traciones de sacarosa, 30.000 mg/l; i=-inositol 100 mg/l; tiamina <HC1l,-
0,4 mg/l; carbén activado (Sigma Chemical Co.), 1000 mg/l y agar TC (KC
Biological Inc.), 8000 mg/l. Para el crecimiento de tallos adultos e -~
injertos, este medio se suplementaba con 85 mg/l de NaH2P04-H20 y 50ng/1
de BA,

El medio inicial para los experimentos de enraizamiento en tallos
juveniles era el mismo que el usado para germinar semillas. Finalmente,
el prooedimiento adoptado tenfa dos fases: (1) 3 dfas en un medio conte—
niendo ATB (25 mg/1) y (2) 4 a 8 semanas en un medio sin auxina., Ambos—
medios oontenfan 0.,3X la concentracién estandar de la mezcla de sales de
Murashige y Skoog, y sacarosa, tiamina <HCl, i-inositol, y agar TC a las
éonoentraoiones sefialadas anteriormente. El medio sin auxina también —
contenfa 1g/1 de oarbén activado y como suplemento opcional, dcido caféi
0o a 450 mg/l.

El pH se ajustaba a 5'7, antes de afiadir el agar. Los tubos de —
ensayo de 25 x 150 mm, contenfan 25 ml de medio de cultivo y se oubrian—

oon tapones de polipropileno (Belleco Glass, Inc.), siendo esterilizados—
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en autoclave durante 15 mimutos a 1.05 kg/om2. Los tubos para germina~
cién de las semillas, asi como los de los injertos, se mantenfan erectos
en gradillas de acero inoxidable, mientras que el resto se mantenfa —
con una inclinacién de 45%. La incubacién tuvo lugar a 272C con 16 ho-
ras de exposicién a una intensidad luminosa de 1000 lux, excepto para —

los injertos que era de 6000 lux (lamparas Gro Lux de Sylvania de espec

tro regular).

I. 3. 6. EBEwvaluacién del grado de rejuvenecimientc.

I, 3. 6. 1. Comparacién de la capacidad de enraiza—

miento.

Se examiné la capacidad de enraizamiento de tallos ju—
veniles, procedentes de las plantas obtenidas de semilla, tallos adultos,
procedentes de secciones nodales, y tallos adultos injertados, prooeden

tes de los injertos, usando la secuencia de enraizamiento en dos fases—

antes mencionada.

I. 3. 6. 2, Investigacién con etileno.

En los experimentos para comparar la capacidad de en ~
raizamiento de tallos juveniles, adultos, y adultos injertados, se ob—
servé que tanto los tallos adultos como los adultos injertados sufrian
defoliaciones severas, que a veces podfan conduocir a la degeneracién -~
total del tallo. Los tallos juveniles, sin embargo, crecfan de forma-
vigorosa enraizando profusamente. Se sospeché que estos efectos adver
sos podfan ser causados por una alta produccién de etileno en los teji
dos adultos. Por este motivo, se examiné el contenido de etil'eno de -

muestras gasecsas t{picas por oromatografia de gases. Las muestras ga
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seosas de 1 ml se inyectaron en un cromatégrafo de gases Varian Aerograph
1400, equipado con una columna de acero inoxidable (0.3 x 450 cm) conte-
niendo Porapak Q. El cromatégrafo se mantuvo isotérmicamente a 502 C, =
Se usé como estandar una muestra gaseosa conteniendo 8 ppm de etileno.

Para complementar el anflisis de etileno, se examinaron
los efectos del AVG, un inhibidor de la biosintesis de etileno, en el en
raizamiento y defoliacién de los tallos adultos injertados.
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I. 4. RESULTADOS

I. 4. 1. Injertos de yemas adultas en patrones juveniles.

El principal problema de los injertcs in vitro fué la desecacién
de las yemas. Sin embargo, cubriendo la zona del injerto deade la base
de la yema hasta la superficie del medio de cultivo oon este miamo medio
que contenfa agar, se resolvié el problema obteniéndose un porcentaje —
de éxito préximo a T0.

La adicién de BA al medio en una ooncentracién de 50 mg/1 favore
cié la emergencia y alargamiento de las yemas de injerto, asf como el -
crecimiento de hojas (Tabla 2).

La adicién de fosfato en forma de NaHaPO 4'H20, a una concentra -
cién de 85 mg/l producfa un follaje més verde, por lo que se incluyé —

como un componente estandar en el medio de cultivo.

Los injertos podian hacerse a lo largo de todo el afio pero los —
realizados en Junio, crecfan mfs vigorosamente que los realizados en —

otrcs meses,

I. 4. 2. Enraizamiento de tallos juveniles.
I. 4. 2. 1. Sales inorgénicas.

Una reduccién del suministro de sales inocrementé la ~—
capacidad de enraizamiento de los tallcs juveniles. Este experimento -
preliminar tuvo una sola fase, empledndose un medio de cultivo que no -
contenfa auxina. Los resultadcs aqui obtenidos fueron confirmados cuan
do el enraizamiento se hizo en dos fases, en la primera de las cuales -~

se usaba un medic suplementado oon ATB, Las sales se variaron en ambas
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Efecto de la citoquinina BA, en el crecimiento de yemas late—
rales adultas del cultivar Duke 7, injertadas in vitro en pa—
trones juveniles. La composicién del medio bAsioo era en —
mg/l: Sales de_ Murashige y Skoog a la concentracién estandar,
sacarosay 30.000; tiamina *HCl, O.4; i-inositol, 100; carbén-
activado Sigma, 1.000 y agar TC, 8.000. Los datos se tomaron

a lag 6 semanas de realizarse los injertos.

BA, mg/l Longitud del tallo, cm N? hojas/tallo
0 1.0 + 0.2 2.6 + 0.7
25 1.1 + 0.2 2.8 + 0.6
50 1.4 + 0.3 3.2 + 0.7
75 0.9 + 0.2 2.3 % 0.5

100 1.2 + 0.3 2.7 + 0.6
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fases. La incidencia de tallos enraizados se inorement$ de 50% a 100%-
cuando la mezcla de sales se redujo de 1X a 0,3X o més baja. Los tallos
del medio sin sales iniciaron raices con una frecuencia del 100%; sin =
embargo, las raices eran largas y delgadas. Al dismimuir la conoentra-
cién de sales se rednjo el desarrollo de callo en la base de los tallos.
Tal y como se observa en la fig. 2, las concentraciones de 0.3X hacia -~
abajo también produjeron mayor mimero de raices por tallo. El alargaftien
to y el vigor general de los tallos fué mejor al nivel de 0.3X, por lo=-
que éste se eligié como la concentracién més idénea para el bioensayo de

enraizamiento.

I. 4. 2. 2. Regquerimiento de auxina.

También los efectos de las suxinas ATA, AIBy ANA y 2,4~
D, se estudiaron inicialmente en experimentos que ccnstaban de una sola-

fase, pero no se obtuvieron resultados positivos.

La segunda serie de expesrimentos, examiné las respuestas
de tallos juveniles a2 su cultivo por un cierto perfodo de tiempo en medio
con alta concentracién de auxina. Los tallos se cultivaron en un medio-
que contenfa 100 mg/1 AIB por 0,3 y 12 dfas, transfiriéndolos después a-
un medio sin auxina. El experimento también campardé tallos etiolados y-—
no etiolados. Los tallos etiolados mostraron un enraizamiento pobre., —
Los tallos verdes respondieron muoho mejor. Los tratamientos de 3 dfas—
en el medio de AIB, resultaron en porcentajes de emraizamiento préximos—
a 100. El tratamiento de 3 dfas produjo ademés, el mayor mimero de rai-
ces por tallo (Fig. 3). Este tratamiento fué por tanto escogido oomo —

egtandar.

La concentracién de 100 mg/l AIB dié lugar a la forma-
cién de abundante callo en la base de los tallos, por tanto se estudié—
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Fig. 2. Efecto del nivel de las sales de Murashige y Skoog, en mimero de raices producidas
por tallo juvenil de aguacate.
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3, Influencia del tiempo de cultivo en medio conteniendo auxina,’ sobre el

enraizamiento de tallos juveniles normales y etiolados de aguacate.
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el efecto de niveles inferiores de AIB. Al reduoir la auxina no dismi-
myé la frecuencia de tallos enraizados ni el mimero de raices por tallo;
la cantidad de callo tampoco dismimiyé de manera sustancial, sin embargo
la eliminacién total de la auxina ocasioné una dismimioién del enraiza-—
miento (Fig. 4); por tanto se eligié una ooncentracién de 25 mg/l para -

su inclusién en el medio de la primera fase del proceso de enraizamiento.

I. 4. 2. 3. Compuestos fenélicos.

Se examinaron el acido caféico, catecol y florogluci-
nol como cofactores en el enraizamiento de tallos juveniles, Dichos —
oompuestos se incorporaron en la segunda fase del prooeso de enraizamien
to. Solamente el acido oaféico a una concentracién de 450 mg/l incremen
16 el mimero de raices por tallo, sin afeotar el porcentaje de tallos —
enraizados. Este compuesto se oonsideré como suplemento opcional del —
medio de la segunda fase, Por lo que respeota al catecol y florogluci-
nol, ninguno de los dos mejord$ significativamente la capacidad de enrai-

gamiento de los tallos.

I. 4. 3. Comparacién de la capacidad de enraizamiento de tallos

Juveniles, adultos y adultos injertados.

Los tallos juveniles enraizaron en un porcentaje préxi
mo a 100 usando el proceso de enraizamiento de dos fases. Por el con-
trario, ni uno solo de los tallos adultos que emergfan de las seociones
nodales enraizé. Los tallos adultos injertados lo hicieron oon una fre
ocuencia de alrededor del 50% (Fig. 5). Interesa sefialar sin embargo, -
que tanto los adultos injertados oomoc sin injertar respondieron desfavo
rablemente a las oondiciones que favoreofan el enraizamiento y orecimien

to de tallos juveniles. Los tallos de origen adulto perdieron gus hojas
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Fig. 4. Efecto de la concentracién de auxina en el medio de la primera fase de

enraizamiento sobre el mimero de raices por tallo juvenil de aguacate.
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Figs 5. Comportamiento de tallos juveniles, adultos y adultos injertados, en el test
de enraigamiento puesto a punto con tallos juveniles.
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y muchos morfan tras ser cultivados en el medio que contenfa 25 mg/l ATB.
Se sospeché entonces gue el etileno podfa ser la causa de estos efectos —
desfavorables. Sin embargo, el anilisis de la fase gaseosa en los culti-
vos, demostré que los tallos adultos sin injertar producian el doble de -
etileno que los juveniles o los adultos injertados. El etileno por consi
guiente, no parecia ser la causa de la defoliacién y degeneracién de los-—
tallos adultos y adultos injertados. Esta interpretacién fué reforgzada -
por la falta de efectos favorables observada al incluir AVG en el medio -~
de cultivo. De hecho, AVG en concentraciones de 10 mg/l y mayores acele—
ré la muerte de los tallos. A oualquier conoentraocién, AVG inhibfa el -
enraizamiento de los tallos adultos injertados (Fig. 6).

Parecié por tanto que los tallos adultos, injertados o no, erammis
gsensibles o tenfan una menor tolerancia al AIB. Otros experimentos reve-
laron que la defoliacién no era un problema serio y la muierte no ocurrfa-
entre tallos adultos injertados al omitir el AIB, Por tanto se buscé un—
nivel mds favorable de AIB para los tallos de origen adulto. Una serie -
de experimentos revel$ que un tratamiento de 3 dfas en un medio que conte
nfa 1 mg/1 de AIB podfa causar hasta un 50% de enraizamiento en tallos —
adultos injertados, con 1.2+0.4 raices por tallo.

Los efectos adversos en los tallos de origen adulto no eran causa—
dos unicamente por el AIB. La auxina AIA también oausé defoliaoién al -
usarla en una concentracién de 30 mg/l, sin embargo no estimlé el enrai-

zamiento.

La pérdida de hojas de los tallos adultos injertados influyé proba
blemente en su pobre enraizamiento. El uso de una solucién de BA que se—
vertfa en el tubo de ensayo una vez colocado el propdgulo no mejoré el —

porcentaje de enraizamiento o el mimero de raioes por tallc, Sin embargo,
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Fig. 6. Efectos de AVG en porcentaje de enraizamiento de tallos adultos injertados
del cultivar Duke 7.
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los tratamientos con BA, especialmente 10 mg/l, retrasaban el dafio en la

hoja produciendo cultivos mis vigorosos.

Contrariamente a lo esperado, el reinjerto de los tallos adultos—
hasta 3 veces consecutivas en muevos patrones juveniles, no mejoré el en
raizamiento o sl vigor general de los tallos. Los tallos juveniles mos—
traron de forma consistente un alargamiento r4pido y un crecimiento vigo
roso. Por el contrario los adultos no injertados mostraron un crecimien
to pobre, gran produccién de callo y alta tendencia de las hojas al des—
prendimiento. El crecimiento de los tallos adultos durante el tiempo —
que permanecfan injertados en el patrén juvenil era vigoroso, con abunden
te follaje y poca produccién de callo; al separarlos del patrén y culti-~
var las secciones apicales individualmente, el crecimiento se parecia al
de los tallos adultos no injertados. 3in embargo, las secciones nodales
de estos tallos, después de ser sometidas al prooceso de enraizamiento en
dos fases, exhibfan un desarrollo de tallos axilares m&s vigoroso y con-
follaje mds abundante que el de las seociones nodales sin injertar. —
Estos tallos axilares oontimaban su orecimiento normal al ser transferi

dos al medio basal,.
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I. 5. DISCUSION

En un gran mimero de espeoies lefiosas, la regeneracién de plan—
tas asexnalmente con procedimientos distintos al del injerto, requiere
el uso de propégulos procedentes de plantas en la fase juvenil de desa
rrollo. Si no existen fuentes naturales de tejidos juveniles, los te—
jidos adultos deben ser rejuveneoidos. En cultivo de tejidos, existen
muchos ejemplos donde se ha observado reversién de fase durante el cur
g0 normal de subcultivos o por tratamientos especiales (Ba.rlass y Skene,
1980; Boulay y Franclet, 19773 Bouzid, 1975; de Fossard, 1978; Druart,-
19803 Favre y Grenan, 1979; Franclet, 1979, 1980; Gupta et al., 1980, -
1981; Montaldi et al., 19635 Mullins et al., 1979; Nozeran y Bancilhon,
1972; Robbins y Hervey, 1970; Snir, 1980; Teixeira, 1981; Whitehead y -
Giles, 1977). Tambien in vivo son rumerosos los casos en los que se ha
obtenido reversién al estado juvenil del material adulto, tras su injer
to en patrén juvenil (Depommier, 1981; Doorenbos, 1954; Franclet, 1979;
Gregory, 1951; Hess, 19603 Lewin et al., 1963; Martin y Quillet, 1974;-
Nelson, 1967; Pieringer y Hanks, 19653 Stoutemyer et al., 1961). En —
aguacate, se ha logrado enraizar material adulto después de haberlo in-
jertado en patrén juvenil (Haas, 1937; Shafrir, 1970). En esta investi
gacién se intenté ver la capacidad de rejuvenecimiento del material adil
10, medido como restauracién de la capacidad de enraizamiento, tras su-

injerto in vitro en patrones juveniles.

El primer objetivo fué poner a punto un bioensayo de enraizamien
to in vitro, usando tallos juveniles procedentes de semillas maduras —
germinadas asépticamente. Para germinar las semillas, se cultivaba in-
vitro el eje radfcula~plimula junto a un trozo pequefio de cotiledén.— —
El uso de tallos juveniles permitif observaciones de m4ximo enraizamien
to del aguacate in vitro y sirvié como un estandar con el que se compa—
raba la capacidad de enraizamiento de los tallos adultos. Después de —
tomar los tallos juvenilesyel resto de la planta se usaba oomo portain-

jerto. Los tallos adultos usados como referencia para los tests de en-
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raizamiento se obtenfan tras cultivar secciones nodales de plantas adul
tas que crecian en invernadero. Las yemas laterales de las mismas plan

tas eran las que se injertaban sobre los patrones juveniles.

El enraizamiento de tallos juveniles requerfa dos fases; en la -
primera, el medio contenfa auxina y en la segunda, no. En casi todos -
los medios se incluyé una pequeifia cantidad de carbdn activado, principal
mente porque mejoré el crecimiento. Esta mejora se debié probablemente
a la absorcién de inhibidores producidos por los tejidos de aguacate, —
andlogamente a 1o que se ha observado en otras ocasiones donde también-
se ha usado carbén activado (Wang y Huang, 1976; Weatherhead et al., ——
1978, 1979). Solamente fué necesario un perfodo corto de cultivo en el
medio que contenfa la aurina. Es interesante notar que los tallos juve
niles eran mds tolerantes a la auxina que aquellos de origen adulto. —
Una concentracién de 25 mg/l de AIB era casi 6ptima para los tallos ju-
veniles, mientras que en los de origen adnulto causaba dafio en las hojas,
que finalmente se desprendfan. Esta conoentracién era tambien letal pa
ra algunos tallos. Para los adultos injertados, un nivel de 1 mg/l de—
ATB era mis apropiado. La evolucién de etileno frecuentemente asooiada
a fenémenos de abscisién (Lavee y Martin, 1981), parecié no ser la basse
de los efectos adversos causados por la auxina. Tubos cerrados de cul-~
tivos juveniles y adultos injertados acumulaban cantidades comparables—
de etileno, después de una semana; sin embargo, el inhibidor de la bio—
gfntesis de etilenc AVG, no impidid la abscisién, aunque el efecto del-
AVG en el desprendimiento de etileno no se midié directamente. La cito
quinina BA parecié reducir el dafio de hoja, ademés de retardar su absci
sién., La conveniencia de un proceso de enraigamiento en dos fases, ya-—
observada en otras especies por Snir y Erez, (1980) y Teixeira (1981),-
confirma el concepto tradicional de requerimientos hormonalea diferencia
les en las distintas fases de desarrollo de las plantas. En este caso,-
una alta dosis de auxina era favorable al proceso de iniciacién de raices
pero no a la emergencia y alargamiento de las mismas. La dosis requeri-
da para estas iltimas era considerablemente menor y el nivel usado para—

el primer proceso mbiera sido téxico.
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La mezcla de sales inorgénicas en la dosis recomendada por —
Murashige y Skoog dificulta el enraizamiento en muchas especies (Kwei
et ale, 19785 Snir y Eres, 1980; Teixeira, 1981). El aguacate también
dié una respuesta favorable a la dismimucién de las sales. La razén-—
de los efectos regresivos de altas concentraciones de sales no esti -
clara. Probablemente las concentraciones de nitrégeno, especialmente
amonio, potasio, fosfato y otros macromtrientes en la dosis recomen-

dada por Murashige y Skoog son muy altas.

Ciertos compuestos fenélicos se usan rutinariamente para mejo—
rar el enraizamiento de estaquillas de diversas plantas, v.g., acido—
caféico (Paupardin, 1969; Rilcker y Paupardin, 1969), catecol (Hackett,
1970) y floroglucinol (James, 1979; Jones y Hatfield, 1976). Los ——
efectos beneficiosos de los compuestos fenblicos se han atribuido a -~
su accién protectora contra la inactivacién de auxina (Zenk y Muller,
1963), En aguacate, catecol y florogluoinol fueron inefectivos, mien

tras que el acido caféico increment$ el mimero de raices por tallo.

El injerto de yemas adultas en patrones juveniles in vitro, —
dié lugar a tallos que enraisaban en un porcentaje préximo a 50. El-
cultivo de las yemas laterales de estos tallos originaba rnuevos tallos
que conservaban su capacidad de enraizamiento; sin embargo, al injer-—
tar estas yemas laterales en nuevos patrones juveniles, no se aumenté
la capacidad para enraizar de los tallos que emergian de estas yemas.
Las secciones nodales con yema lateral, de los tallos procedentes de—
los injertos, creofan mis rapidamente que las procedentes de tallos no
injertados, siendo ademéds su crecimiento mé&s parecido al de los tallos
juveniles. Estas observaciones sugieren gue la restaurada capacidad -
de enrajzamiento en tallos adultos tras su injerto en patrones juveni~
les, es una manifestacién de un cambio de fase de adulto a juvenil por
un mecanismo desconocido. Otros experimentos adicionales estdn en mar

cha para probar esta hipétesis,.
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II. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN CULTIVOS DE CALLO.

El desarrollc de embriones procedentes de oé8lulas distintas al gzi-
goto es evidencia de la totipotenoia de las oélulas vegetales. De acumer
do con Tisserat, Esan y Murashige (1979), la existenoia natural de embrio
nes no-zigéticos se ha observado al menos en 59 familias de angiospermas;
egste fenémeno también se ha manifestado in ﬂtro en otras 12 familias. —
La embriogénesis somdtica no ha sido observada previamente en aguacate.—
En esta investigacién se sefiala por primera vez la ocurrenoia de este fe
némeno en tejidos de oallo procedentes de embriones zigéticos obtenidos—

de frutos inmaduros.

El embrién joven fué el propfdgulo seleooionado inicialmente puesto—~
que las investigaciones oon otras plantas, v.g., Phoenix dactylifera —
(Reynolds y Murashige, 1978), Theobroma cacac (Pence, Hasegawa y Janiok,

1979) y Zea mays (Green y Philips, 1975), han mostrado que cuando todo -
lo demés da resultados negativos, el fenémeno de embriogénesis somética—
puede ain ser observado en cultivos de células originadas a partir de un
joven embrién zigético. Frutos de 9 mm de longitud del cultivar Haas-
se desinfectaron sumergiéndolos durante 10 mimitos en una soluoién conte
niendo 0.5% de hipoclorito sédico y 0.1% de Tween 20 como emulsifioador;
posteriormente se lavaron 3 veces oon agua estéril de autoclave. Se se—
paraba la regién chalagal del Svulo secoionado transversalmente. KEl—
pericarpio y la parte del 6wvulo que habfa sido retenida se oortaban cui-~
dadosamente hasta aislar el embrién. En los frutos utilisados, los em—
brioneas tenfan de 0.6 a 0.8 mm de longitud y se encontraban embebidos en
el endospermo gelatinoso de la zona micropilar del Svulo. Se elevaba —
cuidadosamente el embrién en el extremo de la cuohilla y se transferfa—

immediatamente al medio mitritivo. Se plant6 un embrién por oada tubo.-
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Los cultivos se incubaron a 278 C y bajo 16 horas de iluminacién a -—
1000 lux (l4mparas Gro Lux de Sylvania, de espectro regular).

El medio de mutricién contenfa como ingredientes basales las sales
de Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962) y lo siguiente en mg/l:
sacarosa, 30.000; tiamina *HCl, 0.4; i-inositol, 100; y agar TC (KC —
Biological, Inc.), 8000. 25 ml de medio fueron distribuidos en tubos—
de vidrio de 25—~ x 150-mm. El pH de los medios se ajustabaab.7 antes—
de afiadir el agar. Los tubos se ocubrian oon tapones de polipropileno-
(Bellco Glass, Inc. Kaputs) y se autoclavaban durante 15 mimtos a —
1.0 kg/cmsz. En los experimentos realizados, 20 cultivos fueron usa~
dos por tratamiento. En un experimento inicial usando un medio suple-
mentado con 1g/1 de carbén activado (Sigma Chemical Co., neutralizado)
y 0=100 mg/l 2,4D (4cido 2,4 diclorofenoxiac&tico), se obtuvo un callo
vigoroso en los medios que oontenfan 3 o 10 mg/l de aurxina. Sin embar
g0, no se observé la formacién de ningdn érgano, incluso despuds de —
transferir el callo a un medio sin anxina. Posteriormente, se llevarm
a cabo una serie de experimentos con picloram (écido 4=amino=3,5,6 ——
tricloropioolinioo). Se observaeron entonces dos tipos de oallo. Uno-—
era de oonsistencia amorfa y oolor gris o marrén, el otro presentaba -~
crecimientos claramente delimitados, de forma esférica u ovoide, con—-
2-~3 mm de diémetro y 2-4 mm de longitud, textura suave y color brillan
te, crema claro. Evidentemente, estas estructuras eran los pro-embrio
nes som&ticos. Al ser subcultivados, algunos de ellos dieron lugar a-
otras estruoturas, duras, blancas, brillantes y en forma ovoidal que -
al crecer adquirieron la apariencia de cotiledones. Algunas de ellas-—

germinaron, dando lugar a tallos verdes.

Se obtuvieron muestras de tejidos representativos durante el desa
rrollo, se fijaron en FAA (95% etanol: Acido acético glacial: 37% for—
maldehido: H20= 5015210135, V:V:V:V), se embebieron en parafina, se —
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cortaron en secciones de 12 mioras de grosor, y se tifieron oon hierros
hematoxilina (Berlyn y Miksche, 1976). Se enoontraron similaridades-
muy estrechas en la anatomfa de las estructuras aisladss del callo y-
las de los embriones zig6ticos procedentes de los jévenes frutos de -
aguacate. Pero los embriones que se diferenciaban del callo in vitro
carec{an del eje radfcula~plimula bien delineado y compacto, que se =
encuentira usualmente comprendido entre los cotiledones de los embrio~
nes zigétioos. Sin embargo, los embriones somdticos contenfan cotile
dones bien definidos, y entre los cotiledones habfa tejidos desarro-
llando polmrmente 4pices de raiz y tallo.

Se hicieron grandes esfuergzos para estimular el proceso emhrioge
nético. Los pro—embriones se formaban igual en un callo que habfa ai
do establecido en constante obscuridad o bajo una iluminacién de 16 -
horas. Para la iniciacién de un ocallo que eventualmente originara em
briones, un suplemento de 041 mg/l de picloram pareocié ser orftico. La
proporcién de pro—embriones era m&s alta en concentraciones de piolo~
ram de 0.01 a 0.1 mg/l' La iniciacién de embriones no se vi$ afecta-
da por las concentraciones de sacarosa, aungque no mbo crecimiento de
callo en la musencia de sacarosa. Tampoco se vié alterada por adioig
nes de 1 a 3 mg/l de caseina hidrolisada o 0.1% de carbén activado.——
Similarmente, tratamientos oon 10 mg/1 de ABA (4cido absofsico) no —
afeotaron el proceso de transformacién de los pro-embriones en embrio
nes olaramente reconocibles. Los intentos para inducir un porcentaje
més alto de germinacién de los embriones perfectamente desarrollados—
con 0.1 = 10 mg/1 GAy (4oido giberélico), 3-100 mg/l BA (NS-bensilade
nina) y temperatura fria (12% C) tampooo tuvieron &xito.

Esta inveatigecién muestra que el fenémeno de emhriogénesis somi
tica puede ser observado en otra espeoie y reconfirma el concepto de—

que la totipotencia es una ocualidad universal de las oélulas vegetales.
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Pero la expresién del potencial, aunque se observa en todas las células
zigéticas, es progresivamente reprimida durante la ontogenia. Por con-
siguiente, el &xito en la regeneracién de plantas entre especies muy —
diffoiles de manipular in vitro, radica en el propigulo elegido, como -
embriones zigéticos muy jdvenes, Las variaciones de los ingredientes -
usuales del medio de cultivo o de los pardmetros de las condiciones am—
bientales permanecen inadecuadas como medio para manipular la expresién
de la totipotencia de la célula.

- Berlyn, G. P.y, J. P. Mikache, 1976 = Iowa State University Press, —
Ames, Iowa.

~ (Greeny C. E.y R. L. Phillips, 1975 = Crop Sci. 15: 417-427.

- Murashige, T., F. Skoog, 1962 — Physiol. Plant, 15: 473-497.

- Pencey V. C.y, P. M, Hasegawa, J. Janick, 1979 -~ J. Amer, Soc. Hort.-
Sci. 104: 145-148,

- Reynoldsy J. F., P, Murashige, 1978 -~ In Vitro 15: 383-387.

-~ Tisserat, B., E. B. Esan, T. Murashige, 1979 - Hort. Rev. 1: 1=-78.-
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