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A 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 leñosas. Esta dificultad ha impedido el uso de e
notipos de características superiores, v.g., resistencia a enfermedades 

de suelo, salinidad, etc., como portainjertoa. En cultivo de tejidos,

la e:xpresi6n del fen6meno de la totipotencia y la regeneraci6n de plan

tas en especies leñosas han estado unidas al uso de material juvenil. -

En árboles que han sido propagados por semilla, frecuentemente hay res~ 

vas de células juveniles y de tejidos que son adecuados para la prop~ 

ci6n vegetativa. Sin embargo, en cultivares propagados por injerto, t-ª' 

lea reservas usualmente están ausentes y ea necesario llevar a cabo Una. 

reversi6n de fase para obtener material juvenil, capaz de ser propagado 

vegetativamente. 

En cultivo de tejidos, se ha observado en algunas ocasiones la -

reversi6n del propágulo, bien espontáneamente o como respuesta a algún 

tratamiento. Bajo condiciones de cultivo in vivo, la reversi6n se ha.

llevado a cabo con tratamientos de giberelinaa o por medio del injerto. 

En esta investiea.ci6n, se ha intentado lograr la reversi6n, injertando 

in vi tro yemas adultas de aguacate en portainjertoa muy juveniles. El 

criterio de reverai6n ha sido la restauraci6n de la capacidad de enra,t 

zamiento en loa tallos que emergían 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 obtenían los tallos juveniles para la puesta a punto de un bioensa

yo de enraizamiento, mientras que el resto se utilizaba como portainj~ 

to. Finalmente, se examin6 la capacidad de enraizamiento de los tallce 

procedentes de los injertos. 
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I. 2. REVISION BIBLIOGRAFICA 

r. 2. 1. Relaci6n entre capacidad de enraizamiento y grado de 

.iuvenilidad. 

La facilidad de enraizamiento de estaquillas procedentes de pla..n 

tas en fase juvenil de desarrollo ha sido señalada en gran cantidad de

plantas, v.g., Acer .!m.• (Oardner, 1929; 'lb.imann y Delisle, 1939), -

~ illinoensis K. (Smith, Wolstenholme y Allan, 1974), Citrus .!m.•

(lfasr y Abdelhamid, 1971; Singh y Singh, 1961), Cupressus macrooarpa H. 

(Halliwel y Larkbey, 1974), EUcalyPtus .!!?.• (Pryor y Willing, 1963), -

Ficus~ L. (Davies, 1978), Ilex .!!!!.• (Gardner, 1929), Malus aylveir 

tris Mill. (stoutemyer, 1937), Olea europaea L. (Porlingis y 'lb.erios , -

1976), Persea americana Mill. (Kadman, 1976), Pioea .!!?.• (Thimann y De

lisle, 1939), Prunus !m.• ( Gardner, 1929), fz!:!!!. .!!?.• ( Gardner, 1929), -

Quercus virginiana Mill. (Morgan, McWilliams y Parr, 1980) y Ulmus ~ 

ricana L. (Schreider y Kawase, 1975). De hecho, la facilidad de enrai

zamiento de estaquillas procedentes de plantas juveniles y la difioul -

tad de enraizamiento de aquellas procedentes de. plantas adultas ha sido 

una característica casi universal entre las especies leñosas (Sa.x, 1962; 

Schaffalitzky de Muckadell, 1954). 

Frecuentemente, los autores no han especificado la fase de desa.

rrollo de los propágulos, sin embargo la juvenilidad, se puede asumir -

de acuerdo con la edad de la planta donante, posici6n dentro del árbol

adul to de donde se toman las estaquillas y 6rganos o tejidos usados como 

fuente del material para propagar. Arboles menores de oinco años de ~ 

muchas especies, se pueden considerar juveniles. Ranas en la parte ba.

ja de un árbol grande se pueden considerar más juveniles que la.a altas. 

Los chupones que emergen de la base en árboles que han sido propagados

por semilla, as! cano los tallos que emergen de las raioe• son tambi~n

generalmente juveniles. 
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I. 2. 2. Evidencia de promotores de enraizamiento en esta.guillas 

.iuveniles. 

Hess (1959) propuso que la diferencia entre la capacidad de enra,i_ 

zamiento del material juvenil y adulto se podía atribuir a la existencia 

de unos cofactores de enraizamiento que favorecen este proceso al ser ~ 

combinados con las auxinas. El mismo autor, (1962), aisl6 cuatro frac-

ciones distintas que satisfacían el criterio de cofactor de enraizamien_ 

to de los tejidos juveniles de Hedera helix y de la variedad roja de 

Hibiscus ~sinensis. 

El cofa.ctor de Hess número cuatro ha sido identificado como una -

mezola de terpenoides oxigenados (Girouard, 1969; Hess, 1963). Parte de 

la actividad del cofactor número 3 podría ser atribuida al ácido isoclo

ro~nico (Hess, 1965) o a una mezcla de los ácidos clorogénico e isoclo

rogénico y del promotor P-257 (Girouard, 1969). Girouard (1969) consid~ 

r6 que el ácido clorogénico era una parte del cofactor rnúnero dos; Heuser 

y Hess (1 972) añadieron que la actividad de este cofactor requería la~ 

presencia de azúcar. Para el cofactor número 1, Heuser (1976), indic6 -

que una sus tancia de naturaleza protéica podría ser responsable de su ac 

tividad y su acci6n sería muy similar a la de la gonadotropina, sustarcia 

que promueve el enraizamiento en Vitis vinifera (Leshem y Lunenfeld, ~-

1968). Otros autores han descrito efectos beneficiosos de los compuest cs 

fen6licos al ser combinados con auxina, en e l enraizamiento de estaqui

llas, v. g ., Hackett ( 1970) observ6 un incremento de enraizamiento in -

vitro en tallos adultos de Redera helix con catecol y l a aurina AIA. -

También Smith y Thorpe (1977) encontraron efectos sinéreicos en el enra_i 

zamiento de s ecciones de hipocótilo de Pirrus r adi ata, entre f enila lanina, 

tirosina, ácido clorogénico o ácido ferúlico y l a allXina AID, 

Se han propuesto dos mecanismos para explicar el incremen t o de ~ 

enraizamiento causado por los compuestos fen6licos, Uno ha s iclo el blo

queo del enzima que cataliza la oxidaci6n del AIA, (Zenk y J;.uller, 1 ~16 3) 
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y el otro, la fonnaci6n de un complejo activo ~fenol (Leopold y Plum

mer, 1961). ~in embargo, tal y como señalan Ha.rtmann y Keater (1975) y -

l!euser ( 1976) alin existe controversia en cuanto al papel de los cofaoto

res en la inicia.Ci6n de raicea. Estos autores hacen referencia a situa -

ciones ti.onde no se ha encontrado correlaci6n entre cofaotorea y respues

tas de enraizamiento. 

I. 2. 3. Estad.o juvenil y comportamiento de loa tejidos de espe -

cies leííoaaa cultivadas in vitro. 

Winton (1978) emunera 18 gimnospermas en las ouales ha sido posi

ble enraizar algdn tallo obtenido in vitro , señalando al miEIDo tiErnpo -

que en la rrayor parte de loa casos, embriones zig6ticos o plantas muy -

jóvenes procedentes de semilla han sido el material de donde s e obtuvo el 

propá.gulo para iniciar el cultivo y que estos resultados no se pueden es

perar cuando el propágulo inicial sea de origen adulto. Cheng (1978) 

emunera diez especies de con!feras para las cuales se ha establecido un -

m~todo qua permite su propagaoi6n olonal, sin embargo,aolamente en la -

especie Pseudotsue<:1: menziesii (Mirb.) Franco, ha sido posible la regene -

raci6n de plantas partiendo de propáguld3de origen adulto. Recientemente , 

'l'eixeira (1981), partiendo de propáguloa juveniles ha obtenido plantas -

enraizadas de Pirrus canarienais c. Smith y ~E!fillOia aemperviren~ (D.Don) -

E:ndl. 

Tarnbien en angioapennas, el !hito del cultivo in vitro, va en la -

m ~ yoría de loa casos ligado al uso de material juvenil, v.g. , Betula sp.

(Mc Cown y Amos , 1979; Pelham y Mason,1978),Castanea sativa Mill. 

(Vieitez y Vieitez, 1980ª, 198ob,),~.!!P.· (Alakief y Riedel , 1978; -

Chaturvedi y M .itra,1974),.Qi~s _ Kaki L. (Yokoyama y Takeuchi, 1976),

fucalyptus gran.die (Barker, de Fossa.rd. y BOurne, 1977),Mal.us sylvestris -

Mill . (Abbott y Whiteley, 1976). 01~ europaea L. (Rugini, Fontanazza y -

Bongi, 1980) , Phoeni.x dactylifera L. (fteynolds y thrashige, 1978), Prwms 
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aviwn L. (Ivanicka y Pretova., 1980), Prunus persica Batsch (Mosella y -

Macheix, 1979) y Teotona grand.is L. ( Gupta et al. , 1980) • Estas y otras 

observaciones han llevado a Murashige (1979) y Winton (1978) a sugerir -

que la reversi6n al estad.o juvenil puede ser un pr-requisi to para la -

manipulaci6n morfogen~tica de plantas en fase adulta puesto que la toti

potencia va siendo suprimida durante la ontogenia. 

I. 2. 4. El proceso de cambio de fase. 

La evidencia m~ clara para señalar el final del período juvenil

es la aparici6n de flores (Borchert, 1976; Zil!lllerman, 1973). Sin embar

go, es necesario señalar que incluso cuando la parte superior del árbol

ha florecido y está en fase adulta de desarrollo, la parte baja puede -

permanecer juvenil (Borchert, 1976; Sohaffali tzky de ~hlckadell, 1954). 

I. 2. 5. Reversi6n de fases. 

I. 2. 5. 1. Reactivaci6n de meristemos axilares y for

maci6n "di novo" de meristemos apicales. 

Las podas severas se han usado para rejuvenecer espeo:i.es 

muy diversas, v.g., Acacia melano:z;ylon (Spaulding, 1960), Hedera helix -

(Robbins, 1960), Malus robusta (Nelson, 1976), Persea americana (Gilles

pie, 1956) y Pinus radiata (Libby y Hood, 1976). También se ha obtenido 

rejuvenecimiento mediante la inducción de tallos en estaquillas de raiz

en los géneros, Malus (Passeoker, 1973), Populus (Heybroek y Visser, -

1976), Prunus (Tarasenk:o et al., 1973) y Ulmus (Tchernoff, 1963), entre 

otros. 

I. 2. 5. 2. Enraizamientos sucesivos. 

Ja,ynes (1973) en~ latifolia, y Morgan et al. 

( 1980) en Querous virginiana han observado incrementos de enraizamiento 
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con respecto al material obtenido de la planta original, en tallos pro

cedentes de estaquillas enraizadas. Este rejuvenecimiento parcial qu~ 

tiene lugar durante la propagación vegetativa ha sido confinnado por -

Trippi (1963) midiendo las concentraciones de los enzimas catalasa y -

p-fenol oxidoreductasa, cuyas actividades decrecen y crecen con la edad, 

respectivamente. 

I. 2. 5. 3. Inducción por agentes químicos in vivo. 

Las giberelinas frecuentemente causan rejuvenecimiento. 

Frydrnan y Wareing ( 197 4) y Robbins ( 1960) obtuvieron tallos juveniles -

aplicando giberelinas a material adulto de ~helix. La baja tem~ 

ratura retarda el proceso de reversión. Frydman y Wareing (1973 ) en-
ª 

centraron altos niveles de sustancias del tipo de las giberelinas en -

ápices juveniles de .!:!• helix. Ellos consideraron que las raices eran -

la fuente de estas sustancias (Frydman y Wareing, 197\). El rejuvene

cimiento resultó probablemente de una modificación del ápice caulinar -

debido al GA
3 

(Frjdman y Wareing, 1974). Trabajando con Redera~

ensis, Stoutemyer, Britt y Goodin (1961) mostraron que el material ad.ul 

to rejuvenecido con la giberelina GA
3 

enraizaba con una frecuencia más

al ta (82,5%) que el adulto no rejuvenecido (3CJ%). Tambi~n en otros gá

neros, v. g. , Citrus (Cooper y Peinado, 1958), Prumis (Grane, Primer y -

Carnpbell, 1960) y .Elnll!. (Griggs e Iwakiri, 1961), se ha observado lar~ 

versión al estad.o juvenil por medio de giberelinaa. 

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

Doorenbos (1954) obtuvo crecimiento juvenil de ramas 

maduras de Ji. helix despu~s de injertar tallos adultos en estaquillas 

juver..iles enraizad.as. Resultad.os similares se obtuvieron en Ci trua -

(Pieringer y Hanks, 1965) y Passiflora (Lewin, Montaldi y Caso, 1963).-
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otros trabajos en Ellcalyptus sp. (DepOll'mier, 1981; Martin y Qu.illet, -

1974), !i• canariensis (Stoutemyer, Britt y Goodin, 1961 ), !i• helix -

(Hess, 1960), Hevea brasiliensis (Gregory, 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 Persea americana, Haas (1937) enraizó algunas esta

quillas adultas del cultivar Fuerte, despu~s de haber sido injertadas -

en plantas juveniles. Gillespie (1957), Young (1961) y Shafrir (1969), 

obtuvieron análogos resultados con éste y otros cultivares. En otro -

experimento, Shafrir (1970) observtS que para algunas variedades el por

centaje de estaquillas enraizadas se incrementaba al realizar injertos

sucesivos en material juvenil. 

I. 2. 5. 5. Inducción por cultivo in vitro. 

En la tabla nR 1 se errumeran los ~éneros en los que se

ha observado reversión al estado juvenil al cultivar in vitro el material 

adulto. También se especifican las causas de la reversión. 

I. 2. 6. Mecanismos responsables del cambio de fase, 

Los experimentos de Robinson y Wareing (1 969 ) en los que observ~ 

ron que plantas juveniles de Betula verrucosa que creci eron sin períocio

de reposo florecían antes que el control, y que púas de plantas juveniles 

de Larix leptolepis, cercanas a alcanzar la f ase adulta, producí an piñas 

mucho antes que las púas de plantas muy juveniles al ser injertada.a en -

patrones adultos, les llevaron a afirmar que el nmnero de divisiones ce

lulares en el meristemo es el factor que determina la duración del esta-

do juvenil, y que el meristemo apical funciona como unidad autónoma, 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 
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Tabla 1. Reversi6n de fase por cultivo in vitro. 

fucalYJ?tus 

Passiflora 

Populus 

Prwms 

Pseudotsuga 

Sequoia 

Teotona 

Condiciones asooiadas oon 
la reversión. 

Tallos adventicios. 

Subcultivos sucesivos de
talles a.xi.lares. 

Subcultivos incesivos de-
callo en medio de al to con 
tenido en sales. 

Tallos adventicios. 

Subcultivos sucesivos de-
tallos axilares. 

Tallos adventicios. 

Tallos adventicios. 

Poda del ápice caulinar 
in vitro. 

Subcultivos sucesivos de
talles axilares. 

Subcultivos sucesivos de-
tallos axilares o cultivo 
prolongado en un medio -
conteniendo BA. 

Subcultivos sucesi~s de
talles a.xi.lares. 

Tallos adventicios. 

Reduoci6n del nivel de -
nutrientes en cultivo de
talles. 

Subcultivos sucesivos de

talles axilares • . 

Cultivo prolonp;ado en un
medio conteniendo BA. 

Referencia 

Bouzid, 1975. 

Gupta et .!!.•, 1981 
de Fossard., 1978. 

Robbins y Hervey, 
1970. 

Montald.i et al. , 
1963. - -

Franclet, 1980. 

Whitehead y Giles, 
1977. 

Druart' 1980. 

Boul133 y Franclet, 
1977. 

Snir, 1980. 

Franolet, 1979; 
Tei:x:eira, 1981 • 

Gupta et al., 1980. 

Barlassy Skene, 
1980. 

Favre y Granan, 
1979. 

Mullins, Nair y 
Sampet, 1979J 
Nozeran y Banoilhon, 
1972. 

Mullins, Nair y 
Sampet, 1979 • 
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de fase está regulado por una partioi&l de metabolitos en el meris-

temo apical bajo control hormonal. De aouerdo con esta teoría, la gib~ 

relina estimularía la actividad mit6tioa en el meristemo subapical del

material adulto, dejando el meristemo apical en desventaja nutricional

e induciendo por tanto el cambio a la lllQifblog!a juvenil. Brink (1962)

y Brink:, Styles y Axtell (1968) se inclinan por un mecanismo genético,

que haga posible la expresi6n de genes idénticos en caminos diferentes

para controlar el cambio de fase. La giberelina podría entonces causar 

rejuvenecimiento por derepresi6n de zonas de ADN (Hess, 1967). Los ex

perimentos de hibridaci6n de ADN y ARN de Rogler y Dahmus (1974) con.!!.· 

helix, muestran que el GA
3 

puede alterar la transcripci6n de ciertos -

genes en ápices adultos. 

Fortanier y Jonkers (1976) postulan que el rejuvenecimiento obs~ 

vado tras la aplicaoi6n de podas, puede ser debido a la mejora en el ni

vel de nutrientes y agua que tiene lugar en las partes de la planta que 

no son eliminadas. Probablemente, el hecho de que los meristemos estén 

más cercanos a las raíces y quizás expuestos a más al tos ni veles de gi

berelinas end6genas tal y como Wareing y Frydmann (1976) sugieren para.

.!!.• helix, puede jugar también un importante papel. Sin embargo es evi

dente, que excepto en los casos de obtenci6n de embriones somáticos o -

formaci6n de yemas adventicias procedentes de un grupo de células no º!:. 

ganizadae (Romberger, 1976), no es posible lograr una reversión comple

ta al estado juvenil. De cualquier forma esta reversi6n, aWi siendo -

parcial, puede ser suficiente para permitir la propagaci6n vegetativa -

de genotipos superiores en gran nrunero de especies leñosas. 
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I. 3. MATERIAL Y ME'TODOO 

I. 3. 1. Genninaoi6n de las semillas. 

Las semillas de aguacate, cuyas cubiertas habían sido previamen

te eliminad.as, se esterilizaban en una soluoi6n de hipoclorito al 0,5~ 

y Tween 20 al o,1 % durante veinte mimltos. Posterionnente se separaban 

ambos cotil edones, seccionándose el eje plmuula.-radícula junto a un tr.Q. 

zo de cotiled6n, y el conjunto se transfería a un tubo de ens~o. Cua,n_ 

do una semilla de aguacate se divide por la mitad, el eje pldmula.-radí

cula se encuentra usualmente unido a uno de los cotiledones . Una vez -

transcurridas 4 serna.nas, estas plantas se podían 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 mismo cultivar, así como de -

otros de la raza Mejicana, fueron las plantas utilizadas como patrones. 

8n los tests para comparar capacidades de enraizamiento, los tallos se

obtenían de plantas del cultivar Duke 7. 

I. 3. 2. Obtenci6n de tallos adultos. 

Los tallos en fase adulta, usados como control en los experimen

tos de enraizamiento, se obtenían de segmentos nodales procedentes de -

plantas del cultivar fuke 7 crecidas en invernadero. Los segmentos no

dales se obtuvieron de tallos tiernos, creciendo activamente y con una.

l ongitud entre 15 y 25 eros. Las hojas eran eliminadas y los tallos se

desinfectaban swnergiéndolos en una soluci6n diluida de hipoclorito du

rante 10 minutos. Pos teriormente, loe tallos se dividían en seooiones

nodales de 1 a 1.5 cm de longitud que nuevamente se desinfectaban en S.2_ 

l uci6n de hipoc lorito durante 10 minutos, se lavaban con agua esterili-
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zada en autoclave elimi~dose la parte de tejido dañado por el desin

fectante y finalmente, cada sección se colocaba en un tubo de ens~o.

Después de 7 semanas aproximadamente el 5CJ'fa de las yemas habían produ

cido tallos de 0.5 a 1 cm de longitud que tenían de 1 a 3 hojas pequ-

ñas. 

I. 3. 3. Técnica de injerto. (Fig. 1). 

Los tallos de las plantas procedentes de las semillas se acort~ 

ban hasta una longitud de 0.5 cm eliminándose también las yemas aril~ 

res (Fig. 1.1.a y 1.1.b). Posteriormente se hacía una incisión longi

tudinal cuya profundidad era las 3/4 partes del diámetro del tallo. -

Esta incisión se abría cuidadosamente un poco más para asegurar la fi

jación de la yema de injerto (Fig. 1.1.o). 

Las yemas laterales se obtenían de secciones nodales de tallo~ 

adultos (Fig. 1.2.a). Las dos brácteas exteriores se eliminaban, ha

ciéndose dos cortes transversales en diagonal y hacia abajo a trav~s -

del tallo, uno sobre y el otro bajo la yema. Esto aislaba la yema -

junto a una sección de tallo de 1 mm de espesor (Fig. 1.2.b y 1.2.c).

La yema preparada de esta forma se colocaba en el patrón, oon la por

ción de tallo totalmente encerrada en la incisión y la porción de yema 

expuesta sobre la superficie cortada del tallo (Fig. 1.3). El proble

ma de la desecación se resolvió aplicando una capa fina del medio de -

cultivo conteniendo agar, sobre la zona de injerto, pero no sobre la -

yeipa, y uni~dolo con el resto del medio contenido en el tubo. Después 

de una semana, este agar se iba eliminando gradualmente. 

I. 3. 4. Enraizamiento de tallos juveniles. 

Se puso a punto un bioensa¡vo de enraizamiento para secciones -

apicales de tallo de 2 a 3 cm de longitud procedentes de las plantas -

Fundación Juan March (Madrid)
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juveniles obtenidas in vitro. Eh un experimento, se comparó la capaci

dad de enraizamiento entre tallos etiolados, procedentes de semillas 

que hab!a.n germinado en la obscuridad, y tallos esta.ndar verdes. Se 

evaluaron los efectos de sales inorgM:icas, aurlnas, y ciertos compues

tos fencSlicos en enraizamiento. Quince o veinte tubos fueron usados 

por tratamiento, cada tubo conteniendo una estaquilla t3nninal. Los 

datos se tomaron una vez transourridas 8 semanas. 

I. 3. 5. Medios de nutrici6n y condiciones de cultivo. 

El medio para la germinaoi6n de las semillas contenía 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/1; tiamina •Hl::l,-

0,4 mg/l; carb6n 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 NaH
2

Po 
4 

•H
2
0 y 50 ug/J.. 

de BA. 

El medio inicial para. los experimentos de enraizamiento en tallos 

juveniles era el mismo que el usado para genninar semillas. Finalmente, 

el prooedimiento adoptado tenía dos fases: (1) 3 días en un medio conte

niendo ilB (25 mg/l) y (2) 4 a 8 semanas en un medio sin aurlna. Ambos

medios contenían 0.3X la concentraci6n estandar de la mezcla de sales de 

Mura.shige y Skoog, y sacarosa, tiamina •HCl, i-ínositol, y agar TC a las 

concentraciones señaladas anterionnente. El medio sin aurlna tambi~n -

contenía 1g/1 de oarb6n activado y cano suplemento opcional, áoido caf~i 

oo a. 450 mg/l. 

El pH se a.justaba a. 5. 7 antes de añadir el agar. Los tubos de -

enseyo de 25 x 150 mm, contenían 25 ml de medio de cultivo y se oubrían

oon tapones de polipropileno (Bellco Glass, !ne.), siendo esterilizados-
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en autoclave durante 15 minutos a 1.(5 kg/an2. Los tubos para germina,. 

ci6n de las semillas, así cano los de los injertos, se mantenían erectos 

en gradillas de acero inoxidable, mientras que el resto se mantenía -

con una inclinaci6n de 4511. La incubación tuvo lugar a 27ac con 16 ho

ras de exposición a una intensidad luminosa de 1000 lux, excepto para -

los injertos que era de 6000 lux (lamparas Gro Lux de Sylvania de espe2_ 

tro regular). 

I . 3. 6. Evaluación del grado de rejuvenecimiento. 

I. 3. 6. 1. Canpara.ción de la capacidad de enraiza

miento. 

Se examin6 la capacidad de enraizamiento de tallos ju

veniles, procedentes de las plantas obtenidas de semilla, tallos adultas, 

procedentes de secciones nodales, y tallos adultos injertados, proceden_ 

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

antes mencionada. 

I. 3. 6. 2. Investigaci6n con etileno. 

&l los experimentos para canparar la capacidad de en -

raizarniento de tallos juveniles, adultos, y adultos injertados, se ob

servó que tanto los tallos adultos cano los adultos injertados sufrían 

defoliaciones severas, que a veces podían conducir a la degeneraoi6n -

total del t allo. Los tallos juveniles, sin embargo, crecían de fonna

vi gorosa enraizando profusamente. Se sospechó que estos efectos adv61: 

sos podían ser causados por una alta produoci6n de etileno en los teJ!. 

dos adultos. Por este motivo, se examinó el contenido de etileno de -

muestras gaseosas típicas por cromatografía de gases. Las muestras ~ 
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s.eosas de 1 ml se inyectaron en un c:romat6gra.fo de gases Va.rian Aerograph 

1400, equipado con una columna de a.cero inoxidable (0.3 x 450 cm) conte

niendo Porapak Q. El oromat6gra.fo se mantuvo isot~nnicamente a 5011 c. 
Se us6 como estandar una muestra gaseosa conteniendo 8 ppn de etileno. 

Para oanplementar el análisis de etileno, se examinaron 

los efectos del AVG, un inhibidor de la biosíntesis de etileno, en el en_ 

raizamiento y defoliaci6n de los tallos adultos injertados. 
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22 

I. 4. RrnfilTADOS 

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

El principal problema de los injertos in vitro fu~ la deseoa.oi6n 

de las yemas. Sin embargo, cubriendo la zona del injerto desde la base 

de la yema hasta la superficie del medio de cultivo oon este mimo medio 

que contenía agar, se resolvió el problema obteni~ndose un porcentaje -

de éxito pr6ximo a 70. 

La adici6n de BA al medio en una ooncentra.oi6n de 50 mg/l favor~ 

ci6 la emergencia y alargamiento de las yemas de injerto, así como el -

crecimiento de hojas (Tabla 2). 

La adici6n de fosfato en forma de NaH
2
P0

4
•H

2
o, a una concentra

ci6n de 85 me/l producía un follaje más verde, por lo que se incluy6 -

como un componente estandar en el medio de cultivo. 

Los injertos podían hacerse a lo largo de todo el año pero los -

realizados en Junio, crecían más vigorosamente que los realizados en -

otros meses. 

r. 4. 2. Enraizamiento de tallos juveniles. 

I. 4. 2. 1. Sales inorgánicas. 

Una reducci6n del suministro de salee inorement6 la -

capacidad de enraizamiento de los tallos juveniles. Este experimento -

preliminar tuvo una sola fase, empleándose un medio de oultivo que no -

contenía auxina. Los resultados aquí obtenidos fueron confirmados cuan 

do el enraizamiento se hizo en dos fases, en la primera de las cuales -

se usaba un medio suplementado oon AIB. Las sales se variaron en ambas 
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Tabla 2. Efecto de la oi toquinina B.l, en el crecimiento de yemas late-' 

ralea adultas del cultivar Dulce 7, injertadas in vitro en pa

trones juveniles. La oanposioicSn del medio básico era en -

mg/l z Sales de Murashige y Skoog a la conoentracicSn estand.ar, 

sacarosa, 30.000; tiamina •HCl, 0.4; i-inositol, 100; carbcSn

activado Si{J}Da, 1.000 y agar TC' 8.000. Los datos se tomaron 

a las 6 semana.a de realizarse los injertos. 

l!A1 me:/l L.2l!&!.tud del tallo 1 an Nll hojasltallo 

o 1.0 ± 0.2 2.6 ± o. 7 

25 1.1 ± 0.2 2.8 ± o.6 

50 1.4 ± 0.3 3.2 ± 0.1 

75 0.9 ± 0.2 2.3 ± 0.5 

100 1.2 ± 0.3 2.1 ± o.6 
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fases. La incidencia de tallos enraizados se increment6 de 5o% a l~ 

cuando la mezcla de sales se redujo de 1X a 0,3X o más baja. Los tallos 

del medio sin sales iniciaron raices oon una f'recuenoia del 1 oo%; sin -

embargo, las raioes eran largas y delgadas. Al di1m1inuir la conoentra

ci6n de sales se redujo el desarrollo de callo en la base de los tallos. 

Tal y como se observa en la f'ig. 2, las concentraciones de 0.3X hacia -

abajo también produjeron ma;ror mimero de · raices por tallo. El alarga~ 

to y el vigor general de los tallos f'u6 mejor al nivel de 0.3X, por lo

que éste se eligió como la concentraci6n más idónea para el bioensa;ro de 

enraizamiento. 

I. 4. 2. 2. Requerimiento de aux:l.na. 

Tambi~n los ef'eotos de la.e auxinas A.IA, .lIB, ANA y 2,4-

D, se estudiaron inicialmente en experimentos que constaban de una sola.

fase, pero no se obtuvieron resultados positivos. 

La segunda serie de EQ;perimentos, examin6 las respuelrlas 

de tallos juveniles a su cultivo por un cierto período de tiempo en medio 

con al ta concentraci6n de auxina. Los tallos se oul ti varon en un medio -

que contenía 100 mg/l AIB por 0,3 y 12 d!as, transf':l:ri,ndolos despu's a

un medio sin auxina. El experimento tambi'n OC111par6 tallos etiolados y

no etiolados. Los tallos etiolados mostraron un enraizamiento pobre. -

Los tallos verdes respondieron mucho mejor. Loa tratamientos de 3 día.s

en el medio de AIB, resultaron en poroentajea d8 enraizamiento pr6ximos

a 100. El tratamiento de 3 d!aa produjo....._, el ma;ror mimero de rai

ces por tallo (Fig. 3). Este tratemiento tu• por tanto escogido OClllO -

estandar. 

La concentración de 100 mg/l AIB di6 lugar a la forma

ción de arundante callo en la base de loa tallos, por tanto se estudió-° 
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el efecto de niveles inferiores de AIB. Al reducir la aurina no dismi

nuyó la frecuencia de tallos enraizados ni el número de raices por tallo; 

la cantidad de callo tampoco disminuyó de manera sustancial, sin embargo 

la eliminación total de la aurlna ocasionó una di1111inuoión del enraiza

miento (Fig. 4)J por tanto se eligió una concentración de 25 mg/l para -

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

I. 4. 2. 3. Compuestos fenólicos. 

Se ex.aminaron el ácido cafáico, catecol y florogluoi

nol oomo cofactores en el enraizamiento de tallos juveniles. Dichos -

compuestos se incorporaron en la segunda fase del proceso de enraizami!!! 

to. Solamente el ácido oaf~ico a una concentración de 450 mg/l increml.!,l 

t6 el :nWnero de raices por tallo, sin afectar el porcentaje de tallos -

enraizados. Este compuesto se consideró como suplemento opcional del -

medio de la segunda fase. Por lo que respecta al catecol y florogluoi

nol, ninguno de los dos mejor6 significativamente la capacidad de enrai

zamiento de los tallos. 

I. 4. 3. Comparaci6n de la capacidad de enraizamiento de tallos 

:juveniles, adultos y adultos injertados. 

Los tallos juveniles enraizaron en un porcentaje pr6xi_ 

mo a 100 usando el proceso de enraizamiento de dos fases. Por el con

trario, ni uno solo de los tallos adultos que emergían de las secciones 

nodales enraizó. Los tallos adultos injertados lo hicieron oon una fr~ 

ouenoia de alrededor del 5(1,i, (Fig. 5). Interesa señalar sin embargo, -

que tanto los adultos injertados como sin injertar respondieron desfa"2_ 

rablemente a las condiciones que favoreo!an el enraizamiento y orecirrri.f!! 

to de tallos juveniles. Los tallos de origen adulto perdieron mis hojas 
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y muchos morían tras ser cultivados en el medio que contenía 25 mg/l AIB. 

Se sospech6 entonces que el etileno podía ser la causa de estos efectos -

desfavorables. Sin embargo, el análisis de la fase gaseosa en los cúlti

vos, demostr6 que los tallos adultos sin injertar producían el doble de -

etileno que los juveniles o los adultos injertados. El etileno por cons.l 

guiente, no parecía ser la causa de la defoliaoi6n y degeneraci6n de los

tallos adultos y adultos injertados. Esta interpretaci6n fué reforzada 

por la falta de efectos favorables observada al incluir A.VG en el medio 

de cultivo. De hecho, AVG en concentraciones de 10 mg/l y mayores acele

r6 la muerte de los tallos. A cualquier conoentraci6n, AVG inhibía el -

enraizamiento de los tallos adultos injertados (Fig. 6). 

Pa.reci6 por tanto que los tallos adultos, injertados o no, enm más 

sensibles o tenían una menor. tolerancia al AIB. otros experimentos reve

laron que la defoliaoi6n no era un problema serio y la muerte no ocurría.

entre tallos adultos injertados al omitir el AIB. Por tanto se busc6 un

nivel más favorable de AIB para los tallos de origen adulto. Una serie -

de experimentos revel6 que un tratamiento de 3 días en un medio que cont~ 

nía 1 mg/l de AIB podía 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 Únicamente por el AIB. La auxina A.IA tambián oaus6 defoliaoi6n al -

usarla en una concentraci6n de 30 mg/l, sin embargo no estimu.16 el enrai

zamiento. 

La pérdida de hojas de los tallos adultos injertados influyó prob)! 

blemente en su pobre enraizamiento. El uso de una soluci6n de BA que se

vertía en el tubo de ensa,yo una vez colocado el propágulo no mejor6 el -

porcentaje de enraizamiento o el número de raioes por tallo. Sin embargo, 
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los tratamientos con BA, especialmente 10 mg/l, retrasaban el daño en la 

hoja produciendo cultivos más vigorosos. 

Contrariamente a lo esperado, el reinjerto de los tallos adultoe

hasta 3 veces consecutivas en nuevos patrones juveniles, no mejor6 el e!!_ 

raizamiento o el vigor general de los tallos. Los tallos juveniles mos

traron de fonna consistente un alargamiento rápido y un crecimiento viim. 

roso. Por el contrario los adultos no injertados mostraron un crecimiea 

to pobre, gran producci6n de callo y alta tendencia de las hojas al des

prendimiento. El crecimiento de los tallos adultos durante el tiempo ~ 

que permanecían injertados en el patr6n juvenil era vigoroso, con a~ 

te follaje y poca produoci6n de callo; al separarlos del patr6n y culti

var las secciones apicales individualmente, el crecimiento se parecía al 

de los tallos adultos no injertados. Sin embargo, las secciones nodales 

de estos tallos, despu~s de ser sometidas al proceso de enraizamiento en 

dos fases, exhibían un desarrollo de tallos a:d.lares más vigoroso y con

follaje más abundante que el de las seociones nodales sin injertar. 

Estos tallos axilares continuaban su crecimiento normal al ser tra.nsfer.!. 

dos al medio basal. 
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I. 5. DISCUSION 

En un gran rntmero de espeoies leñosas, la regeneraci6n de plan

tas asexualmente con procedimientos distintos al del injerto, requiere 

el uso de propágulos procedentes de plantas en la fase juvenil de des.!! 

rrollo. Si no existen fuentes naturales de tejidos juveniles, los te

jidos adultos deben ser rejuvenecidos. En cultivo de tejidos, existen 

muchos ejemplos donde se ha observado reversión de fase durante el CU!: 

so normal de subcultivos o por tratamientos especiales (Barlass y Sk.en:l, 

1980; Boulaur y Franclet, 1977¡ Bouzid, 1975; de Fossard, 1978; Druart,-

1980¡ Favre y Granan, 1979; Franclet, 1979, 1980; Gupta et al., 1980, -

1981; Montaldi et al., 1963; Mullins et al., 1979; Nozeran y Bancilhon, 

1972; Robbins y Hervey, 1970; Snir, 1980; Teixeira, 1981; Whitehead. y -

Giles, 1977), Tambien in vivo son munerosos los casos en los que se ha 

obtenido reversi6n al estad.o juvenil del material adulto, tras su injer. 

to en patr6n juvenil (Depommier, 1981; Doorenbos, 1954; Franolet, 1979; 

Gregory, 1951; Hess, 1960¡ Lewin et al., 1963; lolartin y Quillet, 1974;
Nelson, 1967; Pieringer y Hanks, 1965¡ Stoutemyer et al., 1961). Eh~ 

aguacate, se ha logrado enraizar material adulto después de haberlo in

jertad.o en patrón juvenil (Haas, 1937; Shafrir, 1970). En esta investi 

gación se intentó ver la capacidad de rejuvenecimiento del material~ 

to, medido como restauraci6n de la capacidad de enraizamiento, tras eu

injerto in vitro en patrones juveniles. 

El primer objetivo fu~ poner a punto un bioensauro de enraizamien. 

to in vitro, usando tallos juveniles procedentes de semillas maduras ~ 

germinad.as asépticamente. Para germinar las semillas, se cultivaba in

vitro el eje rad!cul¡p.plúmula junto a un trozo pequeño de cotiled6n.- -

El uso de tallos juveniles perrriiti6 observaciones de m~imo enraizamien. 

to del aguacate in vitro y sirvi6 como un estandar con el que se com~ 

raba la capacidad de enraizamiento· de los tallos adultos. Después de -

tomar los tallos juveniles, el 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 obtenían tras cultivar secciones nodales de plantas adul 
tas que crecían en invernadero. Las yemas laterales de las mismas plan 

tas eran las que se injertaban sobre los patrones juveniles. 

El enraizamiento de tallos juveniles requería dos fases; en la -

primera, el medio contenía auxina y en la segunda, no. En casi todos -

los medios se incluy6 una pequeña cantidad de carb6n activado, princiP!}.. 

mente porque mejor6 el crecimiento. Esta.mejora se debi6 probablemente 

a la absorci6n de inhibidores producidos por los tejidos de aguacate, -

análof,arnente a lo que se ha observado en otras ocasiones donde tambián

se ha usado carb6n activado (Wang y Huang, 1976; Weatherhead et al., -

1978, 1979). Solamente fuá necesario un período corto de cultivo en el 

medio que contenía la auxina. Es interesante notar que los tallos ju~ 

ni les eran más tolerantes a la auxina que aquellos de origen adulto. -

Una concentraci6n de 25 mg/l de AIB era casi 6ptima para los tallos ju

veniles, mientras que en los de origen adulto causaba daño en las hojas, 

que finalmente se desprendían. Esta conoentraci6n era tambien letal P.ª

ra algunos tallos. Para los adultos injertados, un nivel de 1 mg/l de

AIB era más apropiado. La evoluci6n de etileno frecuentemente asociada 

a fenómenos de abscisión (Lavee y Martín, 1981), pareci6 no ser la base 

de los efectos adversos causados por la au:d.na. Tubos cerrados de cul

tivos juveniles y adultos injertados acumulaban cantidades canpa.rables

de etileno, despuás de una semana; sin embargo, el inhibidor de la bio

síntesis de etileno AVG, no impidió la absoisi6n, aunque el efecto del

AVG en el desprendimiento de etileno no se midi6 directamente. La cit.Q. 

quinina BA pareció reducir el daño de hoja, además de retardar su absoi 

si6n. La conveniencia de un proceso de enraizamiento en dos fases, ya.

observada en otras especies por Snir y Erez, (1980) y Teixeira (1981),

confirma el concepto tradicional de requerimientos honnonales difereno]& 

les en las distintas fases de desarrollo de las plantas. &i este caso,

una al ta dosis de aurina era favorable al proceso de iniciaci6n de raices 

pero no a la emergencia y alargamiento de las mismas. La dosis requeri

da para estas últimas era considerablemente menor y el nivel usado para.

el primer proceso hubiera sido t6xioo. 
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La mezcla de sales inorgánicas en la dosis recomendada por ~

Murashige y Skoog dificulta el enraizamiento en muchas especies (l:wei 

et al., 1978; Snir y Ere11, 1980; Teixeira, 1981). El aguacate también 

di6 una respuesta favorable a la disminuci6n de las sales. La raz6n

de los efectos regresivos de altas concentraciones de sales no está -

clara. Probablemente las concentraciones de nitr6geno, especialmente 

amonio, potasio, fosfato y otros maoronutrientes en la dosis recomen

dada por Murashige y Skoog son muy al tas. 

Ciertos compuestos fen6licos se usan rutinariamente para mejo

rar el enraizamiento de estaquillas de diversas plantas, v.g., ácido

caf~ioo (Paupardin, 1969; Rücker y Paupardin, 1969), catecol (Hackett, 

1970) y floroglucinol (James, 1979; Jones y Hatfield, 1976). Los 

efectos beneficiosos de los compuestos fen6licos se han atribuido a -

su acción protectora contra la inactivaoi6n de auxina (Zenk y Muller, 

1963). En aguacate, cateool y florogluoinol fueron inefectivos, mien 

tras que el ácido caf~ico increment6 el número de raíces por tallo. 

El injerto de yemas adultas en patrones juveniles in vitro, -

di6 lugar a tallos que enraizaban en un porcentaje pr6ximo a 50. El

cul ti vo de las yemas laterales de estos tallos originaba nuevos tallos 

que conservaban su capacidad de enraizamiento; sin embargo, al injer

tar estas yemas laterales en nuevos patrones juveniles, no se aument6 

la capacidad para enraizar de los tallos que emergían de estas yemas. 

Las seooiones nodales con yema lateral, de los tallos procedentes de

los injertos, crecían más rapidamente que las procedentes de tallos no 

injertados, siendo además su crecimiento más parecido al de los tallos 

juveniles. Estas observaciones sugieren que la restaurada capacidad -

de enraizamiento en tallos adultos tras su injerto en patrones juveni

les, es una manifestaci6n de un cambio de fase de adulto a juvgnil por 

un mecanismo desconocido. Otros experimentos adicionales están en ma,r_ 

cha para probar esta hipótesis. 
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II. .EMBRIOGEm..--SIS SC!UTICA EN CULTIVC6 DE CALLO. 

El desarrolla de embriones procedentes de oélulaa distintas al zi

goto es evidencia de la totipotenoia de las º'lulas vegetales. De ~ 

do con Tisserat, Esan y Mu.rashige (1979), la existenoia natural de emb~ 

nea no-zig6ticos se ha observado al menos en 59 familias de angiospermas; 

este fen6meno también se ha manifestado in vitro en otras 12 familias. -

La embriogénesis somática no ha sido observada previamente en aguacate.

En esta investigaci6n se señala por primera vez la ocurrencia de este f!! 

n&neno en tejidos de callo procedentes de embriones zig6ticos obtenidos

de frutos inmaduros. 

El embri6n joven fu& el propágulo seleooionado inicialmente puesto

que las investigaoiones oon otras plantas, v.g., Phoenix daotylifera -

(Reynolds y Murashige, 1978), Theobroma ~ (Penoe, Hasegawa y Janiok, 

1979) y Zea ~ (Green y Philips, 1975), han mostrado que ouando todo -

lo demás da resultados negativos, el fen6meno de embriogénesis somática.

puede adn ser observado en oultivos de células originadas a partir de un 

joven embri6n zig6tico. Frutos de 9 lllll de longitud del cultivar Haa.s

se desinfectaron sumergiéndolos durante 10 minutos en una soluoi6n oont!! 

niendo 0.5% de hipoclorito s6dico y 0.1% de Tveen 20 oomo ecnulsificador; 

posteriormente se lavaron 3 veces oon agua estéril de autoclave. Se se

paraba la regi6n chalaza! del 6vulo seooionado transversalmente. El.

pericarpio y la parte del 6vulo que había sido retenida se cortaban cui

dadosamente hasta aislar el embri6n. En los frutos utilizados, loe em

briones tenían de 0.6 a 0.8 lllD de longitud y se enoontraban embebidos en 

el endospermo gelatinoso de la zona micropilar del 6vulo. Se elevaba -

cuidadosamente el embri6n en el extremo de la ouohilla y se transfer!a-

illll\ediatamente al medio nutritivo. Se plant6 un embri6n por cada tubo.-
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Los cultivos se incubaron a 27D C y bajo 16 horas de iluminaci6n a -

1000 lux (Umparas Gro Lu% de Syl vania, de espectro regular). 

El medio de nutrici6n contenía como ingredientes basales las salee 

de Murashige y Skoog (llurashige 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-ami. El pH de los medios se ajustabaa5.7 antes

de añadir el agar. Los tubos se oubría.n oon tapones de polipropileno

(Bellco Glass, Inc. Kaputs) y se autoclavaban durante 15 minutos a -

1.05 kg/cms2. En los experimentos realizados, 20 cultivos fueron usa.

dos por tratamiento. En un experimento inicial usando un medio suple

mentado con 1g/l de carb6n activado (Si{glla Chemical Co., neutralizado) 

y 0-100 mg/l 2,4D (ácido 2,4 diclorofenaxiac~tico), se obtuvo un callo 

vigoroso en los medios que contenían 3 o 1 O mg/l de auxi.na. Sin embéJ-!:. 

go, no se observé la fonnaci6n de ningtin 6rgano, incluso después de -

transferir el callo a un medio sin auxi.na. Posterionnente, se llevaren 

a cabo una serie de experimentos con picloram (ácido ~ino-3,5 ,6 -

tricloropicolínioo). Se observaron entonces dos tipos de callo. Uno

era de consistencia amorfa y color gris o marr6n, el otro presentaba -

crecimientos claramente delimitados, de forma esférica u ovoide, con-

2-3 rrrn de diámetro y 2-4 mm de longitud, textura suave y color brilla!!_ 

te, crema claro. Evidentemente, estas estructuras eran los pro-embri.Q. 

nes somáticos. Al ser subcultivados, algunos de ellos dieron lugar a

otras estructuras, duras, blancas, brillantes y en forma ovoidal ~ue -

al crecer adquirieron la apariencia de cotiledones. Aleunas de ellas

genninaron, dando lugar a tallos verdes. 

Se obtuvieron l!llestras de tejidos representativos durante el des.2_ 

rrollo, se fijaron en FAA (95% etanol: ácido acético glacial: 377: for

maldehido: H20: 50:5:10:35, V:V:V:V), se embebieron en parafina, se -
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cortaron en secciones de 12 micras de grosor, y se tiñeron oon hierro.. 

hematoxilina (Berlyn y Miksche, 1976). Se enoontraron similaridad.es

muy estrechas en la anatomía de las estructuras aislada.a del oallo y

las de los embriones zig6ticos procedentes de lo• j•~enes frutos de -

aguacate. Pero los embriones que se diferenciaban del oal.lo in vitro 

carecían del eje radícula-plúmula bien delineado y compacto, que se -

encuentra usualmente comprendido entre los cotiledones de loa embrio

nes zig6tioos. Sin embargo, los embriones somá.tioos contenían cotil.!. 

dones bien definidos, y entre los cotiledones había tejidos desarro

llando pollmmente ápices de raíz y tallo. 

Se hicieron grandes esfuerzos para estimular el proceso embriO&!. 

n~tico. Los pro-embriones se formaban igual en un callo que había si 

do establecido en constante obscuridad. o bajo una iluminaoi6n de 16 -

horas. Para la iniciaci6n de un oal.lo que eventual.mente originara em, 

briones, un suplemento de 0,1 mg/l de p:i.aloram pareoi6 ser or!tioo. La 

proporci6n de pro-embriones era m!s alta en concentraciones de piolo

ram de 0.01 a 0.1 mg/l. La iniciaci6n de embriones no se vi6 &feota.

da por las concentraciones de sacarosa, aunque no hubo crecimiento de 

callo en la ausencia de sacarosa. Tampooo se vi6 alterada por adioi.2. 

nes de 1 a 3 mg/l de caseína hidrolisad.a o 0.1% de carb6n activado.

Similarmente, tratamientos oon 10 mg/l de ABA (á.cido absoísico) no -

afectaron el proceso de transformaoi6n de los pro.-9briones en embri.2. 

nes claramente reconocibles. Los intentos para inducir un porcentaje 

más al.to de germinaci6n de los embriones perfeotmnente desarrollados

con 0.1 - 10 mg/l GA3 (ácido giber'1ioo), 3-100 mg/l BA {?fí-benzilad.!. 

nina) y temperatura fría (1211 C) tampoco tuvieron hito. 

Esta investigaoi6n muestra que el f en6meno de embrio~nesis som! 

tica puede ser observado en otra especie y reconfirma el concepto de

que la totipotenoia es una cualidad. universal de las o'1ulas vegetU.. 
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Pero la expresión del potencial, aunque se observa en todas las células 

zig6ticas, es progresivamente reprimida durante la ontogenia. Por con

siguiente, el &xito en la regeneraci6n de plantas entre especies muy -

difíciles de manipular in vitro, radica en el propágulo elegido, como -

embriones zigóticos q- jcfvenes. Las variaciones de los ingredientes 

usuales del medio de cultivo o de los parámetros de las condiciones am

bientales permaneoen inadecuada.e cano medio para manipular la expresi6n 

de la totipotencia de la célula. 
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