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1. Resumen

El aguacate (Persea americana, Lauraceae) es originario de la regiones tropicales
y subtropicales de Centroamérica y México. Las principales limitantes para su cultivo
se asocian con la carencia de asistencia técnica e investigacion, asi como un método
eficiente de propagacion de patrones para injerto. Es por esta razon que se ha optado
por el desarrollo de protocolos que permitan la clonacién del material para poder
mantener las caracteristicas deseables de un patron para injerto. Sin embargo, este tipo
de protocolos en plantas lefiosas presentan limitaciones como altas tasas de
contaminacion, asi como los efectos ocasionados por el estrés oxidativo durante el
establecimiento in vitro; razén por la cual, el objetivo de este proyecto es conocer el
efecto del uso de las poliaminas (PASs) en el establecimiento in vitro de brotes laterales
de aguacate. Esto debido a que estos reguladores de crecimiento se han reportado que
tiene un papel importante en la regulacion de procesos de division y proliferacion

celular, rizogénesis, y senescencia.

El efecto las PAs Put, Spm, y Spd, a concentraciones de 0.5 y 0.75 mM, se evalud
sobre las siguientes variables: crecimiento y desarrollo de brotes (brotacion, longitud
del brote, y nimero de hojas), porcentaje de oscurecimiento, y contenido de fenoles y
malondialdehido. La adicion de estas concentraciones de PAs, al medio de cultivo, no
tuvo un efecto significativo en la brotacion, longitud y nimero de hojas. Diferentes
autores han reportado distintos resultados a la hora de evaluar el uso de las PAs en
cultivo in vitro de otras especieas. Mientras que unos autores reportan un efecto de
mayor brotacion y longitud de los explantes, inclusive utilizando concentraciones
menores, otros autores reportan también no haber encontrado un efecto significativo de

las PAs como tal.

Efecto similar se obtuvo en el porcentaje de oscurecimiento, ya que no hubo una
mejora significativa en la condicion de los explantes en comparacién con el testigo.
Empero, si se pudo apreciar el efecto de varios subcultivos sobre los explantes, ya que,

posterior a varios subcultivos, el porcentaje de oscurecimiento fue incrementando.

En cuanto al contenido de fenoles y malondialdehido (MDA), se esperaba que los

tratamientos que visualmente presentaron menor oscurecimiento visual resultaran con



un mayor contenido de fenoles y menor contenido de malondialdehido. Sin embargo, estos
tratamientos fueron los que presentaron un mayor contenido, mientras que los tratamientos
que presentaron un menor desarrollo y mayor porcentaje de oscurecimiento, presentaron

contenidos inclusive menores al testigo.

Durante el desarrollo de la presente investigacion, la principal limitante que se
presentd fue una gran variabilidad en los resultados dentro y entre cada tratamiento, asi
como la cantidad de material disponible para la realizacion del ensayo. Por estas razones,
no se logro determinar si la respuesta obtenida por los explantes estaba relacionada a los
distintos tratamientos evaluados. No se consigui6 concluir sobre un efecto de las PAs sobre
las diferentes variables evaluadas (brotacién, longitud del brote, ndmero de hojas,
porcentaje de oscurecimiento, contenido de fenoles y MDA) en los explantes. Parte de la
variabilidad presentada pudo haber estado determinada por la época de recoleccién de los
brotes de los cuales se obtuvieron los explantes. Esto debido a que varios autores han
demostrado que la época de recoleccion si influye en la respuesta de los explantes. Sin
embargo, se aprecid de manera visual una respuesta diferente de los explantes a los
tratamientos, por lo que se deben evaluar variantes al protocolo evaluado. Por ejemplo, se
debe establecer una matriz de concentraciones méas especifica tomando en consideracion el
contenido enddgeno de PAs; esto con el fin de poder establecer las concentraciones mas
adecuadas para el cultivo in vitro de aguacate. También se considera importante trabajar
una PA a la vez, para poder tener més material por tratamiento y reducir la variabilidad de

los datos.
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2. Introduccion

El aguacate (Persea americana, Lauraceae) es originario de las regiones
tropicales y subtropicales de Centroamérica y México, y sus variedades se agrupan en
tres razas: antillana, guatemalteca y mexicana (Ledn, 2000). Esta fruta fue introducida
por los esparioles, en un principio a las Antillas, luego se extendio a Florida, California
y varios paises sudamericanos, para luego ser dispersada a varias regiones del mundo
(Garbanzo, 2011).

Los principales paises productores son México, Peru, Chile, Brasil, Republica
Dominicana y Estados Unidos. De los paises mencionados anteriormente, el principal
productor mundial es México por delante de Estados Unidos. En cuanto al consumo de
esta fruta, los paises que generan mayor demanda son Francia, Inglaterra, Bélgica,
Suiza, Suecia, Alemania, Japén, Canada, Republica Dominicana, México, Guatemala,
Honduras, El Salvador, Costa Rica, Brasil, Chile, Colombia, y varios paises caribefios
(Umaiia, 2007; Giacinti, 2002).

En Costa Rica, debido a las condiciones ambientales, las zonas de Los Santos y
Frailes se han vuelto la zonas méas importantes para el cultivo, ya que favorecen su
buen desarrollo y produccion. Las principales limitantes para su cultivo se asocian con
la carencia de asistencia técnica e investigacion (Umafia, 2007). Con el fin de obtener
homogeneidad, el aguacate se propaga de forma vegetativa. El método mas comdn
para este tipo de propagacion es el injerto (Baraona y Sancho, 1991; Bender et al.
2011). Sin embargo, el injerto se realiza sobre patrones seleccionados por
caracteristicas como tolerancia a plagas, que son propagados por lo general de forma
sexual. Esto conlleva a la heterocigosis del material. El aguacate es una especie de
polinizacion cruzada, lo cual provoca la pérdida de la uniformidad del material (Ben-
Ya'acov y Michelson, 1995; Alves et al. 1999). Es por esta razdn que se ha optado por
el desarrollo de protocolos que permitan la clonacion del material para poder mantener
las caracteristicas deseables de un patron para injerto. Ejemplos de ello son, técnicas
como el cultivo de tejidos y el doble injerto (etiolacion del tallo y su posterior
acodado) (Salazar et al. 2004; Oyadenel, 1995; Dalsaso y Guevara, 1989; Pliego-
Alfaro et al. 1999; Rodriguez et al. 1999).
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Al ser una técnica rapida y con altas tasas de multiplicacion, el cultivo in vitro es una
alternativa de mucho interés. Pero, uno de los aspectos dificiles en el cultivo in vitro es
obtener explantes libres de contaminacién, y mitigar los efectos ocasionados por el estrés
oxidativo durante el establecimiento in vitro (Razdan, 2003). Desde esta perspectiva, las
poliaminas (PAs), consideradas como hormonas vegetales, son de gran interés, ya que,
afectan el desarrollo, crecimiento, senescencia y respuesta al estrés. Ademas, se les ha
asignado varias funciones: regulacion de procesos de division, proliferacion celular,
desarrollo floral, rizogénesis, senescencia y maduracion de frutos (Mendoza y Rocha,
2002).

Como se menciond anteriormente, las PAs estan relacionadas no sélo con desarrollo y
crecimiento, sino que también con la respuesta a diferentes tipos de estrés. Es por esta
razén que se pretende conocer el efecto del uso de las poliaminas en el establecimiento in
vitro de brotes laterales de aguacate (Persea americana) de raza mexicana, debido a las
limitaciones que se han encontrado en el establecimiento in vitro de aguacate, como por
ejemplo, oscurecimiento del explante, hiperhidricidad, y problemas de desarrollo de los

explantes (Dalsaso y Guevara, 1989; Vargas, 2017).
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3. Antecedentes

Varios autores (Harty, 1985; Pliego-Alfaro et al. 1999; Rodriguez et al. 1999)
concuerdan en que el uso de la biotecnologia puede ser de gran utilidad en proyectos
de mejora de aguacate. Tal es el caso de la micropropagacion in vitro, la cual presenta
ventajas, como la multiplicacion a gran escala de plantas clonales o la via para la
obtencion de plantas tolerantes a plagas especificas del cultivo. Dichos autores, con el
fin de establecer un protocolo de establecimiento in vitro, realizaron distintos ensayos
en los cuales experimentaron con diferentes medios de cultivo y tipos de explantes.
Por ejemplo, Pliego-Alfaro et al. (1999) utilizaron un medio de cultivo compuesto por
las sales descritas por Murashige y Skoog (1962) (medio MS), y como explante
utilizaron apices caulinares. Rodriguez et al. (1999), por su lado, utilizaron dos medios
de cultivo, el MS mencionado anteriormente y el medio de cultivo compuesto por las
sales descritas por Dixon y Fuller (1976) (medio DF). En este caso, estos autores
emplearon embriones inmaduros y maduros como material vegetal. Harty (1985)
utilizé el medio MS pero con las concentraciones reducidas a la mitad y apices como
explante. Estos autores tuvieron resultados variados y lograron el establecimiento in
vitro de aguacate, pero a la hora de la aclimatacion, solo un 50% sobrevivian y con un
crecimiento muy lento. A su vez, dichos autores reportan la aparicién de necrosis en
los explantes y sintomas de hiperhidricidad, las cuales afectaban de manera negativa el

desarrollo del explante, algo caracteristico de especies lefiosas en cultivo in vitro.

Las PAs son un grupo de compuestos alifaticos nitrogenados. Estas pueden unirse
y formar complejos con moléculas polianionicas (proteinas, fosfolipidos, pectinas,
ADN y ARN) debido a su caracter policationico. Dicha caracteristica hace que las PAs
afecten la actividad celular y, por ende, estan involucradas en distintos procesos
fisioldgicos (i.e., crecimiento y desarrollo vegetal y la respuesta contra el estrés biético
y abiotico). Las principales poliaminas son: Put (Put), espermidina (Spd), y Spm
(Spm); y se encuentran en todas las células vegetales (Mendoza y Rocha, 2002; Jordan
y Caseretto, 2006; Alet et al., 2008).

Anwar et al. (2014) analizaron la influencia de las principales PAs en la

biosintesis y sefializacion de los otros grupos de hormonas vegetales. Los autores
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citados anteriormente, encontraron que las PAs estan relacionadas con la mayoria de las
hormonas que estan involucradas en la formacién y desarrollo de las plantas (auxinas,
giberelinas, citoquininas, etileno), y también estan relacionadas con la resistencia o
tolerancia a diferentes tipos de estrés (por medio de jasmonatos, acido salicilico y
brasinoesteroides). Si bien no se ha podido establecer la forma en la cual las PAs afectan la
biosintesis de otras hormonas, se sabe que pueden participar de manera complementaria,
como por ejemplo, en el desarrollo de la planta o bien en la respuesta ante diferentes tipos
de estrés (Mendes et al. 2011; Tiburcio et al. 2014).

Aleyda et al. (2012) proponen que la dindmica metabdlica de las PAs tiene un rol
importante en la organogénesis de hojas y brotes en Annona muricata L. Estos autores
encontraron una interaccion positiva entre el numero de hojas y la presencia de Spm, al
igual que entre la longitud y nimero de brotes en relacion con la presencia de Put. A su vez,
estos autores concluyen que las PAs funcionan como marcadores morfolégicos de
desarrollo vegetal, ya que encontraron una mayor concentracion de PAs en tejidos con
crecimiento activo. Joshi et al. (2014) evaluaron el efecto de las PAs sobre la brotacion,
crecimiento y enraizamiento en el establecimiento in vitro de Wrightia tomentosa. Estos
autores emplearon las tres PAs (Put, Spm, y Spd) por separado a concentraciones de 0.1,
0.5, 1.0 mM, obteniendo una mayor brotacion en los explantes con Spd y Spm a 1.0 mM
seguido de Spm a 0.5 mM; una mayor longitud del tallo con Spm al 0.5 mM; y una mayor
tasa de multiplicacion con Spm a 0.5 mM en comparacion con el testigo (sin PAs). Por lo
anterior, las PAs podrian estar involucradas en la elongacion celular y crecimiento de la

planta.

A su vez, Karimi y Yadollahi (2012) evaluaron el efecto de la Put (2 y 4 mM) y la
compararon con acido indolbutirico (AIB) (1500 y 3000 mg/L) y un enraizador comercial
(Richgro Root Strike 3 g/kg AIB) sobre la formacion de raices, esto en un portainjertos
denominado GF677 (melocoton x almendra). Estos autores concluyen que, en comparacion
con el enraizador comercial y el AIB, la Put tuvo un mayor efecto sobre la formacion de
raices; ademas, acelera no solo el crecimiento, sino que también promueve una elongacion

en los brotes y tallos.
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En cuanto al estrés oxidativo, varios autores han estudiado el rol de las PAs en la
tolerancia a diferentes tipos de estrés. Bajos condiciones de estrés, en las plantas, se activan
reacciones metabolicas que producen especies de oxigeno reactivo (ROS por sus siglas
en inglés) (Dewir et al. 2006). La producciéon de ROS en las plantas puede ocasionar
dafios en carbohidratos, lipidos y proteinas que se traducen en muerte celular. Para
combatir los efectos de las ROS, las plantas poseen diferentes mecanismos; uno de
ellos es la produccion de enzimas antioxidantes, como por ejemplo la peroxidasa, o la
produccién de metabolitos secundarios como los fenoles (Sen y Alikamanoglu, 2013).
Grace (2005) documentd varios estudios realizados donde se demuestra una relacién
entre el contenido de fenoles y el estrés oxidativo. Otro indicador de estrés oxidativo
es el malondialdehido (MDA). Este es un producto resultante de la peroxidacion
lipidica inducida por la presencia de las ROS (Davey et al. 2005). Minocha et al.
(2014) establecen que por décadas se ha intentado estudiar este efecto de las PAs sobre
el estrés en plantas, pero con el inconveniente de que estas moléculas se encuentran en
casi todos los tejidos de la planta y, ademas, en grandes cantidades, a diferencia de las
otras hormonas vegetales, lo que ha hecho maés dificil su comprensién. Estos autores
identifican varias funciones o roles de las PAs en la tolerancia a diferentes tipos de
estrés. Por ejemplo, mencionan que las PAs son secuestradores de los ROS, y que
promueven la produccion de enzimas y metabolitos antioxidantes. Ademas, las PAs
funcionan como moléculas de sefializacion en la respuesta a estrés por parte de otros
reguladores de crecimiento. Tabart et al. (2015) evaluaron el efecto de las poliaminas a
concentraciones de 0,0001 mM a 1 mM sobre la hiperhidricidad en explantes de
manzana in vitro, y reportaron que los tratamientos entre 0.01 y 1 mM redujeron el
porcentaje de hiperhidricidad en los explantes en un 50%; ademas, el contenido de
fenoles se redujo. Por ende, las PAs podrian estar relacionadas con las respuestas de

las plantas ante condiciones de estrés.
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4. Objetivo General

Determinar el efecto del uso de las poliaminas en el establecimiento in vitro de brotes
laterales de aguacate (Persea americana) de raza mexicana.

5. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de las poliaminas sobre el crecimiento y desarrollo (nimero de
hojas y longitud del brote) de brotes laterales de aguacate (Persea americana) de
raza mexicana establecidos bajo condiciones in vitro.

2. Evaluar el efecto de las poliaminas sobre la oxidacién (porcentaje de
oscurecimiento) de brotes laterales de aguacate (Persea americana) de raza
mexicana establecidos bajo condiciones in vitro.

3. Evaluar el efecto de las poliaminas sobre el contenido de fenoles y malondialdehido
en brotes laterales de aguacate (Persea americana) de raza mexicana establecidos
en condiciones in vitro.
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6. Metodologia

Los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones del Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), especificamente en el Laboratorio de
Biotecnologia, ubicado en la Universidad de Costa Rica. En las pruebas se evaluo el
efecto de tres PAs (Put, Spd, Spm) a tres concentraciones (0; 0,5; 0,75 mM) sobre el
establecimiento in vitro de microestacas de aguacate de los cultivares Barr Duke y
Duke 7. Las microestacas utilizadas provenian de ramas jovenes de arboles adultos
mantenidos en condiciones de invernadero en el CIGRAS en San Pedro de Montes de
Oca. En el invernadero se les aplicé fungicida Cafesa Benomil 50 WP® (2 g¢/L), y
bactericida Pfizer Agri-mycin 16,5 WP® (2 g/L) de forma semanal. Ademas, se utilizo
el fertilizante granular Abonos Superior Rosafert® (12-12-17) y foliar Atlantica
Fitomare-Bio (5 ml/L) para mantener una buena nutricion y desarrollo de los arboles.
Los arboles fueron proveidos por la Cooperativa de Productores Agricolas y Servicios
Mudltiples de la Zona de Los Santos R.L. (APACOOP R.L.), provenientes de un vivero
que se encuentra en Santa Cruz de Le6n Cortes.

Para la introduccion in vitro, se cortaron las microestacas de dos centimetros de
largo, provenientes de ramas jovenes de arboles adultos ubicados en el invernadero, y
fueron sometidas a un proceso de desinfeccion. Dicho proceso constd de un lavado
inicial de las microestacas con jabdn antibacterial, con la ayuda de un cepillo.
Posterior al enjuague, las microestacas se sometieron a una inmersion en una solucion
de Agri-mycin 16,5 WP® (2 mg/L Pfizer) y de Benomil 50 WP® (2 mg/L Cafesa) por
45 minutos en un agitador orbital (120 rpm). Seguidamente, se transfirieron a una
solucion de hipoclorito de sodio al 1%, a la cual se le adiciond detergente Croda
International PLC Tween® 20 (2 gotas/100 ml de solucion), y se mantuvieron durante
15 minutos en un agitador orbital (120 rpm). Posteriormente, fueron llevadas a la
camara de flujo laminar donde se les realizd tres lavados con agua destilada
autoclavada. Por ultimo, se cortaron las microestacas y se sumergieron en una solucion
estéril del antioxidante polivinilpirrolidona (PVP-40, 111.14 g/mol PhytoTechnology
Laboratories) al 0,7% Yy sacarosa al 2% p/v (Coopevictoria, Costa Rica) por 45 minutos

para posteriormente ser colocadas en el medio de cultivo respectivo.
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Para el establecimiento in vitro, se utiliz6 medio de cultivo doble fase compuesto por
las sales minerales descritas por Lloyd y Mc Cown (1980), suplementado con las siguientes
vitaminas: &cido nicotinico (0,5 mg/L), myo-inositol (100 mg/L), piridoxina (0,5 mg/L),
tiamina (0,1 mg/L); y glicina (2 mg/L). Ademas, se le adicion6 al medio de cultivo el
regulador de crecimiento 6-bencilaminopurina (BAP) (13,3 pM) y sacarosa al 3% p/v
(Coopevictoria, Costa Rica). Las PAs empleadas fueron las manufacturadas por
PhytoTechnology Laboratories, USA. Estas fueron agregadas filtradas al medio final, luego
de que este fuera autoclavado. Se evaluaron tres concentraciones (0; 0,5; 0,75 mM) de PAs
(Put, Spd, Spm), obteniendo asi dos tratamientos por poliamina para un total de siete
tratamientos con 20 repeticiones cada uno. Cada repeticion consistié de un frasco de 55 X
90 mm, con 25 ml de medio de cultivo en fase sélida y 2 ml de medio de cultivo en fase
liquida, y una microestaca. El experimento se desarrolld en un cuarto de crecimiento a 21°C
+ 1°C y un fotoperiodo de 12 horas mediante luces LED, a una intensidad luminica de 50+2
umol m s y una humedad relativa del 72 %. Cada tratamiento fue transferido a un medio
de cultivo fresco, idéntico al mencionado anterioirmente, cada mes durante los tres meses

de evaluacion.

Se evalu6 la longitud del brote axilar, porcentaje de brotacion, porcentaje de
contaminacion, porcentaje de oscurecimiento de forma semanal durante los tres meses de
evaluacion. La longitud del brote axilar desarrollado se midi6 en cm con una regla. El
porcentaje de oscurecimiento de los explantes se determind con base en la escala descrita
en la Figura 1. Los porcentajes de contaminacion, brotacion y formacion de callo se
determinaron con el numero de explantes contaminados, brotados o con presencia de callo

en relacion al total de explantes.
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Figura 1. Escala de oscurecimiento empleada para medir el porcentaje de oscurecimiento de los
brotes laterales de aguacate bajo diferentes concentraciones de poliaminas (Put, Spm, y
Espermidina). Escala elaborada por Vargas (2017).
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El contenido de fenoles se determind mediante pruebas espectrofotométricas
(MDA y Folin-Ciocalteu (F-C)). El contenido de MDA se midi6 mediante el
procedimiento empleado por Gharibi et al. (2015). Para ello se tom6 una muestra de
tejido fresco (1 g), la cual fue macerada, con 5 ml de &cido 2-tiobarbittrico (TBA) en
10% de acido tricloroacético (TCA), utilizando un mortero y pistilo. Dicha muestra fue
incubada por 15 minutos a 100°C. Posteriormente, fue centrifugada a 5000 rpm/min
(Centrifuga Eppendorf 5415 R, con un rotor de 24 posiciones) por 10 minutos. La
absorbancia se midio a 450, 532, y 600 nm en el espectofotometro Thermo Scientific
Multiskan GO. De manera complementaria, se emple6 el protocolo de Folin-Ciocalteu
(F-C) elaborado por Ainsworth y Gillespie (2007), que consiste en tomar una muestra
de tejido vegetal (20 mg aproximadamente), congelarla con nitrégeno liquido y luego
liofilizarla. Posteriormente, la muestra se homogeniz6 con metanol al 95% v/v
utilizando un mortero y un pistilo. Después, fue incubada a temperatura ambiente por
un periodo de 48 horas en oscuridad, luego fue centrifugada a 13000 rpm/min
(Centrifuga Eppendorf 5415 R, con un rotor de 24 posiciones) por 5 minutos. El
sobrenadante se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 ml donde se le adiciond 200 pL
del reactivo F-C al 10% v/v. Luego se adicion6 800 pL de Na,COs3 (700 mM) y se
incubd a temperatura ambiente por un periodo de 2 horas. Finalmente, se midié la
absorbancia a 765 nm en el espectofotometro Thermo Scientific Multiskan GO. El
contenido de fenoles y MDA se determind a los tres meses de evaluacion, asi como las
muestras seleccionadas al inicio de la introduccion, las cuales se liofilizaron con el fin

de analizar el estado de las plantas madre de las cuales se obtuvieron los explantes.
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El disefio experimental utilizado fue un irrestricto al azar, compuesto por 20
repeticiones de la unidad experimental (frasco con un solo explante) por tratamiento. Las
variables a evaluar fueron: nimero de hojas, longitud de los brotes, porcentaje de brotacion,

porcentaje de oscurecimiento, contenido de fenoles y malondialdehido.

En cuanto al andlisis estadistico, las variables continuas (longitud de brotes, nimero
de hojas, porcentaje de oscurecimiento, contenido de fenoles y malondialdehido) se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) y la prueba de Tukey con un nivel
de significancia de 0,05. Por su parte las variables discretas (brotacion) se analizaron
mediante una prueba de chi cuadrado. Para dicho analisis estadistico se emplearon los

softwares Infostat y RStudio.
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7.Resultados

7.1 El efecto de las poliaminas sobre el crecimiento y desarrollo (brotacidn,
longitud del brote y nimero de hojas).

Con el fin de evaluar el efecto de las poliaminas sobre el crecimiento y desarrollo
de brotes laterales de aguacate, los explantes fueron evaluados cada ocho dias por el
transcurso de tres meses. Las variables que se establecieron para ello fueron brotacion,

longitud del brote, y nimero de hojas.

Contaminacion
A lo largo de los experimentos hubo una afectacion por diferentes agentes de

contaminacion; como por ejemplo, hongos y bacteria. Al mes de iniciado los
experimentos se obtuvo 36% de contaminacion, que alcanzé 51% luego de dos meses
de evaluacion. Sin embargo, durante el Gltimo mes de evaluacion la incidencia de
contaminacion s6lo aument6 1%, concluyendo el experimento con 48% de explantes

libres de contaminacion.

El agente contaminante que tuvo mayor incidencia en el porcentaje de
contaminacion fueron bacterias. Estas colonizaban el medio de cultivo, pero no parecia
que afectara el estado del explante. Su presencia se evidenciaba como un exudado del
explante, por lo que se formul6 la hipotesis de que estas bacterias podian ser endofitas
y residian en los explantes.

Brotacion
Se estudid el efecto de las diferentes concentraciones de poliaminas sobre la

brotacion de las yemas axilares de aguacate para asi determinar cual tratamiento
presentaba una mayor brotacion en comparacion con el testigo. La mayor respuesta por
parte de los brotes se empez0 a dar a los 23 dias de establecido el experimento, con un
porcentaje de brotacién general de 22%, posteriormente un 67% a los 45 dias y
finalmente a los 92 dias de evaluacion un 71% de brotacion.

Si bien se observo diferentes porcentajes de brotacion entre los tratamientos, esta
respuesta no se puede atribuir a un efecto del tratamiento como tal, ya que a la hora de
realizar el analisis estadistico no se presentaron diferencias significativas (p<0.05)

entre los tratamientos evaluados (valor de p=0.8795) (Figura 2).
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Figura 2. Brotacion de brotes laterales de aguacate, a los 92 dias después de transferido (DDT),
bajo diferentes concentraciones de PAs (Put, Spm, y Spd). Los valores sefialados con
letras desiguales son significativamente diferentes segun el analisis de chi-cuadro de
Pearson (valor de p=0.8795).

Longitud del brote
En la figura 3 se puede apreciar un comportamiento variable de los datos. Mientas que

el testigo presentd una distribucion normal de los datos, en tratamientos como Put 0.75 mM
y Spm 0.5 mM los datos se distribuyeron solamente en el cuartil superior, y en el
tratamiento Spd 0.75 mM se present6 la mayor concentracion de datos en el cuartil inferior.
Este resultado esta ligado a la gran variabilidad que se presentd a lo largo del ensayo. Por
ejemplo, testigo y tratamientos con Spm 0.5 mM y Spd 0.75 mM presentaron los mayores

coeficientes de variacion: 49.31%, 51.3%, y 63.14%, respectivamente (Cuadro 1).
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Figura 3. Distribucion de los datos de longitud promedio de brotes laterales de aguacate, a los 92
dias de introducido (3 meses), bajo diferentes concentraciones de poliaminas (Put, Spm,
y Spd).

Cuadro 1. Coeficiente de variacion (%) por tratamiento a los 92 dias de evaluacion

Tratamiento Coeficiente de variacion (%)
Testigo 49.31
Put 0.5 mM 33.36
Put 0.75 mM 44.03
Spm 0.5 mM 51.37
Spd 0.5 mM 23.57
Spd 0.75 mM 63.14

En la evaluacion final (92 dias después de tratamiento), no se vio un efecto
significativo (P<0.05) en los tratamientos con PAs sobre la longitud promedio de los
explantes, lo que implica que las diferencias observadas no se puede atribuir a un
efecto de los tratamientos como tal (p=0.1275).

NUmero de hojas
El desarrollo y formacién de hojas se comenz6 a observar hasta la evaluacion a

los 30 dias. Cotejando el comportamiento del tratamiento testigo versus los demas
tratamientos a los 68 dias de evaluacion, se observé un mayor numero de hojas en los
tratamientos Put 0.5 mM, Spd 0.75 mM, Spm 0.5 mM. Entretanto, en los tratamientos
Put 0.75 mM y Spd 0.5 mM no se aprecié formacion de hojas, sino que el desarrollo y

formacion de hojas fue observado sélo después de 68 dias de cultivo (Figura 4).
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Figura 4. Numero de hojas promedio en brotes laterales de aguacate, a los 68 DDT, bajo diferentes
concentraciones de PAs (Put, Spm, y Spd). Los valores sefialados con letras desiguales
son significativamente diferentes segun la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
(valor de p=0.0467).

No obstante, a los 92 dias después de tratamiento no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos, ya que se obtuvo un valor de p de 0.0540. Al igual que en los
resultados obtenidos para la longitud del brote, los datos presentaron una distribucién no

normal (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de los datos de namero de hojas promedio en brotes laterales de aguacate, a
los 92 DDT, bajo diferentes concentraciones de poliaminas (Put, Spm, y espermidina).
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Biomasa
Para complementar las variables de crecimiento y desarrollo se llevd a cabo la

medicion de area por medio de la herramienta Image J. En dicha aplicacion se
determind el area de los brotes laterales de aguacate expresado en pixeles. Como se
puede apreciar en la figura 6, a los 92 dias de evaluacion no se presentaron diferencias
significativas entre el testigo y los tratamientos de PAs Put (ambas concentraciones),
Spm 0.5 mM, y Spd (ambas concentraciones). Solamente el tratamiento Spm 0. 75

mM presentd un area menor en comparacion con el testigo (Figura 6).
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Figura 6. Area de brotes laterales de aguacate, a los 92 DDT, bajo diferentes concentraciones de
poliaminas (Put, Spm, y Spd). Los valores sefialados con letras desiguales son
significativamente diferentes segln la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (valor
de p=0.0255).

A lo largo de todo el ensayo hubo gran variabilidad entre los tratamientos e
inclusive dentro de los mismos tratamientos, como se muestra en la figura 7. Los
explantes presentaron diferentes formas de hojas e inclusive coloraciones diferentes asi
como sintomas de necrosis apical e hiperhidricidad. A su vez, muchas yemas en los

diferentes tratamientos no presentaron brotacion a lo largo del ensayo.

Para complementar la gran variabilidad que se ha venido mencionando en los
resultados anteriormente descritos, se realizé un analisis de componentes principales
para poder describir de una mejor manera el comportamiento de los datos obtenidos.

Como se puede apreciar en la figura 8, no hay correlacion entre las variables de
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longitud y ndmero de hojas. Ademés, se aprecia la gran variabilidad de los datos
analizados, donde por tratamiento no se generan ‘“clusters” que puedan indicar una
tendencia o comportamiento entre los tratamientos. Los diferentes resultados se encuentren

distribuidos a lo largo del plano cartesiano sin indicar alguna tendencia.

Figura 7. Dos explantes seleccionados al azar a los 92 DDT por tratamiento. A. Testigo. B. Put 0.5
mM. C. Spm 0.5 mM.
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Figura 8. Andlisis de componentes principales para las variables de longitud, nGmero de hojas y
oscurecimiento de brotes laterales de aguacate a los 92 dias después de tratamiento.

7.2 Efecto de las poliaminas sobre la oxidacién (porcentaje de oscurecimiento).
Todos los tratamientos presentaron entre 10 y 20 % de oscurecimiento a los ocho
dias de iniciado el ensayo. Este patron se mantuvo hasta los 30 dias de evaluacion.
Posteriormente algunos tratamientos empezaron a presentar mayor porcentaje de
oscurecimiento. Ademas, se destaca el fuerte incremento en el porcentaje de

oscurecimiento en el tratamiento Spm 0,75 mM a partir de los 68 dias. (Figura 9).
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Figura 9. Oscurecimiento de brotes lateral de aguacate, a lo largo de los 92 dias de introducido,
con diferentes concentraciones de PAs (Put, Spm, y Spd).

Al cabo de los tres meses de evaluacion, no se encontré efecto ni de los tratamientos
con PAs ni de las concentraciones empleadas sobre el porcentaje de oscurecimiento de los
brotes laterales de aguacate (valor de p=0.0589). Esto probablemente es consecuencia de la
gran variabilidad en los resultados obtenidos dentro de los tratamientos, lo cual se refleja en
la distribucion de estos en cada tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. Distribucién del porcentaje de oscurecimiento de brotes laterales de aguacate, a los 92
DDT, bajo diferentes concentraciones de PAs (Put, Spm, y Spd).
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7.3 Efecto de las poliaminas sobre el contenido de fenoles y malondialdehido en

brotes laterales.

El contenido promedio de fenoles de la muestra inicial fue de 2.44 mg/g. Al
cotejar este valor inicial con los valores obtenidos para cada tratamiento al cabo de los
92 dias de evaluacion, se puede apreciar que hubo variacion en los contenidos de
fenoles entre los tratamientos que, sin embargo, no fue significativa, y por lo tanto este

efecto no se puede atribuir a los tratamientos (Figura 11).
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Figura 11. Contenido de fenoles (mg/g) de brotes laterales de aguacate, a los 92 DDT, bajo
diferentes concentraciones de PAs (Put, Spm, y Spd).

El contenido promedio de malondialdehido de la muestra inicial fue de 3.45
mmol/ml. A los 92 dias de evaluacion, los tratamientos presentaron contenidos
similares de malondialdehido, en comparacion con la muestra inicial. Al igual que en
el contenido de fenoles, se presentd variacion en los contenidos de MDA por
tratamiento, empero sin diferencia estadistica (Figura 12). Por Gltimo, al comparar los
resultados del contenido de fenoles vs el contenido de malondialdehido, se aprecié un
comportamiento en el que los tratamientos con menor contenido de fenoles

presentaron un mayor contenido de malondialdehido (Figuras 11y 12).
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Figura 12. Contenido de malondialdehido (mmol/mL) de brotes laterales de aguacate, a los 92
después de tratamiento, bajo diferentes concentraciones de concentraciones de PAs (Put,
Spm, y Spd).
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8. Discusion

8.1 El efecto de las poliaminas sobre el crecimiento y desarrollo
(brotacidn, longitud del brote y nimero de hojas).

La adicion de diferentes concentraciones de las PAs Put, Spm, y Spd, al medio de
cultivo no tuvo un efecto significativo en la brotacion de los brotes laterales de
aguacate. Al final del ensayo, hubo tratamientos en los cuales el porcentaje de
brotacion estuvo por debajo de 2%, como es el caso de Spm al 0,75 mM; mientras que
otros tratamientos como Put (0,5 y 0,75 mM), y Spd 0,75 mM presentaron un
porcentaje de brotacion de 17%. Esto en comparacion con el tratamiento testigo, Spm
0,5 mM y Spd 0,75 mM que presentaron un porcentaje de brotacion de 14% (Figura
2). Esta variabilidad mencionada anteriormente pudo ocasionar que no haya habido un
determinado efecto como tal de la implementacion de las poliaminas en el medio de
cultivo. Un efecto similar fue reportado por Dias et al. (2009); ya que estos autores no
obtuvieron diferencias significativas al utilizar Put, Spm, y Spd a la concentracién de 1

mM, en la brotacién de dos especies de Passiflora cultivadas in vitro.

Sin embargo, diferentes autores han reportado el uso de las poliaminas para la
promocion del desarrollo y crecimiento de brotes in vitro de diferentes cultivos (Naija
et al. 2009). La mayoria de los casos reportados coinciden en que la suplementacion de
poliaminas al medio de cultivo resulta no s6lo en una mayor formacion de brotes, sino
que también en una mayor longitud de dichos brotes. Cheruvathur et al. (2010)
reportaron que el uso de Put, Spm y Spd a concentraciones entre 0.2 mM-1.0 mM
aumentaron el nimero de promedio de brotes por explante a mas del doble que el
tratamiento sin poliaminas, esto en explantes intermodales de Malaxis acuminata.
Arora et al (2011) presentaron resultados similares en explantes de Azadirachta indica,
pero en este caso solo utilizando Put a concentraciones entre 0.005 mM y 0.02 mM.
Sivanandhan et al. (2011) emplearon concentraciones de 0.05 mM a 0.28 mM de las
PAs Put, Spm y Spd, en combinacion con auxinas, y encontraron una mayor brotacion
en comparaciéon con el testigo, en explantes de Withania somnifera (L.) in vitro.
Asimismo, Bais et al (2001) obtuvieron un mayor brotacion, pero en este caso

emplearon concentraciones de Put mas altas que las empleadas en este ensayo. Dichos
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autores emplearon concentraciones entre 10 mM-50 mM sobre brotes axilares de
Cichorium intybus, siendo la concentracion de 40 mM la que presentd los mejores

resultados.

En este ensayo, los tratamientos en que se observé brotes con mayor longitud
promedio en comparacion con el testigo fueron Put 0.5 mM, Spd 0.75 mM, y Spm 0.5 mM;
mientras que, en los tratamientos Put 0.75 mM y Spd 0.5 mM se observé una menor
longitud promedio. Sin embargo, no se vio un efecto significativo (P<0.05) a la hora de
realizar el andlisis estadistico a los tres meses de evaluacion, lo que implica que estas
diferencias no se puede atribuir a un efecto de los tratamientos como tales (Figura 3).
Resultado similar fue obtenido por Mesquita et al. (2017), quienes llegaron a la conclusion
de que no hubo un mayor efecto de poliaminas sobre la longitud de los brotes de Cariniana

legalis, empleando la siguiente matriz de concentraciones: 0; 0,5; 1; 2,5; y 5 mM.

El efecto de las poliaminas en la longitud de brotes in vitro se ha reportado por varios
autores. Cheruvathur et al. (2010) reportaron que sélo Put a 4 mM indujo una mayor
longitud promedio por brote en Malaxis acuminata, mientras el uso de Spm y Spd no
presentaron diferencias significativas. A diferencia de lo reportado por Cheruvathur et al.
(2010), Joshi et al. (2014) si encontraron una mayor longitud promedio por brote de
Wrightia tomentosa con las tres poliaminas utilizadas, a concentracién de 0.1-0.5-1.0 mM.
Por lo que se esperaba que la suplementacion de poliaminas al medio resultara en un
aumento en la longitud de los brotes de aguacate en comparacion con el testigo. Empero, no

se pudo constatar tal efecto al no haber diferencias significativas.

Las poliaminas, al formar parte de los reguladores de crecimiento, han sido estudiadas
por su efecto sobre la organogénesis de diferentes especies vegetales ex vitro e in vitro
(Mendes et al. 2011; Silvestri et al. 2018). Por esa razon se esperaba que la adicion de PAs
iba a promover el desarrollo de hojas en los brotes de aguacate. Dicho efecto se obtuvo a
los 68 dias de evaluacion, donde los tratamientos con Put 0.5 mM y Spd 0.75 mM
presentaron un mayor numero de hojas en comparacion con el testigo. Empero al realizar la
evaluacion final (92 dias), si bien estos tratamientos presentaron un mayor nimero de hojas
que el testigo, al no haber diferencias significativas, no se puede atribuir esta diferencia

como efecto de la adicion de las poliaminas al medio de cultivo. Se contemplaba que el
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efecto que se aprecid a los 68 dias de evaluacion persistiera hasta el final del ensayo;
ya que, las PAs, han sido reportadas como parte importante de diferentes procesos
bioldgicos en las plantas (division celular, muerte celular programada, senescencia,
entre otros) influenciando asi el crecimiento y desarrollo, asi como la respuesta ante
diferentes tipos de estrés en la planta (Carone et al. 2010; Cai et al. 2015; Kusano et al
2008; Paschalidis y Roubelakis-Angelakis. 2005).

Si bien se ha reportado el rol de las poliaminas en los diferentes procesos de
desarrollo de las plantas, ain no se tiene claro su modo de accion. Inclusive, Mesquita
et al. (2017) concluyeron que los efectos de la suplementacion exdgena de poliaminas
se ven afectados por las concentraciones de poliaminas enddgenas presentes. La
concentracion de poliaminas enddgenas es mayor en tejidos u drganos jovenes y ésta
va decreciendo conforme el envejecimiento (Paschalidis y Roubelakis-Angelakis.
2005). Por lo que el contenido de poliaminas endégenas en los explantes pudo haber

jugado un rol importante en los resultados obtenidos en este ensayo.

Ademas de los resultados mencionados anteriormente, a lo largo del ensayo se
observd la presencia de sintomas como necrosis apical e hiperhidricidad, sintomas
similares reportados por diversos autores en cultivo de tejidos de diferentes especies
(Azofeifa 2009; Naz et al. 2015).

El cultivo de tejidos se ha estudiado para poder lograr la obtencién de patrones
clonales tolerantes a patogenos que afectan las plantaciones de Persea americana
(Pliego-Alfaro et al. 1999). Esto debido a la gran heterogeneidad de los patrones
obtenidos por medio de propagacion sexual (semilla) (Rogel et al. 2000). Barcel6-
Mufioz et al. (1999) reportaron un procedimiento para la micropropagacion in vitro de
Persea americana, en el cual lograron establecer y aclimatar plantas obtenidas de
yemas basales de plantas 10 afios de edad. En el cual, reportaron presencia de necrosis
apical y sintomas de hiperhidricidad a lo largo del ensayo, lo que afecto la brotacion,
elongacion y formacion de hojas por parte de los explantes. Problemas similares
fueron reportados por Dalsaso y Guevara (1989), y Vargas (2017). Razén por la que se
decidié evaluar el efecto de las poliaminas en la mejora del explante en su

establecimiento in vitro; empero, la presencia de estos sintomas pudo haber
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contribuido a la gran variabilidad que se presentd entre los tratamientos, asi como la

disminucion de las repeticiones por tratamiento (Figura8y 9).

La variabilidad entre los tratamientos, mencionada anteriormente, puede estar
relacionada a otros efectos. Esta puede ser asociada al efecto de estacionalidad que
presenta Persea americana. Dalsaso y Guevara (1989) y Singh et al. (2012) concluyeron
que hay un efecto en la respuesta del material vegetal con respecto a la época de
recoleccion del material madre, del cual se obtiene los explantes. Estos autores indicaron
que puede haber un comportamiento fluctuante en el crecimiento vegetativo de los
explantes. Un efecto similar fue descrito por Shukla et al. (2012) en brotes de Ulmus
americana. Esto explicaria parte del por qué no hubo efecto significativo de las diferentes
concentraciones de poliaminas sobre el crecimiento y desarrollo de los brotes de Persea

americana.

Otro factor limitante durante este ensayo es el efecto del subcultivo de los explantes a
lo largo de los ensayos. Este es un efecto muy marcado en la micropropagacion y
establecimiento in vitro de especies lefiosas. Diferentes autores reportaron una disminucion
en la respuesta de los explantes, asi como un aumento en la aparicion de necrosis en los
tratamientos (Singh et al. 2012; Shukla et al. 2012; Encina et al. 2014). Dicha
sintomatologia empez0 a presenciarse en trabajos previos en aguactae después de dos o tres
subcultivos del material (Dalsaso y Guevara, 1989; Vargas, 2017). El efecto de las
poliaminas se evalu6 durante un periodo de tres meses, lo que conllevé dos subcultivos a lo

largo de la evaluacion. Lo que se puede asociar la respuesta fluctuante entre tratamientos.

Aunado a los factores mencionados anteriormente, otra limitante es el estado de la
yema de cada explante. En el caso del material vegetal empleado en este experimento, se
emplearon arboles adultos, los cuales se habian mantenido durante aproximadamente cuatro
afios en condiciones de invernadero. Durante este periodo han sido podados varias veces
para distintos ensayos. Las yemas de Persea americana pueden presentar diferentes grados
de reposo a lo largo de la temporada (Venning y Lincoln 1958). Las yemas ubicadas en las
axilas de las hojas pueden encontrarse en reposo dependiendo del estado de crecimiento en
el que se encuentre la planta. Los arboles de Persea americana presentan un crecimiento

ritmico con una ramificacion siléptica, lo que implica que las ramas laterales pueden estar
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en diferentes estados, afectando asi la condicion de las yemas (Arpaia et al. 1995;
Barthélémy y Caraglio, 2007). Lo anterior implica un posible reposo en las yemas
ubicadas en las axilas de las hojas. Dicho reposo se puede romper mediante la poda del
material madre previo a la introduccion de los explantes, empero en Persea americana,
la poda no afecta a todas las yemas de la rama podada, sino que sélo tiene efecto en
yemas mas proximas a donde se realizo el corte (Venning y Lincoln 1958; Menzel y
Lagadec. 2014). Por ello, las condiciones en las cuales se encontraban los explantes a
la hora de realizar el ensayo pudo ocasionar la gran variabilidad que se presento en el

experimento.

8.2 Efecto de las poliaminas sobre la oxidacion (porcentaje de oscurecimiento).

Al cabo de los tres meses de evaluacion, los tratamientos en los que se observo
mayor oscurecimiento fueron los tratamientos Spm 0.75 mM, Spd 0.75mM, Spm 0.5
mM, y Put 0.75 mM. Como se puede apreciar en la figura 7, a los 53 dias de
transferido el experimento, empieza a haber un incremento en el porcentaje de
oscurecimiento en los tratamientos, pero se destaca el fuerte incremento en el
porcentaje de oscurecimiento en el tratamiento Spm 0,75 mM a partir de los 68 dias.
Esto es contrario al resultado obtenido por Tang et al. (2004), quienes lograron revertir
el porcentaje de oscurecimiento en callos de Pinus virginiana mediante la
suplementacion al medio de Put, Spd, y Spm a concentraciones de 1.5 mM, siendo Put
y Spd los tratamientos mas eficientes.

Una de las mayores limitaciones del cultivo in vitro de especies lefiosas es el
oscurecimiento de los explantes (Leng et al. 2009). El oscurecimiento esta
directamente relacionado a la oxidacion de compuestos fendlicos. Dicho
oscurecimiento se da por la produccion de un pigmento negro-marrén denominado
melanina durante la oxidacion (Dutta, 2010). La acumulacién de compuestos
fenolicos se ve afectada por diferentes estimulos, por lo general situaciones de estrés.
En el cultivo in vitro se dan varios factores que pueden llegar a someter a los explantes
a diferentes condiciones de estrés. Por ejemplo, el estrés osmoético debido a la
combinacion de sales presentes en el medio de cultivo, desbalances hormonales, o

bien, estrés mecanico por el proceso de diseccion a la hora del establecimiento y
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posteriores subcultivos (Dalsaso y Guevara, 1989; Vargas, 2017). Este ensayo se evalud
por tres meses, durante los cuales se realizaron dos subcultivos (cada 30 dias) para
transferir los explantes a un medio fresco. Como se puede apreciar en la figura 9, después
del segundo y ultimo subcultivo, se da un incremento bastante notorio en el porcentaje de
oscurecimientos en todos los tratamientos. Efecto similar fue reportado por diferentes
autores (Tang et al. 2004), donde posterior a varios subcultivos el porcentaje de
oscurecimiento fue incrementandose de forma gradual, probablemente por las causas

indicadas anteriormente.

Las poliaminas se han caracterizado por sus cualidades antioxidantes. Diferentes
autores atribuyen dicha cualidad a la capacidad que poseen las poliaminas de interactuar
con otras moléculas gracias a su caracter policationico (Mendoza y Rocha, 2002; Jordan y
Caseretto, 2006; Alet et al., 2008). Sin embargo, la adicion de diferentes concentraciones de
las PAs Put, Spm, y Spd, al medio de cultivo, no tuvo un efecto significativo en el
porcentaje de oscurecimiento de brotes laterales de Persea americana. En parte esto se
puede relacionar al efecto del contenido endégeno de PAs en los explantes. Varios autores
han reportado que los efectos de la aplicacion exdgena de PAs estan directamente
relacionados al contenido endégeno del material vegetal a la hora de realizar el ensayo
(Mesquita et al., 2017).

8.3 Efecto de las poliaminas sobre el contenido de fenoles y malondialdehido en
brotes laterales.

Al cotejar el resultado final del contenido de fenoles se observo que hubo variacion en
los contenidos de fenoles entre los tratamientos, empero al no haber una diferencia
significativa, este efecto no se puede atribuir directamente a los tratamientos (Figura 11). El
oscurecimiento de los tejidos vegetales esta relacionado con el contenido de fenoles y
malondialdehido (Leng et al. 2009). Estos son metabolitos secundarios, ampliamente
reportados en la literatura, que tienen un rol fundamental en el metabolismo de la planta.
Aunado a esto, estan directamente relacionados al sistema de defensa que se activa en las
plantas en diferentes condiciones de estrés. Sin embargo, su oxidacion, por parte de la

polifenol oxidasa, puede ocasionar el oscurecimiento de los explantes. Por ello, un alto
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contenido de fenoles puede ser una respuesta del explante ante una situacion de estrés,
empero no implica una mala condicion del explante (Sen y Alikamanoglu, 2013).

Es por esta razon que se evalud el contenido de MDA, ya que este si estd
relacionado directamente con el estrés oxidativo. Autores como Sen y Alikamanoglu
(2013) y Tian et al. (2017) reportaron un correlacion positiva entre situaciones de
estrés y contenido de MDA en tejidos vegetales. Por ello, se esperaba que los
tratamientos en los cuales se observaron explantes menos desarrollados y mas
afectados por el oscurecimiento fueran los que iban a presentar un mayor contenido de
MDA. Sin embargo, al cabo de los 92 dias de evaluacién, el contenido de MDA fue
muy similar entre los tratamientos, y no se presentaron diferencias significativas. A su
vez, se esperaba encontrar una tendencia de que a mayor contenido de fenoles iba a ser
menor el contenido de MDA, empero no fue asi. Este resultado puede estar
relacionado a que el material inicial ya se encontraba bajo cierto grado de estrés. El
contenido promedio de MDA de la muestra inicial fue de 3.45 mmol/ml. Lo cual,
comparado con el contenido obtenido a los 92 dias de evaluacion, fue mucho menor.
Lo anterior lleva a la conclusion de que el material madre del cual se obtuvieron los
explantes se encontraban estresados. Esto pudo influir en los resultados obtenidos, ya
que a lo largo del ensayo hubo mucha variabilidad entre los tratamientos (Figuras 7'y
8).

Durante el desarrollo de la presente investigacion, la principal limitante que se
presento fue una gran variabilidad en los resultados dentro y entre cada tratamiento, asi
como la cantidad de material disponible para la realizacion del ensayo. Por estas
razones, no se logrd determinar si la respuesta obtenida por los explantes estaba
relacionada a los distintos tratamientos evaluados. No se consigui6 concluir sobre un
efecto de las PAs sobre las diferentes variables evaluadas (brotacién, longitud del
brote, nimero de hojas, porcentaje de oscurecimiento, contenido de fenoles y MDA)
en los explantes. Parte de la variabilidad presentada pudo haber estado determinada
por la época de recoleccion de los brotes de los cuales se obtuvieron los explantes.
Esto debido a que varios autores han demostrado que la época de recoleccion si influye

en la respuesta de los explantes. Sin embargo, se aprecié de manera visual una
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respuesta diferente de los explantes a los tratamientos, por lo que se deben evaluar variantes
al protocolo evaluado. Por ejemplo, se debe establecer una matriz de concentraciones mas
especifica tomando en consideracion el contenido endégeno de PAs; esto con el fin de
poder establecer las concentraciones méas adecuadas para el cultivo in vitro de aguacate.
También se considera importante trabajar una PA a la vez, para poder tener mas material

por tratamiento y reducir la variabilidad de los datos.
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