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RESUMEN 

 

La producción de aguacate criollo (Persea americana Mill. var. Drymifolia) necesita 

mejoras para su multiplicación, conservación y mejoramiento genético ya que esta 

variedad es ampliamente usada como portainjerto. La organogénesis y la 

embriogénesis somática y la transformación genética son técnicas efectivas para 

conseguir estos objetivos. Se evaluaron cinco accesiones de aguacate var. 

Drymifolia. Para la embriogénesis somática, embriones cigóticos (EC) de frutos 

inmaduros se utilizaron como explante y fueron cultivados en medio con diferentes 

concentraciones de auxinas ácido 1- naftalenacético (ANA) 2, 5 o 10 mg L-1, ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 5 o 10 mg L-1 o ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico 

(Picloram) 0.05, 0.1 o 0.2 mg L-1. Los embriones somáticos (ES) maduros se 

germinaron con 0.5 mg L-1 de 6-N- bencil amino purina (BAP) y 1 mg L-1 de ácido 

giberélico (GA3). Solo la accesión San Miguel presentó embriogénesis directa. El 

mayor número de plantas por explante en promedio se obtuvo con 0.2 mg L-1 de 

Picloram (0.46) y 10 mg L-1 de ANA (0.40). En la embriogénesis indirecta la accesión 

San Miguel formó callos en 0.2 mg L-1 de Picloram. Se obtuvieron 4.5 plantas 

completas en promedio por cada 50 mg de callo, el cual conservó su potencial de 

regeneración hasta por 6 meses. En la organogénesis se cultivaron EC inmaduros 

decapitados de cinco accesiones en medio con reguladores de crecimiento (0.5 mg 

L-1 de BAP y 1 mg L-1 de GA3) o sin ellos. Comonfort 53 tuvo en promedio mayor 

número de plantas por explante (0.54). Para la transformación genética se utilizaron 

Masas proembriogénicas como explante y se inocularon con la cepa EHA105 de 

Agrobacterium tumefaciens portando el vector pBI121 con el gen reportero uidA que 

codifica para enzima β-glucuronidasa (GUS). Se realizaron ensayos a diferentes 

concentraciones de acetociringona (20, 50, 200 y 400 µM), tres diferentes 

densidades ópticas (0.4, 0.6 y 0.8) y dos tiempos en cocultivo (24 y 48 h). Se 

encontró que la mayor eficiencia de transformación se obtuvo con concentraciones 

de 50 µM de acetociringona y una DO600nm de 0.6 y 48 h en cocultivo.  Con estas 

condiciones (50 µM de acetocyringona, DO600nm 0.6 y 48 h en cocultivo) se 
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inocularon callos embriogénicos con las cepas EHA105 y LBA4404, donde los callos 

inoculados con la cepa EHA105 muestra mayor actividad de GUS. Estos resultados 

permitieron identificar las condiciones para la regeneración de plantas de aguacate a 

partir de EC y ES, y por otro lado, para la transformación de aguacate criollo con el 

gen reportero GUS a partir de masas proembriogénicas y callos embriogénicos. 
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SUMMARY 

 

The production of native avocado (Persea americana Mill. var. Drymifolia) needs 

improvements for its multiplication, conservation and genetic improvement since this 

variety is widely used as a rootstock. Organogenesis and somatic embryogenesis and 

genetic transformation are effective techniques to achieve these goals. Five 

accessions of avocado var. drymifolia) were tested. For somatic embryogenesis, 

zygotic embryos (ZE) of immature fruits were used as explants and were cultured in 

medium with different concentrations of auxins. 1-Naphthaleneacetic acid (ANA) 2, 5 

or 10 mg L-1, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 5 or 10 mg L-1 or 4-amino-3,5,6-

trichloropicolinic acid (Picloram) 0.05, 0.1 or 0.2 mg L-1. The mature somatic embryos 

(SE) were germinated with 0.5 mg L-1 of 6-N-Benzyl amino purine (BAP) and 1 mg L-1 

of Gibberellic acid (GA3). Only the San Miguel accession presented direct 

embryogenesis. The highest number of plants per explant on average was obtained 

with 0.2 mg L-1 Picloram (0.46) and 10 mg L-1 ANA (0.40). In indirect embryogenesis, 

the San Miguel accession formed calluses in 0.2 mg L-1 Picloram. 4.5 complete plants 

were obtained on average for each 50 mg of callus, which conserved its regeneration 

potential for up to 6 months. In organogenesis, decapitated immature ZEs from five 

accessions were cultured in medium with growth regulators (0.5 mg L-1 of BAP and 1 

mg L-1 GA3) or without them. Comonfort 53 had on average a higher number of 

plants per explant (0.54). For the genetic transformation, proembryogenic masses 

were used as explants and they were inoculated with the Agrobacterium tumefaciens 

strain EHA105 carrying the pBI121 vector with the uidA reporter gene that encodes 

the β-glucuronidase enzyme (GUS). Assays were carried out at different 

concentrations of acetocyryngone (20, 50, 200 and 400 µM), three different optical 

densities (0.4, 0.6 and 0.8) and two times in coculture (24 and 48 h). It was found that 

the highest transformation efficiency was obtained with concentrations of 50 µM 

acetocyryngone and an OD600nm of 0.6 and 48 h in coculture. With these conditions 

(50 µM of acetocyringone, OD600nm 0.6 and 48 h in coculture) embryogenic calli were 

inoculated with the EHA105 and LBA4404 strains, where the calli inoculated with the 
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EHA 105 strain showed greater GUS activity. These results made it possible to 

identify the conditions for avocado plants regeneration from ZE and SE, and on the 

other hand, for native avocado transformation with the GUS gene from pro-

embryogenic masses and embryogenic calli. 
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I. INTRODUCCIÓN 

El aguacate (Persea americana Mill.) es uno de los frutos más importantes del 

mundo; ha sido reconocido por sus beneficios a la salud y descrito como el más 

nutritivo de todos los frutos, especialmente por los beneficios de sus ácidos grasos, 

por lo que se ha convertido en una parte importante de la dieta en muchos países 

(Fonseca et al., 2016). Según la FAO, México es el mayor productor de aguacate, 

que corresponde al 25% de la producción mundial (FAOSTAT, 2018). 

Los principales factores que limitan la producción de aguacate son las plagas, las 

enfermedades (Ploetz, et al., 2015; Sharma et al., 2017) y los factores abióticos 

(Bonomelli et al., 2018). El incorporar nuevas características en el aguacate mediante 

el mejoramiento genético es complicado, ya que tiene un período vegetativo largo de 

aproximadamente 6 a 8 años, y las autopolinizaciones son difíciles debido a la 

protoginia (Gazit y Degani, 2002; Imbert, 1997). Por lo tanto, la producción comercial 

de aguacate se basa en injertar variedades en portainjertos que confieren 

translocación mineral (Whiley et al., 1990), tolerancia a la salinidad (Álvarez-Acosta 

et al., 2018) o tolerancia a la pudrición de la raíz (van den Berg et al., 2018). Algunos 

de estos portainjertos son híbridos de razas guatemaltecas o mexicanas; por 

ejemplo, P. americana var. Drymifolia es una raza mexicana que se usa 

frecuentemente como portainjerto en los huertos en nuestro país (Rincón-Hernández 

et al., 2011). Por lo que es de gran importancia implementar su propagación clonal, 

conservación de germoplasma y mejoramiento genético. Para la conservación o 

mejoramiento genético in vitro se requiere tener un sistema de regeneración de una 

planta completa a través de la embriogénesis somática o la organogénesis 

adventicia. En la organogénesis los brotes pueden formarse directamente del 

explante o indirectamente a partir de callos. En contraste, la embriogénesis somática 

es un proceso que implica la formación de embriones a partir de células somáticas 

vegetales y comparado con la organogénesis es un proceso más lento e implica un 

riesgo de variación somaclonal (Feher, 2019). La eficiencia de regeneración de 

plantas de aguacate por organogénesis in vitro a partir de tejidos asexuales de 

árboles es baja y dependiente de la variedad (Bandaralage et al., 2017). Algunos 
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reportes de micropropagación tuvieron éxito utilizando explantes nodales, tejidos 

juveniles y brotes axilares de plántulas de aguacate (Martínez-Pacheco et al., 2010). 

Sin embargo, los obstáculos para el establecimiento in vitro de aguacate han sido la 

contaminación por bacterias, hongos y el oscurecimiento del explante (Nhut et al., 

2008). La regeneración del aguacate por embriogénesis somática se ha descrito en 

diferentes cultivares como Hass (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988), Duke (Mooney y 

Van Staden, 1987), T372 (Witjaksono et al., 1998), Anaheim (Perán-Quesada et al., 

2004), Duke 7 (Márquez-Martín et al., 2012) y Reed (Encina et al., 2014).  

Para estudiar la vía de regeneración embriogénica del aguacate se han utilizado 

diferentes explantes, como embriones zigóticos inmaduros en estadio globular o 

nucela (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Raviv et al., 1998; Suárez et al., 2006; 

Witjaksono y Litz, 1999), pero aún no se ha reportado un sistema de embriogénesis 

para la variedad Drymifolia.  

En la actualidad, varias técnicas de ingeniería genética son utilizadas en el 

mejoramiento de variedades de aguacate, como por ejemplo la inserción de ADN 

foráneo por medio de la transformación con Agrobacterium tumefaciens donde se 

obtuvieron líneas transformadas con genes que codifican para proteínas 

antimicrobianas (Litz et al., 2005; Litz et al., 2007; Raharjo et al., 2008 Palomo et al., 

2011;) y con el gen reportero β-glucoronidasa (GUS) (Cruz et al., 1998; Muhamad et 

al., 2012). Los casos exitosos de transformación se lograron utilizando cultivos 

embriogénicos derivados de embriones zigóticos inmaduros (Cruz et al., 1998; 

Peran-Quesada et al., 2004; Litz et al., 2005; Litz et al., 2007; Palomo et al., 2011; 

Muhamad et al., 2012; Marquez-Martín et al., 2012; Raharjo et al., 2013; Lopez et al., 

2014).   

En este trabajo se desarrolló un método para la regeneración y transformación de 

aguacate var. Drymifolia que establece un precedente para que en futuros trabajos 

se establezcan protocolos más eficientes. 
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II. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo general 

 Obtener un sistema de regeneración y transformación de Persea americana 

Mill. var. Drymifolia. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Generar un sistema de regeneración in vitro de embriones somáticos 

obtenidos de embriones zigóticos inmaduros utilizando diferentes accesiones, 

concentraciones y reguladores de crecimiento. 

 Identificar una cepa de Agrobacterium tumefaciens donde se mayor actividad 

glucoronidasa (GUS) 

 Evaluar concentraciones de acetociringona, densidad óptica y tiempo en 

cocultivo de los explantes de aguacate. 

 

2.3. Hipótesis 

Dadas las referencias de transformación con aguacate Persea americana var.  Hass 

es posible la regeneración y transformación de aguacate criollo (Persea americana 

var. Drymifolia).  
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III. REVISIÓN DE LITERATURA 

3.1 Taxonomía  

El aguacate Persea americana pertenece a la familia de las Lauraceas. Es una 

especie diploide (2n = 2x = 24) con un tamaño de genoma de 8.83 x 108 bp. la cual 

comprende alrededor de 2 200 especies. La Laureaceas están consideradas entre 

las plantas con flores más antiguas junto con las Annonaceae, Magnoliaceae y 

Proteaceae. En esta familia se encuentran plantas leñosas que producen esencias 

como, la canela (Cinnamomum verum J.), el alcanfor (Cinnamomum camphora L.)  y 

laurel (Laurus nobilis L.). Sin embargo, dentro de las Lauraceas, el aguacate es el de 

mayor importancia económica (Rendón-Anaya, et al., 2019).  El género Persea 

contiene aproximadamente 85 especies, y se localizan principalmente desde el sur 

de los Estados Unidos de Norteamérica (Persea borbonia L.) hasta Chile (Persea 

lingue Nees) El aguacate es del género Persea, y está dividido en dos subgéneros: 

Persea y Eriodaphne.  Lo que distingue a estos dos subgéneros es la pubescencia 

de la cara interior de los sépalos.  Persea pubescentes las dos caras pubescentes y 

en Eriodaphne la cara del interior no es pubescente (Barrientos-Priego y López y 

López, 2000). 

 

3.2 Origen y distribución 

El aguacate es un árbol originario de Mesoamérica. Específicamente del sur de 

México (Chiapas) y los países de Honduras y Guatemala y se considera que en 

estas áreas fue domesticado (Whiley, 1992). 

Existen evidencias que datan de los años 8,000-7,000 AC de que el vestigio más 

antiguo de aguacate fue localizado en una cueva de Coxcatlán deTehuacán Puebla. 

El códice Florentino indica que las culturas antiguas conocían el aguacate y su 

diversidad, donde ellos llamaban a la raza guatemalteca “quilaoacatl, “tlacacolaocatl” 

a la raza antillana y “aoacatl” a la mexicana. En el códice Mendoza se encontraron 

hay glifos que representan el pueblo de “Aguacatlán” que significa, “lugar donde 

abunda el aguacate”. Esta descripción se utilizaba para identificar la mercancía que 
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venía de ese poblado y al la cual se le denominaba “ahucacahuitl” (Figura 3.1) 

(Barrientos-Priego et al.,2000) 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Glifo representando al poblado de Ahuacatlán que significa lugar donde 

abunda el aguacate y del lado derecho el glifo de ahucacahuitl (Dibujado en el códice 

Mendoza). 

 

El aguacate se ha cultivado desde el Rio Bravo hasta Perú desde antes de la llegada 

de los europeos al continente americano. Desde la antigüedad este fruto ha sido 

fundamental para la alimentación en México y Centroamérica. Los aguacates fueron 

distribuidos en España (1600 d.C.) y África occidental (1750 d.C.). Se introdujo en 

Indonesia (siglo XVIII) y Brasil (siglo XIX) y se llevó desde México a Florida en 1833 

a California en 1848 y Palestina en 1908 (Figura 3.2) (Barrientos-Priego y López y 

López, 2000). 
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Figura 3.2 Distribución del aguacate después de la llegada de los españoles (Smith 

et al., 2018). 

 

3.3 Razas de aguacate 

Están identificadas tres razas de aguacate, mexicana, guatemalteca y antillana 

(Figura 3.3). En cuanto a la clasificación botánica algunos reportes indican que la 

raza mexicana debe ser clasificada como una especie aparte, Persea drymifolia. Sin 

embargo, a las tres razas les considera Persea americana Mill.  En 1987 Bergh y 

Ellstrand clasificaron las razas de aguacate como variedades botánicas. A la raza 

mexicana como la variedad botánica Drymifolia, la raza guatemalteca como var. 

Guatemalensis y a la raza Antillana como var. Americana.   

Existen características que hacen diferentes a las razas entre sí, como diferencias 

botánicas, hábitos de crecimiento, adaptación a zonas geográficas y climas 

resistencia al frio o salinidad, entre otras (Tabla 3.1). 

  

 

 

Figura 3.3 Frutos de aguacate de las tres razas. De izquierda a derecha: raza 

antillana, raza guatemalteca y raza mexicana (Barrientos-Priego, et al., 1996). 
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Tabla 3.1 Diferencias entre las razas de aguacate (Persea americana Mill.) 

(Modificado de Barrientos-Priego y López-López, 2002). 

 

 

 

 

 

Caracter Raza Mexicana Raza Guatemalteca Raza Antillana 

Clima Semitropical a 
templado 

Subtropical Tropical 

Altitud sobre 
el nivel del 

mar 

Sobre 2000 m Entre 1000 y 2000 Menos de 1000 

Resistencia a 
salinidad 

Menor Menor Mayor 

Resistencia a 
frío 

Mayor  Intermedia Menor 

Hojas    

Tamaño Menor Intermedio Mayor 
Color Verde oscuro Verde oscuro Verde pálido 
Olor Olor a anís Sin olor a anís  Sin olor a anís 

Flor    
Pubescencia Mas Menos Menos 

Fruto    
Tamaño Variable, tendiente a 

pequeños 
Intermedios variable, tendientes a 

grandes 
Cáscara Delgada, lisa y suave Gruesa, quebradiza y 

rugosa 
Grosor mediano, 
flexible y suave 

Semilla Adherida o suelta, 
cotiledones lisos o 

ligeramente rugosos 

Adherida y cotiledones 
lisos 

Suelta y cotiledones 
rugosos 

Aceite Alto contenido Mediano contenido Bajo contenido 
Sabor A especia y por lo 

general a anís 
Ligero, en ocasiones 

nogado 
Ligero y 

frecuentemente dulce, 
con un ligero amargor 

al final 
Fibra en la 

pulpa 
Común No Común No común 

Tiempo de flor 
a fruto 

6-9 meses 10-16 meses 5 a 9 meses 
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3.4 El cultivo de aguacate 

El aguacate es un cultivo sensible a factores edáficos. Requiere suelos de textura 

media, bien drenados y con buena aireación; pH de 5.5 a 7.5, con profundidad mayor 

a 1.5 m, ricos en materia orgánica, y muy fértiles. 

 Los cultivos de aguacate son sensibles las condiciones de salinidad, si existe una 

conductividad eléctrica mayor a 4 dS/m la planta se ve afectada. Los portainjertos de 

raza antillana son tolerantes a la salinidad mientras que los de raza mexicana son 

susceptibles (Whiley, 1992). Debido a esto, el cultivo de aguacate solo se desarrolla 

bien en ambientes particulares. La raza Antillana es más sensible al frío que la 

guatemalteca y la mexicana, ya que el origen de esta es el trópico, mientras que la 

raza mexicana es más tolerante al frío, ya que se originó en mayores altitudes (Ben-

Ya’acov, 1972). 

El aguacate está tiende hacia mantener su etapa vegetativa en lugar de pasa a la 

fase reproductiva de producción de frutos (Whiley et al., 1992) debido a un 

comportamiento adaptativo de competencia por la luz en las selvas tropicales. El 

árbol de aguacate cultivado comercialmente florece abundantemente, pero solo un 

bajo porcentaje de las flores dan fruto esto puede deberse a que su polinización es 

entomófila y depende totalmente de la presencia de insectos.  

Las prácticas agrícolas como el riego, poda, selección de plántulas y portainjertos y 

variables ambientales (temperatura, luz y precipitación) contribuyen al cantidad y 

calidad producto final de aguacate. Las prácticas de manejo pueden modificarse para 

mejorar el rendimiento y la calidad del fruto reconociendo las etapas de crecimiento y 

entendiendo sus requisitos e interacciones dentro del árbol (Whiley et al., 1992). 

Las condiciones nutricionales durante el crecimiento y la maduración del fruto del 

aguacate determinan la composición mineral de la fruta en la cosecha. El cultivo es 

muy demandante de nitrógeno, fósforo y potasio, así como de elementos menores 

como magnesio, hierro y zinc. El árbol de aguacate es muy sensible a salinidad. La 

conductividad eléctrica mayor a 4 dS/m afecta el crecimiento de la planta. Minerales, 

como el nitrógeno (N), el boro (B), el magnesio (Mg) y el potasio (K), se han 

correlacionado con la calidad de la fruta de aguacate, incluyendo el tamaño y la 
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forma de la fruta, el tiempo de maduración y la susceptibilidad a las pudriciones y los 

trastornos internos (Hofman et al., 2002). 

 

3.5 Importancia económica 

El aguacate es el cuarto fruto tropical más importante en el mundo, se estima una 

producción global de 2.6 millones de toneladas. Según la FAO, México es el mayor 

productor de aguacate, que corresponde al 25% de la producción mundial 

(FAOSTAT, 2018). 

La mayor producción de aguacate se concentra en los países del continente 

americano. Esta distribución de la producción mundial es resultado de las 

condiciones climatológicas y edafológicas que prevalecen en este continente, ya que 

son las ideales para que este fruto pueda alcanzar su madurez y óptimo desarrollo. 

México, como el principal productor y exportador de aguacate en el mundo en 2018, 

ocupó el primer lugar dentro de los productos agrícolas exportados ganando terreno 

al pimiento y tomate rojo (SADER 2019). En los últimos 10 años, la superficie 

sembrada promedio de aguacate nacional, fue de más de 230,000 hectáreas, 

produciendo en promedio de 1,600,000 toneladas (SIAP 2019) (Figura 3.4). 

Michoacán es primer lugar nacional en producción y exportación; produce cerca del 

80% seguido por Jalisco (9%) y Edo de México (5%) En la última década las 

exportaciones de aguacate han mostrado una tasa de crecimiento acelerado del 12% 

y la demanda del fruto va en aumento (SIAP 2019).  
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Figura 3.4 Superficie y producción de aguacate 2018-2019 (Tomada de SIAP 2019). 

 

Las exportaciones mexicanas de aguacate están concentradas principalmente en 3 

mercados, Estados Unidos (77%), Canadá (7%) y Japón (6%) y en los últimos años 

las ventas de aguacate alcanzaron más de 223 millones de dólares (SADER 2019) 

(Figura 3.5) 
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Figura 3.5 Exportación de aguacate mexicano cifras en millones de dólares (Tomada 

de SADER, 2019). 

 

3.6 Características nutricionales del aguacate  

El aguacate es una rica fuente de polifenoles, carotenoides y ácidos grasos 

insaturados y es considerado un alimento funcional. Es la fuente más alta de algunos 

fitonutrientes, como el beta-sitosterol que disminuye los niveles de colesterol en la 

sangre y la glutatoina que es un antioxidante que captura radicales libres (Fulgoni et 

al., 2013). La pulpa también es un componente rico en β-caroteno, zeaxantina y 

carotenoides como luteína (Mendez-Zuñiga et al., 2019). 

El aguacate tiene un alto contenido de fibra que previene algunos tipos de cáncer, 

como el cáncer de hígado (Kawagish et al., 2001), próstata (Lu et al., 2005) y seno 

(Butt et al., 2006) y la luteína (que protege contra enfermedades oculares) (Dwyer, 

2000).  

 

3.7 Características nutricionales de aguacate de raza mexicana 

El aguacate de raza mexicana tiene una gran diversidad que abarca formas, 

tamaños. La cáscara es una capa delgada y comestibles con colores que van del 

azul violeta al rojo. Estas coloraciones indican la existencia de antocianinas las 

cuales son compuestos con función antioxidante. Las características nutraceúticas 

del aguacate raza mexicana varían dependiendo la accesión (Mendez-Zuñiga et al., 

2019). Sin embargo, se ha demostrado tienen importantes características 

nutricionales por su alto contenido de ácidos grasos omega-9, omega-6 y omega-3 y 

carotenoides. Se ha demostrado que las cantidades de compuestos fenólicos y 

flavonoides de diferentes accesiones de aguacate mexicano son equiparables a las 

encontradas en variedades como el aguacate Hass (Duarte et al.,2016). 

 

3.8 Mejoramiento genético convencional 

Los principales factores que limitan la producción de aguacate son las plagas, las 

enfermedades (Ploetz, et al., 2015; Sharma et al., 2017) y los factores abióticos 
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(Bonomelli et al., 2018). El incorporar nuevas características en el aguacate mediante 

el mejoramiento genético es complicado, ya que tiene un período vegetativo largo de 

aproximadamente 6 a 8 años, y las autopolinizaciones son difíciles debido a la 

protoginia (Gazit y Degani, 2002; Imbert, 1997). Por lo tanto, la producción comercial 

de aguacate se basa en injertar variedades en portainjertos que confieren 

translocación mineral (Whiley et al., 1990), tolerancia a la salinidad (Álvarez-Acosta 

et al., 2018) o tolerancia a la pudrición de la raíz (van den Berg et al., 2018). Algunos 

de estos portainjertos son híbridos de razas guatemaltecas o mexicanas; por 

ejemplo, P. americana var. Drymifolia es una raza mexicana que se usa 

frecuentemente como portainjerto en los huertos en nuestro país (Rincón-Hernández 

et al., 2011). Por lo que es de gran importancia implementar su propagación clonal, 

conservación de germoplasma y mejoramiento genético. 

 

3.9 Cultivo de tejidos vegetales 

El cultivo de tejidos vegetal se refiere al cultivo de cualquier sección de una planta 

(células, tejidos u órganos) en medios generados artificialmente, en condiciones 

axénicas y ambientes controlados. Estas técnicas se realizaron para establecer que 

todos los organismos vivos están constituidos de células y que estas son totipotentes 

(Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018). El concepto totipotencialidad tiene dos 

definiciones:  1) capacidad de convertirse en un organismo completo o 2) capacidad 

de diferenciarse en cualquier tipo de célula o tejido de un organismo (Condic, 2014). 

Se ha observado, que los reguladores de crecimiento vegetal tienen un papel 

fundamental en la diferenciación y desdiferenciación de las células vegetales 

cultivadas in vitro. En altas proporciones de citocininas y bajas de auxinas 

promueven la regeneración de brotes y raíces, respectivamente, mientras que 

concentraciones que tienen un equilibrio resultaron en un crecimiento desorganizado 

de células. Este principio abrió la posibilidad de la micropropagación por 

regeneración de plantas completas. Estudios de Skoog y Miller (1957) evidenciaron 

que la proporción de estos reguladores es determinante la vía de morfogénesis de la 
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células o tejido cultivado in vitro. Estas vías pueden ser la organogénesis directa o 

indirecta y la embriogénesis directa o indirecta. 

Estos antecedentes abrieron la posibilidad de utilizar sistemas in vitro y estudiar 

aspectos fundamentales del desarrollo y la diferenciación celular de plantas y su 

aplicación o investigación como el estudio de la funcionalidad de genes, 

micropropagación de plantas (Iliev et al., 2010), generación de plantas transgénicas 

(Chadipiralla et al ., 2020), eliminación de virus en plantas infectadas (Bhat et al., 

2020), preservar y conservar germoplasma (Shahzad et al., 2017), rescatar especies 

en peligro de extinción, cultivo de células para producción de metabolitos 

secundarios (Días et al., 2016) y ediciones de genoma con CRISPR/Cas9 

(Kanchiswamy et al., 2016). 

 

3.9.1 Micropropagación clonal 

 La micropropagación o propagación clonal in vitro de plantas es una de las 

aplicaciones mas importante del cultivo de tejidos vegetales y es un paso esencial 

para, la transformación genética o la edición de genomas. También es una 

herramienta biotecnológica para la propagación asexual masiva de plantas con alto 

valor comercial en un menor tiempo tales como la Stevia (Vives et al., 2017), frutos 

rojos (“Berries”) (Debnath y Goyali 2020), plátano (Bello-Bello et al., 2019) o plantas 

medicinales (Chauhan y Shirkot, 2020) y, especies recalcitrantes a la germinación 

(Altman y Loberant 2003). Estas alternativas se pueden aplicar a las diferentes 

especies de plantas dependiendo del genotipo (Szyp-Borowska et al., 2020), 

capacidad de regeneración, conformación de los medios de cultivo y las condiciones 

ambientales en las que se encuentra establecido. La micropropagación se puede 

realizar diferentes formas, una de ellas es induciendo la proliferación de brotes 

apicales o axilares para enraizarlos después (cultivo de meristemos), formación de 

brotes adventicios y su posterior enraizamiento (organogénesis somática) y por la 

formación, maduración y germinación de embriones somáticos (embriogénesis 

somática) (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018). 
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3.9.2 Organogénesis  

La organogénesis en plantas está clasificada como directa o indirecta (Sugimoto et 

al., 2011). En el caso de los primeros, brotes o raíces son inducidos directamente a 

partir de explantes de tejido, mientras que la organogénesis indirecta implica 

formación de callos como un previo intermedio para inducir la formación de raíces 

(Figura 3.6) La regeneración indirecta de órganos en cultivo es un proceso de dos 

pasos, donde pequeños fragmentos de tejido llamados explantes son cultivados en 

medio de cultivo con auxinas para la formación de callos (Hill y Schaller 2013) (Tabla 

3.2). En la actualidad ha sido posible propagar in vitro por medio de la organogénesis 

a los cultivos de mayor importancia en el mundo en cuanto a su producción y 

rendimientos. Estos cultivos de importancia agrícola son el arroz, maíz, papa, 

plátano, sorgo, soya y trigo (Tabla 3.2). 

 

Tabla 3.2 Cultivos más importantes del mundo regenerados in vitro por la vía de 
organogénesis. 

Cultivo Vía morfogénica Explante Referencia 

Arroz (Oryza sativa 

L.) 

Organogénesis 

indirecta 

Embriones cigóticos 

inmaduros 

Shweta et al., 2020 

Sawant et al., 2018 

 Organogénesis 

directa 

Meristemos apicales Teh et al., 2018 

Maíz (Zea mays L.) Organogénesis 

indirecta 

Meristemos Muoma et al., 2008 

 Organogénesis 

directa 

Internodos Mushke et al., 2016 

Papa (Solanum 

tuberosum L.) 

Organogénesis 

indirecta 

Meristemos apicales Pawar et al., 2019 

 Organogénesis 

directa 

Internodos Campos et al., 2016 

Plátano (Musa spp) Organogénesis Meristemos Rai et al., 2019 



REVISIÓN DE LITERATURA 

15 

 

  

 

  

  

 

directa  

 Organogénesis 

directa 

Botones Florales Nair et al., 2018 

Sorgo (Sorghum 

bicolor L.) 

Organogénesis 

indirecta 

Meristemos apicales Dreger et al., 2019 

 Organogénesis 

indirecta 

Embriones cigóticos 

inmaduros 

Char et al., 2020 

Soya (Glycine max L.) Organogénesis 

directa 

Nudos cotiledonares Kshirsagar et al., 

2017 

 Organogénesis 

directa 

Hipocotilos Raza et al., 2017 

Trigo (Triticum 

aestivum L.) 

Organogénesis 

indirecta 

Embriones cigóticos 

inmaduros 

Seldimirova et al., 

2016 

  Embriones cigóticos 

inmaduros 

Mokhtari et al., 2013 
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Figura 3.6 Vías de regeneración in vitro por organogénesis directa e indirecta 

(Ikeuchi et al., 2016). 

 

3.9.3 Organogénesis de árboles frutales 

 La organogénesis en especies como árboles forestales y frutales es compleja, ya 

que está demostrado que son recalcitrantes a la regeneración in vitro, esto se 

evidenció en especies como el pistache donde se obtuvieron brotes a partir de 

yemas axilares. Sin embargo, no se pudieron enraizar los brotes y no se obtuvieron 

plantas completas (Benmahioul et al., 2009). Tsoulpha et al. (2018) describen que 

algunas especies de Pyrus son recalcitrantes y tienen necesidades especiales 

relacionadas  a la nutrición y que componentes como CaCl2, MgSO4 y KH2PO4 son 

críticos en la etapa de formación de brotes (Wada et al., 2013). 

 Otra característica que dificulta la capacidad morfogénica en la regeneración  está 

relacionada  con la edad del tejido usado como explante ya que esta capacidad 

disminuye  cuando se utiliza  tejido de plantas adultas (después de la floración) y 

mejora  en  tejidos juveniles (antes de la floración) (Bandaralage et al., 2017) (Tabla 

3.3).  
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Tabla 3.3 Regeneración in vitro de arboles frutales por la vía de la organogénesis. 

 

Especie Explante Vía de 

regeneración 

Referencia 

Chirimoya (Anonna 

cherimola Mill.) 

Hoja Organogénesis 

indirecta 

Orantes-Ramos et 

al., 2019 

Anón (Annona 

squamosa L.) 

Hipocotilos Organogénesis 

directa 

Lemos et al., 1996 

Yaca (Artocarpus 

heterophyllus 

Lam.) 

Hoja Organogénesis 

indirecta 

Nair et al., 1984 

Papaya (Carica 

papaya L.) 

Meristemos 

apicales 

Organogénsis 

indirecta 

Palei et al., 2019 

Limón (Citrus acida 

Christm.) 

Epicotilos Organogenesis 

indirecta 

Hu et al., 2017 

Limón amarillo 

(Citrus limon Citrus 

L.) 

Segmentos 

nodales 

Organogénesis 

indirecta 

Navarro et al., 

2016 

Mangostán 

(Garcinia 

mangostana L.) 

Hipocotilos Organogénesis 

indirecta 

Astuti et al., 2020 

Litchi (Litchi 

chinensis L.) 

Hoja Organogénesis 

indirecta 

Puchooa et al., 

2004 

Mango (Mangifera 

indica L.) 

Hojas Organogénesis 

indirecta 

Raghuvanshi et al., 

1995 

Naranjo espinoso 

(Poncirus trifoliata 

L.) 

Hipocotilo Organogénesis 

indirecta 

Zou et al., 2008 
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Guayaba (Psidium 

guajava L.) 

Tallo Organogénesis 

directa 

Zamir et al., 2017 

Plátano (Musa spp 

L.) 

Meristemos Organogénesis 

directa 

Rai et al., 2019 

 

Jambul (Syzygium 

cumini L.) 

Internodos y hojas Organogénesis 

indirecta 

Naaz et al., 2019 

 

 

3.9.4 Organogénesis de Aguacate 

La micropropagación de aguacate es considerada una alternativa para la producción 

de aguacate (Barceló-Muñoz and Pliego-Alfaro, 2003, Bandaralage et al., 2017;). El 

aguacate como especie leñosa es conocido como un cultivo recalcitrante a la 

regeneración in vitro (Barceló-Muñoz and Pliego-Alfaro, 2003). Sin embargo, se ha 

logrado desarrollar protocolos que han permitido obtener plantas a través de esta vía.  

La eficiencia de regeneración de plantas de aguacate por organogénesis in vitro a 

partir de tejidos asexuales es baja y dependiente del genotipo (Bandaralage et al., 

2017). Algunos reportes de micropropagación tuvieron éxito con diversas variedades 

utilizando la via morfogénica de la organogénesis directa utilizando explantes como, 

yemas axilares (de la Viña et al., 2001, Zulfiqar et al., 2009, Bandaralage et al., 2015, 

Restrepo et al., 2018 y Mansoor, 2018), explantes nodales (Biasi et al., 1994, 

Biasi,1995, Ibarra-López et al., 2016, ), embriones cigóticos (Perán-Quesada et al., 

2004, Fuentes et al., 2004, Sánchez-Romero et al., 2007), ejes embrionarios 

(Mohamed-Yasseen, 1993, Barringer et al., 1996), fragmentos de tallo (Taah et 

al.,2009), brotes etiolados (Vega, 1989), brotes jóvenes (Nhut et al., 2008) y brotes 

obtenidos de plantas in vitro (Schaffer et al., 1999) (Tabla 3.4).  Se ha demostrado 

que a través de la organogénesis indirecta es una ruta más compleja para la 

obtención de plantas de aguacate la organogénesis indirecta; hasta el momento sólo 

existe un reporte conde se utilizaron segmentos de hoja, pero tiene eficiencias de 

regeneración muy bajas (Seijo et al., 2004) (Tabla 3.4).  El uso de estos tejidos ha 

presentado obstáculos para su establecimiento in vitro debido a la contaminación por 
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bacterias, hongos, ya que los explantes se desarrollan en plantas madre que se 

encuentran en ambientes externos (Moreno-Vazquez et al., 2014). Otra explicación, 

es que las condiciones que hay en el cultivo in vitro tales como la alta humedad 

promueven la aparición y ataque de microorganismos que en condiciones naturales 

no lo harían (van Staden et al., 2004). También se ha demostrado que otro obstáculo 

que limita la regeneración in vitro es el oscurecimiento de los explantes relacionado 

con la producción de etileno y la necrosis (Nhut et al., 2008, Bandaralage et al., 

2017). Las alternativas que se han utilizado para evitar estos problemas es el uso de 

carbón activado (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988) o antioxidantes como 

polivinilpirrolidona (PVP) (Ahmed et al., 2001). La organogénesis de aguacate tiene 

algunas desventajas tales como ser costosa y requerir personal capacitado, pero 

tiene también múltiples beneficios ya que es un sistema que permite obtener plantas 

libres de patógenos y obtener gran cantidad de material vegetal en poco tiempo. 

   

Tabla 3.4 Regeneración in vitro de aguacate por medio de organogénesis.  

 

Variedad Explante Vía de 

regeneración 

Referencia 

Lula Meristemos 

apicales y axilares 

Organogénesis 

indirecta 

Qasrawi et al., 

2019 

Edranol Yemas axilares  Organogénesis 

directa 

Mansoor, 2018 

Hass Yemas axilares Organogénesis 

directa 

Restrepo et al., 

2018 

‘Velvick’ Yemas axilares organogénesis 

directa 

Bandaralage et al., 

2015 

Hass Embriones 

cigóticos 

Organogénesis 

directa 

Rohim et al., 2013 

Hass Fragmentos de Organogénesis Taah et al.,2009 
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tallo directa 

Fuerte Yemas axilares Organogénesis 

directa 

Zulfiqar et al., 2009 

Drymifolia Segmentos 

internodales y 

yemas axilares 

Organogénesis 

directa 

Ibarra-López et al., 

2016 

Dalat Brotes jovenes Organogénesis 

directa 

Nhut et al., 2008 

Hass Embriones 

cigóticos 

Organogénesis 

directa 

Sánchez-Romero 

et al., 2007 

Hass, Booth-7, 

Lula, Lima, Late, 

Waldin 

Brotes Organogénesis 

directa 

Raharjo y Litz, 

2005 

Duke, Hass, 

Suardía, Estación, 

Catalina, Jaruco 

No. 1 

Embriones 

cigóticos 

Organogénesis 

directa 

Fuentes et al., 

2004 

Catalina Segmentos de 

hojas 

Organogénesis 

indirecta 

Seijo et al., 2004 

Anaheim Embriones 

cigóticos 

Organogénesis 

directa 

Perán-Quesada et 

al., 2004 

Gvaram 13 Brotes in vitro Organogénesis 

directa 

Premkumar et al., 

2002 

Drymifolia Brotes Organogénesis 

directa 

Barrera-Guerra et 

al., 2001 

RR-86 Yemas axilares Organogénesis 

directa 

de la Viña et al., 

2001 

Hass Yemas apicales Organogénesis 

directa 

Barceló-Muñoz et 

al., 1999 
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Gvaram 13 Brotes cultivados in 

vitro 

Organogénesis 

directa 

Schaffer et al., 

1999 

Catalonia, Dade, 

Maxima, Tower 2 

Ejes embrionarios Organogénesis 

directa 

Barringer et al., 

1996 

Duke 7’ Brotes y yemas 

axilares 

Organogénesis 

directa 

Wessels, 1996 

Lula, Velvick Yemas axilares Organogénesis 

directa 

Castro et al., 1995 

Ouro verde Explantes nodales Organogénesis 

directa 

Biasi, 1995 

Ouro verde Explantes nodales Organogénesis 

directa 

Biasi et al., 1994 

Hass, Fuerte, 

Topa-Topa, Duke 

Brotes apicales Organogénesis 

directa 

Zirari y Lionakis, 

1994 

Dade, Maxima, 

Cataloina, Tower 2, 

Waldin, Choquette 

Ejes embrionarios Organogénesis 

directa 

Mohamed-

Yasseen, 1993 

Colin V-33 West 

cepa India 

Brotes etiolados Organogénesis 

directa 

Vega, 1989 

Portainjerto IV-8,  

Portainjerto GA-13  

Yemas laterales Organogénesis 

directa 

Pliego-Alfaro et al., 

1987 

 

 

3.9.5 Embriogénesis somática 

La embriogénesis es el proceso de formación y desarrollo del embrión. La 

embriogénesis cigótica resulta de una polinización y fertilización (Figura 3.7). 

Mientras que la embriogénesis somática no hay fusión de gametos, lo que significa 

que los embriones surgen de forma indirecta (Bhatia and Bera, 2015). 

La embriogénesis somática es un proceso que implica la formación de embriones a 

partir de células somáticas vegetales y comparado con la organogénesis es un 
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proceso más lento e implica un riesgo de variación somaclonal (Feher., 2019). El 

parecido entre los embriones cigóticos y somáticos ha permitido que la 

embriogénesis somática permita estudiar funciones bioquímicas, morfológicas, 

fisiológicas y epigenéticas durante el proceso de desarrollo de los embriones (Wang 

et al., 2020). 

 

Figura 3.7 Embriogénesis cigótica de una planta (Tomada de Bhatia and Bera, 

2015). 

 

La embriogénesis somática es un proceso en el que se forman estructuras parecidas 

a embriones provenientes de tejidos somáticos tendrán sufriendo una serie de 

cambios morfológicos y bioquímicos hasta dar lugar a embriones somáticos que 

tendrán la capacidad de convertirse en una planta completa (Winkelmann, 2016). Es 
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una forma de reproducción asexual en la que células somáticas, la cuales, bajo 

condiciones experimentales controladas generan células embriogénicas. Esta vía 

funciona muy bien para la regeneración de plantas monocotiledóneas y 

dicotiledóneas, pero es especialmente útil para gramíneas y leñosas (Van and Van 

Le, 2000). En este proceso es muy importante la composición del medio de cultivo. 

Una de las características en la que se debe ser especialmente cuidadoso es en la 

presencia y control de las auxinas, ya que estas tienen un papel fundamental en la 

formación de masas proembriogénicas y callos embriogénicos y la ausencia de este 

regulador induce la maduración de los embriones (Jiménez, 2001).  

La embriogénesis somática está basada en la totipotencialidad celular, lo cual 

significa que las células somáticas individuales pueden regenerar plantas completas. 

Por lo tanto, esta vía es un sistema de regeneración que puede ser usada para 

transformación, o con otras herramientas biotecnológicas. 

La embriogénesis somática puede dividirse en diferentes etapas como: inducción de 

cultivos embriogénicos, mantenimiento, maduración de los embriones somáticos, 

germinación, adaptación a suelo y aclimatación de las plantas completas. 

Estas fases están reguladas por diversos factores, como el genotipo ya que 

diferentes genotipos pueden mostrar diferencias en su capacidad de formar 

embriones somáticos (Parrott et al., 1991, Campos et al., 2017). 

Existen dos tipos de embriogénesis, la directa y la indirecta (Bhatia and Bera, 2015). 

En la directa se forman los embriones sobre el explante utilizado y en la indirecta las 

células del explante se desdiferencian formando un callo que después darán lugar a 

embriones somáticos. 

En la embriogénesis indirecta hay dos tipos de callo que pueden formarse, el callo 

embriogénico y no embriogénico. Las características del callo embriogénico son la 

pared celular engrosada, citoplasma de mayor densidad, células redondeadas y 

simétricas, color amarillento, oscuro, capacidad de disgregarse y mayor actividad 

metabólica (Guzmán-Garcia, 2012), mientras que los callos no embriogénicos son 

traslucidos y friables (Quiroz-Figueroa et al. 2006). 
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Se ha utilizado esta vía de regeneración para para diversos cultivos, incluidos los 

más importantes del mundo (FAOSTAT, 2018) con respecto a rendimiento y 

superficie sembrada, tales cultivos son el arroz, maíz, plátano, sorgo, soya y trigo 

(Tabla 3.5) 

 

Tabla 3.5 Cultivos más importantes del mundo regenerados in vitro por la vía de 

embriogénesis somática. 

  

Cultivo Vía morfogénica Explante Referencia 

Arroz (Oryza sativa 
L.) 

Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Semillas Kalhori et al., 2017 

 Embriogénesis 
somática directa 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Mariani et al., 2002 

Maíz (Zea mays L.) Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Jakubeková et al., 
2011 

 Embriogénesis 
somática directa 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Lowe et al., 2018 

Papa (Solanum 
tuberosum L.) 

Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Hojas Xena et al., 2000 

 Embriogénesis 
somática directa 

Hojas e internodos Kaur et al., 2018 

Plátano (Musa spp) Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Inflorescencia 
masculina inmadura 

Escobedo-
GraciaMedrano et 

al., 2016 
 Embriogénesis 

somática directa 
Protoplastos Panis et al., 1993 

Sorgo (Sorghum 
bicolor L.) 

Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Pola et al., 2009 

 Embriogénesis 
somática directa 

Yemas apicales Girijashankar et al., 
2007 

Soya (Glycine max L.) Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Cotiledones 
inmaduros 

Hartweck et al., 1988 

Trigo (Triticum 
aestivum L.) 

Embriogénesis 
somática directa 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Caliskan et al., 2004 

 Embriogénesis 
somática directa 

Hojas Mahalakshmi et al., 
2003 
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3.9.6 Embriogénesis somática de árboles frutales 

La primera vez que hubo un estudio del intento por lograr embriogénesis somática 

para árboles frutales fue con la especie Citrus (Stevenson, 1956). Después, de esto 

se logró la formación de proembriones en estado globular a partir de explantes 

nucelares de Citrus y Mangifera (Maheswari and Rangaswamy, 1958). Estos dos 

trabajos sirvieron como antecedente para un sinfín de publicaciones de 

embriogénesis somática directa e indirecta de especies frutales usando diferentes 

explantes (Tabla 3.6). La embriogénesis somática directa e indirecta ha sido descrita 

para papaya (Solórzano-Cascante et al., 2018 Al-Shara et al., 2020), cocotero (Bett 

et al., 2019; Osorio-Montalvo et al., 2020) y plátano (Escobedo-GraciaMedrano et al., 

2016; Panis et al., 1993), mientras que sólo se ha conseguido regenerar por 

embriogénesis indirecta al limón (Sajeva et al., 2008), la naranja dulce (Cardoso et 

al., 2017) la mandarina (Hussain et al., 2016), el mango (Shukla et al., 2016), la litchi 

(Shukla et al., 2016), y frutales como el pistache (Ghadirzadeh-Khorzoghi et al., 

2019), el níspero (Lin et al., 2020) y la guayaba (Akhtar et al., 2018) por 

embriogénesis indirecta (Tabla 3.6). La embriogénesis somática de frutales ofrece 

una ventaja ya que está permitiendo el desarrollo de protocolos por esta ruta 

morfogénica para ayudar a mejorar las características que no se pueden mediante el 

mejoramiento convencional. Sin embargo, aún existen cuellos de botella como la 

baja maduración y germinación de los embriones generados en condiciones in vitro. 

 

Tabla 3.6 Especies de árboles frutales regenerados por embriogénesis somática.  

Especie Explante Vía de 
regeneración 

Referencia 

Papaya (Carica 
papaya L.) 

Hipocotilos Embriogénesis 
indirecta 

Solórzano-
Cascante et al., 

2018 
 Embriones 

cigóticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
indirecta 

Al-Shara et al., 
2020 

Limón (Citrus acida 
Christm.) 

Láminas de pistilo Embriogénesis 
indirecta 

Sajeva et al., 2008 

Naranjo dulce Pistilos Embriogénesis Cardoso et al., 
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(Citrus sinensis 
Osbeck) 

indirecta 2017 

Mandarina (Citrus 
reticulata Blanco.) 

Nucela Embriogénesis 
indirecta 

Hussain et al., 
2016 

Cococtero (Cocus 
nucífera L.) 

Embriones 
cigóticos 

inmaduros 

Embriogénesis 
indirecta 

Bett et al., 2019 

 Embriones 
somáticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
indirecta 

Osorio-Montalvo et 
al., 2020 

Litchi (Litchi 
chinensis L.) 

Hojas Embriogénesis 
indirecta 

Aboshama et al., 
2018 

Pistache (Pistacia 
vera L.) 

Embriones 
cigóticos 

inmaduros 

Embriogénesis 
directa 

Ghadirzadeh-
Khorzoghi et al., 

2019 

Mango (Mangifera 
indica L.) 

Nucela Embriogénesis 
indirecta 

Shukla et al., 2016 

Nispero (Eriobotrya 
japónica (Thunb.) 

Lindl.) 

Anteras Embriogénesis 
directa 

Lin et al., 2020 

Guayaba (Psidium 
guajava L.) 

Embriones 
cigóticos 

inmaduros 

Embriogénesis 
directa 

Akhtar et al., 2018 

Plátano (Musa spp 
L.) 

Embriogénesis 
somática indirecta 

Inflorescencia 
masculina 
inmadura 

Escobedo-
GraciaMedrano et 

al., 2016 
 Embriogénesis 

somática directa 
Protoplastos Panis et al., 1993 

 

 

3.9.7 Embriogénesis somática de aguacate 

 La regeneración del aguacate por embriogénesis somática es una via por la que 

mejores resultados se han tenido para la obtención de plantas de novo. Los factores 

que más influyen en la respuesta y que son determinantes para embriogénesis 

somática son: el genotipo, el tipo de explante, los reguladores de crecimiento y las 

condiciones ambientales. En diversos estudios se ha descrito el uso de diferentes 

cultivares como Hass (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988), Duke (Mooney y Van 

Staden, 1987), T372 (Witjaksono et al., 1998), Anaheim (Perán-Quesada et al., 

2004), Duke 7 (Márquez-Martín et al., 2012) y Reed (Encina et al., 2014). Los 
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explantes más usados en las especies leñosas son los tejidos jóvenes y el aguacate 

no es la excepción ya que se ha reportado el uso de embriones cigóticos inmaduros 

en estadio globular o nucela (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Raviv et al., 1998; 

Witjaksono y Litz, 1999, Suárez et al., 2006) (Tabla 3.7). 

Los reguladores de crecimiento son de vital importancia para la obtención de cultivos 

embriogénicos ya que de acuerdo con Gaj (2011) los explantes deben ser expuestos 

a auxinas para que los embriones somáticos sean inducidos, esto es debido a que el 

transporte y biosíntesis local de auxinas es necesaria para generar un gradiente 

durante la embriogénesis somática (Soriano et al., 2014). Sin embargo, aún se 

desconoce como es que las auxinas inducen la totipotencialidad celular y promueven 

la embriogénesis (Wang et al., 2019). 

Otros factores que se ha demostrado influyen en la embriogénesis de aguacate son 

el medio de cultivo y el tipo y concentración de agente gelificante (Perán-Quesada 

2001; Witjaksono y Litz 1999). La formulación más efectiva para inducir y multiplicar 

los cultivos embriogénicos es el medio con sales MS y suplementado con con 0.1 

mg/L de ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (Picloram) (Márquez-Martín, 2007; 

Witjaksono y Litz, 1999). La edad de los cultivos es importante para su viabilidad ya 

que con el paso del tiempo aumenta la tasa de multiplicación, pero pierden la 

capacidad de germinación (Márquez-Martín, 2007; Encina et al., 2014). 

Con respecto a la maduración de los embriones somáticos, estos comienzan a sufrir 

cambios que se ven reflejados en la acumulación de sustancias de reserva de forma 

similar a lo que ocurre con los embriones cigóticos. En el aguacate esta 

característica morfológica se utiliza como un indicador de madurez fisiológica de los 

embriones somáticos (Witjaksono y Litz 1999; Perán-Quesada et al. 2004; Márquez-

Martínez et al., 2011; Encina et al., 2014). Perán-Quesada et al. (2004) y Márquez-

Martín (2007) utilizaron ABA para inducir la maduración de los embriones somáticos, 

pero se demostró que la presencia de este regulador de crecimiento afectó 

negativamente tanto a la regeneración, como al número de embriones somáticos 

maduros obtenidos por cultivo. 
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La eficiencia de regeneración representada por los porcentajes de germinación es 

baja y se encuentra entre el 0 al 37%, indicando que la conversión de embriones 

somáticos a plantas completas es un proceso ineficiente (Witjaksono y Litz 1999; 

Sánchez-Romero et al. 2006; Márquez-Martín 2007; Raharjo et al., 2008; Márquez-

Martín et al., 2011; Encina et al., 2014).  

 

Tabla 3.7 Regeneración in vitro de aguacate a través de embriogénesis somática. 

 

Variedad Explante Vía de 

regeneración 

Referencia 

‘Reed’ 

‘Hass’ 

‘Duke 7’ 

‘A10’ 

Embriones 

cigóticos 

Embriogénesis 

indirecta 

Encina et al., 2014 

Hass Embriones 

cigóticos 

Embriogénesis 

indirecta 

Rohim et al., 2013 

Hass Embriones 

cigóticos 

Embriogénesis 

indirecta 

Marquez-Martín et 

al., 2012 

Persea americana Nucela Embriogénesis 

indirecta 

Suárez et al., 2006 

Anaheim Embriones 

cigóticos 

Embriogénesis 

indirecta 

Perán-Quesada et 

al., 2004 

Diferentes 

variedades 

Embriones 

cigóticos 

Embriogénesis 

indirecta 

Litz and 

Witjaksono, 1999 

Persea americana Protoplastos Embriogénesis 

indirecta 

Witjaksono et al., 

1998 

Hass 

 

Embriones 

cigóticos 

Embriogénesis 

indirecta 

Pliego-Alfaro and 

Murashige, 1988 
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3.10 Transformación genética 

La transformación genética de plantas permite la introducción de genes que 

confieren características útiles a cultivos de interés agronómico. Representa una 

herramienta de apoyo para los programas de mejoramiento convencional mediante la 

transferencia directa de genes de un organismo a otro, permitiendo la integración y 

expresión de un gen que no pertenece a la especie que se transformó. Al gen que se 

transfiere se le llama transgén y al organismo donde se integró el gen se le llama 

transgénico o genéticamente modificado (Babaoglu et al., 2000). La primera vez que 

se realizó la técnica de transferir genes foráneos fue en 1983 con el tabaco como 

planta modelo (Bevan et al., 1983; Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al.,1983).  

Hay diferentes métodos de transformación genética, tales como electroporación, 

lipofección, microinyección, sonicación, bombardeo de partículas, mediante vectores 

virales y Agrobacterium tumefaciens (Birch 1997). El A. tumefaciens es el sistema 

más utilizado ya que es relativamente fácil debido a que es más barato que otros 

sistemas y a que la copia del transgén se integra directamente en el núcleo una a 

tres copias (Hansen and Wright, 1999). 

La tecnología para obtener plantas transgénicas ha permitido el desarrollo de cultivos 

como el maíz (Munkvold et al., 1999), el algodón (Wilson et al., 1992), la soya 

(Stewart et al., 1996) y el arroz (Bennett, 1994) que expresan genes de δ-

endotoxinas provenientes del Bacillus thuringiensis (Bt) que los hace resistentes al 

ataque por larvas de lepidópteros. Por otro lado, los cultivos tales como como tabaco, 

papa (De Greef et al., 1989) maíz (Tharp et al., 1999) y la soya (Padgette et al., 

1995) fueron transformados con el gen Bar para conferir resistencia al herbicida 

glifosato. En este siglo, las tres más grandes empresas de biotecnología agrícola en 

el mundo (Bayer-Monsanto, China Chem-Syngenta y Corteva, antes DuPont-

Pioneer) han “piramidado” estos dos genes en un solo cultivo por medio de cruzas. 

Además de estos dos genes de resistencia herbicidas y al ataque de insectos, que se 

han estado usando en diversos cultivos transgénicos, en la última década se 

incorporó a la siembra comercial de máiz transgénico en EEUU un maíz tolerante a 

sequía. El maíz DroughtGardTM fue aprobado para cultivo comercial en EEUU y fue 
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desarrollado por Bayer-Monsanto, utilizando el gen de la proteína B de choque frío 

proveniente de Bacillus subtilis (Castiglioni et al., 2008). Las pruebas de inocuidad 

alimentaria demostraron que dicha proteína no es tóxica para humanos ni animales 

(Wang et al., 2015).  

 

3.10.1 Transformación genética de aguacate 

El aguacate (Persea americana Mill.) es uno de los frutos tropicales más importantes. 

La mejora biotecnológica de esta especie a través de la transformación genética es 

obstaculizada por la naturaleza recalcitrante de los explantes de aguacate para 

regenerar in vitro. Sin embargo, ya se ha demostrado que los cultivos embriogénicos 

derivados de embriones cigóticos inmaduros son la fuente más común de explantes 

para la regeneración y transformación del aguacate (Pliego-Alfaro et al., 2013). Estos 

cultivos son fácilmente obtenidos pero la conversión de embriones somáticos a las 

plantas ocurre con una frecuencia muy baja, esto puede deberse a la 

desorganización del meristemo de brotes apicales (Sánchez-Romero et al. 2006; 

Palomo Ríos et al. 2012). Un factor adicional que dificulta la recuperación de plantas 

transgénicas de aguacate es que los explantes de aguacate muestran sensibilidad a 

antibióticos como carbenicilina, cefotaxima y timentina los cuales son usados para la 

eliminación de A. tumefaciens (Raharjo et al., 2008; Palomo-Ríos et al. 2012). Las 

auxinas son necesarias para la inducción de la embriogénesis somática, pero en 

ocasiones el efecto de las auxinas permanece aún con la transferencia de los 

embriones a medio sin auxinas y esto evita su germinación. Debido a estos 

problemas, son pocas las investigaciones que han obtenido plantas transgénicas en 

aguacate (Cruz-Hernandez et al., 1998; Raharjo et al. 2008; Palomo-Ríos et al. 

2012). 

Se han reportado casos exitosos de transformación de aguacate con los genes GUS 

y nptII (Cruz-Hernández et al., 1998), con el gen de la defensina PDF1.2 (Raharjo et 

al., 2008), el gen SAMASA que codifica para una S-adenosilmetionina hidrolasa que 

degrada una S-adenosilmetionina, precursora del etileno (Litz et al., 2007) y con 
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genes de la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) (Palomo-Rios 

et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Material vegetal 

El material vegetal se obtuvo del banco de germoplasma del Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias en Celaya, Gto., durante el ciclo 

primavera-verano. Los árboles de aguacate var. Drymifolia tenían en promedio 6 

años y estos fueron fertilizados anualmente con NPK, (200-200-300) y Ca, Mg, Fe y 

Zn (25- 05-01-1.5). Se colectaron frutos inmaduros de aguacate de 5-8 cm de 

diámetro de las accesiones, Celaya 79, Comonfort 53, San Miguel, BG24, BG181 y 

Zutano (raza mexicana × raza guatemalteca) se lavaron con jabón desinfectante 

(Dermocleen®) y se enjuagaron con agua de la llave; se embebieron en hipoclorito 

de sodio comercial (Cloralex®) durante 10 minutos y se enjuagaron tres veces 

durante 1 minuto en agua esterilizada. Como explante se usaron embriones cigóticos 

(EC) en etapa cotiledonar. 

 

4.2 Inducción de la embriogénesis directa los embriones somáticos 

El medio de inducción (I) consistió de las sales de Gamborg modificadas (GM) 

(Gamborg et al., 1968; Perán-Quesada et al., 2004) adicionadas con 1 mg L-1 de 

piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol, 1 g L-1 de carbón activado, 

30 g L-1 de sacarosa y 8 g L-1 de agar,  y diferentes concentraciones de ácido 1-

naftalenacético (ANA) (2, 5 o 10 mg L-1), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (5 o 

10 mg L-1) o ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (Picloram) (0.05, 0.1 o 0.2 mg L-1). 

El pH del medio se ajustó a 5.7, se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 min y 

se vertieron 30 mL por caja Petri (100×25 mm) en condiciones de campana de flujo 

laminar. Los EC de todas las accesiones se cultivaron en el medio I y se mantuvieron 

en oscuridad a 30 °C hasta la inducción de embriones somáticos (ES). 

 

4.3 Embriogénesis indirecta 

El medio de inducción de callos (IC) consistió en sales GM adicionado con 1 mg L-1 

de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol, 1 g L-1 de carbón 30 g 

L-1 de sacarosa y 8 g L-1 de agar, y diferentes concentraciones de ANA (2.5 o 10 mg 
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L-1), 2,4-D (5 o 10 mg L-1) o Picloram (0.05, 0.1 o 0.2 mg L-1). El pH del medio se 

ajustó a 5.7, se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y se vertieron 

30 ml por caja Petri (100×25 mm) en condiciones de campana de flujo laminar. Los 

EC de todas las accesiones se cultivaron en el medio I y se mantuvieron en 

oscuridad a 30 °C hasta la inducción de embriones somáticos (ES).  

  

4.4 Mantenimiento de callos embriogénicos 

Después de la inducción, los EC derivados del aguacate San Miguel se subcultivaron 

en MIM a intervalos mensuales. Cada caja de Petri (100x15 mm) que contenía 30 ml 

de MIM con 0.2 mg L-1 de Picloram se cultivaron con aproximadamente 50 mg de EC 

y la caja se incubó a 30 °C en la oscuridad. La transferencia de CE se realizó 

semanalmente por un máximo de 9 meses. Solo los CE viables sin necrosis se 

transfirieron a placas con medio fresco. Los ES no viables que mostraron necrosis 

fueron descartadas. Para inducir la formación de embriones somáticos maduros, se 

realizaron mensualmente subcultivos de callos embriogénicos y se mantuvieron en 

condiciones de oscuridad a 30 ° C. 

 

4.5 Maduración de embriones somáticos 

Para inducir la maduración de los ES estos se transfirieron a medio de maduración 

(M) que contenía sales GM adicionadas con 1 mg L-1 de piridoxina, 1 mg L-1 de 

tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol, 1 g L-1 de carbón activado, 30 g L-1 de sacarosa, 

16 g L-1 de agar y  0.2 mg de Picloram. El pH del medio se ajustó a 5.7, se 

esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos y se vertieron 30 mL por caja Petri 

(100×25 mm) en condiciones de campana de flujo laminar y se mantuvieron en 

condiciones de oscuridad a 30 °C. 

 

4.6 Germinación de embriones maduros 

El medio de germinación (GE) consistió de las sales GM (Gamborg et al., 1968) 

adicionadas con 1 mg L-1 de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-

inositol, 50 g L-1 de sacarosa, 2.5 g L-1 Phytagel®,  0.5 mg L-1  6-bencilaminopurina 
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(BAP) y 1 mg L-1 de ácido giberélico (AG3); el pH del medio se ajustó a 5.7. Los ES 

maduros en etapa colitedonar con un diámetro de aproximadamente 5-10 mm se 

colocaron en cajas Petri (10 por caja). Los ES maduros se subcultivaron en un medio 

fresco cada dos semanas durante un período de seis a ocho semanas hasta la 

germinación. Los cultivos se incubaron en una cámara de crecimiento a 25 ± 2 °C 

con 16 h de luz e intensidad lumínica de 30 μmol m-2 s-1 proporcionada por lámparas 

fluorescentes de luz blanca fría de 40 W. 

 

4.7 Inducción de la organogénesis 

Los meristemos apicales se disectaron de los EC de las accesiones utilizadas y se 

cultivaron en el medio de inducción (I) de la organogénesis que consistió en las sales 

GM, 30 mg L-1 de sacarosa, 1 mg L-1 de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 

de  mio-inositol y 2.5 g L-1 de Phytagel®,  con reguladores de crecimiento (RC) 0.5 

mg L-1 de BAP y 1 mg L-1  AG3 o sin reguladores de crecimiento (SRC). El pH del 

medio se ajustó a 5.7 antes de su esterilización en autoclave 121 °C por 15 minutos. 

En frascos de cristal de 120 mL se vertieron 30 mL de medio y se colocaron dos 

explantes en cada uno. Los cultivos se mantuvieron en una cámara de crecimiento a 

25 ± 2 °C con 16 h de luz.  

 

4.8 Crecimiento y enraizamiento de las plántulas y brotes adventicios 

El medio de enraizamiento (R) estuvo compuesto por las sales GM adicionadas con 

1 mg L-1 de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol, 25 mg L-1 de 

ácido indol-3-butírico (AIB), 30 g L-1 de sacarosa y 2.5 mg L-1 Phytagel®; el pH del 

medio se ajustó a  5.7.  Se vertieron 30 mL del en frascos de vidrio de 120 mL y se 

colocó una plántula en cada uno. Los ES germinados y los brotes de 2 cm de 

longitud obtenidos por organogénesis se transfirieron a un medio de enraizamiento 

durante aproximadamente 4-5 semanas. Posteriormente, las plántulas se colocaron 

en medio de elongación (E) en recipientes Magenta® con un medio de cultivo con la 

mitad de la concentración de las sales MS (Murashige y Skoog, 1962), adicionadas 

con 1 mg L-1 de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol y 2.5 g L-1 
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Phytagel®, ajustando su  pH a 5.7. Las plántulas regeneradas in vitro se transfirieron 

a macetas con vermiculita y se cubrieron con bolsas de plástico para favorecer su 

adaptación ex vitro. Se regaron con la mitad de la concentración del medio 

Murashige y Skoog (MS) cada 3 días y se cultivaron a 25 ± 2 °C con 16 h de luz en 

una cámara de crecimiento como se describió anteriormente y se mantuvieron en 

estas condiciones durante 2 meses aproximadamente. Posteriormente se retiró la 

bolsa de plástico y se aclimataron en condiciones en el invernadero (25–28 °C y 

170–285 mmol m-2 s-1 de intensidad lumínica). 

 

4.9 Experimentos de selección con kanamicina  

Se realizaron experimentos para identificar la dosis respuesta en callos 

embriogénicos de aguacate. Para esto, se utilizó medio de inducción (I) con 50 mg 

de callos embriogénicos y la incorporación del aminoglicosido kanamicina en 

diferentes seis diferentes concentraciones (0, 50, 100, 200, 300, 400 mgL-1). Se 

mantuvieron en condiciones de oscuridad por 20 días a 29 °C. 

 

4.10 Preparación de células competentes de Agrobacterium tumefaciens 

Se crecieron las células en medio de cultivo LB sin antibiótico, para diluirlas luego a 

1.5 ml de cultivo en 40 ml de medio LB precalentado a 37 °C, manteniéndolas en 

agitación hasta que alcanzaron una concentración de 1.1x109 células ml-1 

correspondiente a una densidad óptica a 600 nm (OD600). La suspensión de células 

se centrifugó a 15 min a 3000 rpm, para luego adicionarle CaCl2 50mM, colocando 

después durante 20 minutos en hielo, para luego de centrifugar obtener el botón de 

células a las cuales se les adicionará CaCl2 (100mM) más glicerol al 10%. 

 

4.11 Transformación por choque térmico 

Se adicionaron 40ng de ADN plasmídico, en 20µl de células competentes y se 

colocarán en hielo, para luego someterlas a choque calórico. Posteriormente, se 

crecieron en medio LB a 3000 rpm, para luego cultivarlas en medio LB sólido con el 

antibiótico kanamicina.  
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El medio de inducción de callos (IC) consistió en sales GM adicionado con 1 mg L-1 

de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol, 1 g L-1 de carbón 30 g L-

1 de sacarosa y 8 g L-1 de agar, y diferentes concentraciones de ANA (2.5 o 10 mg L-1), 

2,4-D (5 o 10 mg L-1) o Picloram (0.05, 0.1 o 0.2 mg L-1). 

 

4.12 Condiciones de transformación con el gen uidA (GUS) 

Las masas proembriogénicas y los callos embriogénicos fueron removidos de frutos 

inmaduros de 5-8 cm (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988), y fueron utilizados como 

explantes. Los EC se colocaron en medio de inducción el cual consistió de sales GM 

con 1 mg L-1 de piridoxina, 1 mg L-1 de tiamina, 100 mg L-1 de mio-inositol, 1 g L-1 de 

carbón 30 g L-1 de sacarosa, 8 g L-1 de agar y Picloram (0.2 mg L-1); el pH se ajustó a 

5.7 y se cultivaron en condiciones de oscuridad a 30°C. La transformación se realizó 

utilizando como explante masas proembriogénicas (MPE) y callos embriogénicos de 

aguacate criollo inoculadas con la cepa EHA105 y LBA4404 de Agrobacterium 

tumefaciens, que porta el vector pBI121 que contiene la construcción con el gen 

marcador selectivo neomicina fosfotransferasa II (nptII), que confiere resistencia a 

kanamicina, y el gen uidA que codifica para GUS bajo el control del promotor 35S 

(Figura 4.1) (Jefferson, 1987). La cepa de A. tumefaciens EHA105 fue transformada 

con el vector pBI121. La transformación se verificó mediante PCR. Se realizaron dos 

ensayos, utilizando A. tumefaciens con una DO de 0.4, 0.6 y de 0.8, así como 

diferentes tratamientos para cocultivo con acetosiringona en concentraciones de 20, 

50, 200 y 400 µM por tratamiento. 

La transformación de MPE se realizó mediante el protocolo descrito por Palomo-Ríos 

et al. (2012). Los embriones se inocularon en medio liquido de en presencia de A. 

tumefaciens y se agitaron lentamente durante 10 minutos. Posteriormente las MPE se 

transfirieron a medio de cocultivo y se mantuvieron en condiciones de oscuridad a 

30°C durante 24 y 48 h. Una vez trascurrido este tiempo, se transfirieron a medio de 

selección y eliminación (MSE) de A. tumefaciens adicionado con kanamicina 50 g L-1 

y timentina 250 mg L-1.  A los 15 días en MSE se realizó la histoquímica de GUS 

(Jefferson,1987). 
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Figura 4.1 Construcción el gen marcador selectivo neomicina fosfotransferasa II 

(nptII), que confiere resistencia a kanamicina, y el gen uidA que codifica para GUS 

bajo el control del promotor 35S. 

 

4.13 Procedimiento de transformación 

El medio líquido (Gamborg et al., 1968) con 2% de sacarosa, mio-inositol (100 mg L-

1), piridoxina (1 mg L-1), se adicionó con un cultivo de la cepa LBA4404 de A. 

tumefaciens a una D.O.=0.8 en una proporción (v/v) de 5:1 respectivamente. Los 

embriones somáticos se incubaron en esta solución por 10 minutos en agitación lenta 

y posteriormente se incubaron en el medio de cocultivo con acetosiringona por 3 días 

a 25 ºC, con un fotoperiodo de 16 h de luz (45-70 μmol m-2 seg-1) y 8 h de oscuridad. 

 

4.14 Análisis estadístico 

Para la embriogénesis somática directa e indirecta, la unidad experimental (UE) fue 

una caja de Petri con 5 EC, cada uno con tres repeticiones por cada accesión 

(Celaya 79, Comonfort 53, San Miguel, BG24, BG181 y Zutano) y diferentes 

concentraciones de ANA (2, 5 o 10 mg L-1), 2,4-D (5 o 10 mg L-1) o Picloram (0.05, 

0.1 o 0.2 mg L-1). Para evaluar la viabilidad de los callos embriogénicos a través del 

tiempo se utilizaron, 50 mg de callos por caja Petri se usaron como UE con 5 

repeticiones, y se evaluó la regeneración al mes 1, 3, 6 y 9 de haber sido inducidos. 

La UE para la organogénesis fue una caja de Petri con 10 explantes de cada 

accesión y cinco réplicas con reguladores de crecimiento (0.5 mg L-1 de BAP y 1 mg 

L-1 AG3) o sin ellos. Para cada experimento se utilizó un diseño completamente al 

azar. La significancia se determinó mediante análisis de varianza con el paquete 



MATERIALES Y MÉTODOS 

38 

 

estadístico SAS (SAS Institute, 2012) y la prueba de Tukey (P ≤ 0.05) para la 

comparación de medias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

V RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Embriogénesis directa 

En trabajos previos de regeneración in vitro de aguacate de Persea americana var. 

Hass, se utilizaron frutos inmaduros para extraer EC en la etapa globular (Pliego-

Alfaro y Murashige, 1988; Witjaksono y Litz, 1999). En contraste, en este trabajo 

aislamos EC en etapa cotiledonar de frutos inmaduros de diferentes accesiones de 

P. americana var. Drymifolia y del híbrido Zutano (Figura 5.1A), para facilitar su 

extracción (Figura 5.1B). Todos los EC mostraron primordios foliares, hipocotilo y 

ápice radicular (Figura 5.1C). Solo los EC de la accesión San Miguel respondieron a 

los diferentes tratamientos de inducción de la embriogénesis somática directa. Esto 

coincide con otros autores (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Raharjo y Litz, 2005; 

Witjaksono y Litz, 1999), quienes observaron que la respuesta embriogénica de los 

explantes depende del genotipo. Los EC formaron ES en etapa globular en la zona 

de la radícula 15 días después de su cultivo en el medio I (Figura 5.1D). Feher (2019) 

indicó que esto puede deberse a que el inicio de la formación de embriones puede 

ocurrir a partir de células del periciclo tipo células madre y que es posible que la 

embriogénesis comparta pasos iniciales con la formación de raíces laterales. 

Después de 15 días en medio I se identificó que los grupos de ES que se formaron 

por explante se desarrollaban sincronizadamente en algunos explantes (Figura 5.1E) 

y en otros EC las fases de desarrollo eran diferentes (globular, torpedo y corazón) 

(Figura 5.1F y G). La maduración de los ES ocurrió en el medio M con 0.2 mg L-1 de 

Picloram y un indicador fue el cambio de color, de translúcido (Figuras 5.1D y F) a 

blanco opaco (Figuras 5.1E y G), además de un cambio en el estado de desarrollo 

por su transición a etapa cotiledonar, la cual ocurrió aproximadamente dos semanas 

después de cultivo en el medio M. En esta etapa de maduración, los ES se 

escindieron del EC (Figura 5.1H) y se mantuvieron en el mismo medio hasta que 

alcanzaron un tamaño de 5-10 mm (2 semanas). Después de este tiempo, los ES se 

transfirieron al medio GE (Figura 5.1I), donde después de 15 días en presencia de 

luz, los embriones maduros comenzaron a fotosintetizar y germinaron después de 30 

días de cultivo en el medio GE (Figura 5.1J). Este resultado contrasta con lo 
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reportado por Encina et al. (2014), en donde se requirió del doble de tiempo para 

obtener resultados similares con las variedades de aguacate Duke, Hass, Anaheim y 

A10 por la vía de embriogénesis indirecta y con cultivos en suspensión.  

En el presente trabajo se observó que no todos los embriones maduros germinaron 

bipolarmente (ápice y raíz). Esto probablemente se debe a que la conversión de ES a 

planta con germinación bipolar se presenta en una frecuencia baja (Raharjo y Litz, 

2003). Pliego-Alfaro y Murashige (1988) informaron que los meristemos no logran 

organizarse en la mayoría de los ES de aguacate, y que esto impide la germinación 

bipolar. Por esta razón en el presente estudio, los embriones unipolares germinados 

con aproximadamente 2 cm de altura (3 semanas en GE aproximadamente) se 

separaron de los cotiledones y se transfirieron al medio R (Figura 5.1J). 

Posteriormente, se transfirieron al medio E para promover la elongación de la parte 

apical y el crecimiento del sistema radicular (Figura 5.1K). Finalmente, se necesitaron 

dos meses para adaptarlas a las condiciones ex vitro (Figura 5.1L). Los tratamientos 

que promovieron el porcentaje más alto de explantes que formaron embriones 

somáticos, contenían 10 mg L-1 ANA (66.6 %) ó 0.2 mg L-1 Picloram (46.6 %); estos 

mismos tratamientos indujeron el mayor número de embriones por explante (Tabla 

5.1). 

El mayor número de plantas por explante se obtuvo con los tratamientos de 10 mg L-1 

de ANA y 0.2 mg L-1 de Picloram (0.46 y 0.40, respectivamente) (Tabla 5.1). El 

sistema de regeneración por embriogénesis somática directa en aguacate no se 

había descrito anteriormente e implica una optimización del tiempo para obtener 

plantas completas. Sin embargo, el número de plantas completas obtenidas bajo esta 

vía es inferior comparado con la embriogénesis indirecta (Encina et al., 2014). El 

proceso completo para obtener plantas desde la inducción de ES hasta la 

aclimatación lleva aproximadamente 6 meses, mientras que en el reporte más 

reciente de regeneración de aguacate (Encina et al., 2014) se requirieron hasta 14 

meses.  
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Figura 5.1 Embriogénesis somática directa en P. americana var. Drymifolia. A) 

Frutos inmaduros de 5-8 cm de diámetro; B) Embrión cigótico (EC), C cotiledon; C) 

Embrion cigótico, LP primordios foliares, H hipocotilo, R radícula; D) Embriones 

somáticos (ES) en etapa globular en el  ápice radicular después de una semana en 

medio de inducción y maduración (0.2 mg L-1 Picloram); E) ES después de dos 

semanas en medio de inducción y maduración; F) ESs con aspecto translúcido en el 

EC; G) ES en maduración; H) ES maduro separado de la radícula; I) Germinación de 

ES  maduro; J) Brotes en medio de enraizamiento; K) Plántula en medio de 

elongación; L) Plantas aclimatadas en condiciones de invernadero (después de 3 

meses).  

 

 

Tabla 5.1 Embriogénesis somática de P. americana var. Drymifolia accesión San 

Miguel. 
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5.2 Embriogénesis indirecta 

Los EC de la accesión San Miguel cultivados en 0.2 mg L-1 de Picloram desarrollaron 

CE (Figura 5.2A). El 50% de los callos formados se mantuvieron en IC y el otro 50% 

fue transferido a medio M. De cada 50 mg de CE en medio M (Figura 5.2B), se 

obtuvo el máximo potencial de regeneración entre el primer y tercer mes después de 

inducidos y no se encontraron diferencias significativas; en promedio 10.2 y 10.0 

embriones maduros (Figura 5.2C) de los cuales se obtuvieron 4.9 y 4.4 plantas 

completas respectivamente (Tabla 5.2). Al sexto mes el número de plantas disminuyó 

en un 80% mientras que en el noveno los embriones maduros perdieron su 

capacidad de germinar (Tabla 5.2). Witjaksono y Litz, (1999) mencionan que el 

potencial embriogénico en condiciones de mantenimiento depende del cultivar y 

puede variar de 3 meses a más de un año. Algunos de los embriones germinados 

mostraron malformaciones (Figura 5.2D), lo cual puede deberse a las condiciones de 

cultivo ya que otros autores (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988; Witjaksono y Litz, 

 
Auxinas 

 
Concentración 

mg L-1 

Explantes con 
embriogénesis 

somática 
 (%) 

Promedio 
de 

embriones 
somáticos 

por explante 
 

  Embriones 
maduros 

germinados 
(%) 

Eficiencia de 
regeneración 

Plantas/explante 
(%) 

NAA 2 6.6 ± 0.67 c 0.53 ± 0.90 
c 

 37.5 ± 
0.37c 

13.33 ± 0.31 c 

 5  26.0 ± 0.80 b 1.20 ± 2.10 
b 

 77.0 ± 
0.20a 

26.00 ± 0.37 b 

 10  66.6 ± 0.64 a 3.00 ± 2.90 
a 

 53.8 ± 
0.33a 

40.00 ± 0.37 a 

2,4-D 5  20.0 ± 0.81 b 0.86 ± 1.70 
c 

 20.0 ± 
0.34c 

- 

 10  6.6 ± 0.67 c 0.13 ± 0.22 
d 

 50.0 ± 
0.34c 

- 

Picloram 0.05  20.0 ± 0.81 b 1.40 ± 2.60 
b 

 71.4 ± 
0.24b 

26.00 ± 0.37 b 

 0.1  20.0 ± 0.81 b 1.46 ± 2.00 
b 

 20.0 ± 
0.35c 

6.00 ± 0.22 d 

 0.2  46.6 ± 0.45 a 3.2 ± 2.90 a  81.8 ± 
0.14a 

46.00 ± 0.38 a 
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1999) han demostrado que manteniendo los embriones en una suspensión los 

fenotipos son más homogéneos y tienen mayor viabilidad. Esta ruta de regeneración 

por embriogénesis indirecta se ha reportado para otras variedades de aguacate 

(Encina et al., 2014; Witjaksono y Litz, 1999) y en el presente estudio se muestra la 

primera evidencia para la variedad Drymifolia. 

 

 

Figura 5.2 Embriogénesis somática indirecta en P. americana var. Drymifolia. A) 

Callos embriogénicos; B) Maduración de embriones somáticos (ES); C) ES maduro 

en medio de germinación. D) Plántulas en proceso de crecimiento. 

 

Tabla 5.2 Regeneración de callos embriogénicos de P. americana var. Drymifolia 

accesión San Miguel.  

Meses de 

subcultivo 

después de la 

inducción del 

callo  

Promedio de 

embriones 

maduros/ 50 mg 

de callo 

Germinación 

de embriones 

maduros 

(%) 

Eficiencia de 

regeneración 

No. Plantas / No. 

embriones 

maduros 

(%)  

Mes 1 10.2 ± 2.60 a 66 ±2.31 a 45 ± 2.10 a 

Mes 3 10.0 ± 1.00 a 60 ±1.09 a 44 ± 2.20 a 

Mes 6 4.0 ± 1.41 b 32 ±0.12 b 25 ± 0.44 b 

Mes 9 2.2 ± 2.00 c - - 
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5.3 Morfología de los brotes de embriones somáticos opacos blancos 

La morfología de los brotes fue variable ya que algunos eran de tipo roseta (Figura 

5.3C) y otros formaban hojas (Figura 5.3D). Algunos brotes menores de 5 mm no 

pudieron desarrollarse (Figura 5.3E) o presentaron malformaciones en las hojas 

(Figura 5.3F), esto posiblemente debido a su tamaño. Se han observado brotes 

similares de tipo roseta y hojas (Encina et al., 2014; Pliego-Alfaro y Murashige, 

1988). Sin embargo, no se observó alguna relación de la germinación tipo roseta u 

hojas con algún tratamiento en específico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3. Diferencias morfológicas en la germinación de los embriones somáticos 

maduros A) Diferentes tamaños de embriones somáticos expuestos a la luz; B) Brote 

y cotiledones fotosintéticos de un embrión maduro; (C) Germinación tipo roseta; D) 

Embrión maduro con desarrollo foliar; E) Desarrollo foliar incompleto en embrión de 2 

mm; F) Embrión de 2 mm con malformaciones de hojas. 

 

5.4 Organogénesis  

La formación de brotes múltiples se indujo cuatro semanas después de que los EC 

decapitados (Figura 5.4A) permanecieran en el medio RC (Figura 5.4B), mientras 

que los ECs que se cultivaron en el medio SRC requirieron seis semanas para el 
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desarrollo de brotes, aunque con menor eficiencia en todas las accesiones (Tabla 

5.3). Hasta ahora, el uso de los EC decapitados para inducir la organogénesis no se 

había descrito en el aguacate, aunque se ha descrito en otras especies (Singh y 

Tiwari, 2012; Quintero-Jiménez et al., 2010). En general, todas las accesiones de 

aguacate utilizadas en el presente estudio tuvieron respuesta organogénica (Tabla 

5.3), aunque esta respuesta estuvo en función del genotipo. La accesión Comonfort 

53 tuvo la mejor respuesta en el medio RC con respecto al número de explantes que 

formaron brotes (86%); en tanto que las accesiones BG181 y BG24 mostraron los 

valores más bajos para esta variable cuando se cultivaron en un medio RC (14 y 26 

%, respectivamente) (Tabla 5.3). 

Las accesiones San Miguel y Comonfort 53 formaron el porcentaje más alto 

explantes con brotes, aunque no hubo diferencias significativas en el promedio de 

brotes por explante (3.29 y 2.53, respectivamente) (Tabla 5.3). En contraste, Zulfiqar 

et al. (2009) observaron en aguacate del cv. Fuerte 2.5 brotes por explante con 

yemas axilares en comparación con 1.58 en las apicales. Por otro lado, en el 

presente trabajo se observó que Comonfort 53 y Celaya tuvieron un promedio de 

brotes por explante más bajo (2.53 y 1.93, respectivamente) comparados con San 

Miguel (3.29); sin embargo, el número de plantas por explante de Comonfort 53 y 

Celaya fue mayor (0.54 y 0.42 respectivamente) que San Miguel (0.38). Esto indica 

que la inducción inicial no siempre corresponde en la misma proporción a la 

diferenciación y el desarrollo de plantas completas (Tabla 5.3).  

Una vez que los brotes alcanzaron 2-3 cm de longitud después de dos meses de 

cultivo en el medio RC, se procedió a escindirlos del explante original (Figura 3C), 

antes de cultivarlos en el medio MR, en el que ocurrió la emergencia de la raíz 

después de 2 semanas (Figura 3D) y posteriormente transferidos a ME (Figura 3E). 

Cuando las plántulas alcanzaron los 10 cm de largo se aclimataron (Figura 5.4F). 

Comonfort 53 tuvo la mayor eficiencia de regeneración (54%), seguido de Celaya 79 

(42%) y San Miguel (38%) (Tabla 5.3). Esto es similar a lo descrito por Martínez-

Pacheco et al. (2010) quienes mostraron una eficiencia de regeneración vía 

organogénesis de 57.5% para var. Drymifolia. Los resultados de este trabajo 
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mostraron que el protocolo de regeneración in vitro para la variedad de aguacate 

Drymifolia mediante la vía de organogénesis con EC es funcional para las diferentes 

accesiones y el híbrido de Zutano. 

 

 

 

Figura 5.4 Regeneración de plantas de P. americana var. Drymifolia mediante 

organogénesis. A) Embrión cigótico sin ápice meristemático (AM); B) Brotes 

regenerados después de cuatro semanas en medio de inducción de organogénesis; 

C) Brotes de dos meses en medio con reguladores de crecimiento; D) Brotes en 

medio de enraizamiento; E) Plántulas en medio de elongación después de tres 

meses de iniciado el cultivo; F) Planta aclimatada en condiciones de invernadero 

durante 2 meses.  

 

Tabla 5.3. Regeneración in vitro por organogénesis de diferentes accesiones de 

aguacate (Persea americana var. Drymifolia). 

Accesión 

Reguladores 

de 

crecimiento 

Explantes 

con brotes 

(%) 

 Promedio de 

brotes por 

explante 

Número total 

de plantas  

Eficiencia de 

regeneración 

Plantas/ 
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BAP= 6-bencilaminopurina AG=Ácido giberélico SRC= Sin reguladores de crecimiento 

 

 

5.6 Dosis respuesta con Kanamicina 

Para implementar un protocolo de transformación de aguacate, en primer lugar, se 

evaluó la tolerancia de los callos embriogénicos a diferentes concentraciones de 

kanamicina a través del tiempo y se encontró que en la concentración 200, 300 y 400 

mg L-1 (Figura 5.5) los callos comenzaron a necrosarse y a disminuir su tamaño en 

comparación con los que 50 y 100 mg L-1 (Figura 5.5). El uso de antibióticos como 

agentes de selección son muy usados para para especies leñosas. Para el cultivo de 

aguacate se encontró que la dosis ideal para selección de callos de aguacate Hass 

es de 100 mg L-1 (Cruz-Hernández et al. 1998), mientras que con la accesión San 

Miguel la dosis ideal es de 50 mg L-1. Esto indica que la sensibilidad a las 

explante (%) 

Celaya 79 BAP+AG  66.0 ± 0.42 b 1.93 ± 1.23 b 21.0 ± 1.21 a 42 ± 0.31b 

 

SRC§  50.0 ± 0.68 c 1.64 ± 0.92 c 12.0 ± 1.38 c 24 ± 0.21c 

BG24 BAP+AG  26.0 ± 0.55d 1.15 ± 1.12 d 5.0 ± 0.40 d 10 ± 0.11d 

 

SRC  10.0 ± 0.51 e 1.40 ± 2.60 c 1.0 ± 0.13 d 2 ± 0.12d 

BG181 BAP+AG  14.0 ± 0.59 e 1.14 ± 1.72 d 2.0 ± 0.11 d 4 ± 0.23d 

 

SRC  12.0 ± 0.50 e 1.16 ± 1.23 d 1.0 ± 0.13 d 2 ± 0.12d 

Zutano BAP+AG  56.0 ±0.77 b 2.35 ± 1.91 b 13.0 ± 0.80 c 26 ± 0.35 c 

 

SRC  30.0 ±0.43 d 2.06 ± 0.80 b 4.0 ± 0.31 d 8 ± 0.24 d 

San Miguel BAP+AG  62.0 ± 0.76 b 3.29 ± 0.75 a 19 ± 1.09a 38 ± 0.10 b 

 

SRC  40.0 ± 0.46 c 3.05 ± 0.95 a 11 ± 0.52 c 22 ± 0.14 c 

Comonfort 53 BAP+AG  86.0 ± 1.02 a 2.53 ± 1.02 a 27 ± 1.61 a 54 ± 0.15 a 

 

SRC  68.0 ± 0.80 b 2.38 ± 1.04 b 16 ± 0.97 b 32 ± 0.26 b 
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concentraciones de kanamicina está relacionada con el genotipo (Palomo-Rios et al., 

2012) 

 

 

 

Figura 5.5 Dosis respuesta de callos embriogénicos en seis concentraciones en mg 

L-1 de kanamicina. 

 

5.7 Transformación de aguacate 
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En primera instancia se cocultivaron masas proembriogénicas (MPE) de aguacate 

criollo variedad Drymifolia, con la cepa EHA105 de Agrobacterium tumefaciens. Al 

cabo de 48 h de cocultivo, se encontró actividad de GUS en las MPE (Figura, 5.6). 

Esto coincide con reportado por Cruz-Hernández et al., (1998) donde al transformar 

el mismo explante encontraron que el 40% de las MPE presentaban una coloración 

quimérica mientras que el resto tenía una coloración blanca. Con respecto a las 

diferentes concentraciones de acetosiringona (20, 50, 200 y 400 µM) se encontró 

actividad de GUS en todas las concentraciones mencionadas excepto en 20 µM. Sin 

embargo, la actividad más sobresaliente se identificó a 50 µM de acetosiringona 

(Figura 5.6) esto coincide con Ahmed et al., (2012) donde probaron dos 

concentraciones (200 µM y 400 µM) donde demuestra que en la concentración más 

alta hay una inhibición de la transformación ya que sus mejores resultados  

correspondieron a las concentración de 200 µM. Con respecto a la DO600 0.6 fue 

cualitativamente superior a 0.4 y 0.8 (Figura 5.6), Además, bajo esta condición las 

células permanecieron con menos daño (Figura 5.6). También se identificó que las 

áreas de las MPE que se encontraban en contacto con el medio cultivo con 

acetosiringona son las regiones donde se observa la coloración azul, esto confirma 

que existe una relación de la acetosiringona con la infección de A. tumefaciens. 

Además, se identificó que mejora la transformación y la actividad de la ß 

glucoronidasa utilizando callos embriógénicos con la cepa EHA105 y 48h en 

cocultivo mientras que con la cepa LBA4404 la actividad glucuronidasa fue más baja 

en 24 y 48 h de cocultivo (Figura 5.7),  

 Ahmed et al., (2012) evaluaron diferentes cepas de A. tumefaciens obteniendo 

mejores resultados con la cepa GV3850 que es más efectiva  en la transformación de 

tejido que LBA4404, una explicación a estas diferencias pueden estas en el locus att 

que se encuentra en el cromosoma bacteriano, este locus contiene genes que están 

relacionados con la adhesión bacteriana a las células vegetales, por lo tanto los 

niveles de expresión de estos genes están correlacionados con la virulencia de las 

bacterias y a su vez con la eficiencia en la transformación (Matthysse et al., 1996) 

Estos resultados demuestran que en este trabajo se logró la transformación de 
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aguacate criollo hasta la etapa de callos embriogénicos y que hasta donde tenemos 

noticia este sería el primer trabajo en ese sentido. 

 

 

Figura 5.6 Masas proembriogénicas (MPE) con actividad β-glucuronidasa en 

coocultivo con diferentes concentraciones de acetosiringona por 48 h y diferentes 

densidades ópticas (DO600 0.4, 0.6 y 0.8) de A. tumefaciens de la cepa EHA10.
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Figura 5.7.  Callos embriogénicos con actividad β-glucuronidasa mantenidas en 

cocultivo con 50 µm de acetosiringona por 24 y 48 h y 0.6 DO600   de A. tumefaciens 

de las cepas EHA105 y LBA4404. 
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VI. CONCLUSIONES 

Se estableció un protocolo reproducible y eficiente para la regeneración in vitro de 

plantas de aguacate criollo de la variedad Drymifolia utilizando cinco accesiones. Este 

protocolo permitió regenerar plantas a partir de embriones cigóticos, por dos vías: 

embriogénesis somática y organogénesis. El uso de Picloram (0.82 µM) o ANA (53.7 

µM) induce la formación de embriones somáticos a través de la embriogénesis 

directa, mientras que el Picloram (0.82 µM) promueve la formación de callos 

embriogénicos por embriogénesis indirecta. Se estableció la propagación in vitro a 

través de la organogénesis utilizando embriones cigóticos decapitados. San Miguel 

fue la única variedad con respuesta de embriogénesis somática, mientras que 

Comonfort 53 tuvo la mejor tasa organogénica. Por ambas vías de regeneración se 

obtuvieron plantas completas que se adaptaron a condiciones de invernadero. 

Los factores más favorables para un sistema de transformación de aguacate criollo 

son una concentración de acetociringona de 50 µm y el utilizar A. tumefaciens a una 

DO de 0.6 y 48 h en cocultivo con la cepa EHA105. Se observó mayor eficiencia de 

transformación en los callos en con embriones en estado globular que en las masas 

proembriogénicas Los callos inoculados con la cepa EHA 105 en apariencia muestras 

mayor actividad glucoronidasa. Esta evidencia muestra un nuevo sistema de 

transformación de callos de aguacate (Persea americana var. Drymifolia), el cual 

facilitará estudios futuros en el mejoramiento genético por transformación. 
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