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SUMMARY

Lingue (Persea lingue) is a native arboreal species of Chile, adequate for producing high quality wood and also recognized for its
beauty. The effect of supplemented hormonal components in the culture medium of the Persea lingue were studied, morphogenetic
capacity and the in vitro regeneration process via histological studies were analyzed. The Murashige and Skoog (MS) basic cul-
ture medium was used and complemented with different concentrations of indole 3-butyric acid (IBA) and 6— Benzylaminopurine
(BAP) using apical sections of microshoots obtained from in vitro germinated mature embryos. A complete random block design
was applied with five repetitions and factorial arrangement of treatments, the experimental unit was a culture recipient containing
one explant. The variance analysis showed statistically significant differences (P = 0.001) of the treatment factor on the above
response, variable number of buds per explant and caulinary elongation. Regarding Duncan’s multiple range test, it was possible to
confirm that the treatments with significant differences were 0.1 mg L-! of IBA and 2.0 mg L-! of BAP for the induction of buds
per explant and 0.05 mg L' of IBA and 0.5 mg L-! of BAP for caulinary elongation. The histological analyses revealed that the
proliferation of meristematic cells was originated in the epidermic and subepidermic tissue. As well, the study confirmed in vitro
regeneration process through direct organogenesis. These results ratify that organogenesis can be a potential biotechnological tool,
useful for massive rescue, conservation, and propagation of native species under a critical status.
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RESUMEN

Persea lingue (lingue) es una especie arbdrea nativa de Chile apta para producir madera de alta calidad y belleza. El presente estudio
evalud el efecto de componentes hormonales suplementado con medios de cultivo sobre la capacidad morfogénica de Persea lingue
y se analizé el proceso de regeneracion in vitro mediante estudios histolégicos. Se ensayé el medio de cultivo bdsico Murashige y
Skoog (MS) complementado con diferentes concentraciones de dcido indol 3-butirico (AIB) y 6-bencilaminopurina (BAP), usando
secciones apicales de microtallos obtenidos de embriones maduros germinados in vitro. Se utiliz6 un disefio en bloques completos
aleatorizados con cinco repeticiones y arreglo factorial de tratamientos; la unidad experimental fue un recipiente de cultivo conte-
niendo un explante. Hubo efectos significativos (P = 0,001) del tratamiento sobre las variables respuesta nimero de yemas, nimero
de brotes y elongacion caulinar. La prueba de rangos miiltiples de Duncan confirmé que los tratamientos que observaron diferencias
significativas fueron 0,1 mg L' de AIB y 2,0 mg L' de BAP para la induccién de yemas por explante y 0,05 mg L' de AIB y
0,5 mg L-! de BAP para la elongacion caulinar. El andlisis histolgico demostré que la proliferacion de células meristeméticas se
inici6 a partir del tejido epidérmico y subepidérmico. Asimismo, corroboré el proceso de regeneracion in vitro via organogénesis
directa. Estos resultados ratifican a la organogénesis como una potencial herramienta biotecnoldgica itil para rescatar, conservar y
propagar masivamente a esta especie nativa.

Palabras clave: auxinas, citoquininas, elongacién caulinar, propagacion in vitro.

INTRODUCCION condiciones de sitio (Donoso 1974, Rodriguez et al. 1983,
Donoso y Escobar 2006). En los individuos maduros, la

Persea lingue Ness (lingue) es una especie arbérea  corteza es muy caracteristica, gruesa, rugosa y con protu-
que forma parte de los recursos fitogenéticos nativos de la  berancias similares a verrugas uniformemente distribuidas
zona centro-sur de Chile. Puede alcanzar dimensiones de  con un alto contenido de taninos (cerca del 25 %), por lo
hasta 30 m de altura y 80 cm de didmetro, en las mejores  que se emplea en la industria de la curtiduria. Ademas,
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es una especie apta para producir madera de alta calidad
y belleza, aprovechada en la muebleria, torneria y en la
construccién (Donoso y Escobar 2006).

Por otro lado, la explotacién irracional que sufri6 Persea
lingue en el pasado, mediante la extraccion indiscriminada
de individuos, el cambio de uso del suelo y la frecuencia
de incendios han generado poblaciones de lingue altamente
fragmentadas, aumentando su aislamiento y propiciando
un incremento en el riesgo de extincién de esta especie
(Bustamante y Castor 1998, Bennett 1988, Bustamante
et al. 2003, Echeverria et al. 2006). Aunado a lo anterior,
en los métodos de propagacion tradicional de esta especie
existen limitaciones y dificultades tales como lentitud en el
proceso de germinacidn, obtencion de semillas a intervalos
irregulares y una baja energia germinativa (Escobar et al.
1998, Donoso y Escobar 2006). Bajo este escenario, el
cultivo in vitro se propone como una excelente alternativa
para superar algunas de las dificultades antes mencionadas
(Hartmann y Kester 1999). Concretamente, la técnica de la
organogénesis directa es una via factible para incrementar
de forma rdpida el nimero de individuos, constituyendo
una etapa importante para el establecimiento de un banco
de germoplasma en especies amenazadas o en peligro de
extincién (Uribe et al. 2008)

El presente estudio plantea como objetivo evaluar el
efecto de componentes hormonales complementado con
medios de cultivo sobre la capacidad morfogénica de
Persea lingue y realizar estudios histolégicos del proceso
de regeneracién in vitro. Especificamente, se pretende
establecer concentraciones hormonales apropiadas para la
obtencion de microtallos enraizables. Lo anterior aportard
cimientos cientificos para el establecimiento de un banco
de germoplasma libre de enfermedades y patdgenos con
fines futuros de recuperacién, conservacién y propagacion
in vitro de Persea lingue.

METODOS

Material vegetal. Como material vegetal inicial se uti-
lizaron frutos maduros de Persea lingue cosechados en
el afio 2008, provenientes de poblaciones creciendo bajo
condiciones naturales en sitios circundantes a la ciudad
de Valdivia, Chile (39° 49’ S y 73° 14’ O)!. Los frutos
se mantuvieron remojados en agua corriente durante 24
horas. Seguidamente se colocaron bajo luz solar durante
12 horas para eliminar el pericarpio debido a que tiene
un efecto inhibidor sobre la germinacién de la semilla
(Escobar 1998). A continuacioén, bajo cdmara de flujo
laminar se inici6 la asepsia superficial de las semillas
mediante lavados en solucion de etanol al 70 % v/v durante
cinco minutos, seguidos de dos enjuagues de tres minutos

I El estudio se realiz6 en el laboratorio de micropropagacién y biotec-

nologia forestal de la empresa GenFor S. A., ubicado en la ciudad
de Valdivia.
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cada uno con agua destilada estéril. Posteriormente, las
semillas fueron inmersas en una solucién de hipoclorito
de sodio (NaClO) al 50 % v/v mas una gota de Tween 20,
manteniéndolas en agitacién continua durante 20 minutos.
Por dltimo, se efectuaron tres enjuagues consecutivos con
agua destilada estéril durante tres, cuatro y cinco minutos,
respectivamente.

Con la ayuda de pinzas y bisturi, bajo una lupa estereos-
cOpica, se procedid a la extraccioén de los embriones, los
cuales fueron sembrados en tubos de ensayo conteniendo
15 mL de medio de cultivo gelificado con agar. Estos se
mantuvieron en la cdmara de crecimiento durante dos
semanas en oscuridad a una temperatura de 25 °C £ 1 °C
hasta su germinacion.

Medio de cultivo. En la etapa de establecimiento embrio-
nario se utilizé el medio MS (Murashige y Skoog 1962)
con sus macronutrientes reducidos a 1/4, suplementado
con sacarosa como fuente de carbono (30 g L"), libre de
hormonas, y ajustando el pH a 5,7 con NaOH (hidréxido
de sodio). Como agente gelificante al medio nutritivo se
adicion6 agar (7 g L.

En una posterior etapa de proliferacion, secciones
apicales de microtallos de 7 a 8 mm de longitud logrados
de embriones germinados in vitro fueron cultivados en el
medio basico MS. Como fuente energética se agregd sa-
carosa (30 g L1), ajustando el pH a 5,7 y gelificado con
agar (7 g L"), El medio nutritivo fue suplementado con
una combinacién y balance hormonal de 4cido indolbutirico
(AIB) y bencilaminopurina (BAP) (cuadro 1); como res-
puesta se evaluaron las variables nimero de yemas, nimero
de brotes y nimero de hojas por explante. En la fase de
elongacion, las secciones apicales fueron cultivadas en el
medio bdsico MS suplementado con tres concentraciones
hormonales de AIB y BAP (cuadro 1); en esta fase, las
variables que se cuantificaron fueron las longitudes de
yemas, de brotes y de entrenudos por explante.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados para la induccién de yemas
y elongacién de brotes en la propagacion in vitro de Persea
lingue.

Evaluated treatments for the induction of buds and shoot
elongation at in vitro propagation of Persea lingue.

Etapa I Etapa II Etapa III
Tratamientos Establecimiento Proliferacion Elongacién
Acido indolbutirico/Bencilaminopurina (mg L)
T1 0,0/0,0 0,1/1,0 0,01/0,1
T2 0,0/0,0 0,1/2,0 0,05/0,5
T3 0,0/0,0 0,5/2,0 0,10/1,0

Disefio experimental y andlisis estadistico. El disefio
experimental utilizado fue en bloques completos alea-
torizados con cinco repeticiones y arreglo factorial de
tratamientos. La unidad experimental fue un recipiente de
cultivo conteniendo un explante, estableciéndose quince
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recipientes por cada tratamiento, los cuales fueron dis-
tribuidos aleatoriamente en cada bloque. Se realizé un
andlisis de varianza (ANDEVA) a través del procedimiento
PROC GLM del programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System). Finalmente, la comparacién de medias
de los tratamientos se hizo mediante la prueba de rangos
multiples de Duncan.

Estudio histoldgico. Para el andlisis histolégico, se tomaron
cuatro muestras durante las etapas de proliferacién y elon-
gacion. Las muestras fueron fijadas entre 24 y 48 horas en
FAA [formalina (5 %)-acido acético (5 %)-alcohol etilico
(90 %)]. Posteriormente, se lavaron con agua corriente du-
rante 24 horas. Una vez concluido el lavado, el tejido fue
deshidratado en soluciones seriadas de alcohol etilico (50,
75, 85y 95 %) cada dos horas. Seguidamente, las muestras
se pasaron tres veces por alcohol etilico puro, durante dos
horas, en los primeros dos pases y, durante toda la noche,
en el dltimo pase. Luego se realizaron tres inmersiones
en xilol por dos horas en cada pase y se impregnaron
en tres pases de parafina cada dos horas. A continuacién
las muestras se incluyeron en bloques de parafina a los
que se les realizaron cortes en secciones transversales y
longitudinales con un grosor de 5-8 pum utilizando un mi-
crétomo de deslizamiento vertical. Finalmente, cada corte
fue adherido a un portaobjetos y tefiido con azul de astra
safranina al 1%. Para la observacién de las muestras se
utiliz6 un microscopio Axioskop OPTON vy las imigenes
se fotografiaron con una cdmara digital Canon Power Shot
G5 adaptada al microscopio.

RESULTADOS

El proceso de germinacién via in vitro se inici6 15 dias
después del establecimiento embrionario, observiandose
inicialmente la aparicion del epicétilo. A los 30 dias del
establecimiento, se registré un 100 % de emergencia de las
vitroplantas. En ellas se observé un adecuado desarrollo
del hipocétilo, de aspecto vigoroso, y no hubo presencia
de contaminacién flngica o bacteriana (figura 1A).

Acorde a los resultados del ANDEVA, el factor bloque
no present6 efecto significativo (P > 0,05, F = 0,80y 1,21).
Lo anterior respalda que las fluctuaciones ambientales en
las cdmaras de crecimiento fueron estables, sugiriendo
que el experimento pudo haberse realizado bajo un disefio
completamente al azar. El factor tratamiento fue signifi-
cativo (P < 0,001, F = 62,00 y 26,61) sobre las variables
respuesta nimero de yemas por explante y longitud de
brotes, es decir, no hubo igualdad de medias entre los
grupos de tratamientos estudiados.

En la etapa de proliferacion, con relacién a las variables
nimero de yemas y brotes por explante, el tratamiento T2
(0,1/2,0 mg L) fue el que produjo un efecto positivo sig-
nificativo. Esta combinacién y balance hormonal permitié
la mayor cantidad de yemas finales, con un promedio de
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nueve por explante a los 90 dias de cultivo, las cuales
generaron brotes de tallas homogéneas y de aspecto vi-
goroso (cuadro 2, figura 1C). Lo anterior revela que los
explantes en presencia de hormonas exdgenas exhibieron
multiples puntos de crecimiento cambiando morfolégica-
mente a brotes.

Con relacién a los tratamientos compuestos por el ba-
lance hormonal 0,1/1,0 mg L1y 0,5/2,0 mg L-! el andlisis
demuestra que no hubo diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ellos (cuadro 2). Particularmente, al tratamiento
T1 (0,1/1,0 mg L!) se le disminuy6 la concentracién de
la citoquinina en el medio de cultivo manteniendo los
niveles de auxina andlogo al tratamiento T2 (0,1/2,0 mg
L-1), obteniéndose en promedio cuatro yemas por explan-
te (cuadro 2). Al tratamiento T3 (0,5/2,0 mg L) se le
redujo la concentracién de la auxina en el medio nutritivo,
manteniendo las proporciones de citoquinina, similar al
tratamiento T2, lograndose en promedio tres yemas por
explante (cuadro 2). No obstante, los microtallos que fueron
cultivados en el tratamiento T1, compuesto por 0,1/1,0 mg
L-! de 4cido indolbutirico/bencilaminopurina observaron
una acentuada aparicion de hojas, una reducida cantidad
de verticilos y la mayoria de aspecto y forma arrosetada
(figura 1B). En cuanto a la variable nimero de hojas por
explante, el tratamiento T1, constituido por la proporcién
hormonal 0,1/1,0 mg L-!, favoreci6 la formacién y mayor
presencia de hojas, lograndose en promedio seis hojas por
explante (cuadro 2).

En la etapa de elongacién caulinar, el andlisis mostré
un efecto positivo significativo con bajas concentracio-
nes hormonales complementadas en el medio nutritivo.
Particularmente, el tratamiento hormonal T2 (0,05/0,5mgL1)
fue el que observé un efecto significativo sobre el desa-
rrollo en longitud de los brotes. Bajo esta combinacién
y balance hormonal se lograron brotes cuyas longitudes
en promedio fueron de 25 mm, exhibiendo hojas de una
coloracion verde intenso y de aspecto vigoroso (cuadro 2,
figura 1D).

Con relacién a los tratamientos T1 (0,01/0,1 mg L)
y T3 (0,10/1,0 mg L") el andlisis demostré que no hubo
diferencias significativas (cuadro 2). Especificamente, los
microtallos que fueron cultivados en el tratamiento T1
alcanzaron en promedio 16 mm de longitud y los culti-
vados en el tratamiento T3 lograron tallas en promedio
de 15 mm (cuadro 2).

La estimulacion en la longitud de los entrenudos
bajo las proporciones hormonales analizadas presentd
diferencias significativas (cuadro 2). El tratamiento
hormonal T2 (0,05/0,5 mg L) fue el que favorecié un
mejor desarrollo en longitud, aprecidndose entrenudos
que registraron en promedio cinco mm (cuadro 2). Con
relacién a los microtallos que fueron cultivados en los
tratamientos T1 (0,01/0,1 mg L") y T3 (0,10/1,0 mg L")
exhibieron entrenudos con promedios de tres y dos mm de
longitud (cuadro 2). Con tales resultados se fundamenta
que la elongacién caulinar se restringié al aumentar la
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Figura 1. Propagacién in vitro de Persea lingue a partir de embriones aislados a los 120 dias de cultivo. A) Vitroplantas después
de 30 dias del establecimiento embrionario en medio MS1/4 libre de hormonas. B) Microtallos en medio de proliferacién MS écido
indolbutirico/bencilaminopurina (0,1/1,0; 0,1/2,0; 0,5/2,0; mg L-1). C) Elongacién caulinar de microtallos en medio MS suplementado
con 4cido indolbutirico/bencilaminopurina (0,05/0,5 mg L-'). D) Microtallos con caracteristicas morfofisiolégicas adecuadas para
la siguiente etapa induccién de enraizamiento in vitro.

In vitro propagation of Persea lingue Ness from isolated embryos after 120 days of growth. A) Vitroplants after 30 days of embryo
establishment in hormone free MS1/4 medium. B) Microshoots in MS IBA/BAP (0.1/1.0; 0.1/2.0; 0.5/2.0; mg L) proliferation medium. C)
Microshoots caulinar elongation in MS medium supplemented with IBA/BAP (0.05/0.5 mg L-!). D) Microshoots with adequate morpho-physiological
characteristics for the following stage of in vitro rooting induction.

Cuadro 2. Prueba comparativa entre medias de tratamientos generados mediante el procedimiento prueba de rangos multiples de
Duncan.

Comparative test among averages of treatments generated by means of the Duncan’s multiple range test.

Factor de estudio Acido indolbutirico/

Fases de la micropropagacién  Variables Bencilaminopurina (mg L-1) Media+ S
0,1/1,0 4+0,7b

Nimero de yemas 0,1/2,0 9+1,0a

0,5/2,0 3+0,7b

. . 0,1/1,0 4+0,7b
Proliferacion Nudmero de brotes 0,1/2,0 7+1,0 a
0,5/2,0 2+1,0b

0,1/1,0 6x1,0a

Numero hojas 0,1/2,0 3+0,7b

0,5/2,0 2+1,0b

0,01/0,1 2,0£1,0 a

Longitud de yema 0,05/0,5 3,5+0,8 a

0,10/1,0 40+1,0a

0,01/0,1 16+6 b

Elongacién caulinar (mm) Longitud de brote 0,05/0,5 25+1,0a
0,10/1,0 15+1,0b

0,01/0,1 3,0£0,8 b

Longitud de entrenudos 0,05/0,5 50+1,0 a

0,10/1,0 2,0+0,8 b

il

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,01).
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concentracion hormonal de la relacién auxina-citoquinina
en el medio de cultivo y altas concentraciones de cito-
quinina favorecieron la induccién y formacién de puntos
de crecimiento redundando en un incremento en la tasa
de proliferacion.

Estudio histoldgico. La secuencia histolégica de la dife-
renciaciéon del brote (figura 2) corrobora el proceso de
regeneracion in vitro en Persea lingue via organogénesis
directa. Particularmente en la figura 2A, que corresponde
a una seccién transversal de una protuberancia separada
del explante inicial, se aprecia un nivel de organizacién
mayor por la presencia de tejidos como la protodermis y el
procambium, los cuales le confieren cierta individualidad
a este tipo de estructura debido a que originardn tejidos
de tipo epidérmico y primarios.

En las primeras etapas del desarrollo embriona-
rio, usualmente, todas las células estan en division.
Posteriormente, la proliferacion celular se restringe a
los nédulos o protuberancias que se van desarrollando e

incrementando su nivel de organizacién, dando lugar a la
formacién de domos meristematicos y primordios foliares
(figura 2B y 2C) constituyendo de esta forma un meristemo
caulinar. Especificamente, la formacién de los meristemos
caulinares a partir de los nddulos o protuberancias mostré
un mayor vinculo con el explante inicial. Asimismo, el
tejido vascular del brote establecié conexién con el tejido
del cual derivan (figura 2D), lo que indica que son brotes
de origen organogénico.

DISCUSION

Los resultados de este estudio ratifican al cultivo in
vitro a partir de embriones maduros como una via factible
y exitosa para masificar poblaciones de Persea lingue.
Asimismo, indica que las fitohormonas juegan un rol clave
en la regeneracién del tejido vascular. Especificamente,
un balance apropiado entre auxinas y citoquininas com-
plementadas en el medio nutritivo y las que se encuentran

Figura 2. Secuencia histoldgica de la formacién de brotes en secciones apicales de microtallos obtenidos de embriones maduros
germinados in vitro. A) Seccién transversal de una protuberancia separada del tejido inicial con un alto grado de organizacién
celular, tejido similar a la protodermis (PD) y al procambium (PC). B) Seccién longitudinal de una protuberancia separada que
muestra la formacién del domo meristematico (DM) y la presencia de los primordios foliares en desarrollo (PF) después de 45
dias de iniciado el cultivo. C) Seccién longitudinal de un dpice caulinar. D) Brote organogénico emergiendo a partir de una yema
axial, nétese la conexién directa entre su tejido vascular y el del explante (TVE).

Histological sequence of the formation of apical sections of microshoots obtained from in vitro germinated mature embryos. A) Transversal
section of a protuberance separated from the original tissue with a high level of cellular organization, similar tissue to protodermis (PD) and pro-
cambium (PC). B) Longitudinal section of a separated protuberance that reveals the formation of the dome meristematic (DM) and the presence of
developing leaf primordium (PF) after 45 days of growth. C) Longitudinal section of a caulinary meristem. D) Organogenic shoots emerging from
an axial bud; please notice the direct connection between its vascular tissue and the explant tissue (TVE).
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en forma endégena en los explantes cultivados in vitro
son esenciales para inducir divisién y elongacién celular
(Jiménez 2000, Martinez y Pacheco 2006).

En este estudio el mayor nimero de yemas y brotes por
explante se logré con la dosis hormonal de 0,1/2,0 mg L1
de 4cido indolbutirico/bencilaminopurina (tratamiento T2)
(cuadro 2). Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en Persea americana Mill por Mohamed-Yasseen (1995)
y Pliego-Alfaro y Murashige (1988). Resultados de otros
estudios coinciden en que la induccién de érganos por efecto
de las citoquininas estd orientada a la formacién de puntos
de crecimiento, logrando éxito en funcién a proporciones
altas de citoquinina con respecto a la auxina.

Especificamente, en varias especies se ha comprobado
que a medida que aumenta la concentracién de BAP se
aprecia una disminucién en la longitud de los brotes,
incrementdndose los indices de proliferaciéon (Sanchez
et al. 2002, Rodriguez et al. 2003, Sotolongo et al.
2003). Al respecto, Orellana (1998) sefala que el balance
auxina-citoquinina es determinante en el coeficiente de
proliferacién, por lo que optimizar un balance adecua-
do reflejard elevadas tasas de proliferacion, ampliando
la efectividad de la técnica de micropropagacioén. Sin
embargo, Pedroza y Mican (2006) sefialan que los reque-
rimientos de citoquinina son extremadamente variables
y dependen del contenido enddgeno de cada especie y
tipo de explante.

El meristemo caulinar es una estructura dindmica en
la cual, continuamente, se estin produciendo crecimiento,
division celular y formacién de érganos. Concretamente,
las hojas se originan como resultado de una serie de divi-
siones celulares periclinales en los flancos del meristemo
y su desarrollo estd bajo control de la relacién hormonal
auxinas y citoquininas (Uribe et al. 2008). Al respecto, los
resultados de este estudio indican que concentraciones de
0,1/1,0 mg L-! de 4cido indolbutirico/bencilaminopurina
favorecen el desarrollo de hojas por explante (cuadro 2,
figura 1B) a lo largo del cultivo in vitro. Estos resultados
no coinciden con los obtenidos por Gonzélez y Salazar
(1984), Gonzélez et al. (1985) y Barcel6-Mufioz et al.
(1999) en estudios del género Persea, atribuible al tipo
de explante que utilizaron, época de recoleccién y a
las diferencias fisiologicas del material vegetal. Otro
factor critico es la influencia del nimero de dias entre
las transferencias en un medio de cultivo fresco. En
concentraciones de 1,0 mg L-! de bencilaminopurina y
transferencias a un medio nutritivo fresco cada 21 dfas
favorecié la formacién de rosetas y entrenudos cortos
(cuadro 2, figura 1B), fundamentandose a la persistencia de
un efecto remanente y acumulativo de bencilaminopurina
en el subcultivo siguiente, redundando en una deficiente
absorcién y metabolizacién por el explante.

La longitud de los brotes y entrenudos se favorece
con una menor concentracién de citoquininas, funddndose
en que se disminuye la divisién celular y se promueve la
elongacién del tejido debido a la accién de las auxinas
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(Uribe et al. 2008). Lo anterior, coincide con los resul-
tados logrados en este estudio, exhibiendo que la mayor
elongacién de los brotes y entrenudos de los microtallos
se obtuvieron en el tratamiento T2 (0,05/0,5 mg L)
(cuadro 2, figura 1C). Este mejor desarrollo caulinar
obtenido se explica por un balance 6ptimo en la relacién
auxina-citoquinina. Tamas (1995) sefiala que el efecto
inhibitorio de la elongacidn caulinar debido a un aumento
en la concentracién exdgena de hormonas es diferencial
para cada tipo de hormonas, evidencidndose al variar los
niveles en la relacién auxina-citoquinina. Al respecto, Von
Arnold (1988) senala que es frecuentemente necesario
reducir la dosis o eliminar las citoquininas en el medio
nutritivo para lograr un incremento en la elongacién de
los entrenudos, lo cual redundara en la obtencién de
brotes de mayor longitud.

La evaluacion histolégica que incluy6 cortes transver-
sales y longitudinales corrobora el proceso de regeneracién
in vitro via organogénesis directa (figura 2D). Por otro
lado, evidencia los procesos que implican la formacién
de ndédulos o protuberancias (figura 2B, figura 2C),
observiandose que la principal actividad morfogenética
de las células sucede en los tejidos que conforman a
la regién meristemdtica. Las estructuras meristemadticas
son zonas de divisidn y expansion celulares por procesos
mitdticos. La funcién bdsica de la mitosis dentro de un
proceso morfogenético es la formacién de un nimero
definido de células en divisién activa, las cuales son
capaces de responder a sefiales de desarrollo (Villalobos
y Thorpe 1991).

La formacion de tejidos con actividad morfogenética
se inicia a partir de células poco diferenciadas (Lara et al.
2003), obedeciendo a diversos factores tales como el
tipo de explante. En este estudio, la formacién de zonas
con actividad morfogenética ocurrié en la proximidad
de los tejidos como el procambium (figura 2A), donde
se asume que la concentracion de los reguladores de
crecimiento es mayor. Lo anterior, se atribuye por las
altas concentraciones de auxinas en las regiones meris-
temdticas que estdn en crecimiento activo. Ademds, el
tejido procambial, por procesos posteriores, producird
los tejidos conductores primarios.

CONCLUSIONES

El cultivo in vitro de Persea lingue a partir de secciones
apicales de microtallos, utilizando como material vegetal
inicial embriones maduros, reflejé resultados exitosos,
afirmando los primeros cimientos cientificos como una
alternativa potencial conducente a aminorar algunas de
las problematicas de propagacién que afronta esta especie
nativa chilena. Asimismo, este estudio, pionero en impli-
car a esta especie, evidencia la viabilidad en las fases de
proliferacién y elongacién caulinar como etapas clave en
el proceso de propagacion via organogénesis in vitro.
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