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1. INTRODUCCION

El palto (Persea americana Mill.) es una especie cultivada en las regiones
tropicales y subtropicales de mas de 50 paises, siendo un frutal que
en los dltimos afios ha alcanzado importancia econdémica debido a
su gran demanda en los mercados nacional e internacional, por lo
que se le considera como uno de los frutales mas importantes del
mundo.

De acuerdo a las estimaciones de la FAO, la produccién mundial de
paltas se ha cuadriplicado durante las Uultimas cuatro décadas,
llegando a 3,25 millones de toneladas en el afio 2008. México es el
principal productor mundial de paltas, representando un tercio del
total, lo siguen Chile, Indonesia, Republica Dominicana, Colombia, Brasil,
Peru, Estados Unidos y Guatemala (FAOSTAT, 2011).

El Perd se encuentra dentro de los diez principales paises
productores de palta, alcanzando un promedio de 100 mil toneladas.
Las exportaciones peruanas de palta en el afio 2010 alcanzaron un
total de US S. 84,637 millones y 59520,6 t. Haciendo una compa-
racion entre el afio 2005 y 2010 se puede observar que las
exportaciones de palta han experimentado un crecimiento de 362,2%
en valor y 318,8% en volumen, esto responde al incremento en la
superficie sembrada de este frutal, asi ccmo a la mayor demanda
que posee, especialmente en l|a Unidn Europea. Los principales
destinos de las exportaciones peruanas son: Espahfa, Holanda, Reino
Unido, Francia y Canadd (MINAG, 2011).

La produccion de palta en el Peri es durante todo el afo, sin
embargo la variedad de exportacion que es la Hass, sélo se
produce y exporta entre los meses de mayo a setiembre (MINAG,
2006), pero representa una ventana importante para los mercados
internacionales.
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Las principales zonas productoras de nuestro pais son los
departamentos de Lima, La Libertad, Junin, Ica y Ancash. Los que
destinan su produccion a la exportacion son principalmente La
Libertad, Lima e Ica (MINAG, 2006).

La palta constituye una importante fruta que ha sido incorporada en la
dieta alimenticia de la poblacién de muchos paises del mundo, debido a
gue posee valiosas propiedades nutricionales como su alto contenido de
aceite (12 a 30% ) y proteina (3 a 4 %), ademds de su contenido de
hidratos de carbono, vitaminas y minerales (Teliz, 2000), estas
caracteristicas le confieren grandes posibilicades de incremento en su
consumo en la dieta humana. Contiene casi 30% de grasa, siendo

predominantemente acido oleico monoinsaturado (Efendi, 2003).

El palto (Persea americana Mill.} es una especie frutal altamente
heterocigota y el uso de patrones provenientes de semilla resulta en una
alta variabilidad de comportamiento en el campo (Barceld et al.,
1999). Una alternativa para la uniformidad de la produccién vy
productividad es la micropropagacion de plantas selectas libres de

enfermedades y obtenidas a partir de yemas o meristemas.

En la presente publicacion se describe detalladamente el protocolo
para la micropropagacion de palto, el cual se ha estandarizado a partir
de las investigaciones realizadas en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Programa Nacional de Innovacidn en Biotecnologia Vegetal
del Instituto Nacional de Innovacién Agraria en la Estacidén Experimental
Agraria Donoso como estrategia para recuperar clones de alto valor
agronomico frente a enfermedades como el sunblotch (manchado solar

del palto) y podredumbre de la raiz (tristeza del palto).
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2. PRINCIPALES ENFERMEDADES DEL PALTO

Entre las mds importantes enfermedades que afectan al cultivo de
palto destacan el Sunblotch (manchado solar) y la podredumbre de
la raiz o tristeza del palto.

2.1 Sunblotch

El manchado solar o mancha de sol es una enfermedad de
importancia econdmica en el cultivo de palto, habiéndose
reportado por primera vez en California (Estados Unidos) y fue
descrita inicialmente como un problema fisiolégico . (Coit, 1928).
El agente causal es el viroide de la mancha de sol del palto
Avocado Sunblotch Viroid (ASBVd), el cual consiste ds una
cadena simple circular de ARN de 247 nucleétidos de tamafio,
perteneciente a la familia Avsunviroidae. El ASBVd se replica
en los cloroplastos usando riboenzimas que se encuentran

inmersas en su propia secuencia (Suarez et al.,, 2005).

Los sintomas de la enfermedad son l|a presencia de zonas
cloréticas alargadas o irregulares que recorren al fruto en
forma longitudinal (foto 1), las hojas jovenes o en crecimiento
muestran ligera deformacion con clorosis irregular en forma de
mosaico; sin embargo, las plantas no expresan sintomas
generalizados, dando a entender que existe cierta tolerancia o
respuesta asintomatica (Solid ODP, 2010).

La mancha del sol afecta por igual a todos los cultivares de
palto, se transmite a través de semilla botadnica, partes
vegetativas, polen, herramientas contaminadas, y la erradicacion
de las plantas afectadas es el Unico medio de control
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disponible para prevenir su diseminaciéon (Sudrez et al.,, 2005;
Litz et al.,, 2005 y Olano et al.,, 2002). No se conoce ningun

insecto vector (Martinez et al., 2003).

Las evaluaciones de productividad han demostrado que las
plantas de palto infectadas con ASBVd pueden presentar una
reduccion de 27,3% en el rendimiento total de fruta vy
producir un incremento del 52,7% en frutos con baja calidad
por la presencia de manchas en el fruto (Da Graca et al.,
1983).

Entre las medidas preventivas se considera reemplazar Ilas
plantaciones viejas con material indexado, propagar solamente
material libre de ASBVd, monitorear las plantaciones, seleccionar
cuidadosamente las yemas a injertar, instalar plantones sanos
procedentes de viveros con garantia fitosanitaria, eliminacién vy
quema de arboles que presenten sintomas de la enfermedad vy
desinfeccién de las herramientas de poda y cosecha. Siendo el
unico control efectivo la erradicacidn de plantas infectadas (solid
OPD, 2010).

Foto 1. Fruto de palto con sintomas de ASBVd (foto M. Marcelo).
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2.2 Podredumbre de la raiz o tristeza del palto

Es una enfermedad de distribucion mundial, detectada en maés
de 70 paises. El agente causal es el oomyceto Phytophthora
cinnamomi Rands., que fue aislado por primera vez por
Rands en 1922 a  partir de la «canela en Sumatra.
Posteriormente ha sido aislado en mds de 70 paises del
mundo sobre mas de 1000 variedades y especies de plantas
(Vidales, 2002). Entre sus huéspedes se incluyen palto, pifa,
castafio, eucalipto, pinos, melocotdn, peral, macadamia, especies

ornamentales y plantas nativas.

Los sintomas de la enfermedad son decaimiento gradual de la
parte aérea del arbol, las hojas adquieren color verde claro y
tienden a marchitarse, las plantas no emiten nuevos brotes, y
la defoliacion comienza por la parte superior de la copa,
avanzando hacia abajo (muerte descendente| (MINAG, 2010). Se
considera que esta sintomatologia se debe a la pudricion o
necrosis de raicillas o raices tiernas, que en el follaje se
expresa como clorosis, defoliacién (foto 2), presencia de frutos
pequefios y baja formacién de brotes. Debido a la necrosis,
las raices se quiebran facilmente; la absorcién de agua vy

nutrientes minerales se reduce (Solid OPD, 2010).

El manejo y/o control de este patégeno representa un
problema grave por sus caracteristicas de supervivencia
prolongada, corto periodo de latencia y por el gran numero

de propégulos que produce (Vidales, 2002).
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El desarrollo de la enfermedad tiene lugar en suelos mal
drenados y que tienen periodos de exceso de humedad debido
a un excesivo riego o temporadas altas de lluvias. El patégeno
se puede diseminar desde el vivero con plantas infectadas, ya
sea por herramientas, por agua que puede contener 200sporas
y por raices infectadas. Las zoosporas son atraidas por la
region de elongacion de las raices absorbentes, probablemente
debido a la exudaciébn de aminodcidos en esta zona.

Una alternativa para afrontar esta enfermedad es el uso de
patrones tolerantes a este patdgeno, como el Duke-7, clon
muy vigoroso que presenta gran afinidad con las variedades
Bacon y Hass. Ademds, es bastante toerante a la salinidad

(hasta 120 mg de cloruros).
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Foto 2. Planta de paite enferma con podredumbre de la raiz (foto M. Marcelo).
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3. MICROPROPAGACION

La micropropagacion es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo
de tejidos vegetales utilizados para multiplicar plantas asexualmente en
forma réapida, eficiente y en grandes cantidades. Se utiliza para
obtener plantas libres de enfermedades como virosis u obtener
grandes cantidades de plantas que no se propagan eficientemente en
campo. También para multiplicar o propagar plantas nuevas, como
aquellas creadas por ingenieria genética, mutagénesis o mejoramiento
genético. La multiplicacion de plantas mediante proliferacién de brotes
axilares es el método de micropropagacion mds fiable en términos
de estabilidad genética del material obtenido (George, 1993).

Por tanto, el cultivo de tejidos vegetales es una herramienta muy
util en los programas de mejoramiento, ya que tiene el potencial de
producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de
un genotipo selecto (Olmos, 2004) y con una tasa de multiplicacién

especifica para cada especie.

Se ha reportado la micropropagacion de muchas especies frutales
tropicales y subtropicales a partir de la proliferacion de brotes
apicales y explantes nodales, existiendo una mejor respuesta en
especies herbdceas con una alta tasa de proliferacion; sin embargo
en especies de plantas lefiosas el cultivo invitro a partir de yemas
apicales y nodales es méas dificil, porque se presentan problemas
como la oxidacién de compuestos fendlicos, y ausencia de |uvenilidad
cuando los explantes provienen de drboles adultos (Deberg vy
Zimmerman, 1991). El éxito de la micropropagacién de especies
lefiosas va ligado al uso del material juvenil o material aduito
rejuvenecido (Pliego-Alfaro et al., 1999).
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En ese sentido, la micropropagacién es de gran utilidad tanto para la
produccion a gran escala de patrones clonales como para la
multiplicacién de genotipos que, tras su rejuvenecimiento in vitro,

podrian propagarse por métodos convencionales.

Existe la necesidad de propagar clonalmente variedades de palto que
estén libres del viroide del manchado solar y que sean
genéticamente uniformes para usarlos no solo en estudios sobre
tolerancia de patrones a Phytophthorc cinnamomi, sino también
para su instalacion en casas malla o campos para disponer de
plantas madre de palto libres de enfermedades (Schoeder, 1973).

3.1 Fases de la micropropagacién de palto

La micropropagacion de plantas de palto tiene 5 fases

(gréfico 1):

* Fase 0 : Preparacion o acondicionamiento de la planta
madre

*» Fase | : |Iniciacién o establecimiento

* Fase Il : Multiplicacion o proliferacién

» Fase Ill : Enraizamiento

Fase IV : Aclimatacién
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3.1.1 Fase 0: Preparacién o acondicionamiento de la planta
madre

En esta fase se tiene que seleccionar la planta madre,

donadora de explantes, que se va a utilizar y que debe

destacar por sus caracteristicas de produccién y/o

calidad de fruta.

La planta madre o élite debe haber tenido un
adecuado manejo en campo que asegure un buen
desarrollo y nivel nutricional de los explantes (foto 3).
Es importante tener en consideracién el estado
fitosanitario, principalmente que no se haya detectado
la presencia del viroide del manchado solar (ASBVd).

Foto 3. Planta madre de palto libre de ASBVd (C.E. La Molina)

Lo ideal es tener a la planta madre en condiciones de

invernadero o casa malla con el éptimo suministro de
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nutrientes y riegos oportunos para permitir un crecimiento
vigoroso y libre de enfermedades.

Dos a tres semanas antes de la colecta de los explantes
aplicar un fungicida sistémico para disminuir las posi-
bilidades de contaminacion en el establecimiento in vitro.

Fase I: Iniciacidn o establecimiento

Se recomienda que el cultivo in vitro de palto sea a
partir de yemas vegetativas puesto que la micropro-
pagaciéon se realizard a partir de plantas indexadas libres
del viroide del manchado solar (ASBVd) Las yemas
vegetativas deben ser obtenidas de brotes tiernos

(foto 4) provenientes de plantas en plena brotacién.

Foto 4. Brotes tiernos de palto para la iniciacion in vitro

Las muestras colectadas se lavan con abundante agua de cafio

para eliminar posibles agentes de contaminacidn presentes

en la superficie foliar.
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Luego bajo condiciones asépticas se realiza el proceso de
desinfeccién superficial de las muestras, segin se detalla

a continuacioén:

1° Sumergir en alcohol al 70% durante 1 minuto.

2° Remojar en solucién de hipoclorito de sodio al 20 %
adicionada de 0,1% de tween 20, por 10 minutos.

3° Enjuagar 3 a 4 veces con agua destilada esterilizada.

Una vez realizada la desinfeccién superficial, utilizando un
microscopio binocular y herramientas de diseccién finas
(pinza y bisturi) se procede a remover cuidadosamente
una por una las hojas que envuelven a la yema vy
que se han decolorado por efecto del hipoclorito de
sodio o se han necrotizado debido a la oxidacién de
los tejidos. Los explantes mas recomendables para la
iniciacion in vitro son aquellos que miden alrededor de
2 a 3 mm de longitud. Luego, la yema es aislada del

brote principal mediante cortes afilados en su base.

Inmediatamente se procede a colocar los explantes en
tubos de ensayo o frascos conteniendo medio de
cultivo estéril para la iniciacién in vitro de palto, el
cual estd compuesto del medio bdsico de Murashige vy
Skoog (1962) con macronutrientes a media fuerza
adicionado de bencil aminopurina (BA) y solidificado con
0,8% de agar (cuadro 1).
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Cuadro 1. Composicion del medio de Murashige y Skoog (1962) para

la micropropagacién de palto

Nutrientes /vitaminas /reguladores mg/|
Macronutrientes
NH.NO, 1650
KNO, 1900
CaCL,2H,0 440
MgSO,7H,0 370
KH,PO, 170
Micronutrientes
Kli 0,83
H,BO, 6,2
MnSO,4H,0 22,3
ZnS0,7H,0 8,6
Na, MoO, 2H,0 0,25
CuSO,5H,0 0,025
CoCl,6H,0 0,025
Na,EDTA 373
Fes0,7H,0 27,8
Compuestos organicos
Sacarosa(g) 30
Tiamina 01
Piridoxina 0,5
Acido nicotinico 0,5
Glicina 2,0
Mio-inositol 100
Bencil aminopurina (BA) 0,3*
0,65**
0,1%**
Acido indolbutirico (IBA) JIEERE
pk 5.7
*  Iniciacién ***  Multiplicacién -fase liquida

Multiplicacion -fase sdlida

%% Enraizamiento
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El explante, que en este caso es la yema, encuentra en
el medio de cultivo todo lo necesario para su
crecimiento y desarrollo (agua, sales minerales, vitaminas,
reguladores del crecimiento y fuente de carbono).

A partir del séptimo dia de la siembra in vitro se podra
observar el prendimiento de los explantes, y esto se
evidencia con el desarrollo de nuevas hojas (foto 5). De
esta forma se inicia el cultivo in vitro de palto. En este
medio de cultivo permanecerdn hasta 4 semanas.

Foto 5. Yemas de palto en medio de cultivo de iniciacién

Las condiciones de incubacién durante todo el proceso
in vitro son las siguientes:

Temperatura : 23'C £ 2°C
Humedad relativa : 70%
Intensidad luminosa ;: 3000 lux

Fotoperiodo : 16 horas luz/8 horas oscuridad
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Una vez que la fase de iniciacion se ha completado con
éxito, continta la multiplicacion de los explantes.

3.1.3 Fasell: Multiplicacién o proliferacién

El objetivo de esta fase es incrementar el material
vegetal que se tiene establecido in vitro, para lo cual se
subcultiva los explantes a frascos conteniendo medio de
cultivo estéril para inducir la proliferacion de brotes
(foto 6).

Foto 6. Yemas de palto recién subcultivadas en medio de multiplicacion

El medio de cultivo utilizado en esta fase es similar a
la fase anterior a diferencia de ser un medio de doble
fase con diferente concentracion de BA (cuadro 1).

En este medio de cultivo permanecerdn 8 semanas, y
luego se subcultivan nuevamente los brotes apicales vy
nodales obtenidos en medio de multiplicacion (foto 7). Y
asi sucesivamente se incrementa el material vegetal.



Micropropagacion de Paito (Persea americana Mill.)

Foto 7. Brotes multiples de palto después de 8 semanas de subcultivo de yemas
en medio de multiplicacion

3.1.4 Fase lll: Enraizamiento

Antes de llevar las plantulas al exterior es necesario que
desarrollen un sistema radicular que les sirva de soporte
para mantenerse en el sustrato, La induccién de raices se
produce modificando ligeramente las caracteristicas del medio
de cultivo y generalmente se adiciona auxinas, como &cido

indolbutirico (cuadro 1).

Los microesquejes apicales mayores de 2,0 cm de longitud
(foto 8) son subcultivados al medio liquido de Murashige y
Skoog con macronutrientes a un tercio de fuerza (MS/3)
adicionado de 1 mg/l &cido indolbutirico (cuadro 1), donde
permaneceran durante 3 dias para inducir la formacién

de raices (foto 9).
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Foto 8, Plantulas de palto con brotes axilares desarrollados (izquierda) y
microesquejes apicales seccionados (derecha) listos para sembrarlos en
medio de enraizamiento.

Foto 9. Microesquejes apicales en medio inductor de raices
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Luego se subcultiva al mismo medio de cultivo pero sin
reguladores del crecimiento adicionado de 0,1 % carbén
activado y solidificado con 0,8% de agar (foto10). En este
medio de cultivo permaneceran 6 semanas. (foto 11).

Foto 10. Plantulas de palto en medio séldo con carbon activado

Foto 11. Plantulas de palto con una a dos raices desarrolladas.

3.1.5 Fase IV: Aclimatacion

Esta fase consiste en el paso de las plantulas del cultivo
artificial a condiciones naturales. Esta es una fase
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extremadamente trascendental, ya que si no se realiza
cuidadosamente se puede perder gran cantidad de plantulas.

Es importante considerar que las plantulas cultivadas in vitro
se encuentran expuestas a alta humedad y baja intensidad
luminosa, por tanto las hojas se caracterizan por tener
menos ceras cuticular y epicuticular que protejan a las
plantulas contra la deshidratacion. Ademas tienen los
estormas abiertos que favorecen la inmediata deshidratacion
de las plantulas al estar expuestas a baja humedad

relativa (Zimmerman, 1988).

Las plantulas procedentes de la fase de enraizamiento se
lavan varias veces con agua de cafio con el fin de eliminar
todos los restos de agar adheridos a las raices y evitar el
desarrollo de hongos contaminantes. Luego se siembran en
sustrato Premix # 3 (Maruplast Int. EIRL) humedecido y se

protegen con una cubierta plastica (foto 12).

Foto 12. Plantulas de palto en condiciones de aclimatacién.
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La adaptacion a condiciones medio ambientales debe efectuar-
se cuidadosamente y utilizar cubiertas plasticas transparentes
que protejan las bandejas ©o macetas con las plantulas
obtenidas por cultivo in vitro y que mantengan un

microambiente con alta humedad relativa.

Progresivamente se le va haciendo aberturas a la cubierta
plastica para disminuir la humedad del microambiente, hasta
que al cabo de 8 semanas se retira la cubierta dejando
expuestas las plantulas y es cuande estdn listas para
trasplantarlas a sustrato de vivero y mantenerlas en

condiciones de casa malla, invernadero o tinglado.

La apariencia de las plantulas aclimatadas es que estin mas
desarrolladas que al inicio de la aclimatacién, sus hojas se
ven lozanas con ceras, algunas veces hay presencia de
nuevos brotes y al momento del trasplante se observa
nuevas raices desarrolladas con presencia de pelos

radiculares (foto 13).

Foto 13. Plantula de palto aclimatada después de 8 semanas.
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