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RESUMEN

Con la finalidad de estudiar la germinacion de embriones somaticos de Psidium guajava cv. Enana Roja Cubana
EEA 18-40 en sistemas de inmersidon temporal (SIT), se cultivaron embriones somaticos en etapa corazén-
torpedo en medio MS al 50% de las sales mayores suplementado con: 0.25 mg.I"* de 6-belcilaminopurina (6-BAP),
10 mg.I"" de Biobras-6 (analogo de brasinoesteriode) y 20 g.I"" de sacarosa. Como control se us6 medio de cultivo
semisdlido (2.5 g.I'" Gellan Gum, Spectrum®) de igual composicién al utilizado en los SIT. Se evaluaron
estadisticamente las variables porcentaje de germinacion y peso fresco. Después de diez semanas de cultivo los
mayores valores del porcentaje de germinacion (91.04%) y peso fresco (1.22 g) se obtuvieron en los SIT, siendo
estos estadisticamente diferentes a los obtenidos en medio semisolido (9.79 % y 1.03 g, respectivamente).
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ABSTRACT

Somatic embryo germination of Psidium guajava L. cv. Cuban Red Dwarf EEA 18-40 in temporary immersion
systems (TIS), in which somatic embryos were cultured in the heart-torpedo stage in MS mediun at mayor half
strength salt and suplemented with: 0.25 mg.I"" of 6-bencilaminopurine (6-BAP), 10 mg.I"" of Biobras-6 (analogous
of brasinoesteriode) and 20 g.I'" of sucrose. As control was used solid cultivation medium (2.5 g.I'" Gellan gum,
Spectrum®) of same composition to the one used in the TIS. The variables germination percentage and fresh
weight were evaluated statistically. After ten weeks of cultivation the largest values in germination percentage
(91.04%) and fresh weight (1.22 g) were obtained in the TIS, being statistically different to those obtained in solid
medium (9.79% and 1.03 g, respectively).
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INTRODUCCION

Dentro de las 150 especies de Psidium que
existen, Psidium guajava L., es la que mayores
perspectivas desde el punto de vista econdmico
presenta. Las dificultades encontradas en la
aplicacion de técnicas convencionales de
propagacion, han generado considerar otras
formas posibles de propagacidon vegetativa y
mejoramiento en el guayabo (Pontikis, 1996). Se
ha estudiado la embriogénesis somatica como
herramienta en el mejoramiento genético y para
la propagacion de arboles plus producto del mismo
(Vilchez et al., En imprenta).

Se ha senalado la germinacién de los embriones
somaticos como una de las etapas mas criticas
dentro de la embriogénesis somatica (Merkle,
1995). Los sistemas de inmersion temporal (SIT)
se han empleado en muchos protocolos de
embriogénesis somatica en la germinacion de los

embriones somaticos de muchas especies
(Etienne et al., 1999; Gémez et al., 2000). En esta
investigacion se estudio la germinaciéon de embriones
somaticos de guayabo en SIT.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron embriones somaticos de Psidium
guajava L. cv. Enana Roja Cubana EEA 18-40,
obtenidos a partir de embriones cigéticos inmaduros
en etapa de torpedo y cotiledonal, iniciados en medio
de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) al 50% de
las sales mayores y suplementado con: 400 mg.|"!
de L-glutamina, 100 mg.I"' de acido ascérbico, 60
g.I"" de sacarosa y 1 mg.l"" de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D); posteriormente fueron
subcultivados a intervalos de tres semanas en igual
medio de cultivo de induccion.

El sistema de inmersion temporal utilizado fue la
unidad RITA® (CIRAD, Francia) cuyo
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funcionamiento y caracteristicas fueron descritas
por Etienne et al. (1999).

La frecuencia de inmersién fue de un minuto cada
12 horas. Cada unidad RITA® contenia 200 ml de
medio de cultivo liquido MS al 50% de las sales
mayores y suplementado con: 0.25 mg.|"" de 6-BAP,
10 mg.I"' de Biobras-6 (analogo de brasinoesteriode)
y 20 g.I"" de sacarosa. La densidad de in6culo fue
800 mg de peso fresco de embriones somaticos
en etapa corazoén-torpedo por unidad RITA®. Se
utilizaron dos réplicas para los sistemas de
inmersién temporal.

Como control del proceso se emplearon frascos
de cultivo de 250 ml de capacidad con 30 ml de
medio de cultivo semisélido (2.5 g.I'" de Gellan
Gum, Spectrum®) de similar composicion que el
empleado en las unidades RITA®, distribuyéndose
en forma equitativa en diez frascos de cultivo,
indculo de igual cantidad y caracteristicas a los
utilizados en los RITA®.

El experimento se realizé en una camara de cultivo
de luz solar con fotoperiodo segun la época del
afio (noviembre-enero) y una densidad de flujo de

fotones fotosintéticos (DFFF) superior a 60
pmol.m=2.s' y temperatura de 25 £ 2.0 °C.
Después de diez semanas de cultivo se evaluaron
las variables, porcentaje de embriones germinados
y peso fresco. El porcentaje de germinacion se
analiz6 estadisticamente mediante la prueba de
comparacion de proporciones, complementada
con el test exacto de Fisher’s y el peso fresco a
través de un analisis de varianza simple y el test
de rangos multiples de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto en los SIT como en el medio de cultivo
semisolido las primeras sefiales de la germinacion
de los embriones somaticos ocurrieron alrededor
de los diez dias después de ser colocados en el
medio de germinacioén, cuando los embriones
cambiaron de color blanco a verde brillante. La
tabla 1, muestra los resultados de la comparacion
de la germinacién de los embriones somaticos en
SIT y en medio de cultivo semisdélido. Los analisis
estadisticos sefialan diferencias significativas
para las variables porcentaje de germinacion y
peso fresco.

Tabla 1. Comparacién de los porcentajes de germinacion y peso fresco de los embriones somaticos de
Psidium guajava L., en sistemas de inmersién temporal (SIT) y en medio de cultivo semisdlido.

% de Germinacion*®

Peso Fresco (g)**

SIT 91.04 a 1.22+0.15a
Semisdlido 81,79 b 1.03+0.09 b
M.G. + E.E. 87.95 + 0.23*("/n; +"/n)” 1.09 +0.13

*Letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de comparacién de
proporciones complementado con el test exacto de Fisher’s.
**Letras distintas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba de rangos multiples

de Tukey

Los mayores valores de porcentaje de germinacion
y peso fresco se obtuvieron al germinar los
embriones somaticos en SIT; siendo superior al
reportado en un sistema similar por Etienne et al.
(1999), pero en Coffea arabica (60%). Los
embriones somaticos germinados en los SIT fueron
morfolégicamente iguales a los germinados en
medio de cultivo semisdlido (Fig. 1a y b),
observandose germinacion parcial con desarrollo
del brote de algunos embriones somaticos en
ambos sistemas de germinacion.

A través de la caracterizacion visual y por la
respuesta morfogénica observada, los embriones
no presentaron ningun rasgo de hiperhidricidad
(Fig.1c), aspecto también sefialado por Cabasson
et al. (1997), en embriones de Citrus deliciosa 'y
Escalona (1999), en brotes de Ananas comosus
multiplicados en SIT.

Las diferencias observadas entre la germinacién
de los embriones somaticos en SIT y en medio de
cultivo semisolido, pueden ser explicadas por el
limitado contacto de los embriones somaticos con
el medio de cultivo en los SIT, el cual esta reducido
a una delgada capa de medio de cultivo que se
adhiere a los embriones somaticos por cohesion
y se renueva en cada inmersion, al igual que la
atmosfera gaseosa del vaso de cultivo, permitiendo
el aprovechamiento de los nutrientes e intercambio
gaseoso mas eficiente (Teisson y Alvard, 1995;
Cabasson et al., 1997). Lo cual no ocurre en el
medio semisoélido, donde el contacto con el
medio de cultivo es permanente y el intercambio
gaseoso es limitado. Grapin et al. (1994),
sefalaron que la calidad de la atmdsfera gaseosa
influye en el proceso de diferenciacién, donde las
bajas concentraciones de oxigeno reducen el
numero de embriones somaticos por explante.
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Figura 1. Aspectos morfolégicos de la germinacién de los embriones somaticos de Psidium guajava L. A: germinacion
de embriones somaticos en RITA®. B: germinacién de embriones somaticos en medio de cultivo semisdlido. C:

Vista del interior del RITA®
CONCLUSIONES

Con la utilizacion de los sistemas de inmersion
temporal fue posible obtener una mayor eficiencia
en la germinacion de los embriones somaticos de
Psidium guajava cv. Enana Roja Cubana EEA 18-40,
siendo las plantas obtenidas de caracteristicas
morfolégicas normales sin rasgos de hiperhidricidad.
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