
Rev. Fac. Agron. (LUZ). 1998,15: 211-221 

Cultivo in vitro de embriones inmadwos 
del guayabo (Psidiumguajava L.)' 

In vitro culture of guava (Psidium guajava L.) 
immature embryos 

M. del C. Rnmírez Villalobos2 y E. G. Salazar Yamarte3 

Resumen 

Se cultivaron in uitro embriones inmaduros del guayabo (P~idiurngua~ava 
L.) de frutos de plantas adultas cultivadas en el campo. Se evaluó el efecto do las 
citocininas: zeatina (ZEA) y ribozeatina (RZEA) a concentraciones de 0,l; O,!í y 1 
mg L.', 2-isopenteniladenina (2ip), benciladenina (BA) y cinetina (KIN) a 1 , 5  y 
10 mg L.'. El diseño estadístico fue totalmente al azar con 5 repeticiones y 5 
explantes como unidad experimental. Los tratamientos 1 mg L.' de 2ip, 0, l ;  0,5 
y 1 mg L-l de RZEA y ZEA y el testigo produjeron alta formación de callo desde 
los 5 días de la siembra, a los 50 días no hubo diferencias significativas e-itre 
estos tratamientos en el porcentaje de explantes con formación de callo. El mejor 
tratamiento para inducir embriones somáticos fue 0 , l  mg L-' de ZEA (60%). El 
tratamiento 1 mg L.' de 2ip dio origen a la formación de estructuras de pequeños 
apéndices alargados hialinos (84%). La presencia de citocininas en el medio de 
cultivo no fue necesaria para la inducción de callo, aunque, si se requirió para la 
inducción de embriones somáticos e incrementar el porcentaje de explante, con 
embriones som8ticos. Los embriones inmaduros del guayabo cultivados in aitro 
presentaron respuesta a la callogénesis y embriogénesis somática, esto podría 
representar una alternativa para la recuperación de germoplasma e inducción 
de variación somaclonal con fines de mejoramiento genético. 
Palabras claves: Citocininas, callo, embriones somáticos, Psidium gua j~va .  

Abstract 

Immature embryos taken from guava (Psidiumguajava L.) ndult plants grom 
in the field were cultured in vitro. The effect of the citokinins: zeatin (ZEA) and 
ribozeatin (RZEA) a t  the concentrations of 0.1; 0.5 and 1 mg L.', and 2- 
isopentenyladenine (2ip), bencyladenine (BA) and kinetin (KIN) at the conceritra- 
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tions 1,5 y 10 mg L-1 were evaluated. The statistical design was totnlly randomized 
with 5 repetitions and 5 explants as experimental units. Treatments 1 mg L-' of :!ip, 
0.1; 0.5 and 1 mg L-l of RZEA and ZEA and the control resultecl in high callus 
formation since the fifth day of culture. Fifty days &r culture initiation there \vas 
no significant differences in callus formation among the treatments. The best treat- 
ment to the induction of somatic embryos was that 0.1 mg L-' of ZEA (60%). 'l'he 
treatment 1 mg L-l of 2ip generated structures that consisted of small, elongatsd, 
hyaline appendixes (84%'). The presence of citokinins in the culture medium \vas 
not necessary for the callus induction, although it was required for the inductio-i of 
somatic embryos and the increment of the percentage of explants with somi~tic 
embryos. The irnmature guava embryos presented response to callus and embryo 
formation when cultured in uitro, this could represent an  alternative for the recov- 
ery of germplasm and the induction of somaclonal variation for breeding purpo:3es. 
Keys word: Citokinins, callus, somatics embryos, in vitro, Psidir~mguajava. 

Introducción 

Todos los tejidos vegetales 
cultivados in vitro, tienen la capacidad 
potencial para formar callos, aunque, 
relativamente son pocos los explantes 
que poseen la habilidad para producir 
callos embriogénicos (15). Usualmente, 
los explantes provenientes de  
cotiledones, hipocótilos y10 embriones 
cigóticos, ápices caulinares, segmentos 
de hojas, raíces e inflorescencias 
inmaduras (15) han sido utilizados con 
éxito para obtener callos embriogénicos 
en varias especies de la mayoría de las 
familias de plantas (1). 

El cultivo in vitro de embriones 
h a  sido efectivo en el rescate de 
embriones abortivos derivados a partir 
de hibridación interespecífica o 
intergenérica (17) y en el rescate de 
material de propagación de frutales con 
semillas de baja viabilidad (14). Así 
como también, para acortar la latencia 
de semillas que en algunos casos es 
debida a inhibidores del desarrollo del 
embrión, presentes en el endosperma 
o en la cubierta de la semilla. El cultivo 
de  embriones h a  ayudado a l  

mejoramiento genético de especies 
arbóreas porque permite acortar el 
período de siembra a floración (14:). 

En un sentido estricto, el mate- 
r ia l  no s e  es tá  m u l t i p l i c a ~ d o  
clonalmente, aunque, si  s e  es tá  
multiplicando el germoplasma que de 
otra manera se perdería, por tanto, se 
justifique incluir este sistema ex la 
l i s ta  de es t ra tegias  para  l a  
multiplicación (12) del guayabo Es 
posible que las plantas produci.das 
mediante técnicas de ovarios, ómilos, 
anteras y embriones sean disímiles a 
los progenitores y que, en consecuencia 
no corresponda estrictamente a la 
propagación clonal, sin embargo, 
existen algunos casos en los que se ha 
logrado realmente una propagación 
clonal del individuo (22). 

Guerra et al. (9) indicaron que 
los sistemas de micropropagación son 
una herramienta importante paia el 
mejoramiento y la propagación clonal 
masiva de genotipos seleccionac'.~~ y 
que el uso de  embriones piiede 
justificarse cuando los métodos de 
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propagación convencionales presentan 
una baja eficiencia en la especie. 

El guayabo es una especie leñosa 
en la cual se han reportado problemas 
para su establecimiento in vitro (21), 
los cuales han sido asociados a la 
procedencia de l a  planta madre, 
sobretodo, cuando esta es adulta y esta 
cultivada directamente en el campo. 
Al respecto, Caso (3) mencionó que 
cuando los individuos han alcanzado 
su estado adulto es casi imposible 
clonarlos y que en la mayoría de las 

especies dicha condición de adu!tez 
restringe las  capacidades 
morfogenéticas del individuo. Por lo 
que, se rá  más  fácil lograr 
organogénesis en ciiltivos in vitro 
cuando éste se  inicia a partir de 
explantes separados de ejemplares ju- 
veniles o partes distintas del embrión. 

El objetivo de este trabajo fue 
evaluar el efecto de varias citocin: nas 
en el cultivo in vitro de embriones 
inmaduros del guayabo. 

Materiales y métodos 

En este estudio se utilizó el clon 
5 de la Colección de Germoplasma de 
Guayabo (Psidium guajava L.) del 
Fondo Nacional de Investigaciones 
Agropecuarias (FONAIAP) de  
Maracay, Estado Aragua. 

Los explantes se extrajeron de 
frutos inmaduros con un tamaño 
promedio de 2,5 cm x 2,9 cm (20 - 25 
días de edad), presentando embriones 
sin el endosperma desarrollada, este 
procedimiento es similar a uno de los 
recopilados por Litz (14) para el cultivo 
de embriones de Carica papaya. Los 
frutos se desinfectaron con benomil (14 
g L.') más rifampicina (300 mg L.') por 
30 min, 1 min en alcohol etílico al 75 
% y 10 min en hipoclorito de calcio al 
10 %. Posteriormente, se efectuaron 
tres enjuagues con agua destilada 
estéril. Bajo condiciones asépticas, en 
la campana de flujo laminar horizon- 
tal y con ayuda de un estereoscopio, se 
procedió a disectar los frutos en forma 
longitudinal para aislar los embriones, 
sin ocasionarles daños. Una vez 
realizado el corte, se aplicó al fruto una 

solución antioxidante (8). Al aislar el 
embrión, se realizó inmediatamer! te la 
siembra en tubos de 150 mm x 25 mm 
con 10 mL de medio nutri t ivo 
Murashige y Skoog (MS) (18) ,  
complementado con 1 mg L-' de las 
siguientes vitaminas: t iamina,  
piridoxina y ácido nicotínico, 103 mg 
L-l de rnioinositol, 30 g L-l de saczlrosa 
y 7 g L1 de agar. 

Los tratamientos se obtuvieron 
de la combinación de cinco fuentes de 
citocininas y t r e s  nivele:; de  
concentración cada una.  Las 
citocininas fueron: Ribozeritina 
(RZEA), zeatina (ZEA), cinetina ( KIN), 
benciladenina (BA) y 2-isopenteniladina 
(2ip). Los niveles de concentracióri para 
2ip, KIN y BA fueron 1 ,5  y 10 nig L-l, 
y para el resto de Iris citocininss 0,l ;  
0,5 y 1 mg L-l. El testigo e.3tuvo 
representado por cero citocinina. Todos 
los tratamientos se ajustaron a iin pH 
de 5,8 -+ 0,02 antes tle la esteri1i::ación 
en el autoclave a 121% y 1 , l  kg 
por 20 min (7). Los embriones se 
incubaron a 26 I 2%, fotoperíodo de 
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1 6  h bajo luz fluorescente con 
irradiancia de 16,95 W m-2. A los 20 
días después de la siembra se realizó 
un cambio a medio fresco. 

El  diseño estadíst ico fue 
totalmente al azar con 5 repeticiones 
y 5 explantes como unidad experimen- 
tal. Las variables de estudio fueron 
porcentajes de  explantes  
contaminados, por hongos y10 bacterias 
(PEC),  oscurecidos (POS),  con 
formación de callo (PEFC) y con 

embriones s o m ~ t i c o s  (PEES),  
porcentaje de supervivencia (PSL') y 
de  medios con oscurecimiento u 
oscurecidos (PMO). Las variables 
fueron analizadas con el paquete SAS 
(19), cuando hubo efectos significativos 
se aplicó la prueba Tulrey. 

EL PEC se evaluó hasta los 50 
días, POS el primer día, PMO a les 5 
y 50 días, PSU y PEFC a los 5,25 y 50 
días, y PEES a los 25 y 50 días. 

~esultados y discusión 

A los 50 días del establecimiento 
in uitro de los embriones inmaduros, 
el porcentaje d e  explantes  
contaminados fue de 0% en todos los 
t r a tamien tos  con e l  método de  
desinfección superficial utilizado 
(cuadro 1). La procedencia de los 
explantes de la parte interna del fruto 
contribuyó al éxito del establecimiento 
de los explantes, sin problemas de 
microorganismos contaminantes, 
hongos y/o bacterias, lo cual se asoció 
a que los explantes se encontraban en 
un ambiente estéril (14) dentro del 
fruto, excepto en aquellas condiciones 
donde los frutos presentaron daños 
mecánicos, por insectos o agentes 
contaminantes .  Por lo tanto ,  e s  
importante considerar la selección de 
frutos sanos, sin ningún tipo de daño 
para garantizar la condición aséptica 
de los embriones. 

En el cuadro 1 se muestra que el 
porcentaje de explantes oscurecidos 
para el primer día de la siembra fue 
de 100 %en todos los tratamientos. Los 
explantes  s e  caracterizaron por 
presentar l a  cubierta del embrión 

totalmente oscurecida, aunque, está 
tendió a abrirse después del quinto día 
cuando se inició la formación de callo, 
en la mayoría de los explantes, er, la 
zona del  embrión que  es taba  
descubierta. 

En el medio de cultivo, la zona 
alrededor del explante tomó una mloración 
oscura asociada a los exudados de 
compuestos fenólicos emitidos por el 
embrión, que son oxidados por enzinias 
del tipo polifenoloxidasas (4). La variable 
porcentaje de medios osarecidos presentó 
4 grupos de significanua a los 5 días di? la 
siembra, siendo el grupo de menores 
porcentajes el correspondiente al testigo, 
0,l mg L-l de RZEA, 1 mg L-' de KIN, 1 y 
5 mgL1 de 2ip. Los grupos de significar cia 
permitieron inferir que el porcentaje de 
medios oscurecidos este relacionado coii el 
nivel y tipo de c i tuc in i~  aplicada. 

Después del cambio a medio 
fresco, a los 20 días, no hubo exudatios 
emitidos por el embrión en el medio de 
cultivo, lo cual se muestra con los 
valores de 0% de medios oscurecicios 
registrados en todos los tratamientos 
a los 50 días de la siembra. 
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Cuadro 1. Efecto de las citocininas en el porcentaje de explantes 
oscurecidos, porcentaje de medios oscurecidos y porceni:a.je 
de supervivencia de embriones inmaduro8 del guay.abo 
cultivados in vitro. 

- - - ---- ~ ~ ~ - 

Trat. PEC POS PMO PSV 
- - - - - - - - - - - -  - -  - - - 

(mg L-l) 50 d 1 d 5 d  50d 5 d  25cl 50d 

Testigo 
0,l RZEA 
0,5 RZEA 
1 RZEA 
0,l ZEA 
0,5 ZEA 
1 ZEA 
1 KIN 
5 KIN 
10 KIN 
1 BA 
5 BA 
10 BA 
1 2ip 
5 2ip 
10 2ip 

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05). Mota: A los 20 días se 
efectuó un cambio a medio fresco. PEC: Porcentaje de explantes contaminados. POS: Porcentaje 
de explantes oscurecidos. PMO: Porcentaje de medios oscurecidos. PSV: Porcentaje de 
supervivencia. RZEA: ribozeatina. ZEA: zeatina. KIN: cinetina. B A  bcnciladenina. '2ip: 2- 
isopenteniladenina. 

El porcentaje de supervivencia a 
los 5 días fue de 100%, excepto en los 
tratamientos de 1 ,5  y 10 mg L-' de BA 
que presentaron los menores valores, 
posiblemente la benciladenina tenga 
algún efecto en esta variable, por ser 
un compuesto muy activo (11). A los 
25 días se observó una disminución en 
el porcentaje de supervivencia en todos 
los tratamientos, excluyendo a 0,5 mg 
L-' de RZEA y 1 mg L-' de 2ip con 100% 
cada uno. En el testigo, 0,5 mg L-' de 
RZEA, 0 , l  y 0,5 mg L-' de ZEA esta 

variable permaneció constante desde 
los 25 días. 

A los 50 días, los valores más al- 
tos del porcentaje de supervivencia se 
registraron en 1 mg L-' de Zip, testigo, 
0 , l ;  0,5 y 1 mg L-l de RZEA no 
observándose diferencias entre estos 
tratamientos, aunque, estos si fueron 
diferentes al  resto, por lo que 
posiblemente el tipo y nivel de 
citocinina también influyó en el 
porcentaje de supervivencia. 

En 10 mg L-' de KIN, BA, 5 y 10 
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mg L-' de 2ip el porcentaje de 
supervivencia fue de O%, en el resto de 
los tratamientos ocurrió un descenso 
en esta variable. En 2ip se nota que 
con la dosis de 1 mg L-' se logró 92% 
de supervivencia, aunque, con dosis 
iguales o mayores de 5 mg L-' esta 
citocinina afecto el porcentaje de 
supervivencia a O%, desde los 25 días 
de la siembra. 

En el cuadro 2 se aprecia que a 
los 5 días hubo formación de d o ,  verde 
claro, en todos los tratamientos y en el 
rango de 25 a 50 días no hubo aumento 

en el porcentaje de explantes con 
formación de callo, el cual se man.;uvo 
constante. En pera japonesa (Pyrus 
serotina) la formación de callo en 
embriones inmaduros se observo en- 
tre las 2da - 4'" y 7"'" - 10"" semanas, lo 
cual contrasta con los resultados 
obtenidos en guayabo donde al quinto 
día hubo una alta formación de callo 
en medio MS, con o sin aplicación de 
citocinina (10). 

Los tratamientos testigo, 0,l; 0,5 
y 1 mg L-l de RZEA y ZEA, y 1 m:% L-' 
de 2ip presentaron los mayores 

Cuadro 2. Efecto de las citocininas en los porcentajes de explantes con 
formación de callo y con embriones somáticos durante el 
cultivo in vitro de embriones inmaduros del guayabo. 

- . .- ~ ~ . -  . -  

Trat. PEFC 
-- - - - -- - - - -.- - - - 

PEES 
- - - -. .- 

mg L-' 5 d 25 d 50 d 25 d 50 d 
-- -- 

Testigo 88 88 88ab 36 36b 
0,lRZEA 84 lOO* 100"" 20 20" 
0,5 RZEA 88 96" 96*" 32 36b 
1RZEA 88 92* 92*" 8 28"d 
0,lZEA 92 lOO* lOO*" 60 60" 
0,5 ZEA 88 88* 88*ab 28 32" 
1 ZEA 72 92* 92*" 24 32h 
1 KIN 40 40 40d 4 4' 
5 KIN 44 52 52" 4 4' 
10 KIN 28 28 28' O O' 
1 BA 8 8 8' O O' 
5 BA 8 8 8' O O' 
10 BA 4 8 8f O O ' 
1 2ip 92 100 100" 200 840 
5 2ip 16 24 24' O O' 
10 2ip 20 20 20" O Of 

-- - -- 

PEFC: Porcentaje de explantes con formación de callo. PEES: Porcentaje de explante:3 con 
embriones somhticos. *: La formación de callo tendió a tomar una apariencia reseca. 0 :  

Porcentsjes referidos a la formaci6n de apendices hialinos alargados. Medias con letras distintas 
indican diferencias significativas (P c 0,05). RZEA: ribozeatina. ZEA: zeatina. KIN: cinetina. 
BA: benciladenina. 2ip: 2-isopenteniladenina. 
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porcentajes de explantes con formación 
de callo no existiendo diferencias 
significativas entre ellos, indicando 
esto que no sea necesaria la aplicación 
de citocinina en el medio de cultivo para 
inducir la formación de callo, resultado 
que coincide con investigaciones de 
Hiratsuka y Katagiri (lo), quienes 
observaron en pera japonesa una alta 
formación de  callo e n  embriones 
inmaduros con o sin aplicación de 
citocinina en el medio, sin embargo, 
en otras especies ocurre lo contrario 
(2, 7, 13). 

E n  Euphoria longan se h a  
observado que la formación de callo fue 
dependiente de l a  presencia de 
citocinina (13) al igual que en explantes 
de raíces de Lauandula stoechas donde 
las citocininas, principalmente la BA, 
promovieron un mejor desarrollo de los 
callos (2), lo antes señalado en L. 
stoechas no concuerda con los 
resultados obtenidos con la BA, donde 
se obtuvieron los menores valores. En 
anteras de Phaseolus vulgaris, el uso 
de reguladores de crecimiento también 
fue fundamental para la formación de 
callo no encontrándose diferencias en- 
tre las citocininas bencilaminopurina 
(BAP) y KIN (7). Trabajos efectuados 
con las citocininas: BAP, KIN y N-6 
isopentenilarninopurina a concentraciones 
variables regisízaron que las mejores 
tasas de proliferación de callo se 
obtuvieron con BAP y concluyeron que 
independientemente de la dosis de 
citocinina, siempre se presentaron 
formaciones de callo (6). Esto último 
también fue observado por Cramer y 
Bridgen (5) en segmentos de hojas de 
Musaenda donde la concentración de 
la citocinina BA no influyó en la 

producción de callo. En las citocirinas 
RZEA, ZEA y BA se encontró que no 
hubo diferencias en t re  l as  
concentraciones empleadas en  el 
porcentaje de explantes con form:ición 
de callo, resultados que son acordes con 
las  investigaciones de Cramer y 
Bridgen (5) y Dublin (6), sin embargo, 
fueron diferentes al trabajo de Loiseau 
et al .  (16), quienes encontraron que 
durante el cultivo de ápices de Pisum 
sat ivum l a  formación de :allo 
incremento con la concentración de las 
citocininas, principalmente BA y ZEA. 

Las  citocininas 2ip, a 
concentraciones de 5 y 10 mg L.', KIN 
y BA presentaron bajos porcentajes de 
explantes con formar56n de callo desde 
los 5 días de la siembra, sobretodo en 
la BA, posiblemente presenten iilgún 
efecto inhibitorio (11) a es tas  
concentraciones, además, en el criso de 
l a  BA se presume que sea  una  
respuesta de los explantes al alto efecto 
activo de es ta  hormona (11). Al 
respecto, Litz (13) señaló que durante 
la inducción de callos embriogénicos en 
explantes de hojas maduras de plantas 
adultas de E. longan la KIN fue rnucho 
más efectiva que la BA. 

Es necesario mencionar que la 
formación de callo en  todcs los 
tratamientos fue de aspecto no friable 
y compacto, lo cual podría indicar un 
bajo ritmo de división celular (20). Los 
explantes tratados con RZEA :r ZEA 
manifestaron a partir de los 25 días 
un aspecto de resequedad externa de 
color amarillento. 

E n  relación al aspecto de la  
formación de callo en otras especies 
como E. longan se ha encontrado que 
la regeneración de callo fue blarica, de 
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crecimiento rápido y friable (13). En 
Lavandula lat ifol ia (2) y Pisum 
sativum (16) ésta fue de consistencia 
compacta y verde en  medios con 
citocininas, características que son 
acordes a l as  observadas en  los 
explantes de guayabo. 

En  cuanto a la formación de 
embriones somáticos 0,l  mg L-l de ZEA 
resultó ser el mejor por presentar el 
mayor porcentaje (60%) a los 25 y 50 
días de cultivo, valor que fue 
significativamente diferente al resto de 
los tratamientos. La citocininas KIN, 
BA y 2ip no resul taron se r  
prometedoras para la inducción de 
embriones somáticos debido a que 
registraron valores entre O y 4%. 

La formación de embriones 
somáticos se inició a partir de los 25 
días con la presencia de pequeñas gotas 
cristalinas en la masa de callo que 
luego de 6 a 10 días cambiaban de 
cristalino a blancocrema. En  Feijoa 
sel lowiana,  Guerra  et a l .  (9) 
obtuvieron embriones somáticos de 
15% a las 7 semanas a 35% a las 20 
semanas y en embriones cigóticos 
intactos,  maduros e inmaduros,  
encontraron 50 y 91% de embriones 
somáticos, respectivamente. Los 
resultados de estos investigadores 
contras tan con los obtenidos en  
guayabo donde ya a los 25 días se logró 
un  60% explantes con embriones 
somáticos, e s tas  diferencias de  
comportamiento en  la respuesta 
embriogénica son atribuidas a la 
diferencia de  especies o factores 
genéticos (2, 15) y a l  estado de 
desarrollo de la planta (15). 

En el tratamiento 1 mg L-l de 2ip 
no se observó formación de embriones 

somáticos, sin embargo, éste presmtó 
un alto porcentaje de formación de 
estructuras (84%), muy diferentes a las 
del resto de los tratamientos, ciue 
consistieron de pequeños apéndi res 
alargados cristalinos o hialinos que 
salían de la masa de callo. 

Se encontró que no fue necesaria 
la presencia de citocininas en el medio 
para la inducción de callo, aunque, si 
fue requerida para la inducción de 
embriones somáticos e incrementar el 
porcentaje de explantes con embrioiies 
somáticos de 36% en el testigo a 60% 
con el uso de 0 , l  mg L-l de ZEA en el 
medio. En investigaciones de Cran~er 
y Bridgen (5) se señaló una situación 
similar con la BA, en vista que, la 
concentración de la citocinina no 
influyó en la producción de callo, 
aunque,  s i  en  l a  embriogénesis 
somática. 

En este estudio, el desarrollo de 
embriones somáticos fue observado en 
e l  rango de 25 a 50 días,  no 
manifestándose cambios de la et~ipa 
globular a las siguientes fases de 
corazón y torpedo. Esto posiblemeiite 
sea  debido a que los embriories 
inmaduros  contienen menos 
nutrimentos y el medio nutritivo ivíS 
con las  citocininas no aportó Los 
requerimientos necesarios para el 
desarrollo de los embriones. En este 
sentido, Hiratsuka y Katagiri ( L O )  
señalaron que tanto con embriories 
maduros como inmaduros se obseivó 
un desarrollo anormal, lo cual puede 
estar relacionado con la baja nutric~ón 
de los embriones inmaduros y cor el 
estado de dormancia de los embrioiies 
maduros. 

Algunos trabajos (6,13,16) indi- 
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can que pareciera necesaria l a  
presencia o ausencia de ciertos 
compuestos o la modificación del medio 
de cultivo para la  maduración y 
germinación de  los embriones 
som4ticos, ya que Litz (13) registró que 
tanto l a  maduración como l a  
germinación ocurrieron en E. Eongan 
en  medio B5 conteniendo bajas 
concentraciones de sucrosa y con 10% 
de agua de coco. Por otra parte, 
Loiseau et al. (16) encontraron que la 
adición de BA, ZEA y KTN en el medio 
con auxinas redujo la producción de 
embriones y que los aminoácidos 
glutamina, alanina y prolina no 
mejoraron la embriogénesis somática, 
además, concluyeron que la eficiencia 
embriogénica y el desarrollo de los 
embriones fueron promovidos por altas 

concentraciones de carbohidratos. 
La no ocurrencia de cambios en 

los embriones somáticos también puede 
ser explicada por que en medios muy 
ricos en citocininas, el clesarrollo de las 
yemas neoformadas puede verse 
bloqueado y no formarse tallos y que 
las tasas de neoformación pueden 
depender del explante (edad del 
explante y estado fisiológico de la 
planta madre) y de las condiciones 
fisicas y químicas del cultivo, sin em- 
bargo, existen casos donde ciel-tos 
compuestos como la sacarosa y las 
citocininas tienen un efecto positivo en 
la neoformación de yemas. También se 
ha sugerido que las citocininas pueden 
ser esenciales para la maduracitin y 
germinación de los embriones 
somáticos (6).  

Conclusiones 

Los t ra tamientos  testigo, 
ribozeatina y zeatina indujeron alta 
formación de callo a partir del quinto 
día. La ribozeatina y zeatina 
mostraron efectos de apariencia reseca 
en la superficie del explante al día 25. 

El mayor porcentaje de explantes 
con embriones somáticos se logró con 
0, l  mg L-'de zeatina. 

Los embriones inmaduros 
t ra tados con 1 mg L-' de 2- 
isopenteiladenina presentaron una alta 
formación de callo desde los 5 días, y 
respuesta de formación de apéndices 
alargados hialinos a partir de los 25 
días de cultivo in vitro. 

La presencia de citocininas en el 
medio de cultivo no fue necesaria ;?ara 
la inducción de callo, aunque, si se 
requirió para la inducción de embriones 
somáticos e incrementar el porceiitaje 
de explantes con embriones somát.icos. 

La respuesta de los embriones 
inmaduros a l a  callogénesis y 
embriogénesis somhtica indican una 
posibilidad a seguir para la propag:ición 
de germoplasma e inducción de 
variabilidad genética con fines de 
mejoramiento genét.ico al mejorar la 
maduración y germinación de los 
embriones somáticos. 
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