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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de diferentes modos y periodos de desecacién sobre la germinacién de
embriones zigoticos inmaduros de aguacate. La desecacion parcial en condiciones de alta hume-
dad relativa tuvo efectos significativamente positivos al incrementar la germinacion del 15% en
embriones sin desecar al 73.33% en embriones desecados durante 14 dias en medio Bbm+cw.
Ademas del porcentaje final de germinacion, otros pardmetros relacionados tales como el tipo de
germinacion y la calidad de las plantulas obtenidas, también se vieron claramente favorecidos por
el proceso de desecacion. Los mejores resultados se obtuvieron con embriones desecados en pre-
sencia de medio nutritivo; no obstante, los cambios observados no siempre pudieron ser correla-
cionados con variaciones en el contenido hidrico del embrion zigético.
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INTRODUCCION

Durante su desarrollo el embrién zigdtico pasa por las fases de histodiferenciacion, maduracion y
desecacion; en esta Ultima fase, la pérdida de agua provoca una reduccion general del metabo-
lismo de la semilla (Kermode y col., 1986). Tras la hidratacion en condiciones adecuadas se pro-
duce una reactivacion de los sistemas metabolicos lo cual conduce a la germinacion del embrién
y al establecimiento de la plantula.
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La desecacion se encuentra entre dos fases metabolicas totalmente distintas, una claramente ana-
bolica, caracterizada por la sintesis y acumulacion masiva de productos de reserva y otra basica-
mente catabdlica, en la que se produce la movilizacion de dichas sustancias para soportar el cre-
cimiento y desarrollo de la nueva plantula. En base a ésto, se ha propuesto que la desecacion
podria tener un papel importante en causar el cambio desde la fase de desarrollo a la fase ger-
minativa (Bewley, 1995).

Aunque las semillas recalcitrantes, como es el caso del aguacate, son sensibles a la desecacion
(Farrant y col., 1993), lo cierto es que en ellas, al final del periodo de maduracién, también tiene
lugar una pérdida importante de agua (Sanchez-Romero y col., 2002). No obstante, nunca se
alcanzan niveles tan bajos de contenido hidrico como en semillas ortodoxas ni se entra en estado
de dormancia.

Estudios realizados a lo largo del desarrollo del embrion zigdtico de aguacate han puesto de mani-
fiesto que, en condiciones estandar, solo se consiguen niveles aceptables de germinacion en esta-
dios muy avanzados de maduracion (Peran-Quesada, 2001). La dificultad de reproducir dichos
estadios en embriogénesis somatica ha planteado la necesidad de buscar mecanismos que mejo-
ren la conversion de los embriones somaticos actuando sobre factores que influyan directamente
sobre la germinacién de los mismos.

En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio sobre el efecto de distintos tratamientos y perio-
dos de desecacion parcial sobre la germinacion y posterior desarrollo de la plantula utilizando
como modelo experimental embriones zigdticos inmaduros de aguacate.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron frutos de aguacate (cv. Hass) de 7-8 cm de longitud recolectados en la Estacién Expe-
rimental “La Mayora” (Algarrobo, Malaga). Los frutos fueron desinfectados por inmersién durante
10 minutos en una solucion de lejia comercial al 10% (v/v) con Tween 20 (1 gota/100 ml) y pos-
teriormente enjuagados tres veces con agua destilada estéril. Los frutos desinfectados se corta-
ron longitudinalmente extrayendo los embriones zigdticos y seleccionando para la realizacién del
experimento aquéllos con una longitud entre 16 y 22 mm.

La desecacion parcial se llevo a cabo en una atmosfera con una humedad relativa del 97%. Estas
condiciones se consiguieron utilizando como desecadores RITAs (Cirad, Francia) sin intercambio
de aire con el exterior y con una solucién saturada de K,SO, en la base (Fig. 1A). Dos formas dife-
rentes de desecacion fueron testadas: incubacién del embrién en placas de Petri sin medio de cul-
tivo (Fig. 1B) o con 25 ml de medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con los macronutrientes B5
(Gamborg y col., 1968) y suplementado con leche de coco al 10% (v/v)y 6 gl de agar (B5m+cw)
(Fig. 1C).

En cada una de las formas de desecacién se probaron diferentes periodos de tiempo: 7, 14y 21
dias. Los controles consistieron en embriones sin desecar procedentes directamente del arbol.

Se cuantificaron las variaciones de peso fresco (PF) y peso seco (PS) experimentadas durante el
proceso de desecacion con y sin medio de cultivo. El peso seco se cuantifico tras permanecer los
embriones en una estufa a 75 °C durante 48 h. El contenido hidrico (CH) se determiné aplicando
la férmula ((PF-PS)/PF) x 100. En cada tratamiento se realizaron un minimo de 6 medidas.

El efecto de la desecacion se evalud sobre la capacidad de germinacion de los embriones dese-
cados y por consiguiente, 15 embriones procedentes de cada uno de los tratamientos, se pusie-
ron a germinar, tras la eliminacion parcial de los cotiledones, en medio M1 (Skene y Barlass, 1983).
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En la fase de germinacion se realizaron tres recultivos de 5 semanas cada uno y se tomaron datos
de porcentaje de germinacion, tipo de germinacién (tallo, raiz o tallo y raiz) y longitud de las estruc-
turas formadas al final de cada recultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evolucion del peso fresco durante el proceso de desecacion dependid de las condiciones en
las que éste se llevd a cabo. El contenido hidrico disminuyd progresivamente en los embriones
zigbticos desecados sin medio de cultivo alcanzandose una disminucion del 3.23% tras 21 dias
de desecacion. En los embriones desecados en medio de cultivo se produjo un ligero incremento
del contenido hidrico, del 88.58% al 90.42%.

La desecacion parcial en atmdsfera de alta humedad relativa tuvo un efecto significativo sobre la
capacidad de germinacion. Asi, se observd un aumento progresivo del porcentaje de germinacion
al aumentar el periodo de desecacion obteniéndose los valores mas altos a los 14 dias (73.33%)
(Tabla 1). Periodos de desecacion mas prolongados dieron lugar a una disminucién de la germi-
nacion. La tendencia fue la misma tanto si la desecacion se llevaba a cabo con o sin medio de cul-
tivo. No obstante, los valores de germinacion alcanzados fueron siempre mas elevados cuando los
embriones eran desecados en medio Bbm-+cw.

Embriones zigoticos sin desecar sélo desarrollaron tallos mientras que en todos los tratamientos
de desecacion se observd, en mayor o menor medida, germinacion completa (tallo y raiz). Los
mayores porcentajes de germinacién completa (33.33%) se obtuvieron a los 14 dias de iniciada la
desecacion (con y sin medio de cultivo).

Nuestro estudio pone de manifiesto que la desecacion parcial en condiciones de alta humedad rela-
tiva promueve significativamente la germinacion de embriones zigoéticos inmaduros de aguacate.
Se observa un efecto principal atribuible al proceso de desecacion en si y otro de menor influen-
cia atribuible al modo en que éste se lleva a cabo (con o sin medio de cultivo). El efecto positivo
de la desecacidén sobre la germinabilidad de embriones inmaduros se da a todos los niveles (mayor
porcentaje de germinacion final, mayor porcentaje de germinacién completa y mayor calidad de
las plantulas obtenidas) y siempre se ve potenciado por la presencia de medio nutritivo.

El papel regulador de la desecacion como proceso desencadenante de la germinacion ha sido pre-
viamente descrito por diferentes autores tanto en embriones zigdticos (Kermode y col., 1986)
como en embriones somaticos (Roberts y col., 1989). Desecaciones parciales con pérdidas de
agua muy pequenas, del nivel de las registradas en embriones de aguacate desecados sin medio
de cultivo (aproximadamente el 3%), han sido suficientes en otras especies como Laurus nobilis
(Takos y col., 2002) o Ricinus communis (Kermode y Bewley, 1989) para incrementar significati-
vamente la germinabilidad. Efectos tan patentes con variaciones tan pequefas de contenido hidri-
co han sido explicados por una capacidad aparente de la desecacién parcial de sustituir a trata-
mientos de desecacion total o bien porque cambios mas sutiles, resultantes en sélo pequenas fluc-
tuaciones del contenido hidrico, sean suficientes y no se requiera necesariamente un tratamiento
radical que puede llegar a conducir a una rotura severa de la estructura o el metabolismo celular
(Kermode y Bewley, 1989).
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Figura 1: A) RITA con embriones zigoéticos de aguacate (cv. Hass) a la semana de iniciada la desecacion. B) Desecacion
sin medio de cultivo. C) Desecacién en medio B5m-+cw.

Tabla 1: Efecto de la desecacién parcial sobre la germinacion de embriones zigdticos inmaduros de aguacate (cv. Hass).
Datos procedentes de 15 embriones por tratamiento.

Tratamiento | Germinacion (%)
Control 15
Sin medio 7 dias 26.67
Con medio Bbm+cw 7 dias 46.67
Sin medio 14 dias 66.67
Con medio Bbm+cw 14 dias 73.33
Sin medio 21 dias 26.67
Con medio B5m+cw 21 dias 40




