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Establecimiento in vitro de segmentos nodales de
guayabo (Psidium guajava L.)

In vitro establishment of guava (Psidium guajava L.) nodal
segments

Maribel Ramirezl
Efrain Salazar2

Resumen

A fin de propagar plantas de guayabo (Psidium guagjava L.) in vitro, se
probé inicialmente el efecto del tiempo de exposicién al hipoclorito de sodio (5.25
%) y al hipoclorito de calcio (10 %) en el establecimiento in vitro de segmentos
nodales de guayabo Tipo ‘Criolla Roja’ provenientes de plantas regeneradas in
vitro cultivadas en condiciones de macetas, o de plantas cultivadas en el campo.
Después de seleccionar la concentracion adecuada de benciladenina (BA) para la
inducci6n de brotacién de yemas axilares, se evalué el efecto de tratamientos con
sulfato de gentamicina, benomil y solucién de dcido citrico + dcido ascérbico como
antioxidante, en el establecimiento y brotacion de explantes provenientes de plantas
de campo. El hipoclorito de calcio al 10 % result6 mas eficiente que el hipoclorito
de sodio en el control de la contaminacién al utilizarlo por 15 min. Los segmentos
uninodales provenientes de plantas adultas lograron establecerse in vitro, mediante
el uso del antibiético, fungicida y antioxidantes en el medio de cultivo y/o mediante
un lavado de los explantes inmediatamente antes de la siembra. Elusode BAa 4
mg L' indujo un mayor porcentaje de explantes brotados (88 %).

Palabras claves: Psidium guajava, segmento nodal, in vitro, desinfeccién,
benciladenina.

Abstract

To improve propagation in vitro of guava (Psidium guajava L), the effect of
exposure to sodium hypochlorite (5.25 % a.i.) and to calcium hypochlorite (10 %)
on in vitro establishment of nodal segments of the ‘Criolla Roja’ guava Type were
tested. Nodal segments came either from pot-cultured in vitro regenerated plants
or from field grown adult plants. The effect of BA on the induction of bud develop-
ment was also tested. Finally, the effect of gentamicine sulfate, benomyl and
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citric acid + ascorb acid as an antioxidant solution on the establishment and bud
development of nodal segments from field grown adult plants were studied. Cal-
cium hipochlorite (10 %) was more efficient than sodium hipochlorite (5.25 %) on
the contamination control when it was used during 15 min. Uninodal segments
of adult plants could be established in vitro with the use of antibiotic, fungicide
and antioxidants in the culture medium, and/or through washing the explants
inmediately prior to in vitro culture. BA (4 mg L) induced bud development (88
%).

Key words: Psidium gugjava, nodal segment, in vitro, surface sterilization,
bencyladenine.

Introduccién

El guayabo (Psidium gugjava L) de explantes asépticos y un alto
es un arbol propagado masivamente porcentaje de explantes oscurecidos
por semillas, lo cual genera una (25). La presencia de microorganismos
variabilidad genética que se manifiesta contaminantes ocurre sobretodo
en fenotipos diferentes, por ende, en los cuando la planta donante crece directa-
rendimientos y en la calidad de los  mente en el campo y esté expuesta a
frutos de las plantaciones comerciales. plagas, enfermedades, polvo y otros
Algunas técnicas de propagacién agentes, sin ning@n tipo de control
vegetativa, tales como la injertacion ambiental. El porcentaje de oscureci-
(20) y el acodado (24) se han utilizado miento en su mayorfa, es posible-
con resultados satisfactorios, sin em- mente, la consecuencia de la oxidacién
bargo, en el estaquillado (4, 17) esta de compuestos fenélicos presentes en
especie presenta un bajo porcentaje de los tejidos del explante, por reaccién
éxito debido posiblemente a la baja de las polifenoloxidasas, esto produce
capacidad regenerativa de estos  exudados oscuros en el medio vy el
materiales, sobretodo en estacas o oscurecimiento del explante. Wilson
esquejes de madera lefiosa (22) yala (26) sefialé que el contenido de polife-
pudricién por invasién de microor- noles puede variar con el estado de
ganismos patogénicos (4). desarrollo de la planta y de las

La multiplicacién in vitro, se condiciones ambientales bajolas cuales
presenta como una alternativaviable  se desarrolla. En este sentido, la edad
para la propagacién masiva de proge- delaplanta y la localizacién del mate-
nies sanas genéticamente uniformes,  rial vegetal en la misma pueden afectar
adema4s hace posible la recuperacién su establecimiento in vitro (6, 7).
de caracteres morfolégicos juveniles Microestacas con yemas apicales
mediante la rupturade las relaciones  y/o axilares, han sido sefialados como
existentes entre el explante y el los explantes mas recomendables para
conjunto de la planta (8). El estable- la propagacién masiva de plantas y se
cimiento in vitro del guayabo se ha  han reportado diferentes metodologias
caracterizado por un bajo porcentaje  para el establecimiento aséptico de
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segmentos nodales tanto de material
juvenil como adulto 2, 3, 5, 9, 10, 11,
13, 15). Sin embargo, Viloria (25)
sefiala problemas de contaminacion y
oscurecimiento en segmentos nodales
de guayabo durante la evaluacion de
varios métodos de desinfeccién utiliza-
dos en plantas lefiosas.

El objetivo del presente trabajo

fue establecer una metodologia para el
establecimiento aséptico de segmentos
nodales de guayabo provenientes de
vitroplantas cultivadas en macetas y
de plantas cultivadas en el campo. Asi
mismo, estudiar el efecto de la
benciladenina en la brotacién de yemas
de segmentos nodales cultivados in
vitro.

Materiales y métodos

Experimento 1. Evaluaci6n del
hipoclorito de sodio y hipoclorito de
calcio en el establecimiento aséptico de
segmentos nodales guayabo cultivados
tn vitro.

Se utilizaron plantas de guayabo
(Psidium gugjava 1..) del Tipo ‘Criolla
Roja’, de tres afios de edad, cultivadas
en condiciones de campo y plantas
regeneradas in vitro (vitroplantas), de
tres afios de edad cultivadas en
macetas con 5 kg de mezcla de arena,
tiexra y turba en proporciones iguales.
Se seleccionaron segmentos binodales,
con dos pares de yemas axilares,
correspondientes al tercer y cuarto
nudo en sentido descendente desde la
parte apical del brote. Las hojas fueron
eliminadas, dejando la base de los
pecfolos a fin de evitar dafios a las
yemas axilares. Los explantes se
sometieron por 30 min en agua jabo-
nosa, 30 en min Benomil® (14g LYy 1
min en Alcohol etflico 75 % antes de
aplicar los tratamientos con Cloro
comercial (hipoclorito de sodio 5.25 %
i.a.) o de Hipoclorito de calcio (10 %)
durante 0, 2, 4, 8, 15 y 30 min. Luego
se realizaron tres enjuagues con agua
destilada esterilizada e inmediata-
mente se sumergieron por 15 min en
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una solucién antioxidante (1), antes de
la siembra en tubos de ensayo de 150
mm x 25 mm, con medio de cultivo
provisto de las sales de Murashige y
Skoog (MS) (18), suplementadocon 1
mg L' de las siguientes vitaminas:
tiamina, piridoxina y 4cido nicotinico,
100 mg L' mioinositol y 30 g L}
sacarosa. Se utiliz6 un testigo, al cual
no se le aplicé ningin tratamiento con
hipoclorito. El medio se solidific6 con
agar Sigma (7 g L") después de ajustar
el pH a 5.8 £ 0.02. El medio se
esterilizé en autoclave a 121°Cy 1.1
kg cm 2 por 20 min. Una vez concluida
1a esterilizacion, se agregé 250 mg L
de sulfato de gentamicina. Los explan-
tes se cultivaron a 26 £ 2 °C, bajo
irradiancia de 16.5 W m?® provista por
lamparas fluorescentes y un foto-
perfodo de 16 horas. Se utilizé un disefio
totalmente al azar con 5 observaciones
y 4 explantes como unidad experimen-
tal. Las variables de estudio fueron
porcentajes de explantes: asépticos,
contaminados, contaminados por
hongos y contaminados por bacterias.

Experimento 2. Efecto de la
benciladenina (BA) en la brotacién de
segmentos binodales cultivados in
vitro a partir de vitroplantas de
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guayabo.

Se utilizaron segmentos binodales
con el tercer y cuarto nudo de brotes
de vitroplantas de 3 afios cultivadas

en macetas. Los explantes se desinfec-

taron con hipoclorito de calcio 10 % por
15 min en funcién de los resultados del
experimento 1. Los tratamientos
consistieron en aplicar 0, 1,2, 4y 8
mg 1! de BA al medio MS. Las varia-
bles de estudio fueron porcentaje de
explantes brotados y porcentaje de
supervivencia,

Experimento 3. Estableci-
miento in vitro de segmentos unino-
dales de guayabo procedentes de
plantas adultas cultivadas en el
campo,

Se utilizaron plantas de tres afios
de edad cultivadas en el campo. Los
explantes consistieron de segmentos
uninodales defoliados, con un par de
yemas axilares, correspondientes al
tercer o cuarto nudo. El procedimiento
de desinfeccion fue similar al experi-
mento 1, excepto por la adicién de 300
mg L de Rifampicina® a la solucién
de 14 g L! de benomil, se usé hipo-
clorito de calcio 10% por 15 min. Las
variables de estudio fueron porcentaje
de explantes: contaminados, oscure-
cidos, brotados, porcentaje de super-
vivencia y de medios oscurecidos, Los
tratamientos con antibittico, fungicida

y antioxidantes fueron los siguientes:

T,: Medio liquido MS + 4 mg L
BA. Posterior a la esterilizacion del
medio se agreg6 250 mg L de sulfato
de gentamicina, 250 mg L.? de benomil,
75 mg L de 4cido citrico y 50 mg L
de 4cido ascorbico.

T;: Medio s6lido MS + 4 mg L
BA, 250 mg L! de sulfato de genta-
micina y 2 g L* de benomil antes de la
esterilizacion. Previo a la siembra, los
explantes se dejaron 15 min en una
solucién antioxidante (10) y 250 mg L
! de sulfato de gentamicina.

T,: Igual a T, , excluyendo el
antioxidante y el sulfato de genta-
micina antes de la siembra.

T,: Medio liquido MS + 4 mg L*
BA

T, Medio s6lido MS + 4 mg L.

Las condiciones de incubacién de
los explantes, medio nutritivo, pH,
esterilizacién del medio y disefio
estadistico de los experimentos 2y 3
fueron iguales a las del experimento
1, aunque la unidad experimental
para estos altimos fue de § explantes.

Las variables se procesaron a
través del programa SAS (Statistycal
Analisys System) version 6.04 (1987)
del SAS Institute INC. Cary, NC,
USA. Cuando hubo significancia se
aplic6 la prueba de Tukey.

Resultados y discusiéon

Experimento 1. En elcuadro 1
se resume el efecto del tiempo de
exposicién en hipoclorito de sodio 5.25
% y hipoclorito de calcio 10 % en el
establecimiento aséptico de segmentos
binodales de guayabo. Segan el cuadro
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1, laincidencia de hongos fue predo-
minante, independientemente de la
procedencia de los explantes. Los
tiempos de exposicién a la solucién
desinfectante menores o iguales a 4
min no controlaron el desarrolio de



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 1997, 14: 497-506

Cuadro 1. Efecto del tiempo de exposicién en hipoclorito de sodio y
hipoclorito de calcio sobre el establecimiento aséptico de
segmentos nodales de guayabo, 8 dias después de la siembra

in vitro.
Porcentaje de contaminacién
Tratamiento Asépticos™* Hongos Bacterias
Maceta Campo Maceta Campo Maceta Campo

Testigo 0 0 100 100 70 100
1 min NaClO 0 0 100 100 70 100
2 min NaClO 0 0 100 100 100 100
4min NaCIO 0 0 100 100 60 100
8 min NaClO 0 0 80 100 80 100
15 min NaClO 10 0 20 100 60 100
30 min NaClO 60 20 40 80 20 80
1 min Ca(ClO), 0 0 100 100 70 100
2min Ca(CIO), 0 0 100 100 70 100
4 min Ca(ClO), 10 0 90 100 90 100
8 min Ca(ClO) 25 15 75 85 50 85
15minCa(CI0), 90 60 10 40 10 10
30 min Ca(Cl0), 100 100 0 0 0 0

"Sélo se consider6 la ausencia de microorganismos, independientemente del grado de
oscurecimiento del explante. Algunos tubos presentaron ambos tipos de microorganismos, por
lo que se consideré la presencia individual de cada uno de ellos, por eso la suma de porcentajes

puede ser mayor que el 100%.

microorganismos. Los tratamientos
con hipoclorito de sodio, permitieron
el control de microorganismos a
tiempos de exposicién mayores de 15
min en explantes procedentes de
plantas cultivadas en macetas, mien-
tras que el hipoclorito de calcio,
comenzo a ejercer su efecto a tiempos
por encima de 4 min, aunque, la
exposicién de los segmentos nodales
por més de 8 min en hipoclorito de
sodio y por mas de 15 min en hipo-
clorito de calcio, ocasioné el oscure-
cimiento total de los explantes, lo que
evidencia su efecto t6xico. Sin em-
bargo, ninguna de los tratamientos por
sf solo pudo eliminar por completo los
microorganismos y mantener el
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explante en buenas condiciones. Al
comparar la procedencia de los
explantes se aprecia que hubo mayor
porcentaje de explantes asépticos, en
aquellos provenientes de vitroplantas
cultivadas en macetas, tal vez por el
origen de las plantas y por las
condiciones bajo las cuales se desa-
rrollaron gue permiten una menor
incidencia de contaminantes sobre las
mismas. Se realizé la identificacion de
las bacterias presentes y correspon-
dieron a Erwinia hervicola, una bac-
teria gram* no identificada y una
levadura.

Experimento 2. En el cuadro 2
ge presentan los resultados obtenidos
al afiadir BA al medio de cultivo, Puede
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Cuadro 2. Efecto de la benciladenina en los porcentajes de supervivencia
y de explantes brotados cultivados in vitro de segmentos
binodales de vitroplantas de guayabo.

BA Porcentaje de supervivencia Porcentaje de explantes brotados
mg L? 4 dias 8 dfas 4 dias 8dias
0 100 76¢ 0 0¢
1 100 64d 0 0¢
2 100 ggab 0 20b
4 100 964 28 88a
8 100 60d 0 0c

8, b, ¢, d: Medias con letras distintas difieren significativamente (P <.05).

observarse el efecto inductor en la
brotacién al adicionar 4 mg 1! de la
citocinina. Las concentraciones por
debajo de 2 mg L parecen no ser
suficientes para impulsar la brotacién
de las yemas porque se observé una
respuesta mas tardia y baja. Con esta
concentracion a los 8 dias de la siembra
in vitro, se obtuvo un 20 % de explan-
tes brotados, resultados que alcanzan
¢l 88 % al duplicarse la concentracién
de la citocinina. La concentracion 8 mg
L' no induj6é la brotacion de los
explantes, lo cual hace suponer un
efecto inhibitorio, como efecto de una
concentracién por encima del 6ptimo
requerido para la brotacién de las
yemas. Estos resultados concuerdan
con lo establecido por Skoog y Miller
(23), quienes plantearon que un balan-
ce favorable a las citocininas impulsa
el desarrollo de los brotes foliados. Del
mismo modo, se observa que los
resultados no coinciden con los repor-
tados en otras experiencias similares.
Papadatau et al. (19) obtuvieron la
mayor tasa de regeneracion de brotes
foliados al cultivar material juvenil en
el medio Rugini para olivo (OM) con 2
mg L7 de BA. Amin y Jaiswal (3)
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reportan la brotacién de yemas de
plantas adultas de guayabo al suple-
mentar el medio de cultivo con 1 mg
L' de BA, mientras que Loh y Rao (15)
determinaron un efecto éptimo de la
BA en la brotacién de yemas al
suplementar el medio con 0.1 mg L
de la misma citocinina. Lo anterior
indica que el nivel de requerimiento
de BA podria estar estrictamente
relacionado con la edad de la planta
progenitora, constitucién genética de
las plantas y el efecto del medio
ambiente en donde se desarrolla el
individuo. El porcentaje de super-
vivencia disminuy6 muy poco a los 8
dias con un 60% en el menor de los
€as08,

Experimento 3. En el cuadro 3
puede ocbservarse que los tratamienbog
aplicados al medio de cultivo y/o antes
de la siembra de los explantes mostra-
ron diferencias significativas en el
porcentaje de explantes contaminados,
oscurecidos y de supervivencia, no asf
en el de explantes brotados y medios
oscurecidos. Los tratamientos T, T, y
T, resultaron ser los mejores en el con-
trol de la contaminacién, T, y T,
presentaron los mayores valores de
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contaminacioén lo cual podria ser debido
a que estos no contemplaban el uso de
antibiético y fungicida en el medio y/o
antes de la siembra, sin embargo, al
compararlos se aprecia que la apari-
cién de microorganismos es més tardia
en T,, medio liquido, posiblemente por
1a condicién anaerébica del medio,

Los tratamientos que incluyen la
aplicacién de sulfato de gentamicina y
fungicida al medio y/o antes de la
siembra de los explantes redujeron la
aparicién de bacterias y hongos en el
medio de cultivo, esto demuestra que
el contacto prolongado de los explantes
con el fungicida y antibi6tico contribuye
al establecimiento de cultivos asépti-
cos. Otro aspecto importante es que el
porcentaje de contaminacién mas bajo
(42 %) se alcanz6 al adicionar el
fungicida y el antibi6tico después de
esterilizar el medio, resultados que
sugieren la conservacién de sus
propiedades al no ser sometidos a
temperatura de 120 °C.

Elporcentaje de explantes oscure-
cidos fue menor en T, y T, por lo que se
podria inferir en que el uso de los
antioxidantes en el medio de cultivo y/o
antes de la siembra disminuyé el

oscurecimiento de los explantes que de
alguna manera favoreci6 o increment6
el porcentaje de supervivencia en estos
tratamientos. Al comparar los trata-
mientos T, y T,, se nota que T, presenta
el mayor porcentaje de explantes
oscurecidos tal vez por la ausencia de
los antioxidantes, El oscurecimiento de
los tejidos del explante o emisién
exudados por el mismo en el medio de
cultivo pueden ocurrir como conse-
cuencia de la liberacién de compuestos
fenélicos, en las heridas realizadas al
explante, lo que desencadena reaccio-
nes de oxidacitn reguladas por enzimas
del tipo polifencloxidasas (7, 21).
Jaworski y Brown (12) demostraron
que el grado de oscurecimiento esta
directamente relacionado con el
contenido fenélico y la actividad
enzimdtica, coincidiendo con lo estable-
cido previamente por Kahn (14) y Luh
y Phithalepol (16). En cuanto a la
brotacién de las yemas se mantiene el
efecto inductor de BA, efecto que result6é
beneficioso en todos los tratamientos.
El porcentaje de explantes brotados
estuvo entre 80 y 88 % y no se vié
afectado por los tratamientos evalua-
dos.

Conclusiones

E1 hipoclorito de calcio al 10 %
resulté mas eficiente que el hipoclorito
de sodio (5.25 %) en el control de la
contaminacién al utilizarlo por 15 min,
aunque afecto la viabilidad de los
explantes.

El cultivo aséptico de segmentos
binodales de guayabo fue afectado por
las condiciones de cultivo de la planta
progenitora, resultando mejor el
procedente de vitroplantas cultivadas
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en macetas.

Eluso de BAa 4 mg L indujo el
mayor porcentaje de explantes brota-
dos.

Los segmentos uninodales prove-
nientes de planta adultas cultivadas
en el campo lograron establecerse
asépticamente, mediante uso el sulfato
de gentamicina, benomil y antioxi-
dantes en el medio de cultivo y/o antes
de la siembra del explante.
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