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Resumen

Con el objeto de eliminar el ennegrecimiento de los tejidos producido or
oxidacién fendlica cuando se inicia su cultivo in vitro, se investigé el efecto d=1a
proteccién de la planta donante a la exposicién de la luz solar en la superviver.cia
de meristemos apicales y yemas axilares de guayabo. La supervivencia de las
explantas estuvo afectada por la exposicion de las plantas donantes a la irradiacién
solar, observandose mayor supervivencia en las protegidas. Estas diferencias
fueron significativas (P <.10) entre los meristemos apicales. La proteccion solar
también result6 en una reduccion del contenido de fenoles preexistentes en las
explantas (P <.01). Se considera la posibilidad de que existe una relacién entre el
contenido de compuestos fenélicos preexistentes en los meristemos apicales y la
supervivencia de los mismos aan y cuando no hay diferencia significativa. Por
ahora no se puede establecer esta posibilidad para las yemas, debido a que éstas
presentaron mayor supervivencia que los pices con un mayor contenido de fenoles,
respuesta, que pudiera estar asociada con el tamano y tipo de explanta. Se
recomienda continuar con estudios de pretratamientos de plantas donantes, evaluar
proteccién solar més prolongada y utilizar explantas crecidas bajo sombra natu-
ral.

Palabras claves: Psidium guajava, establecimiento de explantas, supervivencia
de explantas, fenoles totales, ennegrecimiento.
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Abstract

In order to eliminate tissue browning produced by phenolic oxidation wwhen
the in vitro culture is initiated, the effect of solar exposure protection of the stock
plant on guava shoot tip and bud survival was evaluated. Survival of th 2 ex-
plants was affected by solar exposure of the stock plants being greater for those
protected ones, These differences (P <.01) were between shoot tips. Solar protec-
tion also resulted in a lower preexisting phenolic content (P < 01). The possibil-
ity of a relationship between preexisting phenols of the shoot tips and their sur-
vival is considered , even though there was no statistical difference. This differ-
ence was not observed in buds as these had greater survival with a higher phenol
content, such behavior could be due to the explant chosen and its size. We recom-
mend to continue further studies on pretreatment of stock plants, evaluate longer
solar protection and use naturally shaded explants.

Key words: Psidium guajava, explant establishment, explant survival, 1otal
phenols, browning.

Introduccion

El inicio del cultivo in vitro es
una etapa critica y determinante del
éxito de la técnica de micropropagacién
para cualquier especie de planta.

Se ha reportado la propagacién
in vitro de algunas variedades de
guayabo a partir de partes de plantulas
(10, 15) y también a partir de tejido
adulto utilizando segmentos nodales
(1, 2, 8, 10).

Sin embargo, 1a regeneracién de
estas plantas al utilizar material
adulto, aligual que ocurre con un gran
namero de especies lefiosas, aGn
presenta problemas, principalmente
durante la etapa de iniciacién (2, 4, 6,
8, 11).

Frecucntemente el estableci-
miento del cultivo in vitro de tejidos
procedentes de plantas lefiosas se ve
impedido por la aparicién de ennegre-
cimiento y necrosis de los tejidos (6,
11, 19).

Al cortar, se exudan compuestos

fendlicos de los tejidos de las plantas
que luego se oxidan ennegreciendo el
medio y afectando el crecimiento y
supervivencia de los mismos (6, 9, 11).

Se han utilizado varios métodos
con el fin de disminuir este problema.
Entre ellos se menciona el pretra-
tamiento de explantas con antioxi-
dantes (9, 14), la incorporaciér de
antioxidantes (9) o carbé6n activado (4)
al medio nutritivo, el subculiivo
frecuente en medio fresco (3), la
inmersion en agua destilada estéril
algunas horas antes de la siembra in
vitro (17) y la modificacién de las
condiciones ambientales in vitro al
iniciar los cultivos en oscuridad (12) o
a bajas temperaturas (9) lo cual ha
disminuido el ennegrecimiento de
explantas.

Sin embargo, el éxito de estas
técnicas ha sido limitado, ya que en
vista de que se aplican in viiro,
generalmente afectan las condiciones
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6ptimas para el crecimiento de las
explantas (7, 11).

Recientemente se ha enfatizado
la importancia del tratamiento del ma-
terial donante (6, 16) y el efecto del
origen del mismo (7, 19) como medio
para controlar el ennegrecimiento
oxidativo v sus consecucncias en la
supervivencia de las explantas al
momento de establecerlas in vitro.

Marks y Simpson (11) demos-
traron que el mecanismo de oxidacién
fenolica e inhibicién del crecimiento in.
vitro en plantas lefiosas puede ser
controlado por el nivel de irradiacién
de las plantas donantes cultivadas en

el campo sin necesidad de incorporar
procedimientos potencialmente inhibi-
dores del crecimiento in vitro, basén-
dose en el metabolismo de los feno es
donde existen procesos inducidos por
la luz, tales como la actividad de
sistemas enzimdticos involucrados en
la sintesis y oxidaci6on de estos com-
puestos.

El propésito de este estudio fue
determinar el efecto de la proteccién
de la planta donante a la exposicién de
la luz solar en la supervivencia de las
explantas, al controlar el ennegreci-
miento durante el inicio del cultivo de
4pices y yemas de guayabo in vitro.

Materiales y métodos

Material vegetal. Se seleccio-
naron al azar diez plantas de guayabo,
tipo colorada, de ano v medio de edad,
ocho meses de transplantadas, altura
promedio de 90 cm v una copa de 45
cem. Cinco se protegieron del sol. Estas
plantas pertencecen al huerto de la finca
La Cocuiza ubicada en ¢l Municipio
Mara del Estado Zulia.

Tratamiento de campo. Para
proteger las plantas del sol, se constru-
yeron estructuras cilindricas con malla
met4lica, se forraron con papel, se
cubrieron con bolsas negras de polie-
tileno y se colocaron sobre las plantas
durante ocho dias.

Iniciacion del cultivo. Se
cortaron diez puntas de brotes de
aproxima-damente ochocm de largo de
cada planta sombreada, lo que hizo un
total de cincuenta, de las cuales se
separaron 50 meristemos apicales y 50
yemas. Lo mismo se hizo con las
plantas expuestas al sol.

Las explantas se mantuvieron en
agua hasta su desinfeccién. La desin-
feccién del material consisti6é en un
lavado con agua jabonosa, enjuague,
inmersién en solucién de Benomyl (1
g/L) y Rifampicina (100 mg/L) durar te
5 minutos, después de los cuales se
colocaron en solucién con clorox
comercial (hipoclorito de sodio al 7.5
%) durante quince minutos. Final-
mente se lavé tres veces con agua
bidestilada esterilizada. Los apices se
cortaron hasta un tamario promedio de
2 mm, el tamano de las yemas osc16
entre 2 y 4 mm. Todas las explantas
se colocaron en frascos de vidrio con
tapa de rosca que contenfan 20 mL de
medio nutritivo.

Cultivo in vitro

Medio nutritivo. Se utiliz6 el
medio de Murashige y Skoog (1:2),
forma liquida, suplementado con (.1
mg/L: de benciladenina durante seis
dias y luego el mismo medio solidi-
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ficado con agar al 0.6 %. El pH se ajusté
a 5.8 antes de esterilizar.
Condiciones de crecimiento.
Las explantas se mantuvieron a 25-
26° C con un fotoperiodo de 12 horas y
una intensidad luminosa de 3000 Lux.
Estimacion de fenoles. De
cada grupo de planta (expuesta y no
expuesta a la luz) se tomaron seis
puntas de brotes. Seguidamente se
separaron dpices y yemas. Con estas
muestras se procedié a la extraccién y
determinacién de los compuestos
fenolicos utilizando el método descrito
por Wilson y Blunden (15) quienes
utilizaron el reactivo de Folin-Denis y
Acido tanico como patrén para deter-
minar fenoles en yemas de pera.

Analisis estadistico. Se utiliz6
un diserio de bloques al azar con cinco
repeticiones y dos factores en estudio:
la exposicién solar v dos tipos de
explantas(cuatro tratamientcs). Se
midieron las variables supervivencia
de explantas y concentracién de los
fenoles preexistentes en las explantas.
La unidad experimental estuvo consti-
tuida por diez explantas. Se rea izé6 un
andlisis de varianza para las variables
supervivencia y concentracién de
fenoles cuyos valores fueron previa-
mente transformados por las ecua-
ciones Vy + 0.5 y Vy respectivarente.
Elanalisis de los resultados se realizé
utilizando el procedimiento GI.M del
paquete estadistico SAS.

Resultados

La supervivencia de las explantas
estuvo afectada por la exposicién de las
plantas donantes a la irradiacién so-
lar (cuadro 1), observdandose una mayor
supervivencia de las explantas prove-
nientes de las plantas protegidas.
Estas diferencias fueron significativas
(P <.10) entre los meristemos apicales.

La supervivencia de las explantas

difirié marcadamente (P <.01) con el
tipo de explanta utilizado, ya que se
observé mayor supervivencia de las
yemas con respecto a los meristemos
apicales para cada una de las condi-
ciones de las plantas donantes.

Al igual que para la variable
supervivencia se ohservé efecto de la
exposicion a la luz en el contenido de

Cuadro 1. Efecto de la exposiciéon a la luz sobre la supervivencia de
explantas de guayabo, seis dias después de cultivadas in vitro.

Exposicion a la luz.

Tipo de explanta Protegidas Expuestas
Yema 8.0%(80) 6.4°°(64)
Meristemo apical 4.4°(44) 1.0°(10)
CV.=16.17% Rango de variacion: 0.0 a 9.0

a, b, c: Medias con letras diferentes, presentan diferencias significativas (P <.10) al nimero
original de explantas (n = 10 para cada tratamiento).
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Cuadro 2. Efecto de la exposicion de las plantas donantes sobre el
contenido de acido tanico (mg/100 mg de materia seca) de
dos explantas de guayabo.

Exposicién ala luz

Protegidas

10.692
CV.=10.85%

Expuestas

16.16°

Rango de variacién: 4.74 a 27.65

a, b: Medias con letras diferentes, presentan diferencias significativas (P < .01).

fenoles totales (cuadro 2). Asi vemos
que, en las explantas expuestas al sol,
el contenido de compuestos fen6licos
fue mayor que en las protegidas (P <
.01).

Sin embargo, cuando compara-
mos la explanta en forma individual,
a pesar de que se observa una dismi-
nucion en el contenido de los com-

puestos fendlicos preexistentes en Ins
protegidas, no se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas
(cuadro 3). Solo se encontraron diferen-
cias significativas entre Apices y yernas
tomados de plantas donantes expu es-
tas al sol, siendo mayor en las yemas

(P <.05).

Discusion

Se demostré que la oxidacién
fenélica es un problema para la
iniciacién de las explantas de guayabo
in vitro cuando se trabaja con mate-

rial procedente del campo. Esta
ohservacién es consistente con lo
reportado por algunos autores cuando
mencionan métodos para disminuir o

Cuadro 3. Contenido de acido tanico en explantas de guayaho protegidas

y expuestas a la luz.

Contenido de 4cido tdnico (mg/100 mg MS)

Exposicién ala luz

Tipo de explanta " Protegidas Expuestas
Meristemo apical 6.57° 12.98°
Yema 13.47%0 19.34%
C.V.=10.85% 7 Rango de variacién: 4.74 a 27.65

a, b: Medias con letras diferentes, presentan diferencias significativas (P < .10) al name-o
original de explantas (n = 10 para cada tratamiento).
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eliminar el ennegrecimiento de mate-
rial de guayabo proveniente del campo
(2, 6) mientras otros reportan resulta-
dos muy halagadores utilizando mate-
rial procedente de plantulas obtenidas
tn vitro (10). En otras especies se ha
reportado mayor supervivencia del
material procedente de invernadero al
compararlo con el del campo (7).

Se obtuvo mayor supervivencia
de los meristemos apicales provenien-
tes del material crecido bajo sombra.
Yu y Meredith (16) encontraron una
mayor supervivencia de los meris-
temos apicales de vid provenientes de
material crecido en la sombra con
respecto al que estaba expuesto a pleno
sol, asf mismo, observaron una
correlacién negativa entre la super-
vivencia in vitro y el contenido de
fenoles preexistente en las explantas y
por tanto sugirieron que la respuesta
al cultivo in vitro estaba afectada en
parte por los niveles de compuestos
fenélicos presentes en el material. En
este ensayo el contenido de compuestos
fenélicos fue menor en los meristemos
apicales tomados de plantas protegidas,
pero tal disminucién no fue signifi-
cativa; ésto pudiera sugerir mayor
tiempo de proteccién a la exposicién
solar. Se considera la posibilidad de
que existe una relacién entre el
contenido de compuestos fendélicos
preexistentes en los Apices y la
supervivencia de los mismos aan
cuando no hay diferencia significativa.
Por ahora no se puede establecer esta

posibilidad para yemas, debido a que
estas presentaron mayor superviven-
cia que los dpices a pesar de que la
concentracion de fenoles fue mas alta,
comportamiento quc pudiera estar
asociado con el tipo de explanta y el
tamano de las mismas ().

Marks y Simpson (11) demositra-
ron que el mecanismo de la oxidacién
fenélica y de la inhibicién del creci-
miento en plantas lefiosas puede ser
controlado porlos niveles de irradiacién
recibidos por las plantas donantes,
basando sus estudios en el metabol smo
de fenoles ya que la actividad de
muchos sistemas enzimdticos que
participan en la sintesis y oxidacién
de los mismos es inducida por la uz.

Este trabajo constituye un avan-
ce para demostrar que el ennegreci-
miento de explantas provenientes de
material adulto de guayabo pueds ser
disminuido al controlar los niveles de
irradiacién solar que reciben las
plantas donantes, sin necesidal de
recurrir a tratamientos in vitro que
puedan afectar la viabilidad de las
explantas. Se piensa que al continuar
con estudios de pretratamiento de
plantas donantes y del contenico de
compuestos fenélicos en diferentes
explantas se puede aumentar la
eficiencia de la regeneracién in vitro.
También se puede considerar la
posibilidad de escoger el matarial
sombreado en condiciones natureles y
evaluar su comportamiento irn vitro.
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