
Rev. Fac. Agron. (LUZ). 1997,14: 47-53 

Efecto de 1 
en la in 

.a exposición solar de las plantas donantes 

.iciación del cultivo in vitro de guayabo 
(Psidium guajava L.).l 

Effect of stock plant solar exposure on the in vitro culture 
initiation of guava (Psidium guajava L.) 

Silvia León de Sierra1i;az 
Liiia Arenas de Moreno3 

Zenaida Viloria4 

Resumen 

Con el objeto de eliminar el ennegrecimiento de los tejidos producido -3or 
oxidación fenólica cuando se inicia su cultivo in oitro, se investigó el efecto ds la 
protección de la planta donante a la exposición de la luz solar en 1;i supervivericia 
de meristemos apicales y yemas axilares de guayabo. La supervivencia de las 
explantas estuvo afectada por la exposición de las plantas donantes a la irradiación 
solar, observándose mayor supervivencia en las protegidas. Estas diferencias 
fueron significativas (P < .]O) entre los meristemos apicales. La protección solar 
tambi6n resultó en una reducción del contenido de fenoles preexistentes en las 
explantas (P .01). Se considera la posibilidad de que existe una relación entive el 
contenido de compuestos fenólicos preexistentes en los meristemos apicales y la 
supervivencia de los mismos aGn y cuando no hay diferencia significativa. Por 
ahora no se puede establecer esta posibilidad para las yemas, debido a que Astas 
presentaron mayor supervivencia que los ápices con un mayor contenido defendes, 
respuesta, que pudiera estar asociada con el tamaño y tipo de explanta. Se 
recomienda continuar con estudios de pretratamientos de plantas donantes, evaluar 
protección solar mAs prolongada y utilizar explantas crecidas bajo sombra n atu- 
ral. 
Palabras claves: Psidium guujava, establecimiento de explantas, supervivf:ncia 
de explantas, fenoles totalrts, ennegrecimiento. 
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Abstract 

In order to eliminate t.issue browning produced by phenolic oxidat,ion when 
the  ir^ ~:itro culture is initiated, tlie effect of solar esposure protr:ction of the stock 
plant on guava shoot. tip and hiid survival was evaluated. Survival of th :! ex- 
plants was affectecl by so1:ir exposure of the stock plants being greatcr Sor those 
protectecl ones. These differences (P .O1) were between shoot f ips. Solar pr3t,ec- 
tion also resulted in ¿i lower preexisting phenolic content (P < .01). The possibil- 
ity of a relationship between preexistingphenols of t,he shoot tips and their sur-  
vival is considered ! even though there was no statistical differitnce. This differ- 
ence was not observed in buds as these hacl greater survival with a higher ph en01 
content, such behavior coulcl be due to the explant chosen and its size. We reconi- 
mend to continue furt,her si udies on pretreatnlent of stock plants, evduat.e loqger 
solar protection and use nnturally shaded explants. 
Key words: Psidium guajava. osplant establishment., explant survival, i.otal 
phenols, browning. 

Introducción 

El inicio clel cilltivo in uilro es 
una  etapa critica y determinante del 
éxito de la técnica de micropropagación 
para cualquier especie tle planta. 

Se h a  reportado 121 propagación 
in vitro de algunas variedades de 
guayabo a partir de partes de plánt.ulas 
(10, 15 ) y también a partir de tejido 
adulto utilizando segmentos nodales 
(1, 2, 8, 10). 

Sin embargo. la regeneración de 
es tas  plantas a l  ut.ilizar material 
adulto, d igual que ocurre con un gran 
número de especies leñosas, a ú n  
presenta problemas, principalmente 
durante la etapa de iniciacidn (2,4,6,  
8, 11). 

Frecuentemente el estableci- 
miento del cultivo in. vilro de tejidos 
procedentes de p1ant.a~ leñosas se ve 
impedido por la aparición de ennegre- 
cimiento y necrosis (le los t.ejidos (6, 
11, 19). 

Al cortar, se exudan compuestos 

fenólicos de los tejidos de las plantas 
que luego se oxidan ennegrecientlo el 
medio y afectando (11 crecimiento y 
supervivencia de los n~irmos (6,9, 1 1). 

Se han utilizado varios métodos 
con el fin de disminuir este problema. 
Entre ellos se menciona el pretra- 
tamiento de esplantas con antioxi- 
dantes (9, 14). la incorporaciór rle 
ant,ioxidantcs (9) o carbón activado (4) 
a l  medio nutri t ivo,  el subcu1~;ivo 
frecuente en medio fresco (3), la 
inmersión en agua (lestilada est6ril 
algunas horas antes (le la siembra irl .  

uitro (17) y la modificación de 1:is 
condiciones ambient;iles in i)itrc> al 
iniciar los cultivos en oscuridad (12) o 
a bajas temperatur¿is (9) lo cual h a  
disminuido el ennegrecimiento de 
explan tas. 

Sin embargo, el éxito de estas 
técnicas ha sido lin~itado, ya que en 
vista de que  s e  aplican irt. vii.ro, 
generalmente afectan las condiciones 
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óptimas para el crccimien1.0 de las 
esplantzis (7, 1 1). 

Recientemente se ha enfat,izado 
la importancia del tratamiento del ma- 
terial donante (6. 16) y el efecto clel 
origen del mismo (7, 19) como metlio 
para cont.rolar e1 ennegrecimiento 
oxidativo y sus cons~.cuenciíis en la 
supervivencia dc Iiis expli inta~ al 
momento de est,ablaccrlas iri oitro. 

Marks y Sinipson (1 1)  demos- 
traron que el mecanisnio de oxidación 
fen6lica e inhibición del crecin1ient.o iri. 
v i f ro  cn plantas leñosas puede ser 
controlado por el nivel de irradiación 
de las plantas donantes  cultivada^ en 

Materiales 

Material vegetal. Se seleccio- 
niiron al azar cliez plnntñs (le guayabo. 
tipo colorada, cle año v nicidio de edad. 
ocho meses de trnnsplanf adns, altura 
promedio de 00 cni y una colla de 45 
cm. Cinco se protcgicron del sol. Estas 
plantas pertenecen al huerto (le la fmca 
La Cocuiza ubicada en ol Rlunicipio 
Mara del Estado Zuiia. 

Tratamiento de campo. Píira 
proteger las plantas del sol, se constru- 
yeron estructurns chclricas con mnila 
metálica, se forraron con papel, se 
cubrieron con bolsas negras (le polie- 
tileno y se colocaron sobre las plantas 
durante ocho días. 

Iniciación del cultivo. Se  
cortaron cliez punt,as de brotes de 
al~roximn-danienie ocho cm dn l a ~ o  de 
cada planta sombreada, lo que hizo un 
total de cincuenta, de las cuales se 
separaron 50 nieristemos apicales y 50 
yemas. Lo niisnio se hizo con las 
plantas expuestas al sol. 

el campo sin nccesidacl de incorporar 
procedunientos potenci;ilrnente inhibi- 
dores del crecimiento in. vitro, bas:m- 
dose en el metabolismo de los feno es 
donde existen proceso? inducidos F or 
la luz, tales como 1ii actividad de 
sistemas enzimAticos involucrados en 
la síntesis y oxidación de estos con-  
puestos. 

El propósito de este estudio fue 
determinar el efecto do la protección 
de la p lanh donante a la exposición de 
la luz solar en la supervivencia de las 
explantas, al controlar el ennegreci- 
miento durante el inicio del cultivo de 
Apices y yemas de guayabo in vitro. 

y métodos 

Las explantas se niantuvieron en 
agun hasta su desinfección. La desin- 
fección del material consistió en un 
lavado con agua jabonosa, enjuague, 
inmersión en solución de Benomyl(1 
g/L) y Rifampicina (100 m&) durar te 
5 niinutos, despues de los cuales se 
colocaron en solución con clorox 
comercial (hipoclorito de sodio a1 7.5 
%) durante quince muiutos. Final- 
mente se lavó tres vcces con agua 
bidestilada esterilizada. Los ápices se 
cortaron hasta un tamaño promedio de 
2 mm, el tamaño de líis yemas osc 16 
entre 2 y 4 mni. Todas las explantas 
se colocaron en frasco? de vicirio con 
tapa de rosca que contenían 20 mL je 
medio nu trilivo. 

Cultivo in vitro 
Medio nutritivo. Se utilizó el 

medio de Murashige y Skoog (l:!), 
forma liquida, suplementado con C .  1 
mg/L de benciladeninii durante seis 
días y luego el mismo medio solitli- 
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ficado con agar al 0.G %. El pH sc? ajustó 
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. 

Estimación de fenoles. De 
cada grupo de planta (espuesta y no 
expuesta a la luz) se tomaron seis 
puntas de brotes. Seguidamente se 
separaron ápices y yemas. Con estas 
muestras se procedió a la extracción y 
determinación de los compuestos 
fenólicos utilizando el mbtodo descrito 
por Wilson y Blunden (15) quienes 
utilizaron el reactivo de Folin-Denis y 
Bcido tánico como patrón para deter- 
minar fenoles en yemas de pera. 

Análisis estadístico. Se utilizó 
un diseño de bloques al  azar cori cinco 
repeticiones y dos fí~ctores en estudio: 
la exposición sol í~r  y dos tipos de  
explantas(cuatro tratamientcs). Se 
midieron las variables supervivencia 
de explantas y concentración de los 
fenoles preexistentes en las explantas. 
La unidad experimental estuvo t:onsti- 
tuida por diez explantas. Se reaizó un 
an Alisis de varianz:~ para las variables 
supervivencia y concentración de 
fenoles cuyos valores fueron previa- 
mente transformados por las ecua- 
ciones G+ 0.5 y .\lvrespectivarnente. 
El a n a i s  de los resultados se i .eah6 
utilizando el procedimiento GI,M del 
paquete estadístico SAS. 

Resultados 

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

La supervivenci;i de las explantas 

difirió marcadamente (P < .01) con el 
tipo de explanta utilizado, ya .que se 
observ6 mayor supervivencia de las 
yemas con respecto a los merietemos 
apicales para cada una de las condi- 
ciones de las plantas donantes. 

Al igual que para la variable 
supervivencia se ol~servó efect:, de la 
exposición a la luz en el contenido de 

Cuadro 1. Efecto de la exposición a la luz sobre la superviven<:ia de 
explantas de guayabo, seis días después de cultivadas in vitm. 

Exposición a la luz 
Tipo de explanta Protegidas Expuestas 

Yema 8. Oa(80) 6. 4a"(64) 
Meristemo apicai 4. 4b(44) l.Oc(1O) 

C.V. = 16.17 % Rango de variación: 0.0 a 9.0 

a, b, c: Medias con letras diferentes, presentan diferencias significativzis (P < .  10) al iiúmero 
original de explantas (n = 10 para cnda tratamiento). 
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Cuadro 2. Efecto de la exposición de las plantas donantes sobre el 
contenido de ácido tanico (mgt100 m g  de materia seca) de 
dos explantas de guayabo. 

-- Exposición a la luz 
Protegidas Expuestas 

1 0 . € ~ 9 ~  16.16" 
.- 

C.V. = 10.85 % Rango de variación: 4.74 a 27.65 
-- -- 

a, b: Medias con letras diferentr,~, prnsentnn diferencias significativos (P < .O 1). 

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

.01). 
Sin embargo, cuando compara- 

mos la  explanta en forma individual, 
a pesar  d e  que se  observa una  dismi- 
nución en  el contenido de los com- 

puestos fenólicos pre(bsistentes en I;is 
protegidas, no se  encontraron difei-en- 
cias estadísticamento significativ:is 
(cuaciro 3). Solo se encontraron difei.eri- 
cias signficativas entre Apices y yernas 
tomados de plantas donantes expL es- 
tas a l  sol, siendo mayor en las yenias 
(P .05). 

Discusión 

S e  demost,r6 que la  oxidación r ia l  procedente del campo.  E s t a  
fenólica e s  u n  problema pa ra  la observación es  consistente con lo 
iniciación de las explantas drt guayabo reportado por algunos autores cuan do 
in. vitro cuando se  trabaja con mate- mencionan m6todos para disminuir o 

Cuadro 3. Contenido de ácido tánico en explantas de guayabo protegidas 
y expuestas a la luz. 

Contenido de Acido tAnico (mg/100 mg MS) 

Exposición a la luz 
Tipo de explanta Protegidas Expuestas 

- 

Meristemo apical 6. 57b 12.98" 
Yema 1 3 . 4 7 ~ ~  19.34" 

C.V. = 10.85% Rango (le variación: 4.74 a 27.65 
-- - 

a, b: Medias con letras diferentes, presentan diferencias significativas (P < .lo) al núme -o 
original de explantes (n = 10 para cnda tratamiento). 
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eliminar el ennegrecimiento de niate- 
rial de guayabo proveniente clel campo 
(2,6) mientras otros reportan resulta- 
dos muy halagadores utilizando mate- 
rial procedente de p1,Zntulas obtenidas 
i n  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) encont,raron una 
mayor supervivencia de los meris- 
temos apicales de vid provenientes de 
material crecido en 1:i sombra con 
respecto al que estaba expuesto a pleno 
sol, a s í  mismo, observaron una  
correlación 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  ir^ vitro estaba afectada en 
parte por los niveles de compuestos 
fenólicos presentes en el material. En 
este ensayo el contenido de compuestos 
fenólicos fue menor en los nieristemos 
apicales tomados de plantas protegidas, 
pero tal disminución no fue signifi- 
cativa; 6sto pudiera sugerir mayor 
tiempo de protección a la exposición 
solar. Se considera la posibilidad de 
que existe una relación en t re  el  
contenido de compuestos fen6licos 
preexistentes en los ápices y la 
supervivencia de los mismos aún 
cuando no hay cliferencia significativa. 
Por ahora no se puede est¿iblecer esta 

posibilidacl para yemas, debido a que 
est,as presentaron niayor supervi\len- 
cia que los ápices a pesar de que la 
concentración de fenoles fue más :ilt.a, 
comportamiento quc pudiera estar 
asociado con el tipo (le explanta y el 
tamaño de las mismas (5). 

Marks y Sirnpsvn ( 1  1) demoiitra- 
ron que el mecanismo de la oxidación 
fenólica y de la inhibición del ci-eci- 
miento en plantas leñosas puedc ser 
controlado por lm niveles cle irrabción 
recibidos por las plantas donarites, 
basando sus estuciios ítn el met,abolsrno 
de fenoles ya que la ¿ictiviílatl cle 
muchos sistemas (?nzimáticos que 
participan en la síniesis y osid;ición 
de los mismos es inducida por la uz. 

Est.e trabajo constituye un  :igan- 
ce para demostrar que el ennegceci- 
miento de explantas provenientes de 
material adulto de guayabo puede scr 
disminuido al controlar los nivelos de 
irracliación solar que reciben las 
plantas donantes, sin necesida~l de 
recurrir a tratamieiitos in vitro que 
puedan afectar la viabilidad clc! las 
explantas. Se piensa que al continuar 
con estudios de pretratamient,~ de 
plantas donantes y clel contenido de 
compuestos fenóliccrs en diferentes 
explantas se puede aumenta r  la 
eficiencia de la regeneración in r,itro. 
También se  puede considerar la 
posibiliclad de escoger el material 
sombreado en condiciones na tu r~ les  y 
evaluar su coniportíimiento  ir^ vitro. 
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