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1. INTRODUCCION

La Biotecnologia es una Area de la Bioclogia, la cual es un
conjunto de tecnologias cuyo objetivo es el manejo y utilizacién
intensiva de agentes bioldégicos (catalizadores bioldgicos,
micraorganismos, enzimas, células animales y células vegetales)
can el fin de producir bienes y servicins con utilidad econsmica
y social. La Biotecnalogia ha tenido grandes apiicaciones en la
industria farmacedtica, quimica, alimentaria, la medicina humana,
y en la agricultura, siendo en ésta &rea muy atil la técnica dé
cultivo ~de tejidos vegetales y las modernas técnicas de
ingenieria genética (Hughees, 1981; Quintero, 1984).

_El cultive de tejidos vegetales es una serie de técnicas que
se refieren al cultive in vitro (con medios.nutritivos adecuadas)
de casi culquier parte de la planta (hoijas, raiz, tallo, frutas,
mer istemcs, anteras, etc..) bajo condiciones asépticas.

El cultiva de tejidas vegetales se basa en el principin de

-totipotencialidad de la célula vegetal, segun la cual tcdas las

células de una planta‘son capaces de expresar su patencial
genético y fisiclégicae para regenerar uwuna planta completa,
siempre vy cuaﬁdo las células sean provistas de condiciones
adecuadas para su desarrollc. Una de las condicicnes es el- medio
de cultiio basico, que debe contener diferentes aditivos coma
elementos inmerganicos (maycres y mencores), una fuente de carbono

eficiente (glucasa, sacarnsa, etc..), vitaminas, Acido citrico,

" Acido ascérbico, diferentes compuestos orgdnicos como extracto de

.



levadura, endospermo " de ccacca, amincdcidos y requladores del
crecimiento entre otros. De ésta manera se ofrece a las células y
tejidos en cultivoe tcdes los nutrientes indispensables para su
desarrollo. El pH del medio es tambien un factor imporfante; el
m&s utilizadce es pH moderadamente Acido (5-5.8). Los parametros
fisicos de incubacién, tales «cemc la luz, fatoper;odo y
temperatura se deben de-contralar. Todoé éstos factores influyen
podercsamente en la expresién final de los tejidos (Auge et  al,
1982; Fidwell, 1983; Buinterc, 1984; Robert y Loycla, 1985; vy
Villalecbos, 1985). - ‘

La PRictecnclogia Vegetal estd marcando el inicio de uha
nueva era de cambios profundos en los sistemas de produccidn

agricola en el mundo, aplicandoe las técnicas de micropropagacibn

(Fubluc, 1930). La micropropagacidén o propagacién in yvitro se

define, como la multiplicacidén masiva de una especie a partir de

células, tejidos u érgancs en condicicnes jin  vitre, 1o que
involucra la desinfeccién superficial del explante y su

proliferacié¢n en un medic de cultive sintético y bajo condicicnes
fisicag controladas (Villalcbos et al, 198%5).

En los sistemas de micropropagacién se reconccen cuatro
etapas secuenciales:

Etépa 1. Establecimiento :

La funcién de ésta etapa es establecer al explante eﬁ el
medio de cultivo e inducir el desarrocllo de brotes maltiples para
la‘ multiplicacién postericor. El medic a seleccionar varia seq(n
la especie. El control del desarrollo se logra manipulando las

concentracicnes de auxinas y citocininas.



Etapa II. Multiplicacidn :

Una wvez que las explantes generan brotes, se separan los
propagulos y se transplantan a un medio de cultive fresco. Al
medio de‘cultivo se le aumenta la concentracién de citocininas;
es necesario experimentar y asi ajustar las concentracicnes de
auxinas y citocinipas para optimizar la tasa de multiplicacién vy
la produccién de plantas uniformes. Las etapas de multiplicacifén
pueden repetirse varias veces para aumentar la provisién de
material hasta cierto nimereo, para su enraizamiento y transplante
paostericr a tierra (invernaderc y/o campo).:

Etapa III. Enraizamiento :

El objetiva del pretransplante es preparar a las plantas
para transplantarlas del medioc artificial heterdtroafo del frasco
de cultive a una existencia de vida 1libre autédtrafa en el
invernaders y luego a su sitio definitivo. Esta preparacidén
implica el enraizamiento y un cambio en la fisiclcgia de las
plantulas que estimule la fotcosintesis, la absorcidn de agua vy
nutrientes por las raices y la resistencia a l1a desecacién y a
los organismaos batbgenas.

Etapa IV. Transplante :

Las plantas enraizadas se sacan del recipiente de cultive,
se retira completamente el agar que llevan adheride en las
raices,- para remover una fuente‘potencial de contaminacién y se
transplanta a una mezcla de suelo estdndar, en macetas pequefas

en una forma mas o menos convencicnal. En cultivos in vitro, las



plantulas crecen generalmente en condiciones de alta humedad vy
baja luz. Las plantulas extraidas de los cultivos in vitre son
muy susceptibles al marchitamiento, desecacidén e infeccidén., La
humedad durante el pericdo inmediato posterior al  transplante
debe ser cuidadosamente contrclada. Pericdos de aclimatacidn
gradual con decrementoc de humedad son necesarics para que las
plantas sobrevivan la transicidn.

En algunas especies resulta esencial apegarse estrictamente
a eésta secuencia, mientras que en otras puede variafse para ser
adaptada a los requerimientas de la especie (Mott, 13981; Hartmann
and Kester, 13583).

Las técnicas de micropropagacidn dan sclucidén a problemas
agricolas, horticolas y farestalés y cobran una mayor importancia
en la actualidad cuando los problemas alimenticios y demcgraficas
son particularmente agudos (Buintero, 13984).

Méxica es ‘un pais que a pesar de sus cuanticscos recursos
forestales, afc con afo se han incrementado substancialmente las
impartaciocnes de productos de arigen farestal. La creciente
necesidad de ésfos productos hace pensar que el desarrcllo de la
industria forestal basada en bosques naturales nc sera
autosuficiente en el futuro, en virtud de que lé zurva de la
demanda es mucho ma&s proanunciada que la de la aoferta actual.
Ademdas, factores naturales camo huracanes, incendios, plagas vy
enferﬁedades ocasicnan devastaciones en los ecosistemas. En les
bosques, el aprovechamienta forestal se ha basada en poblaciones
silvestres de especies de importancia econdémica y ecalégica
reducienda el ndamero de arbcles por unidad de area, problema que

se vuelve una necesidad ecaldgica de reforestacidn., Tado la
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anterior nos encaming al Area de cultivo de tejidos vegetales. El
desarrcllo de ésta técnica, ha surgido como una alternativa a las
métodos convencionales con los cuales hay dificultad de propagar
especies forestales; por los niveles de multiplicacidn que pueden
ser alcanzados, tiene la ventaja de que es posible llegar a
_producir plantasl en cantidad suficiente, a partir de material
geneticamente seleccionadao para tener plantulas dispaonibles
después de algun desastre o cuando el nimero de Arboles de
importancia ecolégica es reducide. Este trabajo tiene ésta
final idad, ademas de incrementar el conocimiento cientifico sobre -

las especies forestales. Ademds, aunque el guayabillo Psidium

‘sartogrianum es una especié que se encuentra distribuida en la
vertiente del Gaolfo desde el narte de Chiapas y sur de Tabasco
hasta la peninsula de Yucatdn y en la vertiente del Pacifico
desde Sinaloa, pasanda por .Jalisco hasta Chiapas incluyendo 1la
cuen;a del Rio Balsas (Penington y Sarukhan, 13€8), solamente en
el ‘esfado de Quintana Roo'hay pcblacicnes silvestres reducidas,
par haber sidc una de las especiés mads dafadas por el huracdn

"Gilherto". Psidium sartorianum tiene gran importancia ecoldégica

por ser fuente de alimento para la fauna del ecosistema y forma
parte de la vegetacidén primaria del‘bosque tropical en este
estado. Secundariamente, por el usao que el hombre le ha dado, ya
que su madera se utiliza para la construccién. Por éstas razones
ha sido seleccionada ésta éspecie en el presente trabajo de tesis
para logfar su  propagacién mediante el cultive de tejidas
vegetales.

La eleccién de ésta técnica se debe a las aplicaciones



practicas que cfrece, entre las que estan:

~ Alta capacidad regenerativa.

- Obtencién de plantas durante todo el adfo.

- Aceleva las tasas de crecimiente,

~ Acorta el tiempo en las diversas etapas del ciclo bioldgico en
aquellas especies cuyo cicle de vida es muy lento y la produccién
de semillas vrequiere largos periocdos de tiempo y tienen una

viabilidad baja (Murashige, 1974).



I1. ANTECEDENTES
2.1. BREVE HISTORIA DEL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES :

Desde hace 120 afos apraoximadamente, en las investigacicnes
de fisiologia vegetal se ha utilizado la técnica de cultive de
tejidos, érgancs y células vegetales (Street, 1977).

Los primeras intentos en éstg fécnica fueron realizados por
Sacks en 1860 y Knops en el afo siguiente, qﬁienes acbservaraon que
los principales nutrientes de las plantas supericores eran
sustancias inorgénicas, y proporcionarcon una solucién nutritiva
que las contenia, la cual ha sido wutilizada por muchos
investigadores desde entonces.

Vachting en 1878 estudid la polaridéd en la formacidn de

. nuevas yemas y raices de yemas axilares en Salix en una cdmara
Bellgar de vidrio al vacioj; las yemas brotaron de 1la parte
supericr y las raices de la parte inferior terminal.

Rajo y Mann (1970) demostraron que la edad fisiolégica . del
intculo es un factor que ejerce influencia en la formacidén de
4rganns; para ello, utilizaron como indculo hojas de Echeveria
eiegans, chservando que las hajas Jjévenes solo formaban raices vy
las hojas maduras formaban solo yemas vegetativas.

Haberlandt en 1902 al publicar unc de sus trabajos introduce
el concepto de "totipotencialidad" celular, pues decié que si las
células iegetales son totipotentes seria pasible modificar su

vambiente y nutricidn despues de aislarlas para recapitular las

secuencias del desarrollo que se presentan en plantas intactas.



Realizé los experimentos mas importantes respecto al cultive de
tejidos, cultivando células del meséfilo de fradescantia en un
media artificial, é} nca abtuve divisién celular en sus cultivos,
debido en parte al medic tan simple que utilizé y la seleccidn

como explante de células altamente diferenciadas. Fue el primerc

‘que emple& el conceptc de callc para definir una masa amorfa de

células (Haberlandt, 1902). En 1934 White demostr6é . que era
factible cultivar con éxito 4rganos vegetales, utilizande raices

de Lyccpersicum esculentum.

Al determinarse 1la totipotencialidad de las ceélulas.
vegetales, se puede cultivar Eualquier parte de 1la planta en
medics de cultivoe adecuados, de acuerdo con lo que demostréd White
(1934). El medic de cultivo tiene dos funciones principales:
l1.- Proporcicnar los nutrientes basicos para el crecimienta
continuade de los explanées aislados y de 1les propagulocs

subsiguientes.-

2.- Dirige el "crecimiento y desarrollc mediante el cantrel

.

hormonmal (Murashige, 1378). ‘ N
Hartman y Kester (1983) describiercn un sistema factorial

para establecer 1los requerimientcs del medio de cultive para ’

plantas, con base en trabajos anteriormente realizados, se

considera que la aplicacién de reguladores de crecimiento
. .

(citocininas—auxinas) en distintas copcentracicnes para la

aplicacidn de tratamientos diversos con un nimerc determinado de

repeficiones puede darnos el tratamiento ¢ptimo para los fines

que la propagacidén in vitro persiga (ocbtencién de brotes

maltiples, formacién de <calle, enraizamiento, diferenciacien

celular, etc...).



El contrel hormonal se realiza seg@n la clase de haormona ¢
regulador del «recimiento, su concentracidén en @l medio y la
secuencié con la que se proporcionen.-

Diferentes especies pueden resﬁonder de modo distinto a las
diversas citocininas y auxinas, en parte debide a su control
hormanal natural. Una secuencia apropiada de hormaonas es de
particular importancia en cuante a sus efectos inducteres,
debiend> estar ausente o en cantidades reducidas para que crezca

el drgano.

El -tener una maycor concentracidén de citocininas con respecto-

a auxinas causa la formacién de brotes multiples, cuanda la
proporcidn Auxina-Citacinina es relativamente alta, existe
diferenciacién de las células hacia primordios radicales (Rajo
and Mann, 1370). En varias especies de arbcocles, el enraizamiento
es una de las etapas mas «criticas en las técnicas de
micropropagacidn (Standari and Fausto, 1990).  En especies
raecalcitrantes al enraizamienta, ésto no se logra complementandao
el media con diferentes combinaciones de reguladores del

crecimienta scolamente, se utiliza Agrobacteriuwm rhizsogenes que es

una barcteria que induce la formacién de raices en diversas
especies vegetales. El enraizamiento se logra inoculando los

brotes can Agrebacterium rhizogenes, las brotes deben tener una

herida para que la bacteria pueda infectar a las «células
vegetales e introducir genes que induzcan la formacién de raices.
Ya ée ha‘iogrado el enraizamiento en varias especies por ésta via
como en varias lineas de manzéno (Lambert and Tepfer, 1391) Yy en

Allocasuarina verticillata Lam (Phelep M. et él, 1991).




El citdloge Gautheret (1959) realizd un experimenic

para tener un crecimiento ilimitado de células homogénéas de

cambium in vitre de Populis npigra y Salix capraea. Us¢é

principlamente la scolucién de Knop como medic basico, ademas de -
glucosa, extracto de levadura y cisteina.
A partir de Gautheret que encontrdé el efectc del extracto de

levadura scbre células cultivadas in vitrc, muchos investigadores

empezaron a buscar substancias crgdnicas que pudieran tener
efecto mdrfogenético, coms los amincédcides y vitaminas, que
desempeﬁan un papel importante en la organcgénesis. El endospermo
liquidca del coco tiene cuaiidadeg nutricicnales muyA impartantes.
La cembinacion de Z,4-D con agua de coco, mostré .un sorprendente
efecta en la estimulacién del crecimiento de tejides cultivades
de zanahoria y papa (Caplin and'Steward, 1348).

Skacg y Tsui -(1948) sugiriercn que la iniciacién de brotes

- en segmentos de talle de tabaco y la formacién de callos podrian
ser quimicamente reguladas por cambios en los medios de cultive.
B&sgénda’ el factor ae la divisiﬂﬁ celu1a+; ellos 1o encontraron
al degradar pfeparaéiones de ADN. Este compuesto fue - aisladce e
identificade como E—furfurilaminopurina y lo llamareon cinetina
(Miller et al, 1955).

El cultive de monccotiledéneas mostré ser mas dificil gue el
de las dicotiledéneas. En la actualidad sen muchas las egpecies
que se ha logrado micropropagar, tanto de monocctiledédneas como
dicotiledéneas - aplicanda las técnicas del- cultive de tejides

vegetales (Dadds and Roberts, 1983).
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2.2. MICROPROPAGACION DE ESPECIES RELACIONADAS FILOGENETICAMENTE

CON EL GUAYABILLO :

Broodrijk (1989) describié nuevos métodos de esterilizacidn

para el cuitivo in vitro de guayaba Psidium guajava, Usé el
Qeéundo, tercerea y cuartao segmento nodal _dé -las puntes de
crecimiento; fueron secados por'cerca de una hora, después fuercn
puestacs en etanol al 70% por un minutoe y lavadas con Yoduro de
potasio por 5 segundns. Fueron esterilizados en nitrato de plata
al 0.5% por 15 minutas, sé énjuagaron las explantes con - agua
desti;ada cestéril. Cétorce dias despues 1los explantes  fueron
puestos'en un medio (no especificado) donde el desarralla de las
hojas fue visible. El porcentaje de éxito fue de -erca del 70%
con minimo de encafecimientao.

Aﬁin‘ y Jaiswal (1388) trabaﬁaron con explantes nodales de
Arbales de P;idium guajava =crecides en el campo con el  propésito
de laograr una propagacisn clona1>VApida. Usaron medio _basal de
Murashige—-Skeonog suplementado con varias combinacianes y
con;entraciones de auxinaé y citocininas, E1  mayor namera de
brotes(explante sé cbtuviercn en el medic MS suplementado con 1
mg/lt .de bénciladenina sclamente. Cerca del 807 de brotes bien
enraizades, laos obtuvie}on en un media MS con Acido indclbutirico
y Acido naftalenacética (0.2 mg/lt de cada una). - El  zarbén
.activada incrementé el porcentaje de enraizémiento y <crecimiento
de las pléntulas. Las plantulas fueron exitosamente establecidas
en suela (Jaiswal and Amin, 1987)>,

Amin y Jaiswal (13872 usaraon coms  explantes segmentos

ncdales de arboles maduros de Psidium guajava y los colocaron  en

11



un  medic Huraéhige—Skoog (MS) suplementade con 4.5 pM (1,013
mg/ltS de benciladenina sclo o en combinacién con 0,6 pM (0,105
mg/1t)  4cide indoclaceétice o 0.5 uM  (0.101 mg/lt) de 4cideo
indelbutirics o O;S'pM (0,102 mg/1t) de GA3. Se indujeron brotes
miltiples alargando las ramas axilares en un medic con 4.5 pM  de
benciladenina (1.013 mg/lt) sin ninguﬁa auxina y giberelina,l se
encontré gque did la mas alta tasa de multiplicacién. En este
medic se desarrolla;on de 2 a € brotes de explantes colectades de
plantas del campo y produjo de 5 a 10 brotes de explahteg tomados
de brotes preliferados in vitra en’12_5emanas de cultivo. Se
éepararon los brotes y se colocarcon en un medic conteniendo una
coancentraci4n mé&s baja de benciladenina (0.5 pm) (0.112 ma/lt);
este tratamientno incremenf& el crecimientc en longitud y el
numer< de brotes usados por cultiva. Raices adventicias se
cbtuviercn en los brotes en un medioc conteniendo la mitad de 1la
concentracién de las sales del medic Murashige-Skoog (MS), 1.57%
de sacarcosa, 1 pM (0.2032 ma/l1t) de A&cide indclbutiriceo, 1M
(0.,1862 mg/lti de 4&cidc naftalenacético y 1 ar/lt de carbdin
activado. .Las - plantulas regener adas fueron exitosamente
estableciadas en el suelc.

Fitchet (13983) prebé seis métcdos para- evitar el
ennegrecimiento (oxidacién) de los brotes que provocaba la muerte
de éstos. El métocdo mads efective consistidéd én enjuagar los
broteé, colocdndolos después en cajas petri, poniéndoclos a secar
en una campana de flujo laminar por 30.a 45 minutcs, hasta que
ninguna de las superficies‘quedara hameda. Qna ver que estuvieron
bien secas las superficies se incubarcon. Este método contrarresté

el problema de cxidacidén de los brotes de Psidium guajava.
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Eabbar y Gupta (1986) cultivaron anteras eﬁ medin Murashige-
Skaeag (MS) yvmedio basal.Nitsch (BM) o BM mas 10 uM (2.25 'mg/1t)
de benciladenina, se pradujo callo con restfingidq crecimiénto,
acompafado por necrosis de tgjidos, pasiblemente como  resultado
de 1la acuﬁulatiﬁn de. polifencles., Para contrarrestar éste
prcoblema, eilos agregaron peolivinilpirrolidona (PVP) gque absorbe
los polifencles. Ademas de la presencia de PVP, un incremento en
la concentracién de sacarcsa en el medic y un pretratamiento fric
de  las Vantefas, todos disminuyeron el partentaje de
encéfecimiénto, también retardaron la necrosis de callos; no fue
‘pasible mantener callog para diferencia;idn. El pretratamiento
frio incrementé significativamente el porcentaje de callos a
partir de anteras.

Lah y Rao (1389) usaron explanées de diferentes partes de
pldntulas que tenian poco tiempo de germinadas y segmentos
nodaies de.plantas injertadas. Huba regeneracién en un 75 al 100%
de brotes a partir de hipacobilgs de semillas germinadas, brotes
apicales y ségmentos nodales cultivadeos en media Murashige-Skoaog
(MS) con y sin benciladenina. El nivel &ptims de benciladenina BA
para brotes apicales y segmentcs nodales fue O.1 mg/lt. Les
segmentos nodales se uwtilizareon para la multiplicacidn de brates;
el promedic de brotes regenerados a partir de segmentos nodales
fue de 3.2, se abtuviekan despues de un periodq ﬁe 8 semanas en
un medie con 0.5 ma/lt de BA; las brotes tambien fueron
regeneradés a partir de explantes de haojas. Las brotes
regenerados fueron enraizades en medio basal con  100% de

enraizamiento y mds del 307 de las plantulas fueron establecidas
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exitosamente en el suelo.

2.3. DESCRIFCION DEL GUAYARILLO :

.2.1. Taxonomia :  El guayabillo es una -dicotiledénea, de 1la
familia Myrtéceée,v pertenece al génerc Psidium, especie

sartorianum, descrita por Berg. y después revisada por Niedenzu.

-~
“a

3.2. Descripcién botdnica del guayabille -
Fenington y Sarukhan en 1368 hicieron . la siguiente.

descripcidn acerca de Esidium sartcrianum:

El &rbol mide 15 m. de altura o mds y d.a.p. (didmetroc a la
altura del pechq) hasta de €0 cm., tronce derecho con las ramas
ascendentes y gruesas; copa angosta y densa. De corteza externa,
escadasa, desprendiéndose en piezas lisas, delgadas y alargadas,
pardo amarillenta con manchas grisaceas, quebradiza; grosar total
de la corteza de 3 a.4 mm. De madera albura color crema
amafillento, con bandas obscuras de parénguima paratraqueal, 1las
rYamas son pubescehtes cuanda Jjévenes y glabras con la edad. _

Yemas hasta de 0.5 mm., redondeadas cubiertas por escamas,
morenas,.glabras. Sin estipulas. Ldminas focliares de 1.5 % 0.7 a
€.5 % 2.2 e¢m., lancecladas o elipticas, con el  margen enterc
dpice agudo con un acumen largo, base aguda a redondeada; verdé
amarillentas y-brillantes en el haz, verde palidas en el envés,
.alabras en ambas superficies; léaminas con numercsas glandul as
t}ansparentes; peciclo de 1 ; 4 mm., glabros. Los érbéles de ésta
especie cambian tcdas sus hcojas entre abril y mafo.

Flores -sclitarias o en peguefas cimas axilares hasta de 2

cm. de largo; socbre peqﬁnculos de 10 a 15 mm., pubescentes,
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per fumadas, actinomérficas, de 12 a 15>mm. de diametro; cAliz
cupular de 3 md. de 1arg$ cerrado en botdn, abriéndose
irregularmente, densamente glahdular en amgas super ficies;
pétalos blancos, S5, de 3 a 3.5 mm. de'largo, insertOS' en el
cuella del tuba dél céii;; estambres numerosoé, de 5 a 6 mm. de
largo, insertos en el tubo del caliz, por abajo de los pétalos}
ovario infera, 2 o 3-locular, con numercsos édvulos; estile
grueso, igualando en lérgo a los estambres, pubescentes; eétigﬁa
capitads. Florece de mayo a septiembre.

Frutos : Bayas de 2 a 2.5 c—m. de diametro, glaobosas, con.el
cdliz frecuentemente persistente, amarillas y glabras; con el
mééacarpio pulposa y amarillenta, <on sabor a guayaba; contienen
alrededor de 5 semillas angulosas; de 5 a 7 mm. de 1largo, muy

duras, amarillentas. Maduran de septiembfe a febrerao.

2.3.3. Nombres comunes de la especie :-
Penington 'y Sarukhan (1968) reportarocn los siguientes

nombres comunes para Fsidium sartowianum:

Guayabills (GFro., Oax., Chis., Yuc.).
Arrayan (Sin., Ver., Oax., Dgo., Jal.).
Fichiché (Yuc.).

Rayana (Oax.).

2.3.4. Ecologia y distribucidn @

Sé " encuentra en laAvertiente del Golfo desde el norte de
Chiapas ; sur de Tabasco a la peninsula de Y4cat3n Yy en la
vertiente del Pacifico desde Sinalca hasta Chiapas, incluyendo la

cuenca del Rio Balsas. Es lacalmente abundante en el estrato



medic de selvas medianas subperennifolias y subrcaducifolias

vincipalmente de Breosimium alicastrum en suelos arcillosas
ju}

derivados de materiales calizos o bien en suelas muy arenosas
derivadas de materiales ignecs o metamérficos, casi siempre cerca

del nivel del mar (figura 2.1).

2,3.5. Usos @

Su madera es usada para la construccién. Su fruto es
comestible, se emplea en 1la preparacidén de aguas frescas,
paletas, dulces, etc.. sus hojas tienen propiedades medicinales

(Penington y Sarukhan, 1968).
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Distribucién geografica del guayabillo Psidium
sartorianum en México.



111. HIPDTESIS

Existen combinacicnes especificas de acido
(AIA) y benciladenina (EA) que producen un namer o

brotes y raices.en explantes de Psidium sartorianum.

18
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[v. 0OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL 3

s Establecer las condiciones de micropropagacidn para Psidium

sartorianum (Perg.) Niedenzu.

IV.2. ORJETIVOS PARTICULARES :

Establecer las concentraciones in vitra de auxinas y citoci

.ninas para la produccidn de brotes de Psidium sartarianum (Berg.?

Niedenzu.

Establecer las concentracicnes "in vitre de auxinas vy

citacininas para la formacién de raices en PFsidium sartorianum

(Berg.) Niedenzu.

Establecimients de las plantulas producidas iﬂ vitra a

condicisnes de invernaderao,



V. MATERIAL Y METODDS

Ver diagrama de flujo en la figura 5.1. que .muestra 1la
metodolagia que se siguid.

V.1l. ESTARLECIMIENTO DEL CULTIVO ASEFTICO

OBTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO :
El material biclédgice que se utilizéd fueron frutos de

guayabilla Psidium sartorianum (Berg.) Niedenzu, de los cuales se

extrajeron las semillas. Los frutes se celectaron dé plantas

silvestres de Autlan Jal. y otros se comprarcn en mercados de

Guadalajara Jal.

ESCARIFICACION, DESINFECCION Y SIEMBRA DEL MATEEIAL RIOLOGICOD :
Las semillas extraidas de 1os frutos se escarificaron

quimicamente, con Acide sulfurico concentrado, ya qﬁe las

semillas tienen una testa muy gruesa y dura gue hace retardar 1la

germinacidén. Se escarificaron de la siguiente maner as

"1.—- Se colocaren las semillas en un recipiente de porcelana.

2.— Ge vacid con cuidédo el &cida sulfurice concentrado, hasta

que lag semillas quedéron bien cubiertas;

3.~ Se agitarcon las semillas lenta y cuidadasaménte para que

fueran atacadas por el Acide sulfaricoe de manera uniforme.

4.— Se dejarcan en reposc en el &cideo sulfarico per 15 minutos.
5.— Se coclacaron las semillas en una malla de plastico.
€.- Se lavaron con detergente liquido (Dove) y se enjuagaron con

agua corriente.
Una vez escarificadas se desinfectaron sumergiendo

sucesivamente las semillas en :



1.- Quince minutas en blanqueador comercial Cloralex diluido
al 50% con agua destilada (3% de hipoclaorito de sodiol.

2.~ Cinco minutos en alcohol etiliszo de 396°.

3.—- Tres enjuagues con agua destilada estéril ( S minutos en cada
vez ).

4, - SeAcclocaron las semillas en cajas petri estériles con papel
_absorbente para reducir el exceso de agua (Alvarez, 1388).

Tadas éstas operacicnes se hicieron bajo condiciones de
asepsia. Para ésto, el trabajo se realizé en una campana de flujo
laminar 'horizonfal. Las instrumentos de siembra y corte se’

‘sdmeréierén ‘en alcohol etilico de 96° y se flamearon antes de
cualquier operacién, ésto con la finalidad de eliminar los
microorganismaos presentes en los instrumentos, . ya que su
presencia es indeseable, puesto que su tiempo de multiplicacidn
es mas corto que el de las células vegetales, por 1o que
crecerian mas rdapidamente, agotando las nutrientes del medic
sintético. Ademds, luos microorganismos pueden liberar al  medio
algunos de sus productos del metabolismo que peodrian ser tdxicos
para el material biolégico; la eliminacidn de microorganismos  es
un aspecto muy Vimportante en cultivd de tejidos vegébales
(Villalobos, 1985; Hughees, 1381).

Se sembraron cinco semillas en cada frasca de alimento
infantil (Gerber) conteniendo 25 ml de medio basico Murashige-
'Skoog (1962) adicicnade con las vitaminas L2 (Fhillips and
Dolling, 13732 en una concentracidn de 1/10 de los companentes
-Grgénicoéje inocrgdnicos, solidificado con 8 gr/lt de agar, con un
pH ajustado a 5.8 * ,05, esterilizado en un autoclave durante 15

minutos, a 120 °C y 15 libras de presidén.
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CONDICIONES AMEIENTALES DE INCURACION @
Las frascos de cultivo se incubaron a una temperatura de

289C * 2 y con un fotoperindao de 16 haras luz.

V.2, MULTIPLICACION
éEtECCION DE EXPLANTES ;

Después de que las semillas germinarcen in vitre se
seleccionaraon las pldntulas que alcanzaron una altﬁra de 3 a 4
cm. De éstas plantulas se escogieron dos tipos de explantes,
hipocatila y yemas axilares de las hojas caotiledonares (fig.
5.2.). Los dos tipas de explantes sercolocaran en un medio de
cultivo Murashige—Skong (MS) con diversas concentraciones de das
reguladores del crecimiento, para la formacién de brates

miltiples, crecimients apiczal, formacisn de raiz, etc.

CULTIVO DE LOS EXPLANTES :

Se wutiliz4 medic de cultiva MS (Murashige—Skobg) con la
adicién de daos reguladores del crecimiento (dcide indclacética vy
benciladenina) para probar su efecto sobre el desarrollo de las
brotes. Estas -regulaQDres se mezclaraon - en diferentes
concentracicnes en el medioc de cultiva. Fueron 25 tratamientos
diferentes a los que se sometiercn los explaﬁtes. Las vresiembras
se efectuarcn cada 4 semanas a medic de cultivo fresca. El cuadro
cmmbinatqrio- de las concentraciones anteriores se muestra en la

tabla 3S.1.



Figura

S5.2.

Hojae
cotiledonares

<—— Hipocotileo

Cortes realizados en plantulas de Psidium
sartorianum germinadas in vitro para seleccionar
explantes para la micropropagacién del
guayabillo. ' .
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Benciladenina mg/lt

o R T 2 3 4
A —
c. 0 0/0 0/1 T 0/2 o/3 0/4.
A F K P u
I .
n 0.9 0.5/0 0.5/1 0.5/2 0.5/3 0.5/74
d B G L Q v
o .
1 1 1/0 171 172 1/3 | 1/4
a C H M R W
<
T é 1.5 1.5/70 1.5/1 1.5/72 1.5/3 1.5/74
t D I N S X
i
c 2 2/0 2/1 2/2 2/3 2/4
o E J a T Y
mg/lt
‘Tabla S.1. Combinaciones de auxina (aAcido

indolacético) y citocinina (bencil-—-
adenina) para la micropropagacién
de Psidium sartorianum.

De dichas combinacicnes de reguladores del crecimienta, se

selecciond

el tratamients que indujo la ‘produccidn de mayor

nuamero de brotes.

]
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V.3. OBSERVACIDN Y TOMA DE DATOS

Se tomarcn dates cada mes de explantes de hipoccotilo y yemas
axilares de las hojas cotiledonares, las variables que se
considerarcon fueron. :
- Namerc de brotes/explante.
~ Longitud de broates/expante.
- Nimero de raices/explante.

= Longitud de raices/explante.

V.4. ANALISIS DE RESULTADDS

.

El analisis estadisticc se realizé con datos tomados a los 4

y 7 meses de edad.

L Se analizaron 1los resultados utilizando el Analisis de

Varianza (ANOVA) de dos vias con efectos fijos para probar 1la
hipbtesis nula.
Las respuestas medias fueron: comparadas utilizando la

técnica T' de Tukey (Sokal and Rohlf, 1981) evaluandcse los

. intervalos de diferencia minima significativa (LSD) con « = 0.05,

las cuales se preséntaron en forma grafica.
Se wutilizé como métcde de optimizacién un ajuste por
regresién mualtiple y una generacién de superficies de respuesta

(Sckal and Rohlf, 19B1; Draper and Smith, 1978>.

L



V.S. ENRAIZAMIENTO

lLos brotes propagadoé in vitro se sometierdn a diferentes
tratamientas para enraizar (tabla 5.2.) <con la adizién de
diferentes cancentracicnes dé auxina (Acido indclacéticod vy
citocinina (benciladenina), 8 gr/1t de agarvy 3 gr/lt de carbin
gctivado. Las .concentraciones usadas de AIA y BA mas carbéq

activado de la tabla S.2. para lograr el enraizamienta de braotes

de Psidium sartorianum se determiné al probar el efecto de las

cancentraciones de las dos reguladores (AIA y BA) del tfatamiento
dptimo tedrica para la produccidn de bfotes miltiples, pero por
estarse pxidanda los brotes se égregé al medio de cultivo. carbén
activada para evitar éste ﬁroblema; el carbdén activado gstimulﬁ
la formacién de raices en los braotes a diferencia de aquellos
puestaes en los mismos tratamientos con las migmas concentraciénes
de reguladores peraos sin carbén activado que sé4lo produjeran

brotes.
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Tabla 5.2. Tratamientos para el enraizamiento de brotes de
Psidium sartorianum usando acide indeolacético (AIAR)
y benciladenina (BA) en medio basal Murashige-—

Skoog (MS).

tratamiento AlA BA Carbén activado
mg/1lt mg/1t mg/1t
T1 49 2 3
T2 4 .2 (o]
T3 3 3 3
T 4 3 3 o
TS 3 49 3
T.6 ‘ 3 49 (o)
T7 4 49 3
T8 4 4 0

Se probé el efecto del &cido indolbutirice (RIB) y el Acido
naftalenacético C(ANA) agregandoc 0.2 mg/lt de cada una de éstas
auxinas al medic de cultive con la mitad de las sales del medic

Mur ashige-Skcog (Tabla 5.3) segin Amin y Jaiswal (19871,



Tabla 5.3. Efecto del Acido naftalenacético y Acido
indolbutirico para la produccién de raices en
brotes de Psidium sartorianum con la mitad de
las sales del medio Murashige-Skoog.

Tratamiento  AIB ANA Carbdn activado  medio
mg/1t mg/lt mg/lt basal
T 1A 0.2 0.2 3 ‘ 0.5 de MS

T 2A 0.2 0.2 0 0.5 de MS

Se disedd un nuevao experimento para enraizar brotes de

Psidiwum sartﬁrianum evaluando el efecto de las sales del medio

Schenk-Hildebrandt madificado por Walker y Sate (1381}, aradiendc

das auxinas (AIA y BA)Y mas hemisul fato de adenina (Tabla S.4.).



Tabla 5.4. Tratamientos para evaluar el efecto de las sales

del medio SH (Schenk-Hilderandt modificado
por Walker y Sato, 1981> en 1la formacién .de
raices en Psidium sartorianum.

Tratamiento Medio Carbén AIA BA Hemisul fato
basal activado mg/1t . mg/lt de adenina
mg/1lt mg/lt
T 1B SH 3 - ~ -
T 2B SH 3 4 4 -
T 3B SH 3 4 4 80
En muchas especies, unce de los prablemas de la’

es una

micropropagacién es el enraizamiento, FPsidium sartcrianum
especie con éste problema, para éste cbjetive se inocularen los

"brotes con Agrcobacterium rhizcgenes, y se sembraron en medic MS

con AIE y ANA (o.é mg/lt de cada auxinal). Se  agregaron
antibidticos al medio mencionado como la kanamicina y cefotaxima
para evitar la contaminacién en los medicos de cultivo por - A.
rhizogenes (Tabla 5.5.) (Phelep et al, 1991; Lambert and Tepfer,

19310,

Par altimo, se inocularon 1los brotes de Psidium

. \
sartoriapum con A. rhizogepes colocandolos en medic MS sélo o
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con 4 mg/lt de AIA y BA mds 6 gr/lt de agar. Transcurridos 3 dias

se resembraron en los mismos medicos con 8 gr/1t de agar.

Tabla 3.5. Tratamientos para enraizar brotes de Psidium
sartorianum por accién de A. rhizogenes con
antibidéticos para evitar la contaminacién por la
bacteria. ’

Tratémiento AlIB ANA Cefotaxima Kanamicina medio de
mg/lt mg/lt mg/lt mg/1lt cultivo
T 1C 0.2 0.2 500 - So MS
T 2C 4] o] 500 : 50 MS

V.6. TRANSPLANTE
Fara que las plantulas micropropagadas se adaptaran a las

condiciones .del media ambiente se procedid de la siguiente

manera:
1.— Las plantulas se retiraraon de los frascos de cultive. Se
lavarcn las raices cuidadosamente con agua corriente (de la

llave) para eliminar los residucs del medio de cultive y evitar
la infeccidn par hongos y bacterias.

2.—- Una vez lavado el sistema radicular se calocd la planta €n un
vasas de unicel <on una mezcla de tierra y Sphagnum en  una

proporcidn de 1:1. Se regaron c<on agua de la llave.
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3.~ Los vasos se taparon con  baolsas de plastico blancas
transparentes y ligas elasticas para cbnservar del B0 al 100 % 1la
humedad. I ‘

4.~ GSe fue disminuyendo la humedad poco a pocca, perforanda las
bolsas después de una semana.

S.~ Al término de 25 dias se retirarcn completamente las ;bolsas
de lcs vasos de unicel. De ésta manera las plantulas se fueron

N

enfrentando a las diversas condicicnes del medic ambiente (figura

[0}

S5.3.0.

W
8]



Figura S.3. Aclimatacién de 1las plantulas de Psidium
sartoriapum cobtenidas in vitro a condiciones
del medio ambiente.
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VI. RESULTADOS

VI.1., ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO ASEFTICO

ESCARIFICACION, DESINFECCION Y SIEMERA DEL MATERIAL EIOLOGICO : .

ESCARIFICACION :
El porcentaje de semfllas aerminadas después del tratamiento
- de escarificacién fue del 70 %, el tiempo de germinacidn fue muy

variable cscilandc entre los 12 a 28 dias.

DESINFECCION :

A partir de 1las pruebas de desinfeccién  realizadas con
semillas de guayabillo Pgidium sartorianum, se encontré que 1la
‘mejor manera de tratarlas para su germinacién in vitra es
utilizando blanqdeadﬁr comercial (Cloralex) Qiluido al S0 2
durante 15 minutos, despues de-una inmersién de S minutos en
alcochol  etilico de 96° vy tres benjuagues en agua destilada
estéril. . .

. La ceontaminacién que se registré con éste tfatamiento de

desinfeccidén fue siempre menor del 2 %.

VI.Z. MULTIPLICACION

SELECCION DE LOS EXPLANTES :
De los dos tipes de explantes utilizados @ inicialmente
(hipocotilo y  yemas axilares de las hojas cotiledonares) séla

hubo respuesta (genefacjdn de brotes mialtiples) en yemas
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laterales de 1las hcajas cotiledanares, en el caseo de los

hipocotilos no se cbservd ninguna respuesta.

A partir de éste hecho se decidiéd utilizar solamente yemas
laterales de Vlas hojas cotiledonares para los experimentos de
produccidén de brotes multiples bajo distintas concentracicnes de

regul adores del crecimiento.

CULTIVO DE LOS EXPLANTES :

Al término de 4 meses, se realizé una primera evaluacién de
los resultados de los distintas tratamientos con reguladores  del
crecimiento. A 165 siete meses de cultivo se evalué ia‘ réébuésté
de 1los brotes al efectozdel AIA y BA. El ANOVA de 1los 25
tratamientcs muestra que al menos alguna de les  tratamientos
difiere de manera significativa de laos demds (p < 0.001) el «cual
fue. detectada mediante comparazicnes multiples, carrespondiendo

<

al tratamiento "“S" de la tabla S.1. que_cantiene 1.5 mg/l de

acido indolacético y 3 mg/l de benciladenina (tabla 6.1.0.

[}
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Tabla 6.1. Resumen del ANOVA para la produccién de brotes
maltiples en Psidium sartorianum en 25 '
tratamientos (con diferentes combinaciones de

AlA y BA).
Fuente de Variacién Suma de cuad. G.L. cC. M. F Prob
Total (Corregido) 1134.151 . 123
Tratamientos 448, 464 24 18.686 2.70 <0.001
Error €685.687 99 6.926

El promedic de brotes por explante para el tratamiento "8"
fue de €.6. La grafica de las medias de los tratamientos y de las
intervalos de diferencia minima significativa para 2957 se muestra

en la figura €.1.

Con Qn andlisis postericr (ANOVA bifactorial) fue posible
evaluar 1los efectes de 1la adicién de cada uno de los dos
requladores utilizados y la posible interaccién entre ellos., La
tabla €.2. muestra los resultados del andlisis, en donde puede
cbservarse que el factor critico para la praduccién de brotes es
la. concentracién utilizada de benciladenina. Se cbserva ademas

que nco existe una interaccidn significativa entre factcres.
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Tabla 6.2, Resumen del ANDVA para la produccidén de brotes
miltiples en Psidium sartorianum para les 2
factores (AIA y BA) después de 120 dias de cultivo
in vitro.

Fuente de Variacién Suma de cuad. G.L. C. M. F Prob

Efectos principales 391.356 8 48.919 7.063 <0.001
AIA 25.435 4 6.359 0.918 .457
BA 366.963 4 91.741 13.246 <0.001

Interaccién 57.107 16 3.569 0.515 .934

Residual ’ 685,687 99 6.926

Total (Corregido) 1134.151 123

Las graficas de las medias y ias intervalecs de diferencia
minima significativa asociados para el ANOVA  por factores,
reiteran que 1la mayor produccién de brotes cocurre en la .
‘concentracidn de reguladares antes. descrita como tratamiente “S"
cen 3 mg/lt de benciladenina y 1.5 mg/lt de Acido -indolacéticq

(Figura 6&.2. y figura &.3.).
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indolacético (AIA)Y en la produccién in vitro de
brotes maltiples en Psidium sartorianum.

40



El modelo polinomial de segundo orden con dqs variabhles que
se efectud con el objeto de encontrar el punto dptimec para la
produccién de brotes mostréd un ajuste significativae (p < 0.001)
lo cual permite su utilizacidén para elaborar predicciones acerca
de ia praduccidén de brotes. Las coeficientes del modele y  sus
estadisticos asi coma la tabla de ANOVA para el modela de

regresidén miltiple se muestran en las tablas 6£.3. y 6.4.

Tabla 6.3. Resultados del ajuste de!’modelo polinomial de segundo
orden para la produccidén de brotes maltiples en
Psidium sartorianum.

VARIABLE COEF ICIENTE ERROR ESTANDAR
IAA 0.315 0.816
BA ) 2.361 - 0.411
AlA : -0.185 . 0.440
BA? -0.391 0.111
IAA*BA 0.225 0.160

41



Tabla 6.4. AnAlisis de Varianza de la Regresién Maltiple.

Fuente de Variacién Suma de cuad. G.L. C. M. F Prob
Model o 1330.352 S 266.070 55.49 <.,001
Error 5€65.835 118 4.795

Total 1896.187 123

Rz = 0.702

Rz (ajustada) = 0.692
Error Estd. = 2.190

A partir de los cceficientes del modelo empirico ajustado se
generaron graficas de supefficie de respuesta y de contornos que
se muestran en las figuras 6.4. y €.5., en las cuales es posible
apreciar los niveles o zonas en }as cQales las cbncentracionés'de
los dos regul adares utilfzados producen una maycor cantidad de

brotes.
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Después dé realizar el andlisis estadistico del disefo
experimental, se determind la concentracid4n d4ptima de éuxina y
citacinina para la mayor produccién de brotes maltiples, el cual
fue prebade en nuevos disedos para evaluar ésta respuesta.. Se
encoﬁtré que lé :ombinaciéﬁ 4ptima teérica es de 4 mg/lt de
benciladenina y 4 mg/lt de Acids indolacética, se determind

mediante un andlisis de puntos criticos (Draper and Smith, 1378).

Su efecta ne tuvo una diferencia significativa en la produccidn

de brotes comparade Eon el tratamientos "S", <con 3 ‘mg/lt de
benciladenina y 1.5 mg/lt dé Acido indolacético; por 1o que se
aptd  por emplear éste tratamiento,-para la micropropagacidn  del
quayabille.

Durante la fase experimental se.pfeéenté la oxidacién de laos
brotés provocando su mueéte a partir de los tres meses de
cultivo. Se colocarcn los brotes en medio de cultive con 3 mg/lt
de carbbn activado para evitar éste prablema, pero no se aobservid
un efecto benéfico del carbén Smbre las brotes.

También se agitaron los brotes en matraces erlenmeyer «<on
agua destilada estéril.durénte 2 haras en un agitador corbital a
200 rpm, para evaluar si agitdndolaos Iiberabén l13s fenoles, que
son  los responsables de la caxidacidn y cuéndo se resembrarcn de
nueva, se wobservd disminucidn en la produccidn de éstas
substancias y en la mortalidad de los brotés, pera al cabo de 8

dias aproximadamente se empezaban a axidar.

Este problema que no puda ser contralado, ocasiond la muerte

de aproximadamente el 40 7 de las brates existentes.



VI.3. ENRAIZAMIENTO
El medic para el enraizamienta de pléntulas propagadas in
vitre fue el medio Murasﬁige—Skoog (MS? suplementado con 4 mg/1lt
de benciladenina, 4 mg/lt de Acido indolacético, Q ar/1t de agar
para solidificar el medic de cultivo y 3 ar/lt AE carbén activado
que induja 90 % de respuesta favcrablé en la formacién de raices,
en base a resultados obteﬁidas con los diferentes tratamientos de
la tabla 5.Z2. Este porcentaje fue disminuyendo considerablemente,
ccn la edad de 1os cultives., Algunas de las razcnes pudiercn
haber sido, que las plantulas procedian de lotes diferentes de
semillas, tambien pudc deberse a gque los brotes tenian una mayor
edad fisiolﬁgica‘qug los primercs gque se lograron enraizar.
Mas tarde se probd el efecto de 2 auxinas (acido
indolbutirico y A&cido naftalenacético) 2 mg/lt de cada unc en
'medio de cultiva con la mitad de sales del medio Murashige-Skeog,

32 ar/lt de carbdén activado y 8 gr/1lt de agar. Este tratamien&o
estimuld la formgfiﬁn de raices en un 4 %

En medic 0.5 MB y 3 gr/1t de carbén activado sélc el 4 % de
los brotes enraizaron.

Todas 'las_raicés que se originarcon aparentemente no tenian
una verdadera conexidén con el tallo, ocasicnanda .que las
plantulas no scbrevivan una vez que se transplantarcn.

Al disefar un nuevo experimentc para enraizar brotes de

Fsidium sartorianum evaluando el efecto de las sales del medic SH

Schenk-Hildebrandt modificade por Walker y Sata (1981 con
. .
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auxinas y carbén activado, se aobservd que las sales del medio SH
incrementaran 20 % la oxidacién de los brotes. .

Al  inocularse los brotes con la bacteria Agreobacterium
rhizcogenes para evaluar-su éccién, na se determiné la accidén de
la bauteria, porque murieron aproximadamente el 90 % de los

brotes existentes por oxidacidén., La mortalidad de los brotes se

debid a que 1los brotes de Psidium sartorianum no tienen
tolérancia a la kanamicina y cefotaxima, par lo que antes se
debiercon de haber ‘hecho pruebas de tolerancia a éstos

antibidticas.

VI.4. TRANSPLANTE ‘:

La supervivencia de las plantulas propagadas in vitra fue
del 20 %. Selamente aquellas que tenian una altura de mas de 2.5
cm pudiercn establecerse, mientras que las que tenian una altura

menaor murieron (tabla 6.5.2).



Tabla 6.5. Resultados de la adaptacién de plantulas de
Psidium sartorianum obtenidas in vitro a
condiciones del medic ambiente.

Plantula # de Ltongitud Altura SV.mes———-2 meses
raices de la raiz del brote
cm ) cm
1 1 1 3.5 Si Si
2 1 1 2.5 No No
3 1 0.5 2.9 Si No
4 1 0.5 1.9 No No
S 1 0.5 1.5 No No
6 2 0.5 2.0 Si No
0.5
7 2 0.5 2.5 Si Si
o 1.5
8 1 2.5 2.5 Si Si
9 1 0.3 2.0 Si No
10 2 0.5 2.9 Si No
1.5
11 1 2.5 3.0 Si No
12 1 5.0 5.0 No No
13 1 1.5 1.5 No No
14 1 0.5 3.0 Si - Si -
15 1 0.5 2.5 Si No
16 1 1.0 1.5 Si No
17 1 1.5 5.0 Si " No
18 1 1.5 2.0 Si No
19 1 1.0 2.0 No No

8SV: supervivencia
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VII. DISCUSION

VIT.1. ESTARLECIMIENTYO DEL CULTIVO ASEPTICO

La fuente del explante es de gran importancia en la
respuesta de las especies cultivadas in yitro. Los explantes
Juveniles responden mas pesitivamente que los explantes maduroes.
Se utilizaraon explantes juveniles de ar igen embridnico
(thipacotilos y yemas apicales primarias) pro&enientes de semillas

‘germinadas in vitro (Villalobaos, 1983).

VIT.2. MULTIPLICACION

SELECCION DE EXPLANTES :

Las yemas latérales de las hajas cotiledanéres fueron los
inicos explantes que generardn brotes miltiples. En todas las
especies existen yemés laterales en las axilas de las haojas, las
cuales generalmente estan inhibidéé por la dominancia apical. Hay
evidencias ‘de que la deminancia apizal depende de la fuente de
citocininaé ehdégenas (Phillips, 1975). Si uno de éstos 4pices es
cultivado'en un medic de cultivo sin reguladores del crecimiento
< unicamente auxinas, es muy praobable que éste siga su

crecimiento monopéddico narmal. En el caso de Psidium sartorianum

aquellos tratamientos que tenian de 0O a 2 mg/lt de Acida
indolacético no desarrollaron brotes, unicamente formaron raices.

Sin embarg: si se agregan citocininas al medio, las yemas
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laterales brcotaran prematuramente del &pice, seguidas de
brotacicones sucesivas (Villalocbos et al, 19825 Mott, 1981). En

éste experimento los explantes de Psidium sartorianum dgeneraron

diferentes numeros de brotes/explante seqidn la concentracién de

citocinina (benciladenina) y auxina (Acido indolacético)d.

CULTIVO DE LDOS EXFLANTES :

La mayoria de los sistemas de cultivo in !iLLQ de tejidos
reguieren de reguladores del crecimiento exdgencs para favorécer
el desarrolla de los explantes. No sélca el tipeo Yy la
concentracidn  de un regulador del crecimiento, siné: también 1la
caomposicidn del medio basal influye ampliamente en el crecimiento
y desarrocllo de las pléntulés in vitre (Von Arnold and Wallin, -
1988) .

Las diferentes'plantas pueden responder de moado distjnto a
.las diversas citocininas y auxinas, en parte debido a su contral
hormonal natural.

En el casc de FPeidium sartorianum se cbserva que deben de

existir ciertas concentracicnes de Acide indclacético y
benciladenina, tanto para la proaduccién de brotes coma - foarmacidén
de raices en las explantes, a diferencia de otras especies que en
la etapa de produccién de brotes unicamente requiere de cierto
tipa de citocinina y en la etapa de formacién de vaices sélao
intervienen auxinas.

La guayaba Psidium guajava aunque es una especie relacicnada

filogenéticamente con ek guayabille Psidium sarterianum tiene




requerimientaos de reguladores del érecimineﬁta muy diferentes. En
la etapa de pfoduccién de brotes Jaiswal y Amin 1987),
reportaron gque con explantes de 4rbsoles maduras, para  obtener
mayor nimero de brotes/explante, utilizaron media MS suplementadc
unicamente con 1 mg/lt de benciladenina y cerca del 80 % de los
brotes fuercn bien enraizados en medic MS con 0.2 mg/lt de cada

una de las auxinas Aacido indalbutirico y 4acido naftalenacetico.

En =tras especies como Pinus radiata en la multiplicacidén de
brotes, las auxinas no son necesarias y cuando se agreéan al
medic de cultive, los tejides pueden formar callaos en vez de
primordies (villalabos et al, 1383). |

Durante el «cultive de los explantes la produccién de
fenoles produjo su oxidacidn ocasicnanda el 40 % de mue}te en
los expiantes, fen4mena que posiblzaente sea propio del  género

‘Psidium par ser lefesc., Fitchet (1999) ﬁrabé seis métodos para

evitar el ennegrecimiento de las explantes de guayaba " Psidium

guajava.



VII.3. ENEAIZAMIENTO :

La funcién del enraizamientao es preparar a la pla&ntula para
st plantaci4n y establecimiento fuera del medic artificial del
frasco de cultive. Una caracteristicélen eésta etapa es el cambic
a condiciones que favorecen la iniciacidén de las raices y
elongacién del tallo (Hartmann and Kester, 1987). »

En varias especies de Arboles, el enraizahiento es unc  de
los pascos mas criticos en las técnicas de micropropagacidn
(Standardi and Fausto, 1930).

En ésta etapa es importante el efecto del carbén activadao,
ya que incrementa el parcentaje de enraizamiento, al abscrber
excesos de reguladores del crecimienta, sustancias inhibitorias y
nutrientes, esto induce formacién de raices en los explantes por
estar sometidos a un estrés de nutrientes. y reguladeores del
crecimiento., El color negro que le confiere al medioc es otro
factor estimulatoric del sistema'radiculér. Ademés tiene -efectcs
poesitivos en la elongacidn de los brotes (Jaiswal and Amin, 1987;
Standardi and Fausta, 1930; Villalobos, 1985).
El efecte del carbén activado se observéd en los diferentes
tratamientcs de la tabla 5.2. ya que udnicamente lecs tratamiéntos
que cqﬁtenian el carbén incrementaron esta respuesta
mor fogenética (formacidén de raices) y la elcocngacidn de los breotes

de Psidium gartorianum. El tratamiento T 8 contenia 4 mg/lt  de

benciladenina y de acido indolacetice, el tratamiente T 7 ademas
tenia 3 mg/lt de carbdn activadao, gue incrementé la

diferenciacién de raices gn comparacién con el T 8.
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En atras especies se ha lagrada el enraizamienta inecul ando

log brotes con Agqraobacterium rhirogenes. Lambert y Tepfer (13910

indujeran raices en diferenteé lineas dé manzanc, cortando tallos
e inoculandolos con-ésta bacteria, cbtuvieran plantas quimé?icas
con vraices transformadas y brotés normales. Mastrarcn que la
manopina, cuya sintesis es codificada por el Ri T-DNA es
producida en raiceé y transportada a 1las partes aéreas. A.
rhizagenes puede ser émpleada para proapagar genctipos de manzanas
recalcitrahtés, creanda plantas quiméricas, que cantienen
.productos y genes extrados en partes  aéreas, sin tener
figicamente genes extrafics en los frutos, S4lo un gene del Ri T~
DNA es suficiente para producir la ;nduccibn de raices en
manzana. Ellas sugieren que éste gene puede ser perhanentemente
insertado dentro del genoma de raicesl para lograr el
enraizamientd.
Phelep et al, €1931)> inocularon diferentesA Sdrganos

(hipowzotilos, epicatilas  y cotiledones) de Allocasuarina

verticillata Lam. con dos cepas de A. rhizcgenes (2653 y A4). 30

% de .los cotiledones inoculados con la cepé A4 y SO0 A de los
hipacatilas inpoculados con la cepa 2659 formaron raices. FRaices
‘transformadas por  la cepa 2653 tuvieran un fenctipo de raices
peludas y vregenerarcon brotes espontaneamente. Las raices
griginadas en el sitio de la inoculacidn se colacaron en medic BM
(farmade con las minerales del media Mufashige—skamg y las
vitaminas del medi= de Nitsch y Nitsch), suplementada con 20

gr/lt de sacarcosa, sclidificada con 3.5 de gelrite, ademas 0.5



gr/1t de Carbencillin durante el primer subcultive, para eliminar

la bacteria y evitar contaminacidén en los medics de cultiva. Se

regeneraron 'broteé. de raices inducidas par. A4 en medic MH,
conformads por el medic BM suplementado con 0.25 mg/1t de Acido
naftalenacética (ANAY, 0.1 mg/lt de bencilaminopurina (BAF),
édemés se usarcn intercaladamente dos fuentes de carbono, 60
or/lt de maltosa y 20 gr/1lt de sacarcsa. Los brotes - se sépararon
para el enrairamienteo colocAndolaos en medio BM, conformado por el

medic EBM sclidificade con 2.5 gr/lt de gelrite, 20 gr/1t de

sacarcsa y 0.1 mg/lt de &cido  indolbutirico  (IBA). A.

rhizogenes no forméd raices en Fsidjum gartorianum.

VII.4. TEANSPLANTE :

Las plantas que crecen en un medic de cultive artificial
altamente protegido tienen = ciertas caracteristicas £ omo
"sensibilidad a la éscasez de humedad, per lo gque deben de tener °
pericdos de aclimatacidn gradual con decrecimientos de  humedad
para lcgrar su supervivencia. Son esenciales algunas condicicnes
ambientales como el de ir aumentando gradualmentetla intensidad
de la 1luz. Para éstc se colocaron inicialmente en un lugar
sombreadn. Otro requerimiento es proporciopar a las plantas un
medic de suelc aerada y bien drenade, que permita que las raices
se desarrcocllen con raﬁidez (Hartmann and Kester, 198%3).

Las plantas extraidas de los cultives in vitra son  muy

sensibles al marchitamiento, desecacién e infeccidn (Von Arncld

and Wallin, 1988, i



VIII. CONCLUSIONES

- Las explantés que tuvieron mejor respuesta a la formacidn de
brates miltiples san  las yemas axilares de las hajas

catiledonares de\pléntulas germinadas in vitro.

- La «concentracién recomendada a partir de éste trabajo de
regul adores del crecimiento para 1la produccidn de brates - -

maltiples in vitroa de Psidium sartorianum es 3 mg/lt de

benciladenina (BAY y 1.5 mg/lt de Acido indolacética (AIAY en

medico basal Murashige-Skoog con vitaminas L2,

- La concentracidén de reguladores del crecimienta para la

formacidn de raices in vitro en brotes de Psidium sartorianum es

4 mg/lt de benciladenina (BA), 4 ma/lt de Acida 'indqlacético
(AIAY y 3 gr/1t de carbén activado en medio de cultivo Murashige—
Skozg  (MS). Este tratamiento fue el mejor para leagrar el
enraizamiento aunque el parcentaje disminuyd considerablemente al

aumentar la edad ffsiolégica de las explantes.

- Las pldantulas de Psidium sartorianum obtenidas in vitro

requieren dos condiciones para adaptarse al media  ambiente,
disminucién gradual de humedad y un aumento progresivo en la
intensidad lumincsa. Sélo las pldntulas con una altura mayor de

2.5 com pudieron aclimatarse exitosamente.
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