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I. I NTRODUCC ION 

La Biotecnologia es una área de la Biología, la cual es un 

conJunto de tecnologías cuyo obJetivo es el maneJo y utilización 

intensiva de agentes biológicos (catalizadores biológicos, 

microorganismos, enzimas, células animales y células vegetales) 

con el fin de producir bienes y servicios con utilidad económica 

y social. La Biotecnologia ha tenido grandes aplicaciones en la 

industria farmaceótica, química, alimentaria, la medicina humana, 

y en la agricultura, siendo en ésta área muy ótil la técnica de 

cultivo de tejidos vegetales y las modernas técnicas de 

ingenieria genética <Hughees, 1981p Quintero, 1984) • 

. El cultivo de tejidos ~egetales es una serie de técnicas que 

se refieren al cultivo in vitro <con medio:;.s nutritivos adecuados) 

de casi culquier parte de la planta <hojas, raiz, tallo, 

meristemos, anteras, etc •• ) baJo condiciones asépticas~ 

El cultivo de tejidos vegetales se basa en el principio de 

·totipotencialidad de la célula vegetal, segOn la cual todas las 

células de una planta son capaces de expresar su potencial 

genético y fisiológico para regenerar una planta completa, 

siempre y cuando las células sean provistas de condiciones 

adecuadas para su desarrollo. Una de las condiciones es el medio 

de culti~o básico, que debe contener diferentes aditivos como 

elemento~ inorgánicos <mayores y menores), una fuente de carbono 

eficiente (glucosa, sacarosa, etc •• ), vitaminas, ácido cítrico, 

á¿ido ascórbico, diferentes compuestos orgánicos como extracto de 



levadura, endospermo de coco, aminoácidos y reg~ladores del 

crecimiento entre otros. De ésta manera se ofrece a las células y 

tejidos en cultivo todos los nutrientes indispensables para su 

desarrollo. El pH del medio es tambien un factor importante, el 

més utilizado es pH moderadamente ácido (5-5.8). Los parámetros 

físicos tales como la luz, y 

temperatura se deben de controlar. Todos éstos factores influyen 

poderosamente en la expresión final de los tejidos (Auge et al, 

1982¡ Bidwell, 1983¡ Quintero, 1984¡ Robert y Loyola, 1985¡ y 

Villalc•bc•s, 1'985). 

La Biotecnología Vegetal esté marcando el inicie• de una 

nueva era de cambios profundos en los sistemas de producción 

agrícola en el mundo, aplicando las técnicas de micropropagación 

<F:ubl uo, 1'990). La micr.opropagaci~·n o prc•pagación in vitro se 

define cc•mc• la multiplicaci(;n masiva de una especie a partir de 

células, tejidos u órganos en condicic•nes· in. vitre•, le• que 

involucra la desinfección superficial del explante y su 
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Etapa II. Multiplicación: 

Una vez que los explantes generan brotes, se.separan los 

propágulos y se transplantan a un medio de cultivo fresco. Al 

medio de cultivo se le aumenta la concentración de citocininas; 

es necesario experimentar y así aJustar las concentraciones de 

auxinas y citocininas para optimizar la tasa de ~ultiplicaci6n y 

la producción de plantas uniformes. Las etapas de multiplicación 

pueden repetirse varias veces para aumentar la provisión de 

material hasta cierto nOmero, para su enraizamiento y transplante 

posterior a tierra (invernadero y/o campo). 

Etapa III. Enraizamiento : 

El objetivo del pretransplante es preparar a las plantas 

para transplantarlas del medio artificial heterótrofo del 

de cultivo a una existencia de vida libre autótrofa en el 

invernadero y luego a su sitio definitivo. Esta preparación 

implica el enraizamiento y un cambio en la fisiología de las 

plántulas que estimule la fotosíntesis, la absorción de agua y 

nutrientes por las raíces y la resistencia a la desecación y a 

los organismos patógenos. 

Etapa IV. Transplante : 

Las plantas enraizadas se sacan del recipiente de cultivo, 

se retira completamente el ~gar que llevan adherido en las 

raices, para remover una fuente potencial de contaminación y se 

transplanta a una mezcla de suelo estándar, en macetas pequeRas 

en una forma más o menos convencic•nal. En cultivos in Yi.ir.2., las 
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plántulas crecen generalmente en condiciones de alta humedad y 

ba,ja luz. Las plántulas extraídas de los cultivos in vitro sc•n 

muy susceptibles al marchitamiento, desecación e infección, La 

humedad durante el periodo inmediato posterior al transplante 

debe ser cuidadosamente controlada. Periodos de aclimatación 

gradual con decremento de humedad son necesarios para que las 

plantas sobrevivan la transición. 

En algunas especies resulta esencial apegarse estrictamente 

a ésta secuencia, mientras que en otras puede variarse para ser 

adaptada a los requerimientos de la especie (Mott, 1981; Hartmann 

and Kester, 1989), 

Lfs técnicas de micropropagación dan solución a problemas 

agrícolas, horticolas y forestales y cobran una mayor importancia 

en la actualidad cuando los problemas alimenticios y demográficos 

son particularmente agudos (Quintero, 1984). 

México es ·un país que a pesar de sus cuantiosos recursos 

forestales, aRo con aRo se han incrementado substancialmente las 

impc•rtac iones de prodw:tc•s de c•r igen forestal. La creciente 

necesidad de éstos productos hace pensar que el desarrollo de la 

industria for.estal basada en bosques naturales no será 

autosuficiente en el futuro, en virtud de que la curva de ia 

demanda es mucho más pronunciada que la de la oferta actual. 

Además, factores naturales como huracanes, incendios, plagas y 

enfermedades ocasionan devastaciones en los ecosistemas. En los 

bosques, el aprovechamiento forestal se ha basado en poblaciones 

silvestres de especies de importancia económica y ecológica 

reduciendo el nómero de árboles por unidad de área, problema que 

se vuelve una necesidad ecológica de reforestación. 
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anterior nos encamina al área de cultivo de tejidos vegetales. El 

desarrollo de ésta técnica, ha surgido como una alternativa a los 

métodos convencionales cc•n los cuales hay dificultad de propagar 

especies forestales; por los niveles de multiplicación que pueden 

ser alcanzados, tiene la ventaJa de que es posible llegar a 

. producir plantas en cantidad suficiente, a partir de material 

geneticamente seleccionado para tener plántulas disponibles 

después de algón desastre o cuando el nómero de árboles de 

import~ncia ecológica es reducido. Este trabajo tiene ésta 

finalidad, además de incrementar el conocimiento científico sobre 

las especies forestales. Además, aunque el guayabillo Psidium 

sartorianum es una especie que se encuentra distribuida en la 

vertiente del Gc•l fo desde el norte de Chiapas y sur de Tabasco 

hasta la península de Yucatán ~en la vertiente del Pacifico 

desde Sinaloa, pasando por .Jalisco hasta Chiapas incluyendo la 

cuenca del Rio Balsas CPenington y Sarukhan, 1968) 1 solamente en 

el estado de Quintana Roo hay poblaciones silvestres reducidas, 

por haber sido una da las especies más daRadas por el huracán 

"Gilberto". Psidium sartorianum tiene gran importancia ecológica 

por ser fuente de alimento para la fauna del ecosistema y forma 

parte de la vegetación primaria del bosque tropical en éste 

estado. Secundariamente, por el uso que el hombre le ha dado, ya 

que su madera se utiliza para la c•:.nstrücc ión. Por éstas razc•nes 

ha sido seleccionada ésta especie en el presente trabajo de tesis 

para logiar su propagación mediante el cultivo de tejidos 

vegetales. 

La elección de ésta técnica se debe a las aplicaciones 
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prácticas que ofrecei entre las que están: 

- Alta capacidad regenerativa. 

- Obtención de plantas durante todo el aRo. 

Acelera las tasas de crecimiento. 

- Acorta el tiempo en las diversas etapas del ciclo biológico en 

aquellas especies cuyo ciclo de vida es muy lento y la producción 

de semillas requiere largos periodos de tiempo y tienen una 

viabilidad baja <Murashige, 1974). 
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II. ANTECEDENTES 

2.1. BREVE HISTORIA DEL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

Desde hace 120 a~os aproximadamente, en las investigaciones 

de fisiología vegetal se ha utilizado la técnica de cultivo de 

tejidos, órganos y células vegetales (Street, 1977>. 

Los primeros intentos en ésta técnica fueron realizados por 

Sacks en 1860 y .Knops en el año siguiente, quienes ccbservaron que 

los principales nutrientes de las plantas superiores eran 

sustan~ias inorgánicas, y proporcionaron una solución nutritiva 

que las contenia, la cual ha sido utilizada por muchos 

investigadores desde entonces. 

Vochting en 1878 estudió la polaridad en la formación de 

nuevas yemas y ralees de yemas axilares en Salix en una cámara 

Bellgar de vidrio al vacio¡ las yemas brotaron de la parte 

superior y las ralees de la parte inferior terminal. 

Rajo y Mann (1970) demostrarc•n que la edad fisi•:Jl•~gica. del 

inóculo es un factor que eJerce influencia en la forma~ión d~ 

órganos¡ para ello, utilizaron como in6culo hojas de Echeveria 

elegans, observando que las hojas Jóvenes solo formaban ralees y 

las hojas maduras formaban solo yemas vegetativas. 

Haberlandt en 1902 al publicar uno de sus trabajos introduce 

el concepto de "totipotencialidad" celular, pues decia que si las 

células ~egetales son totipotentes seria posible modificar su 

ambiente y nutrición despues de aislarlas para recapitular las 

secuencias del desarrollo que se presentan en plantas intactas. 
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Realizó los experimentos más importantes respecto al tultivo de 

tejidos, cultivando células del mesófilo de Tradescantia en un 

medio artificial, él no obtuvo división celular en sus cultivos, 

debido en parte al medio tan simple que utilizó y la selección 

como explante de células altamente diferentiadas. Fue el primero 

que empleó el concepto de callo para definir una masa amorfa de 

células <Haberlandt, 1'902). En 1934 White demostró que era 

factible cultivar con éxito órganos vegetales, utilizando raices 

de Lycopersicum esculentum. 

Al determinarse la totipotencialidad de las células. 

vegetales, se puede cultivar cualquier parEe de la pla~ta en 

medios de cultivo adecuados, de acuerdo con lo que demostró White 

<1934). El medio de cultivo tiene dos funciones principales: 

1.- Proporcionar los nutrientes básicos para el crecimiento 

continuado de los explantes aislados y de los 

subsiguientes.-

prc•págul C•s 

2.- Dirige el crecimiento y desarrollo mediante ei control 

hormonmal <Murashige, 1978). 

Hartman y Kester <1'989) describierc•n un sistema factc•rial 

para establecer los requerimientos del medio de cultivo para 

plantas, 

considera que 

base en trabajos 

la aplicación de 

anteriormente real izadc•s, se 

reguladc•res de crecimiento 

<citocininas-auxinas) en distintas concentraciones para la 

aplicación de tratamientos diversos con un namero determinado de 

repeticione~ puede darnos el tratamiento óptimo para los fines 

que la propagación in.. vitro persiga (obtención .de brc•tes 

maltiples, formación de callo, enraizamiento, diferenciación 

celular, etc ••• ). 
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El control hormonal se realiza seg~n la clase de hormona ó 

regulador del crecimiento, su concentración en el medio y la 

secuencia cc•n la que se proporcionen. 

Diferentes especies pueden responder de modo distinto a las 

diversas citocininas y auxinas, en parte debido a su control 

hormo::-nal natural. Una secuencia apro::-p iada de hormonas es de 

particular importancia en cuanto a sus efectos inductores, 

debiendo estar ausente o en cantidades reducidas para que crezca 

el órgano·. 

El tener una mayor concentración de citocininas con respecto· 

a auxinas causa la formación de brotes mQltiples, cuando la 

proporción Auxina-Citocinina es relativamente alta, existe 

diferenciación de las células hacia primordios radicales <Rajo 

and Mann, 1370). En varias especies de árboles, el enraizamiento 

es una de las 

micropropagación 

etapas más criticas en las 

<Standari and Fausto, 1330). 

té•:ni•:as de 

En especies 

recalcitrantes al enraizamiento, ésto no se logra complementando 

el medio con diferentes combinaciones de reguladores del 

crecimiento solamente, se utiliza Agrobacterium rhizogenes que es 

una bacteria que induce la formación de raíces en diversas 

especies vegetales. El enraizamiento se logra inoculando los 

brotes con Agrobacterium rhizogenes, los brotes deben tener una 

herida para que la bacteria pueda infectar a las células 

vegetales e introducir genes que induzcan la formación de raíces. 

Ya se ha ·l.ograd•::o el enraizamiento:~ en varias especies por ésta vía 

como en varias lineas de manzano <Lambert and Tepfer, 1931) y en 

Allo•:asuarina verticillata Lam <Phelep M. et al, 1'331). 



El citólogo Gautheret <1959) realizó un e~;per imcnto 

para tener un crecimiento ilimitado de células homogéneas dé 

cambium in vi trc• de Pc•pu1 is nigra y Sal ix capraea. Usó 

principlamente la solución de Knop ~omo medi6 básico, además de

glucosa, extracto de levadura y cisteina. 

A partir de Gautheret que encontró el efecto del extracto de 

levadLira sc•bre célL1las cultivadas in ::d..i!:.Q., muchc•s investigadores 

empezaron a buscar substancias c•rgénicas que pudieran tener 

efecto morfogenético, como los aminoácidos y vitaminas, que 

desempeRan un papel impor~ante en la organogénesis. El endospermo 

liquido del coco tiene cualidades nutricionales muy importantes. 

La combinacion de 2 1 4-D con agua de coco, mostró .un sorprendente 

efecto en la estimulación del crecimiento de tejidos cultivados 

de zanahoria y papa <Caplin and- Steward, 1948). 

Skoog y Tsui ·(1948) sugirieron que la iniciación de brotes 

en segmentos de tallo de tabaco y la formación de callos podrían 

ser qulmicamente regulados por cambios en los medios de cultivo. 

Buscando el factor de la división celular, ellos lo encontraron 

al degradar preparaciones de ADN. Este compuesto fue aislado e 

identificado como 6-furfurilaminopurina y lo llamaron cinetina 

<Miller et al, 1955). 

El tulttvo de monocotiledóneas mostró ser más dificil que el 

de las dicotiledóneas. En la actualidad son-muchas las especies 

que se ha logradc• micr~·propagar, tanto de monocotiled~·neas cc•mc• 

dicotiledóneas aplicando las técnicas del cultivo de teJidos 

vegetales <Dodds and Roberts, 1983). 
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2.2. MICROPROPAGACION DE ESPECIES RELACIONADAS FILOGENETICAMENTE 

CON EL GUAYABILLO : 

BroodriJk. <1989) describió nuevos métodos de esterilización 

para el cultivo io.. vitro de guayaba Psidium guaJava. Usó el 

segundo, tercero y cuarto segmento nodal de los puntos de 

cree imiento; fueron secados p•::tr cerca de una hora, después fueron 

puestc•s en etanol al 70X por un minuto y lavados con Yoduro de 

potasio por 5 segundos. Fueron esterilizados en nitrato de plata 

al 0.5X por 15 minutos, se enjuagaron los explantes con .agua 

destilada' estéril. Catorce dias despues los explantes- fueron 

puestos en un medio (no especificado) donde el desarrollo de las 

hojas fue visible. El porcentaje de éxito fue de cerca del 70X 

con minimo de encafecimiento. 

Amin y Jaiswal (1988) trabajaron con explantes nodales de 

árb•:•les de Psidium guajava •:rec idc•s en el campo cc•n el prc•p~osito 

de lograr una propagación clonal rápida. Usaron medio basal de 

Murashige-Skoog sLtpl ement ado con varias combinaciones y 

concentraciones de auxinas y citocininas. El mayor número de 

brotes/explante se obtuvieron en el medio MS suplementado con 1 

mg/lt de benciladenina solamente. Cerca del BOX de brotes bien 

enraizados, los obtuvieron en un medio MS con ácido indolbutlrico 

y ácido naftalenacético (0.2 mg/lt de cada uno). El carbón 

l · .act i vadeo incremeritb el pc•rcent a.j e de enraizamiento y cree imiento 

de las plántulas. Las plántulás fueron exitosamente establecidas 

en suelo ~Jaiswal and Amln, 1987). 

Amin y Jaiswal (1987) usaron como explantes segmentos 

nodales de árboles maduros de Psidium guajava y los colocaron en 
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un medio Murashige-Skoog CMS) suplementado con 4.5 ~M (1.013' 

mg/lt) de benciladenina solo o en combinación con 0.6 ~M (0. 105 

mg/lt) ácido indc·lacético C• 0.5 J.IM (0.101 mg/lt) de ácidc• 

indolbutirico o 0.3-~M (0.103 mg/lt) de GA3. Se indujeron brotes 

múltiples alargando las rama~ axilares en un medio con 4.5 ~M de 

benciladenina <1.013 mg/lt) sin ninguna auxina y giberelina, se 

encontró que dió la más alta tasa de multiplicación. En éste 

medio se desarrollaron de 3 a 6 brotes de explantes colectados de 

plan~as del campo y produjo de 5 a 10 brotes de explantes tomados 

de br•:•tes prc•liferados i!l vitre• en 12 semanas de cultive•. Se 

separaron los biotes y se colocaron en un medio conteniendo una 

concentración más baja de benciladenina (0.5 ~m) <0.112 mg/lt); 

este tratamiento incrementó el crecimiento en longitud y el 

número de brotes usados por cultivo. Ralees adventicias se 

obtuvieron en los brotes en un medio conteniendo la mitad de la 

concentración de las sales del medio Murashige-Skoog <MS), 1.5% 

de sacarc•sa, pM <0.2032 mg/lt) de ácidc• indc·lbutíricc•, 1pM 

(0.1862 mg/lt) de ácido naftalenacético y gr/lt de carbón 

activado. Las plántulas regeneradas fueron exitc.samente 

estableciadas en el suelo. 

Fitchet (1989) probó seis métodos para· evitar el 

ennegrecimiento <oxidación) de los brotes que provocaba la muerte 

de éstos~ El método más efectivo consistió en enJuagar los 

brotes, colocándolos después en cajas petri, poniéndolos a secar 

en una campana de flujo laminar por 30-a 45 minutc•s, hasta que 

ninguna de las superficies quedal"a húmeda. Una vez que e·stuvieron 

bien secas las supel"ficies se incub~ron. Este método contral"restó 

el problema de oxidación ~e los brotes de Psidium guaJava. 
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Babbar y Gupta (1986) cultivaron anteras en medio Murashige

Skoog <MS> y medio basal Ni tsch <BM) o BM más 10 ~1M <2. 25 mg/1 t) 

de benciladenina, se produjo callo con restringido crecimi~nto, 

acompa~ado por necrosis d~ tejidos, posiblemente como resultado 

de la acumulación de polifenoles. Para contrarrestar éste 

problema, ellos agregaron polivinilpirrolidon~ (PVP) que absorbe 

los polifenoles. Además de la pres~ncia de PVP, un incremento en 

la concentraci~·n de sacarosa en el medio y un pretratamiento frie• 

de las anteras, t•::odos disminuyeron el po:orcenta.je de 

encafecimiento, también retardaron la necrosis de callos; no fue 

posible mantener callos para diferenciación. El pretratamiento 

frio incrementó significativamenie el porcentaJe de callos a 

partir de anteras. 

Loh y Rao (1989) usaron explantes de diferentes partes de 

plántulas que tenlan poco tiempo de germinadas y segmentos 

nc•dales de. plantas in.jertadas. Hubo regeneración en un 75 al 100/. 

de brotes a partir de hipocotilos de semillas germinadas, brotes 

apicale~ y segmentos nodales cultivados en medio Murashige-Skoog 

CMS) con y sin benciladenina. El nivel óptimo de benciladenina BA 

para brotes apicales y segmentos nodales fue 0.1 mg/lt. Los 

segmentos nodales se utilizaron para la multiplicación de brotes; 

el promedio de brotes regenerados a partir de segmentos nodales 

fue de 3. 2, se obtuvier•::.n despúes de un per i•:•d•::o de 8 .semanas en 

un ~edio con 0.5 mg/lt de BA; los brotes tambien fueron 

regenerados a partir de explantes de hoJas. 

regenerados fueron enraizados en medio basal con 1001. de 

enraizamiento y más del 90/. de las plántulas fueron establecidas 
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exitosamente en el suelo. 

2.3. DESCRlPCION DEL GUAYABILLO 

2. 3.1. El guayabillo es una ·dicotiledónea, de la 

familia Myrtáceae, per t ene e e al génerc• Psidium, especie 

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

2.3.2. Descripción botánica del guayabillo :-

Pen ingtc•n y Sarukhan en 1968 hicieron la siguiente 

descripción acerca de Psidium sartorianum: 

El árb•:•l mide 15 m. de altura e• más y d.a.p. (diámetr•:• a la 

altura del pecho) hasta de 60 cm., tronco derecho con las ramas 

ascendentes y gruesas¡ copa angosta y densa. De corteza externa, 

escamosa, desprendiéndose en piezas lisas, delgadas y alargadas, 

pardo amarillenta con manchas grisaceas, quebradiza¡ grosor total 

de la corteza de 3 a 4 mm. De ~adera albura color crema 

amarillento, con bandas obscuras de parénquima paratraqueal, las 

ramas son pubescentes cuando j~·v.enes y glabras cc•n .la edad. 

Yemas hasta de 0.5 mm., redondeadas cubiertas por escamas, 

morenas, glabras. Sin estipulas. Láminas foliares de 1.5 x 0.7 a 

6.5 x 2.3 cm., lanceoladas o ellpticas, con el margen entero 

ápice agudo con un acumen largo, base aguda a redondeada¡ verde 

amarillentas y brillantes en el haz, verde pálidas en el envés, 

.glabras en ambas superficies¡ láminas con numerosas glándulas 

transparentes¡ peciolo de 1 a 4 mm., glabros. Los árboles de ésta 

especie cambian todas sus hojas entre-abril y mayo. 

Flores solitarias o en peque~as cimas axilares hasta de 2 

cm. de 1 argo; sc•bre pe~únculos de 10 a 15 mm., pubescentes, 
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perfumadas, actinomórficas, de 12 a 15 mm. de diámetro~ cáliz 

cupular de 3 mm. de largo cerrado en botón, abriéndose 

irregularmente, densamente glandular en ambas superficies~ 

pétalos blancosi 5, de 3 a 3.5 mm. de largo, insertos en el 

cuello del tubo del cáliz; estambres numerosos, de 5 a 6 mm. de 

largo, insertos en el tubo del cáliz, por abajo de los pétalos~ 

ovario ínfero, 2 o 3-locular, con numerosos óvulos~ estilo 

grueso, igualando en largo a los estambres, pubescentes~ estigma 

~apitado. Florece de mayo a septiembre. 

Frutos : Bayas de 2 a 2.5 cm. de diámetro, globosas, con el 

cáliz frecuentemente persistente, amarillas y glabras, con el 

mesocarpio pulposo y amarillento, con sabor a guayaba¡ contienen 

alrededor de 5 semillas angulosas, de 5 a 7 mm. de largo, muy 

duras, amarillentas. Maduran de septiembfe a febrero. 

Nombres comunes de la especie :-

Penington y Sarukhan (1968) reportaron los siguientes 

nombres comunes para Psidium sartorianum: 

Guayabillo <Gro., Oax., Chis., Yuc.). 

Arrayán (Sin., Ver., Oax., Dgo., Jal.l. 

Pichiché <Yuc.). 

Rayana <Oax.). 

2.3.4. Ecología y distribución : 

Se encuentra en la vertiente del Golfo desde el norte de 

Chiapas y sur de Tabasco .a la península de Yucatán y en la 

vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta Chiapas, incluyendo la 

cuenca del Rio Balsas. Es localmente abundante en el estrato 
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medio de selvas medianas subperennifolia~ y subcaducifolias 

principalmente de Brosimium alicastrum en suelos arcillosos 

derivados de materiales calizos o bien en suelos muy arenosos 

derivados de materiales igneos o metamórficos, casi siempre cerca 

del nivel del. mar (figura 2.1), 

2.3.5. Usos 

Su madera es usada para la construcción. Su fruto es 

comestible, se emplea en la preparación de aguas frescas, 

paletas, dulces, etc •• sus hoJas tienen propiedades medicinales 

CPenington y Sarukhan, 1968). 
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III. HIPDTESIS 

Existen combinaciones especificas de ácido indolacético 

CAJA) y benciladenina CBAl que producen un nómero máximo de 

brotes y raices·en explantes de Psidium sartorianum. 
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V: IV. OBJETIVOS 

IV. L OBJETIVO GENERAL 

Establecer las condiciones de micropropagación para Psidium 

sartorianum CBerg.) Niedenzu. 

IV.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Establecer las cc•ncent.racicones in vitro de au~dnas y •:itc•ci 

ninas para la producción de·brotes de Psidium sartorianum CBerg.) 

Niedenzu. 

Estable e er 1 as cc•ncent r a•: iones · in vi treo de i.lt,l~dnas y 

citocininas para la formación de ralees en Psidium sartorianum 

(Berg.) Niedenzu. 

Establ ec imientc• de 1 as pl ántLll as producidas i!J. Y.iir.Q. a 

•:ondi·:i•:·n·es de invernadero:•. 
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V. MATERIAL Y METODOS 

Ver diagrama de flujo en la figura 5.1. que .muestra la 

metodologia que se siguió. 

V.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO ASEPTICO 

OBTENCIDN DE MATERIAL BIDLDGICO : 

El material biológico que se utilizó fueron frutos de 

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

extrajeron las semillas. Los frutos se colectaron de plantas 

silvestres de Autlán Jal. y otros se compraron en mercados de 

Guadalajara Jal. 

ESCAF: 1 FI CAC ION, DES I NFECC I DN Y SI EMBF:A DEL MATERIAL B I OLOG I CO : 

Las semillas extraidas de los frutos se ~scarificaron 

químicamente, con ácido sulfúrico concentrado, ya que las 

semillas tienen una testa muy gruesa y dura que hace retardar la 

germinación. Se escarificaron de la siguiente manera: 

1.- Se colc•caron las semillas eh un recipiente de porcelana. 

2.- Se.vació con cuidado el ácido sulfúrico concentrado, hasta 

que las semillas quedaron bien cubiertas. 

3.- Se agitarc•n las semillas lenta y cuidadosamente para que 

fueran atacadas por el ácido sulfúrico de manera uniforme. 

4.- Se deJaron en repose• en el ác idc• sulfúrico peor 15 minutos. 

5.- Se colocaron las semillas en una malla de plástico. 

6.- Se lavaron con detergente liquido <Dove) y se enjuagaron con 

agua cc•rriente. 

Una vez escarificadas se desinfectaron sumergiendo 

sucesivamente las semillas en : 
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1.- Quince minutos en blanqueador comercial Cloralex diluido 

al 50/. con agua destilada (3/. de hipoclorito de sodio). 

2.- Cinco minutos en alcohol et il i•:o de '36°. 

3.- Tres enjuagues con agua destilada estéril ( 5 minutos en cada 

vez ). 

4.- Se colocaron las semillas en cajas petri estériles con papel 

absorbente para reducir el exceso de agua CAlvatez, 1'388). 

Todas éstas •::operac iones se hicieron bajo cc•ndic ic•nes de 

asepsia. Para ésto, el trabajo se r~alizó en una campana de flujo 

laminar horizontal. Los inst~umentos de siembra y corte se 

_sumergieron en alcohol etllico de '36° y se flamearon antes de 

cualquier operación, ésto con la finalidad de eliminar los 

micr•:u::organ ismos presentes en los instrumentos, ya que su 

presencia es indeseable, puesto que su ti~mpo de 

es más corto que el de las células ·vegetales, 

multiplicación 

pc•r 1 o qL1e 

crecerlan más rápidamente; agotando los nutrientes del medio 

sintét ic•::o. Además, los microorganismos pueden liberar al medio 

algunos de sus productos del metabolismo que podrlan ser tóxicos 

para el material biológico¡ la eliminación de microorganismos es 

un aspecto muy importante en cultivo de tejidos vegetales 

(Villalob•::.s, 1'385¡ Hughees, 1 '381). 

Se sembraron cinco semillas en cada frasco de alimento 

infantil (Gerberl conteniendo 25 ml de medio básico Murashige-

Skoog (1'362) adicionado con las vitaminas L2 <Phillips and 

Collins, 197'3) en una concentración de 1/10 de los componentes 

orgánicos e inorgánicos, solidificado con 8 gr/lt de agar, con un 

pH ajustado a 5.8 ± .05, esterilizado en un autoclave durante 15 

minutos, a 1~0 °C y 15 libras de presión. 
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Figura 5.1. Diagrama de flujo del método que se utilizó para 
la micropropagación de Psidium sartorianum. 



CONDICIONES AMBIENTALES DE INCUBACION : 

Los frascos de cultivo se incubaron a una temperatura de 

2aoc :!: 2 y con un fotoper io:;.do de 16 ho:;.ras luz. 

V.2. MULTIPLICACION 

SELECCION DE EXPLANTES 

Después de que las semillas germinarc•n in vitro se 

seleccionaron las plántulas que alcanzaro:;.n una altura de 3 a 4 

cm. De éstas plántulas se escogieron dos tipos de explantes, 

hipocotil.:;. y yemas axilares de las hojas cotiledonares (fig. 

5.2.). Los dos tipos de explantes se colo:;.caron en un medio de 

cultivo:;. Murashige-Skoog <MSl con diversas concentraci.:;.nes de dos 

regLiladores del crecimiento:;., para la formación de brotes 

múl tip 1 es, e rec i miento ap i •:al, f•:•rma•: i ·~n de r a i z, et •=. 

CULTIVO DE LOS EXPLANTES 

Se utilizó medio de cultivo MS <Murashige-Skoog) con la 

adición de dos reguladores del crecimiento <ácido indolacético y 

benciladenina) para probar su efecto sobre el desarrollo de los 

brotes. regulad•::ores se en di fe¡· entes 

concentraciones en el medio de cultivo. Fueron 25 tratamientos 

diferentes a los que se sometieron los explantes. Las resiembras 

se efectuaron cada 4 semanas a medio:;. de cultivo fre~co. El cuadro 

co:ombinat.::.rio de las •:•:•ncentracic•nes antel"i•::ores se muestra en la 

tabla 5. 1. 
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F"igura 5.2. 

YemaB 
axilareB 

Hojas 
cotiJ.edona.ree 

~-- Hipocotilo 

Cortes realizados en plántulas de Psidium 
sartorianum germinadas ~ vitro para seleccionar 
explantes para la micropropagación del 
guayabillo. 
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A 
c. 

1 
n 
d 
o 
1 
a 
e 
é 
t 
i 
e 
o 

mg/lt 

o 

0.5 

1 

1.5 

.2 

Tabla 5.1. 

o 

Benciladenina mg/lt 

o 1 2 3 4 

0/0 0/1 012 0/3 0/4 
A F' K p u 

0.5/0 0.5/1 0.5/2 0.5/3 0.5/4 
B G L Q V 

1/0 1/1 1/2 1/3 1/4 
e H M R w 

1.5/0 1.5/1 1.5/2 1.5/3 1.5/4 
D 1 N S 

2/0 2/1 212 2/3 
E J o T 

Combinaciones de auxina (ácido 
indolacético> y citocinina <bencil
adenina> para la micropropagación 
de Psidium sartorianum. 

X 

2/4 
y 

De dichas combinaciones de reguladores del crecimiento, se 

seleccionó el tratamiento que indujo la ~roducción de mayor 

número de brotes. 
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V.3. OBSEF.:VACION Y. TOMA DE DATOS 

Se tomaron datos cada mes de explantes de hipocotilo y yemas 

axilares de las hojas cotiledonares, 

consideraron fueron : 

- NQmer6 de brotes/explante. 

Longitud de brotes/expante. 

Número de raices/explante. 

Longitud de raices/explante. 

V.4. ANALISIS DE RESULTADOS 

las variables que se 

El analisis estadístico se realizó con datos tomados a los 4 

y 7 meses de edad. 

Se analizaron los resultados utilizando el Análisis de 

Varianza <ANOVA) de dos vías con efectos fijos para probar la 

hipótesis nula. 

Las respuestas medias fueron comparadas utilizando la 

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

intervalos de diferencia mínima significativa (LSD) con ~ = 0.05, 

los cuales se preséntaron en forma gráfica. 

Se utilizó como método de optimización un ajuste por 

regresión mQltiple y una generación de superficies de respuesta 

<Sokal and Rohlf, 1981; Draper and Smith, 1978). 
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V.5. ENRAIZAMIENTO 

Los brotes prc•pagados in ill.J::..Q se somet iereon a diferentes 

tratamientos para enraizar (tabla 5.2.) con la adición de 

diferentes concentraciones de auxina (ácido indolacético) y 

citocinina Cbenciladenina), 8 gr/lt de agar y 3 gr/lt de carbón 

activado. Las .concentraciones usadas de AIA y BA más carbón 

activado de la tabla 5.2. para lograr el enraizamiento de brotes 

de Psidium sartorianum se determinó al probar el efecto de las 

concentraciones de los dos reguladores CAIA y BA) del tratamiento 

óptimo teóriceo para la preoducción de brotes múltiples, pero por 

estarse oxidando los brotes se agregó al medio de cultivo carbón 

acti~ado para evitar éste problema¡ el carbón activado estimuló 

la formación de ralees en los brotes a diferencia de aquellos 

puestos en los mismos tratamientos con las mismas concentraciones 

de reguladores pero sin carbón activado que sólo produjeron 

brotes. 
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Tabla 5.2. 

tratamiento 

T 1 

T 2 

T 3 

T 4 

T 5 

T 6 

T 7 

T 8 

Tratamientos para el enraizamiento de brotes de 
Psidium sartoYianum usando ácido indolacético <AlA) 
y benciladenina <BA) en medio basal Murashige
Skoog <MS). 

AlA 
mg/lt 

4 

4 

3 

3 

3 

3 

4 

4 

BA 
mg/lt 

2 

2 

3 

3 

4 

4 

4 

4 

Caybón activado 
mg/lt 

3 

o 

3 

o 

3 

o 

3 

o 
--------------------------------~-------------------------------

Se pyobó el efecto del ácido indolbutiYico CAIB) y el ácido 

naftalenacético CANA) agregando 0.2 mg/lt de cada una de éstas 

auxinas al medio de cultivo con la mitad de las sales del medio 

Murashige-Skoog <Tabla 5.3) seg~n Amin y Jaiswal (1987). 
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Tabla 5.3. 

Tratamiento 

T lA 

T 2A 

Efecto del ácido naftalenacético y ácido 
indolbutirico para la producción de raices en 
brotes de Psidium sartorianum con la mitad de 
las sales del medio Murashige-Skoog. 

AIB 
mg/lt 

ANA 
mg/lt 

Carbón activado 
mgllt 

medio 
basal 

0.2 0.2 3 0.5 de t1S 

0.2 0.2 o o.S de t1S 

Se diseR6 un nuevo experimento para enraizar brotes de 

Psidium sartorianum evaluando el efecto de las sales del medio 

Schenk-Hildebrandt modificado por Walker y Sato (1981), aRadiendo 

dos auxinas CAlA y BA) más hemisulfato de adenina <Tabla 5.4.). 
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Tabla 5.4. 

Tratamiento 

T 1B 

T 2B 

T 3B 

En muchas 

Tratamientos para evaluar el efecto de las sales 
del medio SH <Schenk-Hilderandt modificado 
por Walker y Sato, 1981) en la formación .de 
raíces en Psidium sartorianum. 

Medio 
basal 

SH 

SH 

SH 

especies, 

Carbón 
activado 

mg/lt 

3 

3 

3 

AIA 
mg/lt 

4 

4 

BA 
mgllt 

4 

4 

une• de 1 t•s prc•blemas 

Hemisulfato 
de adenina 

mg/lt 

so 

de la· 

microprc•pagaci6n es el enraizamiento:•, Psidium sartc•rianum es una 

especie cc•n éste problema; para éste ob.jetivc• se inc•CLilaron leos 

brotes con Agrobacterium rhizogenes, y se sembraron en medio MS 

con AIB y ANA (0.2 mg/lt de cada auxina), Se agregar con 

antibióticos al medio mencionado como la kanamicina y cefotaxima 

para evitar la CC•ntaminacit•n en los mediC•S de cultivo por' !h_ 

rhizc•genes <Tabla 5,.5,) (Phelep et al, 1991; Lambert and Tepfer, 

1991). 

Por •H timo, se inc•cul arc•n los brc•tes de Psidium 

1 
sartor ianum con ~ rhizogenes colocándolos en medio MS s~·lo e• 
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con 4 mg/lt de AIA y BA_más 6 gr/lt de agar. Transcurridos 5 dlas 

se resembraron en los mismos medios con 8 gr/lt de agar. 

Tabla 5.5. Tratamientos para enraizar brotes de Psidium 
sartorianum por acción de ~ rhizogenes con 
antibióticos para evitar la contaminación por la 
bacteria. 

- + - -· -----------------------------------------------------------------
Tratamiento 

T lC 

T 2C 

AIB 
mg/lt 

0.2 

o 

V.6. TRANSPLANTE 

ANA 
mg/lt 

0.2 

o 

Cefotaxima 
mg/lt 

500 

500 

Kanamicina medio de 
mg/lt cultivo 

50 MS 

50 MS 

Para que las plántulas micropropagadas se adaptaran a las 

condiciones del medio ambiente se procedió de la siguiente 

manera: 

1.- Las plántulas se retiraron de los frascos de cultivo. Se 

lavaron las rai~es cuidadosamente con ag~a corriente <de la 

llave) para eliminar los residuos del medio de cultivo y evitar 

la infección por hongos y bacterias. 

2.- Una vez lavado el sistema radicular se colocó la planta ~n un 

vaso de unicel con una mezcla de tierra y Sphagnum en una 

proporción de 1:1. Se regaron con agua de la llave. 
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-------------------------------------------------------------------------- ---

3.- Los vasos se taparon con bolsas de plástico blancas 

transparentes y ligas elásticas para conservar del 80 al 100 X la 

humedad. 

4.- Se fue disminuyendo la humedad poco a poco, perforando las 

bolsas después de una semana. 

5.- Al término de 25 dias se retiraron completamente las bolsas 

de los vasos de unicel. De ésta manera las plántulas se fueron 

enfrentando a las diversas condiciones del medio ambiente (figura 

5.3.). 
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Figura 5.3. Aclimatación de las plántulas 
sartorianum obtenidas in vitro 
del medio ambiente. 

a 

-----.---

de Psidium 
condiciones 



VI. RESULTADOS 

VI. 1. ESTABLECIMIENTO !1.Sb_ CUL TIVD ASEF'TICO 

ESCAF-:IFICACION, DESINFECCIDN Y SIEMBF-:A DEL MATEF:IAL BIDLOGICO 

ESCARIFICACION : 

El porcentaje de semillas germinadas después del tratamiento 

de escarificación fue del 70 X, el tiempo de germinación fue muy 

variable oscilando entre los 12 a 28 dias. 

DESINFECCION : 

A partir de las prueba~ de desinfección real izadas con 

semillas de guayabillo Psidium sartorianum, se encontró que la 

m12Jc•r manera de tratarlas para su germinaci~·n in vitro es 

ut i 1 i zand•::< blanqLteador cc•mercial <Clc•ralex) diluidc• al 50 l. 

durante 15 minutos, despues de·una inmersión de 5 minutos en 

alcohol etilico de 96° y tres enjuagues en agua destilada 

estéril. 

La contaminacÍón que se registró con éste tratamiento de 

desinfección fue siempre menor del 3 X. 

VI.2. MULTIPLICACION 

SELECCION DE LOS EXPLANTES : 

De lc•s dos tipos de explante.s utilizados inicialmente 

<hipc•cc•tilo y yemas axilaYes de las hc•Jas cotiledonayes) sólc• 

hubo Yespuesta (geneYaclón de byotes móltiples) en yemas 
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laterales de las hojas cotiledonares, en el caso de los 

hipocotilos no se observó ninguna respuesta. 

A partir de éste hecho se decidió utilizar solamente yemas 

laterales de las hojas cotiledonares .para los experimentos de 

producción de brotes múltiples bajo distintas concentraciones de 

reguladores del crecimiento. 

CULTIVO DE LOS EXPLANTES : 

Al término de 4 meses, se realizó una primera evaluación de 

los resultados de los distintos tratamientos con reguladores del 

crecimiento. A los siete meses de cultivo se evaluó la respuesta 

de los brotes al efecto del AIA y BA. El ANOVA de los 25 

tratamie~tos muestra que al menos alguno de los tratamientos 

difiere de manera significativa de los demás <p < 0.001) el cual 

fue. detectado mediante comparaciones múltiples, correspondiendo 

al tratamiento "S" de la tabla 5.1. que contiene 1.5 mg/1 de 

ácido indolacético y 3 mg/1 de benciladenina (tabla 5.1.). 
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Tabla 6.1. Resumen del ANOVA para la producción de brotes 
múltiples en Psidium sartorianum en 25 
tratamientos. (con diferentes combinaciones de 
AlA y BA>. 

Fuente de Variación Suma de cuad. G.L. 

Total (Corregido) 

Tratamientos 
Error 

1134.151 

448.464 
685.687 

123 

24 
'3'3 

C. M. 

18.686 
6.'326 

Prob 

2.70 (0.001 

El promedio de brotes por explante para el tratamiento "S" 

fue de 6~6. La gráfica de las medias de los tratamientos y de los 

intervalos de diferencia minima significativa para 95% se muestra 

en la figL1ra 6.1. 

Cc•n un análisis pc•steric•r (ANOVA bifactc•rial) fue pc•sible 

evaluar los efectos de la adición de cada uno de los dos 

reguladores utilizados y la posible interacción entre ellos. La 

tabla 6.2. muestra los resultados del análisis, en donde puede 

observarse que el factor critico para la producción de brotes es 

la concentración utilizada de benciladenina. Se observa además 

que no existe una interacción significativa entre factores. 
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Figura 6.1. 
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Gráfica de las medias de los tratamientos y lós 
intervalos de diferencia minima signifivativa para 
un nivel de 95 7. de significancia. 
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Tabla 6.2. Resumen del ANOVA para la producción de 
móltiples en Psidium sartorianum para 
factores <AlA y BA> después .de 120 dias de 
in vitro. 

Fuente de Variación Suma de cuad. G.L. c. M. F 

Efectos principales 391.356 8 48.919 7.063 
AlA 25.435 4 6.359 0.918 
BA 366.963 4 91.741 13.246 

Interacc.ión 57.107 16 3.569 0.515 
Residual 685.687 99 6.926 

Total(Corregido) 1134. 151 123 

brotes 
los 2 
cultivo 

Prob 

(0.001 
.457 
<0.001 

.934 

Las gráficas de las medias y los intervalos de diferencia 

minima significativa asociados par~ el ANDVA por factores, 

reiteran que la mayor producción de brotes ocurre en la 

concentración de reguladores ante~ descrita como tratamiento "S" 

con 3 mg/lt de benciladenina y 1.5 mg/lt de ácido indolacético 

(Figura 6.2. y figura 6.3.). 
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El modelo polinomial de segundo orden con dos variables que 

se efectuó con el objeto de encontrar el punto óptimo para la 

producción de brotes mostró un ajuste significativo (p < 0.001) 

lo cual permite su utilización para elaborar predicciones acerca 

de la producción de brotes. Los coeficientes del modelo y sus 

estadísticos asi como la tabla de ANOVA para el modelo de 

regresión mQltiple se muestran en las tablas 6.3. y 6.4. 

Tabla 6.3. 

VARIABLE 
IAA 
BA 
AIAZ 
BAZ 
IAA*BA 

Resul.tados del ajuste del modelo poi inomial de segundo 
orden para la producción de brotes múltiples en 
Psidium sartorianum. 

COEF"ICIENTE 
0.315 
2.361 

-0.185 
-0.391 

0.225 
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ERROR ESTANDAR 
0.816 
0.411 
0.440 
0.111 
0.160 



Tabla 6. 4. Análisis de Varianza de la Regresión Múltiple. 

Fuente de Variación Suma de cuad. G.L. 

Modelo 
Error 

Total 

R2 = 0.702 
R2 (ajustada) = 0.6'32 
Error Estd. = 2.1'30 

1330.352 
565.835 

18'36.187 

5 
118 

123 

C. M. 

266.070 
4.7'35 

Prob 

55.4'3 <.001 

A partir de los coeficientes del modela empfrica ajustada se 

gener~ron gráficas de superficie de respuesta y de contornos que 

se muestran en las figuras 6.4. y 6.5., en las cuales es posible 

apreciar los niveles o zonas en las cuales las c6ncentraciones de 

los dc•s regLtladc•res Lttilizadc•s producen una maycor cantidad de 

brc•tes. 
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Figura 6.4. Diagrama de contornos para la producción de brotes 
múltiples en Psidium sartorianum según ajuste a un 
modelo polinomial de dos variables. 
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Figura Gráfica de superficie de respuesta para la 
producción de brotes múltiples en Psidium 
sartorianum según un ajuste a un modelo 
polinomial de dos variables. 
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Después de realizar el análisis estadístico del dis~Ro 

experimental, se determinó la concentración óptima de auxina Y 

citocinina para la mayor producción de brotes múltiples, el cual 

fue probado en nuevos diseRos para evaluar ésta respuesta •. Se 

encontró que la combinación óptima teórica es de 4 mg/lt de 

benciladenina y 4 mg/lt de ácido indolacético, se determin·~· 

mediante un análisis de puntos crlticos <Draper and Smith, 1978). 

Su efecto no tuvo una diferencia significativa en la producción 

de brc•tes comparado cc•n el tratamiento "S", con 3 mg/lt de 

benciladenina y 1.5 mg/lt de ácido indolacético¡ por lo que se 

optó por emplear éste tratamiento, para la micropropagaci6n del 

guayab i 11 o:). 

Durante la fase ex~erimental se piesentó la oxidación de los 

brotes provocando su muerte a partir de los tres meses de 

cultivo. Se colocaron los brotes en medio de cultivo con 3 mg/lt 

de carbón activado para evitar éste problema, pero no se observó 

un efecto benéfico del carbón sobre los brotes. 

También se agitaron los brotes en matraces erlenmeyer con 

agua destilada estéril durante 2 horas en un agitador orbital a 

200 rpm, para evaluar si agitándolos liberaban los fenoles, que 

son los responsables de la oxidación y cuando se resembraron de 

nuev•::., se observó disminución en la producción de éstas 

substancias y en la mortalidad de los brotes, pero al cabo de 8 

dlas aproximadamente se empezaban a oxidar. 

Este problema que no pudo ser controlado, ocasionó la muerte 

de aproximadamente el 40 X de los brotes existentes. 
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VI.3. ENRAIZAMIENTO 

El medie• para el enraizamiento de pl ántul as propagadas i.rJ.. 

illL..Q_ fLte el med i C• Mur ash i ge-Sk•:•c•g ( MS) suplementa de• e c•n 4 mg 11 t 

de benciladenina, 4 mg/lt de ácidc• indeolacéticc•, 8 gr/lt de agar 

para solidificar el medio de cultivo y 3 gr/lt de carbón activado 

que indujo 90 X de respuesta favorable en la feormación de raíces, 

en base a res~ltados obtenidos con leos diferentes tratamientos de 

la tabla 5.2. Este peorcentaje fue disminuyendo considerablemente, 

con la edad de los cultívos. Algunas de las razones pudiereon 

haber sido, que las plántulas procedían de lo~es diferentes de 

semillas, tambien pudo deberse a que leos brotes tenían una mayor 

edad fisiológica qu~ los primeros que se lograron enraizar. 

Más tarde se probó el efecto de 2 auxinas (ácido 

indolbutirico y ácido naftalenacéticeo) 2 mg/lt de cada uno en 

medio de cultivo con la mitad de sales del medio Murashige-Skoog, 

3 gr/lt de carbón activado y 8 gr/lt de agar. 

estimuló la formación de ralees en un 4 X 

Este tratamiento 

En medio 0.5 MS y 3 gr/lt de carbón activado sólo el 4 X de 

los brotes enraizaron. 

Todas ·1 as ralees que se or iginarc•n aparentemente nc• teni.an 

una verdadera conexión con el tall e•, ocasionando ~ue las 

plántulas no sobrevivan una vez que se transplantaron. 

Al dise~ar un nuevo experimento ~ara enraizar brbtes de 

Psidium sartorianum evaluando el efecto de las sales del medio SH 

Schenk-Hildebrandt modificadc• por ·walker y Satc• (1981) cc•n 
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auxinas y carbón activado, se observó que las sales del medio SH 

incrementaron 20 X la oxidación de los brotes. 

Al inocularse los brotes con la bacteria Agrobacterium 

rhizoqenes para evaluar su acción, no se determinó la acción de 

la bao; ter ia, porque murieron aproximadamente el 90 X de los 

brotes existentes por oxidación. La mortalidad de los brotes se 

debió a que los brotes de Psidium sartorianum no tienen 

tolerancia a la kanamicina y cefotaxima, por lo que antes se 

debieron de haber ·hecho pruebas de tolerancia a éstos 

antibi~·ticc•s. 

VI.4. TRANSPLANTE 

La superviven•:ia de las plántulas prc•pagadas in vitro fue 

del 20 X. Solamente aquellas que tenian una altura de más de 2.5 

cm pudieron establecerse, mieritras que las que tenian una altura 

menor murieron (tabla 6.5.). 
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Tabla 6.5. Resultados de la adaptación de plántulas de 
Psidium sartorianum obtenidas in ~ a 
condiciones del medio ambiente. 

-----------------------------------------------------------------
Plantula # de Longitud Altura SV.mes----2 meses 

raíces de la raíz del brote 
cm cm 

-----------------------------------------------------------------
1 1 1 3.5 Si Si 
2 1 1 2.5 No No 
3 1 0.5 2.5 Si No 
4 1 0.5 1.5 No No 
5 1 0.5 1.5 No No 
6 2 0.5 2.0 Sí No 

0.5 
7 2 0.5 2.5 Si Si 

1. 5 
8 1 2.5 2.5 Si Si 
9 1 0.5 2.0 Si No 

10 2 0.5 2.5 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. o 2.0 No No 

SV: supervivencia 
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VII. DISCUSION 

VII.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO ASEPTICO 

La fuente del explante es de gran importancia en la 

respuesta de las especies cultivadas liL ~· L•::os e:r.pl antes 

Juveniles responden más positivamente que los explantes maduros. 

Se utilizar•:•n explantes Juveniles de origen embri·~ni•:o 

(hipocotilos y yemas apicales primarias) provenientes de semillas 

germinadas in. vi tro (Vi 11 al obos, 1985). 

VII.2. MULTIPLICACION 

SELECCION DE EXPLANTES : 

Las yemas laterales de las hojas cotiledonares fueron los 

ónicos explantes que generaron brotes m~ltiples. En todas las 

especies existen yemas laterales en las axilas de las ho.jas, las 

cuales generalmente están inhibidas por la dominancia apical. Hay 

evidencias de que la dominancia apical depende de la fuente de 

citocininas endógenas (Phillips, 1975j, Si uno de éstos ápices es 

cultivado en un medio de cultivo sin reguladores del •:rec imiento 

unicamente auxinas, es muy probable que éste siga su 

crecimien~o monop6dico normal. En el caso de Psidium sartorianum 

aquellos tratamientos que tenian de O a 2 mg/lt de ácido 

indolacético no desarrollaron ~rotes, unicamente formaron raices. 

Sin embargo si se agregan citocininas al medio, 1 as yemas 

4'3 



laterales brotarán prematuramente del ápice, seguidas de 

brotaciones sucesivas CVillalobos et al, 1983; Mott, 1981). En 

éste experimento lós explantes de Psidium sartorianum generaron 

diferentes números de brotes/explante segón la concentración de 

citocinina Cbenciladenina) y auxina (ácido indolacético). 

CULTIVO DE LOS EXPLANTES : 

L.;, mayoría de lc•s sistemas de cultive• in vitre• de tejidc•s 

requieren de reguladores del crecimiento exógenos para favorecer 

el desarrollo de los explantes. No sóló el t ipc• y la 

concentración de un regulador del crecimiento, sinó también la 

composición del medio basal influye ampliamente en el crecimiento 

y desarrc•llc• de las plántulas i.o.. vitre• !Von Arnold and Wall in, · 

1988). 

Las diferentes plantas pueden responder de modo distinto a 

.las diver~as citocininas y auxinas, en parte debido a su control 

hormonal natural. 

En el caso de Psidium sartorianum se observ~ que deben de 

existir •: iertas concentrac ic•nes de ácido indolacético y 

benciladenina, tanto para la producción .de brotes como .formación 

de raices en los explantes, a diferencia de otras especies que en 

la etapa de producción de brotes únicamente requiere de cierto 

tipo de citocinina y en la etapa de formación de raices sólo 

intervienen auxinas. 

La guayaba Psidium guaJava aunque es una especie relacionada 

filogenéticamente con e~ guayabillo Psidium sartorianum tiene 
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requerimientos de reguladores del creciminento muy diferentes. En 

la etapa de producción de brotes Jaiswal y Amin (1987), 

reportaron que con explantes de árboles maduros, para obtener 

mayor nómero de brotes/explante, utilizaron medio MS suplementado 

unicamente con 1 mg/lt de benciladenina y cerca del 80 X de los 

br•:•tes fueron bien enraizados en medie• MS con 0.2 mg/lt de cada 

una de las auxinas ácido indolbutlrico y ácido naftalenacético. 

En c•tras especies como Pinus radiata en la multipli•:aci6n de 

br•:•tes, las auxinas no son necesarias y cuando se agregan al 

medio de cultivo, los teJidos pueden formar callos en vez de 

primordios CVillalobos et al, 1983). 

Durante el cultivo de los explantes la producción de 

fenoles produjo su oxidación ocasionando el 40 X de muerte en 

lc•s explantes, fen~·menc• que posibl:::n.ente sea prc•pí•::. del génerc• 

Psidium por ser leRoso. Fitchet (1989) probó seis métodos para 

evitar el ennegrecimiento de los explantes de guayaba Psidium 

guaJava. 
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VII.3. ENRAIZAMIENTO 

La función del enraizamiento es preparar a la plántula para 

su plantación y establecimiento fuera del medio artificial del 

frasco de cultivo. Una caracteristica en ésta etapa es el cambio 

a condiciones que favorecen la iniciación de las ralees y 

elongación del tallo CHartmann and Kester, 1987). 

En varias especies de árboles, el enraizamiento es uno de 

los pasos más criticos en las técnicas de micropropagación 

CStandardi and Fausto, 1990). 

En ésta etapa es importante el efecto del carbón activado, 

ya que incrementa el porcentaje de enraizamiento, al 

excesos de reguladores del crecimiento, sustancias inhibitorias y 

nutrientes, esto induce formación de ralees en los explantes por 

estar sometidos a un estrés de nutrientes y reguladores del 

crecimiento. El color negro que le confiere al medio es otro 

factor estimulatorio del sistema·radicular. Además tiene efectos 

positivos en la elongación de los brotes (Jaiswal and Amin, 1987; 

Standardi and Fausto, 1990¡ Villalobos, 1985). 

El efecto del carbón activado se observó en los diferentes 

tratamientos de la tabla 5.2. ya que ónicamente los tratamientos 

que el carbón incrementaron ésta respuesta 

morfogenética (formación de raices) y la elongación de los brotes 

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

benciladenina y de ácido indolacético, el tratamiento T 7 además 

tenia 3 mg/lt de carbón activado, que incrementó la 

diferenciación de raices ~n comparación con el T B. 
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En otras especies se ha logrado el enraizamiento inoculando 

los brotes con Aqrobacterium rhizoqenes. Lambert y Tepfer ( 1 '391 ) 

indujeron raíces en diferentes lineas de manzano, cortando tallos 

e inoculándolos con·ésta bacteria, obtuvieron plantas quiméricas 

con raices transformadas y brotes norm~les. Mostraron que la 

manopina, cuya sintesis es codificada por el Ri T-ONA es 

producida en raíces y transportada a las partes aéreas. e...._ 

rhizogenes pLtede ser empleada para propagar gen•:•tip•:•s de manzana_s __ _ 

recale i trantes, creando plantas quiméricas, que cc•nt ienen 

prc•ducto:os y genes extraRos en partes aére~s, sin tener 

físicamente genes extraRos en los frutos. SOlo un gene del Ri T

ONA es suficiente para producir la inducción de ralees en 

manzana. Ellos sugieren que éste gene puede ser permanentemente 

insertad•:. dentro del genoma de ralees para 1 •:•grar el 

enr alzamiento. 

Phelep et al, ( 1'3'31) diferentes 

(h ipcu:•:•t i 1 OS, epi•:o:otilo:os de All •:u: asuar in a 

verticillata Lam. co:on d•::.s cepas de e.,_ rhizcogenes (265'3 y· A4). 30 

X de los co:otiledones ino:oculados con la cepa A4 y 50 X de los 

hipocotilos inoculados con la cepa 2659 formaron raíces. Raí•:es 

transformadas por la cepa 2659 tuvieron u~ fenotipo:o de ralees 

peludas y regeneraron brotes espontáneamente. Las rai•:es 

ori~inadas en el sitio de la inoculación se colc~aron en medio BM 

(formado con los minerales del medio Murashige-Skoo~ y las 

vitaminas del medio de Nit~ch y Nitschl, suplementado:o con 20 

gr/lt de sacarosa, solidificado con 3.5 de gelrite, además 0.5 
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gr/lt de Carbencillin durante el primer subcultivo, para eliminar 

la bacteria y evitar contaminación en los medios de cultivo. Se 

regeneraron brotes de raíces indLtcidas por_ A4 en mE;dic• MH, 

conformado por el medio BM suplementado con 0.25 mg/lt de ácido 

naftal enacét ice• <ANA), 0.1 mg/lt de bencilaminopurina <BAP), 

además se usaron intercaladamente dos fuentes de carbono, 60 

gr/lt de maltosa y 20 gr/lt de sacarosa. Los brotes se separaron 

para el enraizamiento colocándolos en medio RM, conformado por el 

medio BM solidificado con 3.5 gr/lt de gelrite, 20 gr/lt de 

sacarc•sa y O. 1 mg/1 t de á·: id•:• indol bLtt ir ice• (IBA). !h. 

rhizogenes no formó raíces en Psidium sartorianum. 

VII.4. TPANSPLANTE 

Las plantas que crecen en un medio de cultivo artificial 

altamente prc•tegido tienen e iertas características 

sensibilidad a la escasez de hu~edad, por lo que deben de tener 

periodos de aclimatación gradual con decrecimiento de humedad 

para lograr su supervivencia. Son esenciales algunas condiciones 

ambientales como el de ir aumentando gradualmente la intensidad 

de 1 a 1 uz. Para ésto se colocaron inicialmente en un lugar 

sc•mb r ead o. Otro requerimiento es proporcionar a las plantas un 

medio de suelo aerado y bien drenado, que permita que las ralees 

se desarrollen con rapidez <Hartmann and Kester, 1989). 

Las plantas extraídas de los cultivos in vitr:• son muy 

sensibles al marchitamiento, desecaci~·n e infecci_ón <Vc•n Arnc•ld 

and Wallín, 1988). 

54 



VIII. CONCLUSIONES 

Los explantes que tuvieron mejor respuesta a la formación de 

múltiples son las yemas axilares de las 

cotiledonares de pláontulas germinadas in ~· 

La concentración recomendada a partir de éste trabajo de 

reguladores del crecimiento para la producción de 

múltiples in vi tr•:• de Psidium sart.:•r ianum es 3 mg/1 t de 

benciladenina <BA) y 1.5 mg/lt de ácido indolacético <AlA) en 

medio basal Murashige-Skoog con vitaminas L2. 

La concentración de reguladores del crecimiento para la 

f,::orma•: i·~·n de raí•:es in ~ en brotes de Psidium sart.::or ianum es 

4 mg/lt de benciladenina <BAl, 4 mg/lt de ácido indolacético 

<AIA) y 3 gr/lt de carbón activado en medio de cultivo Murashige-

CMS). Este tratamiento fue el mejor para lograr el 

enraizamiento aunque el porcentaje disminuyó considerablemente al 

aumentar la edad fisiológica de los explantes. 

Las plántulas de Psidium sartorianLtm obtenidas in ~ 

requieren dos co~diciones para adaptarse al medio ambiente, 

disminuci~n gradual de humedad y un aumento progresivo en 1 a 

intensidad luminosa. Sólo la~ plántulas con una altura mayor de 

2.5 cm pudieron aclimatarse exitosamente. 
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