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HISTOLOGIA DE LA REGENERACION DE BROTES
ADVENTICIOS EN HOJAS DE PLANTULAS DE GUAYABO
(Psidium guajava L.) CV. ENANA ROJA CUBANA

CULTIVADAS In Vitro

Lelurlys Napoles®, O. Concepcion, P. Marrero, Ninel Peralta,

AuroraT. Pérezy R. Trujillo

ABSTRACT. A histological study was performed for
adventitious shoot regeneration of leavesfrominvitro cultured
plantlets of guava(Psidiumguajaval.), in order to determine
the morphogenetic mechanism that all ows shoot regeneration
and to show the role of wound in this process. After an
adequate in vitro culture period, leaves were removed from
apical shoots and wounded at the main vein. Then, leaves
were inoculated in 25 mL of regeneration medium MS
supplemented with BAP0.75mg.L* and AIA 0.1 mg.L ™. The
explants were sampled with afrequency of 11 days during
44 days of culture. The samples were processed and stained
with Safranin-Fast Green technique. In different dlides, it was
observed that the protuberances or “little meristematic
nodules’ formed have apluri-tissular origin. In several cases,
meristematic cellular divisions began from epidermal and sub-
epidermal tissues, while in other cases, the vascular
parenchymatic tissues began to develop with continued
anticlinal and periclinal cell divisionsuntil forming the nodular
structures. Also, it was demonstrated that the most important
morphogenic ability of guava leaves takes place at the main
vein and it is generally associated with the wounded region.
On the other hand, it was confirmed that protuberances are
nodular structures organized in meristematic centres which
achieve ahigh differentiation stage that allows independence
and the reorgani zation of anew caulinar meristem. With these
results, it was possible to verify that the adventitious
regenerated shoots from leaves of in vitro cultured plantlets
of guava have an indirect organogenic origin.
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RESUMEN. Seredliz6 un estudio histol égico del proceso dere-
generacion de brotes adventicios en hojas de plantulas de gua
yabo (Psdiumguajava L .) cultivadasin vitro, con €l objetivo de
determinar el mecanismo morfogenético quedalugar alosbrotes
regenerados, asi como demostrar € papel de la herida en este
proceso. Luego de un periodo decultivoin vitro, lashojasdelos
brotes apicales se separaron por e peciolo, seleredizaron varios
pinchazosalo largo del nervio central y se colocaron con polari-
dad axial en frascosde cultivo que contenian 25 mL demedio de
regeneracion debrotesM Ssuplementado con 0.75mg.L * deBAP
y 0.1 mg.L* de AIA. Estos explantes se muestrearon con una
frecuenciade 11 diashastahacer |0s44 diasdecultivo. Lasmues-
tras fueron procesadas y tefiidas con latécnica de doble tincion
Safranina-Fast Green. Se pudo observar que las denominadas
protuberancias o pequefios nddulos meristeméticos tienen un
origen pluri-tisular. Seevidencié queen agunoscasoslaprolife-
racion de pequefios grupos de cdlulas meristeméticas seinicio a
partir del tgido epidérmico y sub-epidérmico, mientras que en
otrosd tgido parenquimético perivascular comenzé adesarrollar
unaserie de divisones anticlindesy periclinales, que dieron lu-
gar adeformacionesen € nervio central hastaformar estructuras
nodulares. Se demosird que en lashojas del guayabo laprincipal

actividad morfogenética ocurre en los tgjidos que conforman €

nervio central y estaasociadafundamental mentealas zonasdon-
de se produce una herida. Por otro lado, se comprobo que las
protuberancias son estructuras nodulares organizadas en cen-
tros meristeméticos, que acanzan en ocasiones un estado de
diferenciaciontal quelepermitelaorganizacidn deun meristemo
caulinar, e cua dalugar aun brote. Con estosresultados se pudo
verificar quelosbrotesoriginadosapartir delashojasdel guaya
bo cultivadas in vitro tienen un origen organogénico indirecto.

Palabras clave: tejidos vegetales, regeneracion in vitro,
brotes, guayaba, cultivo de tejidos,

organogénesis

INTRODUCCION

Varios problemas afectan el cultivo del guayabo
(Psidium guajava L.) desde diferentes perspectivas. En-
tre estos se destacan el ataque de numerosas plagas y
enfermedades, asi como la acelerada maduracion de los
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frutos. Entre las plagas mas sobresalientes estan el “Bi-
cho de San Juan” o Mosca Antillana de las Frutas
(Anastrepha mombipraeoptans Sein) y los nematodos de
los géneros Meloidogyne y Pratylenchus (1). También
existe una maduracion acelerada de los frutos que difi-
culta el proceso de poscosecha y trae consigo que las
exportaciones, por parte de los paises productores, sean
muy limitadas (2). En este contexto, las técnicas
biotecnolégicas y, en particular, aguellas concernientes
alaregeneracion in vitro de plantas completas, constitu-
yen una via alternativa que podrian complementar satis-
factoriamente los métodos convencionales de propaga-
cion y, ademas, permitirian abordar con mayor efectivi-
dad los programas de mejoramiento genético, conservacion
e intercambio seguro de germoplasma en esta especie.

Para la aplicacion de estas técnicas se requiere de
una adecuada seleccion de tejidos somaticos con capa-
cidad regenerativa. En mas de una ocasion se han utili-
zado las hojas como material vegetal, con potencial ca-
paz de regenerar plantas tanto por organogénesis (3, 4, 5)
como por embriogénesis somatica (6, 7, 8). En algunos
casos, la respuesta morfogenética de las hojas ha resul-
tado superior a la de otros explantes, como es el caso de
los segmentos de hipocétilos en el marigol (9).

En la guayaba, se observé e informé por primera vez
la regeneracion de brotes a partir de hojas e hipocotilos
de plantulas de guayabo germinadas in vitro (10), lo cual
no ocurrié en las hojas del material procedente de los
injertos. Estas observaciones ocurrieron durante los ex-
perimentos llevados a cabo para desarrollar un protocolo
de micropropagacion en esta especie, y nunca fue publi-
cada la optimizacién de dicho proceso. En trabajos mas
recientes, también se utilizaron segmentos de hipocétilo
procedentes de plantulas de guayabo germinadas in vitro (11).
Aunque este protocolo suple algunas necesidades, no
constituye una herramienta completa, pues al partir de
semillas, lleva implicita la variabilidad genética propia de
la reproduccién sexual en esta especie, la cual posee
hasta un 35 % de polinizacién cruzada (12).

Los intentos por llevar a cabo la formacién de callos
ylo regeneracidn de brotes, a partir de segmentos de ho-
jas utilizando material directamente de campo, fallaron,
fundamentalmente a causa de la alta fenolizacién y poca
viabilidad de los explantes (13). Por esta razén, se evalué
la capacidad morfogenética y el papel de la herida, du-
rante la optimizacion de un procedimiento para la regene-
racion de brotes adventicios, en hojas de plantulas de
guayabo cultivadas in vitro, las cuales eran procedentes de
yemas de rebrotes de la raiz de &rboles de campo (14).

Los mecanismos a través de los cuales se producen
las nuevas plantas son variados; de ahi que se requiera
de un estudio histoldgico, con el fin de comprender los
procesos morfogenéticos que ocurren (15). Este conoci-
miento es fundamental para conocer la estabilidad
genética de los materiales producidos y determinar los
posibles usos de los tejidos generados en las técnicas
de micropropagacién o mejoramiento genético (16).

Teniendo en cuenta que los informes anteriores ca-
recen de una validacion histolégica que permita esclare-
cer el origen celular de las protuberancias, el papel de la
herida en el desarrollo de dichas estructuras y el origen
directo o indirecto de los brotes, es que se lleva a cabo el
presente trabajo, el cual tiene como objetivo realizar el
estudio histolégico del proceso de regeneracién de bro-
tes adventicios en hojas de plantulas de guayabo
(P. guajava L.) cultivadas in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones generales. Este estudio se realizé con el
cultivar de guayabo Enana Roja Cubana. Los explantes
iniciales para el cultivo in vitro se colectaron a partir de
plantas élites adultas, cultivadas y seleccionadas en el
campo de la Estacién Experimental “Juan Tomas Roig”
de la Universidad de Ciego de Avila.

Se realizaron el establecimiento y cultivo in vitro de
las yemas de rebrotes de la raiz. El material vegetal se
incubd en camara de luz artificial, para el control del
fotoperiodo de 16 horas luz y ocho horas de oscuridad,
con una intensidad luminosa de aproximadamente 12.5-
37.5 umol.m?.s*y temperatura de 26+1°C.

Material vegetal y condiciones de cultivo in vitro para la
regeneracion de brotes. Se utiliz6 como material vegetal,
las hojas separadas por el peciolo de brotes de guayabo
enraizados in vitro, con aproximadamente 2.0 cm de altu-
ra y dos pares de hojas abiertas individualizadas y
enraizadas. A las hojas se les realizaron cinco heridas en
forma de pinchazos alo largo del nervio central y se coloca-
ron con polaridad axial en frascos de cultivo, que contenian
25 mL de medio de regeneracion de brotes MS (18) suple-
mentado con 0.75 mg.L™* de BAP (6-benzilaminopurina) y
0.1 mg.L™ de AIA (4cido 3-indolacético) con un pH 5.8y
gelificado con agar 7.5 %. Los frascos de cultivo se incu-
baron en la cAmara de luz artificial en condiciones simila-
res a las descritas anteriormente.

Muestreo y proceso histologico. Se tomaron cinco hojas
pinchadas a lo largo del nervio central cada 11 dias, con-
tando desde el momento cero en que fueron sembradas,
hasta los 44 dias de cultivo. Un control en el momento
cero (antes de realizar las heridas y sembrar) fue
muestreado también. Para conservar la estructura de los
tejidos, todas las muestras se fijaron entre 24-48 horas
en FAA [formalina (5 %)-acido acético (5 %)-alcohol etilico
(90 %)]. Luego se lavaron en agua corriente durante 24
horas para eliminar el exceso de fijador. Una vez conclui-
do el lavado, el tejido fue deshidratado en soluciones
seriadas de alcohol etilico (50, 75, 85y 95 %) sucesiva-
mente cada dos horas. Posteriormente, las muestras se
pasaron tres veces por alcohol etilico puro, durante dos
horas en los dos primeros pases y durante toda la noche
en el Gltimo pase. Luego, se realizaron tres inmersiones
en xilol por dos horas en cada pase y se embebieron en
tres pases de parafina cada dos horas. A continuacion
las muestras se incluyeron en bloques de parafina, a los
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gue se les realizaron cortes seriados con un grosor de 5-8 um,
en un micrétomo de deslizamiento vertical. Los cortes
fueron tefidos con la técnica de doble tincién Safranina-
Fast Green (19). Para la observacién de las muestras se
utilizé un microscopio Axioskop OPTON y las imagenes
se tomaron con una camara digital Canon Power Shot
G5, adaptada al microscopio. Otras observaciones se
realizaron mediante la adaptacién de la camara digital a
un estereoscopio Stemi SV6 OPTON.

RESULTADOS Y DISCUSION

Observaciones. Como se puede apreciar en la secuen-
cia de imagenes de la Figura 1A-C, la regeneracion de
brotes ocurrié6 de manera exitosa. En la Figura 1A, se
muestran las protuberancias o callos formados en el en-
vés de la hoja, especialmente en la region del nervio cen-
tral, asociado siempre a la herida. En la Figura 1B, se
observa la presencia de brotes surgidos a partir de las
protuberancias en la cara adaxial del nervio central de la
hojay, en la Figura 1C, se puede apreciar una gran can-
tidad de brotes después de los 60 dias de iniciado el
cultivo. La presencia de estos brotes en las zonas donde
se realizaron los pinchazos y aparecen las protuberan-
cias, hace suponer la ocurrencia de una “organogénesis
indirecta” en las hojas de brotes enraizados de guayabo.
Sin embargo, el estudio histoldgico es el que permite dis-
cernir esta interrogante.

Figura 1. Secuencia de imagenes de la regenera-
cion de brotes en hojas de guayabo.
A) Vista del envés de la hoja donde se
muestran las protuberancias o callos for-
mados en laregién de las heridas en el ner-
vio central (15 dias de cultivo). B) Formacién
del brote asociado a las protuberancias.
C) Vistageneral del desarrollo de los brotes
luego de 60 dias de cultivo in vitro

La organogénesis involucra el desarrollo de un brote
apical o radicular, directamente a partir del explante o
indirectamente a partir de un tejido indiferenciado deno-
minado callo (20). Los grupos de células en divisién o
meristemoides se asemejan a meristemos reales y tie-
nen uniones vasculares con el callo el tejido contiguo. En
condiciones adecuadas de cultivo se pueden formar ye-
mas caulinares o raices primarias.

Casos exitosos de formacién de brotes en especies
lefiosas por organogénesis en hojas, se pueden encon-
trar en gran cantidad de cultivos como son: Pyrus communis
L. (21); Echinacea purpurea L. (22); Punica granatum
L. (23); Prunus sp. (24) y Eucalyptus sp. (25).

Estudio histoldgico. En la Figura 2A-H se observa una
secuencia histolégica de la formacién de las protube-
rancias en las hojas de guayabo, la cual abarca los dife-
rentes momentos de muestreo establecidos en este ex-
perimento.

Momento 0. En la Figura 2A, se muestra un corte de la
seccién transversal de la hoja intacta en el momento cero,
0 sea, antes de realizar las heridas (pinchazos) y ser
colocadas en el medio de regeneracion de brotes. En
esta lamina se destaca la anatomia foliar del guayabo,
en la cual se observa una capa de células epidérmicas,
una o dos capas de células de parénquima clorofilico en
empalizada y dos de parénquima clorofilico esponjoso en
el mesdfilo. Se observa, ademas, la presencia de tejidos
vasculares (xilemay floema), asi como de bolsas lisigenas
sub-epidérmicas, muy caracteristicas en esta especie.
Este Ultimo aspecto es poco usual, pues para otras es-
pecies las condiciones de cultivo in vitro provocaron cam-
bios anatémicos foliares importantes, que conllevaron ala
pérdida de algunas estructuras a nivel de epidermis (26).

En la regién del nervio central de las hojas del gua-

yabo, también se observa el tejido parénquima perivascular
(TPV) (Figura 2A). Este tejido esta caracterizado por una
zona de mayor proporcion en la parte inferior del nervio
central (AD: regién adaxial de la hoja) y una de menor
tamafio en la parte superior (AB: region abaxial de la hoja)
(Figura 2B).
A los 11 dias. En la Figura 2C, se muestra la seccién
transversal del nervio central de la hoja de guayabo, en la
regién adaxial o envés a los 11 dias de iniciado el cultivo
in vitro. Se puede observar claramente que las protube-
rancias o pequefios callos meristematicos tienen un ori-
gen pluri-tisular. En algunos casos, se inicia la prolifera-
cion de pequefios grupos de células meristeméaticas a
partir del tejido epidérmico y subepidérmico, mientras que
en otros, el tejido parénquima perivascular comienza a
desarrollar una serie de divisiones anticlinales y
periclinales, que dan lugar a deformaciones en el nervio
central hasta formar estructuras semejantes a nédulos.
De igual forma ocurre en la regién adaxial o del haz de la
hoja (Figura 2D), donde se observa también la formacion
de protuberancias a lo largo del nervio central y en la
region proximal de los semilimbos.
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Figura 2.

Secuencia histolégica de la formacién de protuberancias en hojas de plantulas de P. guajava L.
cultivadas in vitro. A) y B) Secciones transversal y longitudinal respectivamente, del nervio central
delahojaintactaantes deiniciar el cultivo. C) y D) Secciones transversales del nervio central alos
11 dias de iniciado el cultivo, vista de la cara abaxial (C) y de la cara adaxial (D). E) y F) Secciones
longitudinales del nervio central a los 22 dias de cultivo; se observa la formacion de protuberan-
cias asociada siempre alaregion del pinchazo. Cuando la aguja no profundizé lo suficiente en el
nervio central (F) el tejido no afectado (parte abaxial) no formé protuberancias. G) y H) Secciones
transversales del nervio central de la hoja alos 33y 44 dias de iniciado el cultivo in vitro, respec-
tivamente; se observa que el crecimiento de las protuberancias es limitado y que estas sobresalen
del resto del explante. (TV: tejido vascular, BL: bolsas lisigenas, TPV: tejido parénquima perivascular,
AB: regién abaxial del nervio central, AD: regién adaxial del nervio central, POE: protuberancia
de origen epidérmico, POS: protuberancia de origen subepidérmico, RP: regién del pinchazo,
CCM: capa de células meristematicas en la periferia de la protuberancia)
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La principal actividad morfogenética de las hojas de
guayabo, observada en este trabajo, ocurre en los tejidos
gue conforman el nervio central. La capacidad morfogenética
de las células de los tejidos, epidérmico y subepidérmico,
asi como de las células del tejido perivascular, se demos-
tré en estudios histol6gicos realizados durante la regene-
racion de brotes en hojas in vitro de pera silvestre (21), los
cuales aseguran que la alta densidad de tejidos vasculares
gue existe en la region del nervio central, es la principal
causa de la elevada respuesta morfogenética que posee
esta estructura. Esta observacion justifica también el he-
cho en larespuesta de las hojas del guayabo.

A los 22 dias. De manera general, se pudo comprobar a
los 22 dias que la formacidon de las estructuras
meristematicas nodulares o protuberancias estan siempre
asociadas a la herida (Figura 2D). Tan es asi, que cuando
la herida no llegé a profundizar suficientemente y solo cor-
t6 parte del nervio central (Figura 2F), la regién no cortada
no respondié a la formacién del callo o protuberancia. En
esta figura se observa también cémo los elementos
traqueales, por tratarse de células muertas, no responden
al estimulo hormonal ni al estrés provocado por la herida.

La capacidad morfogenética de algunos tejidos pue-
de pasar desapercibida, debido a la asociacion de estos
con los tejidos diferenciados que estan dentro de un sis-
tema organizado. Por ello, en la mayoria de las ocasio-
nes, las heridas permiten poner en contacto directo algu-
nos tejidos internos con el medio de cultivo y facilitar la
absorcion de los reguladores del crecimiento (20). El pa-
pel de la herida, como factor de estrés que promueve el
desarrollo morfogenético in vitro, es conocido en la litera-
tura. Algunos aseguran que la herida por si sola es una
sefal significativa de induccién de la diferenciacién celu-
lar (27). Muchos de los genes expresados en protoplastos
de hojas recién aisladas, no solo aquellos que estan
involucrados en la respuesta al estrés, son inducidos
generalmente como respuesta a la herida (28).

Se conoce una amplia diversidad de sefales que
desencadenan las heridas en las plantas superiores. Entre
estas se destacan el flujo de iones, las especies reactivas
de oxigeno, cascadas de fosforilacion de proteinas, el
acido jasmonico, etileno, acido abscisico, acido salicilico,
las sefiales de péptidos, los compuestos glicanos y otras
sefiales hidraulicas o eléctricas (29). De esta forma, la
herida promueve como mecanismo de defensa una res-
puesta morfogenética en los tejidos vegetales; al respec-
to existen varios ejemplos: en Prunus armeniaca L. (al-
baricoque), la respuesta morfogenética ocurre principal-
mente en los bordes cortados y nervios de las hojas, aso-
ciada siempre a los tejidos vasculares (3). Algo similar
ocurre en la regeneracién de brotes de Platanus acerifolia
Willd, donde los brotes se originan principalmente a par-
tir de callos formados alrededor de los extremos corta-
dos del peciolo y alo largo de los cortes transversales de
la nervadura central (4). Se han realizado varios cortes
transversales pequefos en el nervio central de las hojas
de peras silvestres, para mejorar la eficiencia en la rege-
neracion in vitro de brotes (21).

La importancia de las heridas en las hojas del gua-

yabo, para promover la formacion de las protuberancias y
la diferenciacion de los brotes, se puso de manifiesto con
anterioridad (14). No obstante, el analisis histolégico rea-
lizado en este estudio ha permitido confirmar este hecho
con mayor certeza.
A los 33 y 44 dias. El crecimiento de las estructuras
meristematicas o protuberancias es limitado y ya entre
los 33y 44 dias detienen su crecimiento, quedando con-
formado un pequefio callo en forma nodular. La funcién
basica de la mitosis dentro de un proceso morfogenético
es la formacion de un nimero definido de células en divi-
sidn activa, las cuales son capaces de responder luego a
sefiales del desarrollo (30). Por su apariencia nodular y el
relieve sobresaliente que logran estos nédulos del tejido
del explante inicial (Figuras 2G y 2H), es que se les dio la
denominacién de protuberancias la primera vez que se
publicé la observacién de estas estructuras en el guaya-
bo (10), en el que aseguraron que la separacién mecani-
cade las hojas con protuberancias y su posterior cultivo,
daba lugar a nuevos brotes, lo cual demostraba su capa-
cidad morfogenética. Sin embargo, no realizaron un ana-
lisis histoldgico del proceso y, por tanto, especularon
sobre el origen de los brotes. De igual forma ocurrié para
la regeneracion de brotes adventicios en segmentos de
hipocétilos de guayabo (11).

La superficie adaxial de la hoja del guayabo es la
que con mayor frecuencia ofrece muestras de un poten-
cial morfogenético superior. Las células subepidérmicas
de la superficie adaxial se dividen anticlinalmente, para
formar el parénquima clorofilico en empalizada de la hoja
durante el crecimiento, mientras que el resto de las células
de este tejido no sufren cambios y son las que dan origen al
parénguima clorofilico esponjoso. Entonces, en condiciones
inductivas favorables, las células que deberian formar el
parénquima clorofilico en empalizada contindian dividiéndose,
formando asi una capa de células meristematicas (Figura 2G,
flecha), tal y como ocurre en su pariente la Feijoa sellowiana
Berg (31). Esta capa estd compuesta por células pequefias
con nucleos grandes y citoplasma denso. Estas células
mit6ticamente activas se tifien mas intensamente, debido a
una mayor cantidad de acidos nucleicos y proteinas. En este
estudio se observa que morfolégicamente esta es la capa de
células que ocupa la region superficial de las protuberancias,
las cuales se desarrollan mayormente sobre los nervios cen-
tral y secundarios de las hojas del guayabo.

Algunos sugieren que la formacion de areas
meristeméaticas a partir de células poco diferenciadas,
como el parénquima (16), ocurre en algunos casos debi-
do a la proximidad de estas Ultimas con tejidos
meristematicos existentes como el procambium, donde
se asume que la concentracion de los reguladores del
crecimiento es mayor. Esta hipétesis podria explicar por-
qué, en el presente trabajo, la capa de células
meristematicas se forma principalmente sobre los ner-
vios central y secundarios de las hojas, caso que tam-
bién ha sido citado en Psychotria acuminata (16).
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Al analizar la secuencia histoldgica de la diferencia-
cion del brote que aparece en la Figura 3A-F, se puede
confirmar la hipétesis planteada anteriormente sobre el
desarrollo alcanzado por las protuberancias en su creci-
miento. Asi, en la Figura 3A, se puede apreciar claramen-
te la seccidn transversal de una protuberancia separada
del explante inicial que halogrado un nivel de organizacién
mayor, donde aparecen tejidos como la protodermis y el
procambium, los cuales le confieren cierta individualidad a
este tipo de estructura. También se observé la organiza-
cion de 4pices caulinares con una mayor vinculacion al
tejido hiperplasico del nervio central deformado (Figura 3B).

Los nédulos o protuberancias contindian su desarro-
llo e incrementan su nivel de organizacién, hasta dar lu-
gar a laformacién de domos meristematicos y primordios
foliares aproximadamente entre los 22-44 dias de cultivo
(Figura 3C), constituyendo de esta forma un apice caulinar.
Se observg, ademas, la formacion de apices caulinares a
partir de los nddulos o protuberancias que mostraron un
mayor vinculo con el explante inicial y que provocaron la
deformacion del nervio central de la hoja. Sin embargo, no
se distinguié conexion vascular entre estos (Figura 3D), lo
cual confirma el origen indirecto del nuevo érgano en for-
macion.

Figura 3. Secuencia histolégica de la formacién de brotes en hojas de plantulas de P. guajava L. cultivadas
in vitro. A) Seccidn transversal de una protuberancia practicamente separada del tejido inicial,
conun alto grado de organizacion celular, nétese la presenciade tejidos similares ala protodermis
(PD) y al procambium (PC). B) Organizacion de un 4pice meristematico dentro del tejido matricial
del callo. C) Seccidn longitudinal de una protuberancia separada que muestra la formacion del
domo meristemético (DM) y la presencia de los primordios foliares en desarrollo (PF), al cabo de
33 dias de iniciado el cultivo. D) Seccién longitudinal del nervio central de la hojay de un &pice
caulinar formado a partir de este a los 44 dias de iniciado el cultivo. E) Seccién longitudinal de un
brote caulinar con la presencia de cuatro primordios foliares y yemas adventicias bien definidas
(YA). F) Seccién longitudinal de un brote que se ha desprendido completamente del explante
inicial, luego de 44 dias de cultivo (BP: bandas procambiales)
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En muchos de los brotes formados se observo la
presencia de yemas adventicias y axilares, las cuales
pueden dar lugar a la formacién de nuevos brotes. Sin
embargo, en ninguna de las muestras procesadas se
observé la formacion de brotes mdltiples o malformados.
Este hecho debio estar asociado al efecto del BAP como
citoquinina, pues para el guayabo y a diferencia del TDZ,
por ejemplo, este regulador del crecimiento da lugar a
brotes mejor definidos y con primordios de hojas mejor
desarrollados (32).

Finalmente, se observd que los brotes formados guar-
dan una débil conexién con el explante y en ocasiones
ocurrié un desprendimiento del brote relativamente facil
durante la manipulacién de la muestray el procesamien-
to histoldgico (Figura 3F). Con estos resultados se pudo
verificar que los brotes adventicios, originados a partir de
las hojas del guayabo cultivadas in vitro, tienen un origen
organogénico. Existen varios trabajos en los que se de-
muestra que las células subepidérmicas dan origen a brotes
caulinares a través de un proceso organogénico (16, 33).

CONCLUSIONES

De manera general, se demostré que en las hojas
del guayabo existe una gran actividad morfogenética en
los tejidos que conforman el nervio central. Que esa acti-
vidad esta asociada fundamentalmente a las zonas don-
de se produce una herida. Ademas, se demostro que las
protuberancias tienen un origen pluri-tisular, en funciéon
de aquellos tejidos que son afectados por la heriday que
se trata de estructuras nodulares organizadas en centros
meristematicos, que alcanzan en ocasiones un estado
de diferenciacion, que le permite independencia y con ello
la organizacion de un meristemo caulinar, el cual da lugar
al brote, todo a través de un proceso de organogénesis
indirecta.
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