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EFECTO DE TRES ANTIOXIDANTES EN EL CULTIVO
In Vitro DE APICES DE GUAYABA (Psidium guajava L.).
RELACION ENTRE EL ORIGEN DEL EXPLANTE

Y EL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS

O. Concepcion®, Lelurlys Napoles, Aurora T. Pérez, Martha Hernandez,

Ninel Peraltay R. Trujillo

ABSTRACT. The effect of three antioxidant agentsin thein
vitro culture of guava (Psidium guajava L.) var. Enana Roja
Cubana EEA 18-40, as well as the relation among the
topophysical origin of explants in the tree, the content of
phenolic compounds in vegetable tissues and the success of
in vitro culture of guava are reported here. The lowest levels
of phenolization were observed with theuse of the PV PP (0.5 %),
which caused alower excretion of phenolic compoundsto the
culture medium although it showed the highest values of
contamination when it was compared with the L -cysteine and
thecitric acid + ascorbic acid mixture, in which phenolization
was extremely high although contamination levels were not
frequent. On the other hand, it was demonstrated that the
highest phenolic compound content was recorded in the apical
buds from the tree crown, which reached 229.32 mg.g* fresh
mass, and differed significantly from the rest of types of
explants. The explants obtained from root sprouts (basal
origin) showed the lowest phenolic compound contents and
had the greatest efficiency at in vitro establishment. Therefore,
these root sprouts were the most appropriate explants
recommended to surpass the barrier of phenolization during
theinitial stages of in vitro guava culture.

Key words: in vitro culture, guava, phenolic compounds,
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INTRODUCCION

La guayaba se considera una de las mas valiosas
frutas tropicales, entre otras cosas por su elevado conte-
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RESUM EN: En estetrabajo seestudiad efecto detresagentes
antioxidantesen el control delafenolizacion parael cultivoin
vitro delaguayaba (Psidiumguajava L .) var. EnanaRoja Cu-
banaEEA 18-40, asi como larelacion queexiste entreel origen
de los explantes en €l &rbol, el contenido de compuestos
fendlicosen lasyemasy € éxito del establecimientoinvitrode
la yema. Los niveles més bgjos de fenolizacion se obtienen
conel usodel PVPP (0.5%), € cua propici unamenor exuda
cion de compuestos fendlicos al medio de cultivo a pesar de
mostrar los valores de contaminacion méas atos cuando se
compar6 con la L-cisteina (25 mg.L™) y la mezcla de &cido
ascorbico (150 mg.L™) + &cido citrico (200mg-L™), enlosquela
fenolizacién es extremadamente alta a pesar de tener niveles
de contaminacion en bajafrecuencia. Por otro lado, se demos-
tr6 que el mayor contenido de compuestosfendlicoslo tienen
las yemas provenientes de brotes de lacopadel arbal, el cual
asciende a 229.32 mg.g™* de masa fresca de tejido vegetal y
difiere significativamente del resto de los tipos de explantes.
Por su parte, los explantes obtenidos a partir de rebrotesdela
raiz (origen basal) manifiestan los contenidos més bajos de
compuestosfendlicos, y poseenlamayor eficienciaen € esta-
blecimiento in vitro. Por tanto, estos se recomiendan como el
material vegetativo mas apropiado parasuperar labarreradela
fenolizacion durante los estadios iniciales del cultivoin vitro
en la guayaba.

Palabras clave: cultivo in vitro, guayaba, compuestos
fendlicos, estado juvenil delas plantas

nido de vitamina C, que en ocasiones sobrepasa los 400
mg en 100 g de pulpa. Esto puede estar asociado al cul-
tivar, al grado de madurez del fruto y a la época del afio.
Ademas, posee abundantes fibras, vitamina A, pectina,
fésforo, calcio y potasio (1).

El cultivo de la guayaba (Psidium guajava L.) des-
pierta gran interés en muchos paises y su futuro es alen-
tador. Se cultiva en Africa, la India, Hawai, Brasil, Puerto
Rico, Estados Unidos y, en Cuba, desde 1960 se
incrementa su cultivo en grandes proporciones (1).

La propagacién convencional de esta especie se lle-
va a cabo mediante el uso de estacas; sin embargo, este
es un proceso de baja eficiencia, debido a que una alta
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fenolizacién impide el buen enraizamiento. Por otro lado
la existencia limitada de plantas donadoras en algunos
cultivares obstaculiza este proceso. El injerto es afecta-
do severamente por la contaminaciéon ambiental, por lo
gue se emplea con poco éxito para producir grandes can-
tidades de plantas. La semilla constituye otro método de
propagacion convencional; sin embargo, se reconoce que
produce hasta un 30 % de variabilidad.

La biotecnologia en sentido general y el cultivo in
vitro en particular pueden ayudar a resolver estos proble-
mas en esta especie. Se debe tener en cuenta que la
multiplicacion in vitro constituye una alternativa viable para
la propagacion masiva de progenies sanas, uniformes
genéticamente y con caracteres morfolégicos juveniles
recuperados.

La guayaba, como muchas otras plantas, se ha
propagado con el empleo de las técnicas de cultivo in
vitro (2, 3, 4), las cuales han mostrado resultados venta-
josos en la produccion rapida de variedades de importan-
cia econémica. Se ha establecido un protocolo de propa-
gacién por cultivo de tejidos en esta especie que utiliza
como material de partida brotes obtenidos a partir de se-
millas germinadas in vitro (5). Este protocolo aunque su-
ple algunas necesidades de material no constituye una
herramienta completa, pues a partir de semillas lleva im-
plicita la variabilidad genética propia de la reproduc-
cién sexual en esta especie.

Sobre la propagacion in vitro a partir de yemas, se
considera que existen dos problemas cruciales para lo-
grar éxito en este cultivo: el primero es la contaminacion
y el segundo la fenolizacién u oscurecimiento de los teji-
dos, especialmente cuando se parte de material colecta-
do directamente del campo (3).

Se asegura que la fenolizacion esté relacionada con
el estado fisioldgico de los tejidos o explante (6), o sea,
gue la edad ontogenética esta vinculada a la presenciay
acumulacién de compuestos fendlicos en el vegetal. Por
otro lado, la seleccion de material vegetal adecuado (teji-
dos con caracteristicas fisiologicas juveniles apropiadas)
dentro del cuerpo de un arbol maduro puede ser un factor
limitado en plantas que como la guayaba tienen una alta
frecuencia de fenolizacion durante los primeros estadios
del cultivo in vitro.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, con el presente
trabajo se persigue comparar el efecto de diferentes agen-
tes antioxidantes en el control de la fenolizacién para el
cultivo in vitro de la guayaba, asi como estudiar la rela-
cién que existe entre el origen topofisico, contenido de
fenoles y establecimiento in vitro de las yemas de guayaba.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 con brotes tomados a
partir de plantas adultas de guayaba de la variedad Ena-
na Roja Cubana EEA 18-40 plantadas en un suelo
Ferralitico Rojo, con un marco de siembrade 4.0 x 1.5 m,
en areas de la Estacion Experimental de la Universidad
de Ciego de Avila.

Uso de diferentes agentes antioxidantes para
controlar la fenolizacion

Colecta del material vegetal. Se utilizaron brotes de aproxi-
madamente 5-6 cm de longitud con tres pares de hojas
visibles, provenientes de la copa de arboles de guayaba
seleccionados en el campo, los cuales una vez separa-
dos de la planta donadora se colocaron en diferentes fras-
cos que contenian 500 mL de una disolucion estéril de
antioxidantes. Se utilizd: 1) L-cisteina a 25 mg-L™,
2) PVPP a 500 mg-L™y 3) una mezcla de &cido ascérbico
(150 mg-L™) + &cido citrico (200 mg-L™), teniendo en cuen-
ta que son los antioxidantes y las concentraciones mas
empleadas en este cultivo (20).

Desinfeccién e implantacion in vitro. En el laboratorio los
brotes se lavaron con abundante agua corriente y deter-
gente. Luego en el flujo laminar se realizé la desinfeccion
superficial con bicloruro de mercurio al 0.05 % durante 20
minutos, después de los cuales se enjuagaron con abun-
dante agua destilada estéril. Al finalizar cada uno se co-
loc6é nuevamente en sus respectivas soluciones estériles
antioxidantes y luego se aislé la yema apical para su
implantacién.

La inoculacién de las yemas apicales se realiz6 en
tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio de culti-
vo de establecimiento constituido por las sales MS (7)
suplementado con BAP (4.44 umol-L™), AIA (8.56 pmol-L™?)
y el respectivo antioxidante afiadido a igual concentra-
cién que en la disolucion de colecta, excepto para el PVPP,
el cual se utilizé a 250 mg-L™. Los cultivos se incubaron
en la camara de luz artificial a temperatura de 26t1°C e
intensidad de luz de 35.7 pmol-m™-s™ con fotoperiodo de
16 horas luz. Se implantaron un total de 30 yemas por
tratamiento.

Las evaluaciones se realizaron a las 72 horas de
iniciado el cultivo y se analizé el porcentaje de contami-
naciény supervivencia de las yemas. Para evaluar el ni-
vel de fenolizacién, se utilizé la siguiente escala cualitati-
va: poco fenolizado (cuando el 10-40 % del volumen del
explante present6 sefiales de fenolizacién aisladas), me-
dianamente fenolizado (para explantes con el 40-70 % del
volumen fenolizado y presencia de un halo de color
parduzco en el medio alrededor del explante) y muy
fenolizado (para aquellos explantes donde el 100 % de
su volumen se encontraba fenolizado o necrosado y ade-
mas se observé un halo de color negruzco muy intenso
en el medio). Este método de evaluacion fue adaptado a
las yemas, tomando como base el propuesto para eva-
luar segmentos de hojas de guayaba cultivados in vitro (8).
Con esta escala se calcul6 el porcentaje de explantes
pertenecientes a cada categoria en cada uno de los tra-
tamientos.

Analisis del contenido de fenoles en yemas de dife-
rentes partes del arbol de guayabay su relaciéon con
el establecimiento in vitro

Colecta del explante. Se colectaron aproximadamente
50 brotes con tres pares de hojas visibles de diferente
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origen topofisico en arboles adultos de guayaba cultiva-

dos en el campo:

+ de laraiz (brotes muy juveniles cominmente llamados
“ladrones”)

+ de la primera rama del tronco (brotes juveniles y muy
vigorosos que surgen directamente del lefio)

+ de la copa (brotes juveniles ubicados en el extremo de
ramas en produccién).

A cada brote agrupado segun la clasificacién ante-
rior se le aisl6 la yema apical que se secciond en tres
partes iguales, las que se colocaron inmediatamente des-
pués de separadas en nitrégeno liquido, en agua destila-
da estéril y en una disoluciéon de PVPP al 0.5 % (M/V).
Otros brotes agrupados segun la clasificacién anterior pero
sin dividir se colocaron en la disolucion de PVPP al 0.5 %
(M/V), con vistas a realizar el establecimiento in vitro.
Extraccion de los fenoles. En el laboratorio se realizé la
extraccion con 10 volumenes de metanol (9). La muestra
se homogenizé y la suspension se centrifugd a 27200g
durante 15 minutos. El sobrenadante se colecté para
determinar el contenido de fenoles solubles. El pellet se
disolvié en NaOH 2M (2% volimenes) y se neutralizé con
HCL 2M (aigual volumen). Luego este se utilizé para de-
terminar el contenido de fenoles ligados a las paredes
celulares.

La concentracion de fenoles se determiné mediante

una curva de calibracion estandar del &cido clorogénico a
la concentracion de 0.05 mol.L™. La densidad 6ptica se
midio6 a los 725 nm. El resultado posibilité calcular el con-
tenido de fenoles totales en dependencia de la posicién
del explante en el arbol.
Establecimiento in vitro. Cada tipo de brote se lavo con
agua corriente y detergente antiséptico 3 % (v/v) Halogen
Especial durante 15 minutos. Las hojas abiertas se reti-
raron y se sumergieron nuevamente en la disolucién de
PVPP al 0.5 % para prevenir la oxidacion fendlica. La
esterilizacion superficial por agitacién durante 20 minu-
tos se realiz6 con una disolucion de bicloruro de mercurio
al 0.05 % (M/V), al cual se afiadi6 dos gotas de Twen 80.
Luego se enjuagd el material vegetal con abundante agua
destilada estéril.

Las yemas apicales con dos nudos visibles se aisla-
rony se inocularon en tubos de cultivo que contenian
10 mL de medio de cultivo de establecimiento, similar al
anterior, pero en esta ocasién suplementado con PVPP
(250 mg-L™*) como Unico antioxidante. Los cultivos se in-
cubaron en una cdmara de luz artificial a temperatura de
26+1°C e intensidad de luz de 35.7 umol-m?s? con
fotoperiodo de 16 horas luz. Al cabo de los 45 dias se
evaluaron el porcentaje de contaminacién, la frecuencia
de fenolizacion y brotacion, asi como el nimero de bro-
tes formados por explante.

Andlisis estadistico
El procesamiento de los datos y el analisis estadis-
tico se realiz6 mediante el SPSS version 8.0 para

Windows, partiendo de un Andlisis de Varianza (ANOVA)
y de la prueba de Duncan, para determinar el nivel de
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significacidn estadistica de las diferencias entre las me-
dias. Con el objeto de lograr distribucion normal en los
datos, las variables que se encontraban expresadas en
porcentaje se transformaron para su andlisis segun la
ecuacion: X’ = 2*arcsen((x/100)**0.5). Para las variables
discretas se utiliz6 la ecuacion: x' = (x + 0.5)**0.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Empleo de diferentes agentes antioxidantes

El 100 % de las yemas en todos los tratamientos
manifestd sintomas de fenolizacién, pero no a igual in-
tensidad. Enla Figura 1 se observa el nivel de fenolizacién
de las yemas de guayaba, expresado como el porcentaje
de explantes que se encuentran en cada una de las es-
calas cualitativas evaluadas para cada tratamiento.

Se puede apreciar cdmo las yemas de la mezcla de
acido ascoérbico y acido citrico reflejaron los mayores
porcentajes de explantes clasificados con un alto indice
de fenolizacion (97.8 %), el cual difiere significativamente
del resto de los tratamientos y demuestra la ineficiencia
de estos compuestos en el control de este fenémeno en
las yemas de guayaba.
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Figura 1. Efecto de diferentes agentes antioxidantes
en el nivel de fenolizacion de yemas de
arboles de campo de guayaba (Psidium
guajaval.)luego de 72 horas de cultivo in
vitro

Para las yemas cultivadas en L-cisteina, se clasifi-
caron el 62.2 % de los explantes con un alto nivel de
fenolizacion, mientras que solo el 35.6 % poseia un nivel
medio. Los niveles mas bajos de fenolizacion se obtuvie-
ron con la utilizacién del PVPP, el cual propicié una clasi-
ficacion mas heterogénea de los explantes, dando lugar
a un 24.4 % de explantes poco fenolizados y un 68.9 %
medianamente fenolizados, con diferencias significativas
con el resto de los tratamientos en ambas categorias.
Ademas, se observd que solo un 6.7 % de los explantes
se clasificaron como de alto indice de fenolizacion, valor
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gue difiere del resto de los tratamientos. El uso del PVPP
es muy sefialado en la literatura especialmente en gua-
yaba (4, 5,10). Sus caracteristicas como polimero le con-
fieren funciones adsortivas especificas para determina-
das moléculas de compuestos organicos, como son los
fenoles, los cuales son adsorbidos por el PVPP a través
de las moléculas de hidrégeno, previniendo asi la oxida-
cion de estos y la polimerizacién (6). EI PVPP a
250 mg.L* fue el antioxidante mas apropiado en la re-
duccién de compuestos fendlicos de guayaba, a diferen-
cia del acido citrico y el acido ascérbico, los cuales re-
sultaron en una respuesta muy pobre (10).

En este trabajo la fenolizacion se caracteriz6 por un
cambio en la coloracién del tejido vegetal y la emisién de
estos pigmentos rojizos o carmelitas hacia el medio de
cultivo. Estos se tornaron muy intensos hasta alcanzar
un color vino-oscuro, especialmente para el tratamiento
con lamezcla de acidos ascorbico y citrico. Este nivel de
fenolizacién lleg6 a provocar la muerte de los explantes.

Entre las causas que provocan este estado se en-
cuentra el dafio que se produce en la superficie del
explante después de realizado un corte o herida, y en
otros casos, la senescencia o muerte de algunas células (6).
Se asegura que la biosintesis de compuestos fendlicos
es afectada por situaciones de estrés, tales como heri-
das o ataques de patégenos (11). En manzana (Malus
sp.), diversos tipos de heridas en frutos y hojas promue-
ven la acumulacion de acido clorogénico y flavonoles via
activacién de la enzima fenilalanina-amonio-liasa (PAL) (11).

Es importante sefialar que el éxito del establecimiento
in vitro de las yemas en este experimento se vio limitado,
debido a la alta contaminacién que existi6 (Figura 2) de
manera especial en los tratamientos donde los niveles de
fenolizacién fueron mas bajos.
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Figura 2. Porcentaje de contaminacién de las ye-
mas de arboles de campo de guayaba
(Psidium guajaval.)luego de 72 horas de
iniciado el cultivo in vitro
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Se puede apreciar como los mayores valores en el
porcentaje de contaminacién (84.4 %) se alcanzaron en
el caso del PVPP, el cual difiere significativamente del
resto de los antioxidantes, tratamiento que a su vez mos-
tré los menores indices de fenolizacién (Figura 1). Por su
parte, la L-cisteina mostr6 un 20.0 % de contaminacion
mientras que para la mezcla de antioxidantes (acido
ascorbico + acido citrico) no existié crecimiento de mi-
croorganismo alguno. Este resultado reafirma las carac-
teristicas antisépticas de los exudados fendlicos de la
guayaba, los cuales tienen una amplia repercusion en la
medicina tradicional (12). Se asegura que extractos de
corteza y hojas de guayaba tienen accién in vitro contra
numerosas bacterias de los géneros Staphylococcus,
Shigella, Salmonella, Bacillus, E. coli, Clostridium y
Pseudomonas. También tienen actividad contra hongos y
levaduras (13).

Las plantas con flores, los helechos, musgos y mu-
chos microrganismos contienen diversos tipos de fenoles.
Con importantes excepciones, se desconocen las fun-
ciones de la mayoria de estos compuestos. Sin embar-
go, todos poseen un anillo aromético al que se unen di-
Versos grupos sustituyentes, como el hidroxilo, u otras
estructuras ciclicas no aromaticas (14), las cuales le
confieren propiedades antimicrobianas. Por otra parte, los
acidos fendlicos son intermediarios del metabolismo
fenilpropanoide (15). Estos también son precursores de la
sintesis de la lignina (16) y fitoalexinas fenilpropanoides (17).
La produccion de estas sustancias constituye un me-
canismo de defensa importante para las plantas superio-
res (18).

La toxicidad de los fenoles exudados al medio por
los explantes de guayaba, provoc6 que en los tratamien-
tos donde la fenolizacion fue superior, la contaminacién
fuera nula. Por ello, resultaria interesante estudiar en el
futuro el efecto de estos exudados fendlicos de la guaya-
ba, como suplemento en el medio de cultivo in vitro de
otras especies con problemas de contaminacion sistémica
o0 incluso de bajo ritmo de crecimiento y proliferacion,
pues en algunos cultivos estas sustancias favorecieron
el crecimiento. Para la cafia de azucar, por ejemplo, se
encontrd una estrecha relacion entre la formacién de bro-
tes y la excrecién de fendlicos en el cultivo de inmersién
temporal en medio liquido y también se demostré que los
factores que promueven la formacién de brotes
incrementan la excrecion de fenoles (19).

Para los explantes de guayaba la fenolizacién resul-
t6 ser perjudicial, pues finalmente provocé la muerte de
los explantes, excepto para aquellos tratados con PVPP
gue no se contaminaron. Por ello, se reconoce este
antioxidante como el mas adecuado para emplear en el
cultivo de tejidos in vitro de yemas de guayaba. A pesar
de ello, el crecimiento de los explantes que sobrevivieron
fue lento y al cabo de tres a cuatro subcultivos, se produ-
jo la caida de las hojas abiertas y finalmente murieron.
Por ello, se hizo imprescindible buscar otras yemas que
fueran explantes mas apropiados.
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Andlisis del contenido de fenoles en yemas de dife-
rentes partes del arbol de guayabay su relacion con
el establecimiento in vitro

En el caso de la guayaba, tal y como se observé en
el experimento anterior, la eficiencia en el establecimien-
to in vitro es baja y se necesita buscar otros tipos de
explantes que permitan mayor éxito. En la Tabla | se pue-
de apreciar el contenido de fenoles ligados a la pared,
solubles en la planta y totales de las yemas colectadas
de diferentes partes del arbol de guayaba, cuando se uti-
lizaron diferentes formas de hacer la colecta con nitrége-
no liquido, PVPP 0.5 % (M/V) o agua destilada estéril,
como disoluciones (Tabla I).

Tabla I. Contenido de fenoles en yemas apicales de
brotes de diferentes partes del arbol de gua-
yaba, colectados en nitrégeno liquido, agua
destilada estéril y en una disoluciéon de
PVPP al 0.5 % (Valor promedio en mg.g™* de

masa fresca)
A) Disolucién B) Origen Solubles Ligados a la Totales
para colectar del explante  enlaplanta  pared celular

Nitrégeno Copa 120.30 a 109.02 a 229.32 a
liguido Tronco 11894a 69.39b  188.33b
Raiz 82.95b 70.15b 153.11c

PVPP (0.5 %) Copa 59.47 ¢ 33.11d 92.58d
Tronco 42.9e 30.76 d 73.75e

Raiz 33.45f 32.35d 65.79 f

Agua estéril Copa 60.87¢c 33.56d 94.43d
Tronco 49.05d 39.39¢c 88.45d

Raiz 4311e 33.26d 76.37e€

ES 2.02 1.93 5.62

Medias con letras iguales no difieren significativamente segin
ANOVA y Duncan, para p<0.05

El contenido de fenoles de los explantes que se co-
locaron en nitrégeno liquido, o sea, al instante de ser
colectados en el campo, refleja de manera precisa la can-
tidad de estos compuestos que posee cada uno de estos
tipos de explantes in situ. Se aprecia que, en sentido
general, la guayaba posee un alto contenido de compues-
tos fendlicos, que representa para las yemas de la copa
mas del 20 % de la materia contenida en un gramo de
tejido vegetal fresco. Sin embargo, no ocurre igual con
las yemas tomadas de las otras partes del arbol.

El mayor contenido de fenoles totales, el cual difiere
significativamente del resto de los tipos de explantes, lo
tienen las yemas de brotes de la copa del arbol. Le con-
tindan en orden descendente las yemas de rebrotes del
tronco y las yemas de los rebrotes de la raiz. Estos re-
sultados, sin lugar a dudas, reflejan la influencia que tie-
ne el estado fisioldgico del vegetal en el contenido de
fenoles en los tejidos. Las yemas de los brotes con ca-
racteristicas mas juveniles (rebrotes de la raiz) son los
gue poseen un menor contenido de fenoles.
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La presencia de &cidos hidroxicinamicos, como el
acido ferulico y otros grupos de compuestos fenélicos en
la pared celular, que juegan un papel importante en el
endurecimiento de esta (11), justifica el que los rebrotes
deltroncoy la raiz posean un contenido de fenoles liga-
dos a la pared significativamente menor que los brotes de
la copa del arbol, pues los primeros a diferencia de estos
Ultimos se encontraban en crecimiento vigoroso, paralo cual
las paredes celulares requieren de cierta plasticidad (20).

Al analizar los resultados cuando la colecta se reali-
z6 con agua destilada estéril o PVPP, se observa que en
todos los tipos de explantes el contenido de fenoles es
significativamente menor en comparacién con el que re-
flejan los datos para el nitrégeno liquido. Este aspecto es
importante, pues se reconoce que la mayor cantidad de
estos compuestos se exudan a las soluciones, a partir
de una oxidacion de aquellos que se encuentran ligados
a la pared y los que se encuentran solubles en las
vacuolas (6). La diferencia que se observa entre los valo-
res totales de uno y otro radica fundamentalmente en la
exudacion que ocurrid durante el tiempo que se mantu-
vieron sumergidos en estas soluciones.

A pesar de lo anterior, el contenido de fenoles tota-
les continGia siendo significativamente mayor en los
explantes provenientes de la copa del arbol. El PVPP,
por su parte, mostrd ser una mejor opcién para colectar
los explantes de guayaba que el agua estéril. Las yemas
colectadas en este antioxidante manifestaron un menor
contenido de fenoles totales independientemente del ori-
gen de estas, a excepcion de las yemas de los brotes de
la copa, las cuales continuaron con valores altos, aunque
significativamente menor que para las colectadas con agua
destilada estéril.

Se observa también que el contenido de fenoles liga-
dos a la pared es algo similar para todos los tipos de
explantes, independientemente de la disolucién de co-
lecta, mientras que los fenoles solubles son los que tie-
nen una mayor diferencia e incidencia en los totales. Esto
esta dado fundamentalmente porque la movilizacion de
estos compuestos a partir de las estructuras celulares
rigidas tiene un limite, el cual asegura la no desaparicion
total de estas (20).

Se asegura que tejidos juveniles son menos pro-
pensos a la fenolizacién durante la escisién que aquellos
tejidos mas viejos (6). Esto es debido al nivel de diferen-
ciacién alcanzado por aquellos tejidos maduros, donde
la concentracidon de sustratos apropiados para las
enzimas fenolasa y polifenoloxidasa en las vacuolas es
mas alta. También plantea que en los arboles lefiosos
deciduos se obtiene un gradiente de madurez que au-
menta a medida que se asciende por el arbol. Asi, los
brotes que se obtienen mas préximos al nivel del suelo,
suelen tener caracteristicas mas juveniles.

Estos resultados permiten suponer que el contenido
de compuestos fendlicos de los tejidos puede servir como
marcador del grado de madurez en esta especie. De he-
cho, las diferencias que existen entre los 6rganos juveni-
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les y maduros no solo estan asociadas a su morfologia 'y multiplicacién in vitro de los explantes obtenidos a partir
estructura, sino también a sus procesos metabdlicos de de material colectado en la base de los arboles de casta-
sintesis y degradacion. Se plantea que en el olivo los fia es superior al de los explantes colectados en las ra-
grupos de proteinas que existen en tejidos juveniles y mas de la copa de los mismos arboles (22). Por otra
adultos, tanto dentro del mismo arbol como entre arboles parte, en la produccion de microinjertos de arboles elites
separados, son cualitativamente similares pero seleccionados de Pinus radiata, se demostré que el es-
cuantitativamente diferentes (21). Se ha relacionado el tado ontogenético del material vegetal tiene mayor impor-

contenido de fenoles de ocho clones de castafia cultiva- tancia que la edad cronoldgica, para el éxito en el esta-
dos in vitro con: el estado maduro o juvenil, el origen blecimiento in vitro (23).
topofisico y la capacidad de enraizamiento (22). Ellos En este experimento, las pocas yemas de los bro-

detectaron un tanino condensado en el material maduro tes de la copa y el tronco que fueron capaces de brotar,
gue no aparecié en el material juvenil, indicando que este adquirieron con el tiempo un cierto grado de endureci-
puede ser usado como un marcador cualitativo en el de- miento y apariencia hiperhidrica. Al cabo de cinco a seis
sarrollo de esta especie lefiosa. meses de cultivo mueren sin progresar en su crecimiento

En la Tabla Il se observa el efecto del origen de los y desarrollo. Mientras tanto los explantes logrados a par-
explantes en el establecimiento in vitro, de acuerdo con tir de la proliferacion de las yemas con origen en los

el porcentaje de ocurrencia de contaminacién, rebrotes de la raiz del arbol, mantienen un ritmo de creci-
fenolizacion, brotacién, asi como del nimero de brotes miento normal y coeficientes de multiplicacién promedio
emitidos por explante. de 3.7 luego de cuatros subcultivos.

Tabla Il. Efecto del origen topofisico de las yemas de guayaba (Psidium guajava L.) en el establecimiento in
vitro luego de 45 dias de iniciado el cultivo

Origen del explante Contaminacién (%) Fenolizacion (%) Brotacion (%) No. brotes/yema
[x'=2-arcsen((x/100)**0.5)] [x'=2-arcsen(x/100)**0.5)] [x'=2-arcsen((x/100)**0.5)] [x'=(x+0.5)**0.5]
Copa 16.0 [0.645] 98.0 [3.013 a] 8.0 [0.371 b] 1.00 [0.748 b]
Tronco 28.0 [1.104] 68.0 [2.054 b] 16.0 [0.742 b] 1.20 [0.825 b]
Raiz 24.0 [1.016] 16.0[0.742 c] 64.0 [1.861 a] 1.56 [1.161 a]
ES 3.305 [0.109] 9.251 [0.275] 7.001 [0.194] 0.130 [0.038]
Sig. NS +++ +++ +++

Medias con letras iguales no difieren significativamente segin ANOVA y Duncan para p<0.05 y n=25, los datos transformados segln
ecuacion aparecen entre corchetes. NS: no significativo

En sentido general, se observa que el uso de las ye- En sentido general, el uso de las yemas de rebrotes
mas de rebrotes de la raiz como explantes para iniciar el de la raiz como explantes para iniciar el cultivo in vitro
cultivo in vitro permite reducir el fendmeno de la fenolizacién permitié superar las barreras de la fenolizacién y brotacion
significativamente. Esto ocurre sin provocar incrementos significativamente. Estos resultados demuestran que se
marcados en los niveles de contaminacion, a pesar de ser trata del explante mas apropiado para iniciar el cultivo in
un explante que estd muy préximo al nivel del suelo. vitro en la micropropagacion de la guayaba variedad Ena-

Por su parte, la brotacién de las yemas ocurre na Roja Cubana EEA 18-40.
significativamente con mayor frecuencia en los explantes
provenientes de laraiz que en los explantes de la copay CONCLUSIONES
el tronco, los cuales no muestran diferencias estadisticas
significativas entre si. El nUmero de brotes emitidos por Se reconoce el PVPP 0.5 % (M/V) como el
yema apical es de igual forma significativamente superior antioxidante mas adecuado para emplear en el cultivo de
en los brotes mas juveniles (rebrotes de raiz), o sea, enlos  tejidos in vitro de yemas de guayaba, pues permitié que
gue demostraron tener menor contenido de fenoles (Tabla l). un 24.4 % de los explantes estuvieran poco fenolizados y
En general, en los explantes de apices de guayaba, es  que el 68.9 % estuviera medianamente fenolizados, al
muy frecuente la brotacion y el crecimiento de una a dos cabo de 72 horas de iniciado el cultivo, ademas de que

yemas, debido principalmente a la dominancia apical ejer- con este antioxidante las yemas colectadas manifesta-

cida por el primordio que logra brotar primero (5). Este as- ron un menor contenido de fenoles totales independiente-

pecto hace que a pesar de que el porcentaje de formacion mente del origen de estas.

de brotes sea alto o bajo en extremos, el nimero de brotes Las yemas de los brotes con caracteristicas mas

por explante no muestre valores muy distantes, aunque si  juveniles (rebrotes de la raiz) son las que poseen el me-

significativos para p<0.05 en este caso. nor contenido de fenolesy el uso de estas como explantes
La seleccion de material vegetal (tejidos con carac- para iniciar el cultivo in vitro permiti6 superar las barreras

teristicas fisiolégicas juveniles apropiadas) dentro del de la fenolizacién y brotacion significativamente, lo cual
cuerpo de un arbol maduro, puede ser un factor limitado ~ demostr6 que existe una relacion estrecha entre el ori-
en plantas que poseen una baja eficiencia en el estable- gen del explante, su contenido de fenoles y el éxito del
cimiento in vitro. Se ha demostrado que la capacidad de establecimiento in vitro.
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