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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivos estudiar el efecto de la densidad de indculo y la frecuencia de inmersion en
la multiplicacién de explantes de guayaba en sistemas de inmersion temporal. Se utilizaron sistemas con recipientes
de 1.0 litro de capacidad con 0.2 litros de medio de cultivo. Los mejores resultados se obtuvieron al emplear 20
explantes como densidad de in6culo, con una frecuencia de cuatro inmersiones al dia y renovando el medio de
cultivo a los 21 dias, con lo cual se obtuvo un coeficiente de multiplicacion de 44.7 a los 42 dias de cultivo.
Independientemente de la frecuencia de inmersién empleada se observé la presencia de explantes hiperhidratados,
con una menor afectacion en los explantes multiplicados en el tratamiento con cuatro inmersiones por dia. Con el
objetivo de lograr la elongacién de los explantes, estos fueron transferidos a sistemas con frascos de 10 litros de
capacidad y 3.0 litros de medio de cultivo. Se realizaron cuatro inmersiones por dia durante 21 dias de cultivo,
transcurrido este tiempo el medio de cultivo fue renovado totalmente por 5.0 | de medio de cultivo de enraizamiento.
El numero de inmersiones se redujo a una por dia y se evalud el efecto de la ventilacion forzada sobre la calidad de
los explantes obtenidos. Durante la fase de enraizamiento se increment6 el coeficiente de multiplicacién (70.3), pero
en condiciones de aclimatizacién solo se logro la supervivencia de un 21.8% de los explantes producidos en el
tratamiento con ventilacion forzada.
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ABSTRACT

The objectives of the present work were to study the effect of the inoculation density and the immersion
frequency in the multiplication of guava explants in temporary inmersion systems. Systems with flasks of 1.0
liter of capacity with 0.2 liters of culture medium were used. The best results were obtained when 20 explants
for flask were inoculated and cultured with a frequency of four immersions a day and after 21 days the culture
medium was renovated. After 42 days a multiplication rate of 44.7 was obtained. Hyperhidric explants were
observed independently of the immersion frequency with a smaller affectation in the multiplicated explants in
the treatment with four immersions per day. With the objective of achieving the elongation the explants were
transferred to systems with flasks of 10 liters of capacity with 3.0 L of culture medium. They were cultured with
four immersions per day during 21 days, lapsed this time the culture medium was renovated totally by 5.0 | of
rooting culture medium. The number of immersions decreased to one per day and the effect of forced ventilation
in the quality of the obtained explants was evaluated. During the rooting phase the multiplication rate increased
(70.3), but under acclimatization conditions the explants survival was only achieved (21.8%) in the treatment
with forced ventilation.
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INTRODUCCION eficiencia biolégica y productiva del material vegetal

propagado y se reducen los efectos colaterales como

El desarrollo de protocolos basados en el uso de
medios de cultivo en estado liquido en algunas o todas
las etapas de la micropropagacion; puede reducir los
costos y la manipulacién en la propagacion in vitro
(Teisson y Alvard, 1999; Teisson et al., 1999). Los
sistemas de inmersién temporal (SIT) constituyen una
tecnologia accesible que permite automatizar algunas
etapas del cultivo in vitro con mayor facilidad para el
manejo de los cultivos, su inoculaciéon y cosecha,
con lo cual se ahorra tiempo y mano de obra durante
el proceso de escalado (Etienne y Berthouly, 2002).
Con el empleo de los SIT se logra un aumento en la

la hiperhidricidad e hipoxia causados por el cultivo
en condiciones estaticas con el empleo de medios
de cultivo liquidos (Escalona et al., 1998; Lorenzo et
al., 1998; Escalona et al., 1999).

Estas ventajas se deben en lo fundamental a que en
los sistemas de inmersion temporal los explantes estan
en contacto intermitente con el medio de cultivo y esto
causa una estimulacion en la toma de nutrientes, por
tal motivo la mayoria del tiempo los explantes estan
cubiertos por una fina pelicula de medio de cultivo lo
que impide la desecacion y por lo tanto, hay poca
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resistencia a la difusion de los gases y en consecuencia
una minima interrupcion del intercambio de gases entre
el explante y la atmésfera. Otros factores que favorecen
el crecimiento de los explantes son la frecuencia de
inmersion y con ello la renovacion de la atmésfera dentro
del recipiente aintervalos regulares, con lo cual aumenta
el suministro de oxigeno y se elimina la acumulacion
de gases nocivos en el recipiente de cultivo (Etienne y
Berthouly, 2002).

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto
de la frecuencia de inmersion y la densidad de indculo
en la multiplicacion in vitro de explantes de guayaba
con el empleo de sistemas de inmersiéon temporal como
una via alternativa dentro del esquema de propagacion
in vitro que se ha desarrollado para este cultivo.

MATERIALES Y METODOS
Condiciones generales de cultivo

Los experimentos se realizaron con sistemas de
inmersién formados por recipientes de 1.0 litro de
capacidad para la fase de multiplicacion y de 10 litros
de capacidad para la fase de elongacion-enraizamiento.

Como material vegetal se utilizaron explantes
multiplicados durante cuatro subcultivos en medio de
cultivo en estado semisdlido y previo a la inoculacion
de los SIT los explantes fueron cultivados en medio
de cultivo liquido en condiciones agitacion durante
cinco dias.

Los SIT se colocaron en camaras de cultivo de luz
solar con una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos que oscild entre 100-125 pmol.m2.s™
y una temperatura de cultivo de 28 + 2.0°C.

Fase de multiplicacion

Se estudio el efecto de la densidad de inéculo y la
frecuencia de inmersién sobre la multiplicaciéon de
los explantes. Las densidades empleadas fueron 20,
30 y 40 explantes por recipiente de cultivo de 1.0 litro
de capacidad. Por cada densidad evaluada se
montaron tres SIT y las frecuencias de inmersion
fueron cada tres y seis horas, (cuatro y ocho
inmersiones por dia), con lo cual quedaron
conformados un total de seis tratamientos. El tiempo
de inmersiéon fue de un minuto y los recipientes
utilizados como reservorio de medio de cultivo fueron
esterilizados con 0.2 litros.

Se evalud a los 42 dias el numero de explantes por
sistema, se calculd el coeficiente de multiplicacion,
se determind la altura (cm) de los explantes y de
manera visual se evalué la presencia o no de explantes
con sintomas de hiperhidricidad.

A modo de control se prepararon un total de 20 frascos
de cristal del tipo biotecnolégico (250 ml), cada uno

fue considerado como una réplica y se le colocaron
10 explantes. EI medio de cultivo semisdlido
empleado fue de similar composicion al utilizado en
los sistemas de inmersion temporal.

Después de los primeros 21 dias de cultivo de los
explantes en la fase de multiplicacién se renovoé
totalmente el medio de cultivo y se adicion6 a cada
SIT 0.5 litros de medio de cultivo fresco, el incremento
en el volumen con respecto al inicial estuvo
directamente relacionado con el desarrollo de los
explantes en los recipientes de cultivo.

El procesamiento estadistico de los resultados se
realizd6 mediante la aplicacion de un ANOVA de
clasificacion doble y la prueba de Duncan,
mediante el paquete estadistico SPSS para
Windows version 9.0.

Fase de enraizamiento

Trascurridos 42 dias de cultivo en los SIT de 1.0 litro
de capacidad, se realiz6 la transferencia de los
explantes a SIT con recipientes de 10 litros de
capacidad. A estos sistemas se le afiadieron 3.0 litros
de medio de cultivo para la elongacion de los brotes.
Los explantes de los diferentes tratamientos no fueron
mezclados al momento de inocular los sistemas de
10 litros, es decir, se les dio seguimiento al
comportamiento de estos explantes en dependencia
de la densidad de in6culo y la frecuencia de inmersion
temporal que se aplicé durante la fase de
multiplicacion. Los explantes permanecieron durante
21 dias con cuatro inmersiones por dia con una
duracién de un minuto cada una. Transcurrido este
tiempo se evalué la altura (cm) de los explantes y la
presencia o no de sintomas de hiperhidricidad.

Para el procesamiento estadistico de los resultados
se empled un ANOVA de clasificaciéon simple y la
prueba de Duncan.

Después de 21 dias de cultivo se renovo todo el medio
de cultivo de elongacion por 5.0 litros de medio de
cultivo de enraizamiento, el incremento en el volumen
del medio se debié al desarrollo (altura) alcanzado
por los explantes en el recipiente de cultivo.

En esta fase final del proceso y con el objetivo de
reducir la presencia de explantes con sintomas de
hiperhidricidad y mejorar el desarrollo de los
mismos para su aclimatizacién en condiciones ex
vitro, se estudio el efecto de la aireacion forzada
al frasco de cultivo.

Se disminuyd el niumero de inmersiones de cuatro a
una por dia y se evalué después de 28 dias de cultivo,
el numero total de explantes por frasco de cultivo, se
calculé el coeficiente de multiplicacion, se determiné
el numero de explantes con raices, la altura (cm) de
los explantes y de manera visual se evalud la



presencia o no de explantes con sintomas de
hiperhidricidad.

En este caso para el procesamiento estadistico de
los resultados se empled un ANOVAdoble y la prueba
de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de multiplicacion

Se observo que el mayor numero de explantes por

sistema de inmersion temporal se obtuvo en el
tratamiento inoculado con una densidad inicial de 40
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explantes por recipiente de cultivo y cuatro
inmersiones al dia. Sin embargo, en este tratamiento
los explantes alcanzaron una menor altura respecto
a los demas (Tabla 1), y presentaron diferencias
estadisticamente significativas.

A partir de los resultados obtenidos se selecciond
como mejor tratamiento el inoculado con 20 explantes
y cuatro inmersiones al dia. Esta decisién se
fundamenté en el hecho de que en este tratamiento
se obtuvo el mejor coeficiente de multiplicacion y la
mayor altura de los explantes (Tabla 1), aspecto este
ultimo muy importante para el posterior desarrollo de
los mismos en la siguiente fase del proceso.

Tabla 1. Efecto de la densidad de inéculo y la frecuencia de inmersion sobre el niumero de explantes de
Psidium guajava cv. Enana roja obtenidos después de 42 dias de cultivo en sistemas de inmersién temporal

con recipientes de 1.0 litro de capacidad.

Tratamientos (No. de Coeficiente Altura promedio
Densidad de In6culo Numeros de explantes / de por tratamiento
(No. de explantes / inmersiones por dia recipientes de multiplicacién (cm)
recipientes de cultivo) cultivo)
20 4 894 d 447 4.88a
30 4 1116 b 37.2 4.38b
40 4 1356 a 33.9 3.65¢
20 8 716 e 35.8 4.44bp
30 8 1089 ¢ 36.3 4.37b
40 8 1140 bc 28.5 429b
Control 34f 3.4 3.17d
X+E.S. 906.43 + 5.691 4.16 £ 0.027

Meias con letras distintas por columnas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba Duncan

Este comportamiento puede estar relacionado entre
otras causas con la disponibilidad de nutrientes, pues
en el tratamiento inoculado con 40 explantes al
iniciarse esta fase del proceso, la relacion medio de
cultivo por explante era de 5.0 ml, mientras que en el
tratamiento inoculado con 20 explantes, esta relacion
fue de 10 ml por explante, lo que permitié una mayor
disponibilidad de nutrientes y con ello una mayor
estimulacion de los explantes a multiplicarse.

Autores como Etienne y Berthouly (2002),
plantearon que el movimiento de los explantes
dentro del recipiente de cultivo durante el momento
de la inmersién, elimina en muchos casos la
dominancia apical y/o provoca la separacién de
los explantes, con lo cual se favorece la produccién
de nuevos brotes y con ello un incremento del
coeficiente de multiplicacion. Esta explicacion
pudo ser otra de las causas que provocd un
aumento del coeficiente de multiplicacion en el
tratamiento inoculado con 20 explantes, pues al
inocularse un menor numero de explantes por
recipiente de cultivo, la agitacion que se produce
durante el momento en que esta siendo aireado el

recipiente de cultivo es mayory con ello se favorece
la posible separacién de los explantes. Durante esta
fase del proceso de propagacion in vitro se observé
en todos los tratamientos excepto el control, la
presencia de explantes con sintomas de
hiperhidricidad, no obstante, al evaluar de forma visual
este tipo de afectacién se observd que en los
tratamientos con cuatro inmersiones por dia, este
tipo de afectacion fue menor.

Hussey (1986) demostrd que una de las condiciones
que reduce las afectaciones por hiperhidricidad en los
explantes es el incremento de la aireacién, mientras
que un afio mas tarde Aitken-Christie y Jones (1987),
explicaron que el contacto intermitente de los explantes
con el medio de cultivo en estado liquido también reducia
este tipo de afectacion. Sin embargo, a pesar de haber
combinado estas dos caracteristicas al trabajar con
sistemas de inmersién temporal, no se pudo evitar la
presencia de explantes de guayaba con sintomas de
hiperhidricidad.

Krueger et al. (1991) demostraron la influencia de la
frecuencia de inmersion sobre la multiplicacion de
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brotes y la presencia de explantes con sintomas de
hiperhidricidad en fresa, pues con inmersiones de cinco
minutos de duracion cada 30 minutos tanto el
coeficiente de multiplicacién como el nimero de
explantes con sintomas de hiperhidricidad se
incrementaron. Sin embargo, con inmersiones de cinco
minutos cada una hora no hubo presencia de explantes
con sintomas de hiperhidricidad, pero el coeficiente de
multiplicacion disminuyd, por lo que recomendaron
emplear la primera combinacion durante la fase de
multiplicacion y la segunda para mejorar la calidad de
los explantes con vista a su adaptacién en condiciones
ex vitro. Estos autores observaron, ademas, que
cuando se reduce la frecuencia de inmersion se
producen afectaciones en los brotes, sobre todo
relacionadas con la desecacion de los tejidos, de las

cuales los explantes se recuperan después de un
periodo de tiempo en estas nuevas condiciones.

Fase de enraizamiento

Aligual que en la fase anterior y a pesar de haber
reducido las inmersiones a cuatro por dia para
todos los tratamientos, se observo después de 21
dias de cultivo la presencia de explantes con
sintomas de hiperhidricidad.

Al evaluar la altura de los explantes los mejores
resultados (6.24 cm) se alcanzaron en el tratamiento
inoculado con 20 explantes, el cual presento diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los
demas tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Comportamiento de explantes de Psidium guajava cv. Enana roja después de 21 dias de cultivo para
su elongacion en recipientes de 10 litros de capacidad con cuatro inmersiones diarias de un minuto de

duracion cada una en sistemas de inmersion temporal.

Densidad de In6culo
(No. de explantes /
recipientes de cultivos)

Numeros de
inmersiones por dia

Altura promedio de los
explantes (cm)

20
30
40
20
30
40

Control
X+ E.S.

6.24 a
5.61 bc
4.92d
5.75b
5.53¢c
8 5.40c
351e
5.28 £ 0.023

© o »h b~ b

Medias con letras distintas por columnas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba Duncan

Después de 28 dias de cultivo en fase de
enraizamiento se observé que el coeficiente de
multiplicacion se incrementé en todos los
tratamientos con respecto al coeficiente alcanzado
en cada uno de ellos durante la fase de multiplicacion.
El aumento mas notable correspondio al tratamiento

inoculado con 20 explantes, con un coeficiente de
multiplicacion de 70.3 (Tabla 3).

Esto se debio a la formacion de nuevos brotes a partir
de las yemas localizadas en la base de cada par de
hojas (Figura 1).

Figura 1. Desarrollo de explantes de Psidium guajava cv. Enana roja obtenidos en fase de enraizamiento después
de 28 dias de cultivo en SIT con recipientes de 10 litros de capacidad, se puede observar la formacién de nuevos
explantes a partir de las yemas localizadas en la base de cada par de hojas con lo cual se increment6 el coeficiente

de multiplicacion.



Este comportamiento de los explantes permite
individualizarlos a la hora de transplantarlos a
condiciones ex vitro y obtener con ello un mayor
numero de plantas.

Los mejores resultados en cuanto al nUmero de
explantes por recipiente de cultivo siguieron
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correspondiendo al tratamiento inoculado con 40
explantes, con un total de 1796 explantes. Sin
embargo, los mejores resultados en cuanto a la
altura y el porcentaje de explantes enraizados
correspondieon al tratamiento inoculado con 20
explantes.

Tabla 3. Comportamiento de explantes de Psidium guajava cv. Enana roja después de 28 dias de cultivo en fase de
enraizamiento y en recipientes de 10 litros de capacidad con una inmersion diaria de un minuto de duracion cada
una y bajo la aplicacién o no de ventilacion forzada al recipiente de cultivo en sistemas de inmersion temporal.

Tratamientos No. de Coeficiente de  Explantes con raices Altura promedio
Ventilacién explantes / multiplicacion por tratamiento
forzada medio de culivo No. % (cm)
A Si 1406 d 70.3 1328d 94.5 7.57 a
B Si 1636 ¢ 54.5 1523 b 93.1 6.91b
C Si 1796 b 44.9 1617 a 90.0 6.13¢c
D No 1221 e 61.0 1008 e 82.5 7.02b
E No 1603 ¢ 53.4 1471 ¢ 91.7 6.87b
F No 1852 a 46.3 1598 a 86.3 6.81b
Control 13f 1.3 13f 100.0 492d
X+E.S. 1361.0 + 4.582 12225+ 6.60 + 0.032
5.023

Medias con letras distintas por columnas difieren estadisticamente para p<0.05 segun la prueba Duncan

Estos resultados pueden estar relacionados con el
hecho de que todos los tratamientos evaluados
durante la fase de multiplicacion se subcultivaron
integramente, a frascos de 10 litros y el volumen de
medio de cultivo fue el mismo para todos, por lo que
hubo una mayor disponibilidad de medio de cultivo
para los explantes provenientes del tratamiento
inoculado inicialmente con 20 explantes.

Se observo ademas, que en todos los tratamientos
independientemente de la aplicacién o no de
ventilacion forzada al recipiente de cultivo, los
explantes obtenidos presentaron en mayor o menor
medida sintomas de hiperhidricidad, estos fueron
menos evidentes en los explantes obtenidos en los
tratamientos con ventilacion forzada.

Durante la aclimatizacion de estos explantes,
Unicamente se logro supervivencia (21.8%) en los que
provenian del tratamiento con ventilacion forzada.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
corroboraron la importancia de parametros de
cultivo como la frecuencia de inmersion y la
densidad de inoculacioén en la multiplicacion in vitro
de explantes de guayaba con el empleo sistemas
de inmersién temporal. Se demostrd, ademas, que
la aplicacion de ventilacion de manera forzada al
recipiente de cultivo reduce las afectaciones de

los explantes por hiperhidricidad y favorece la
posterior aclimatizacion en condiciones ex vitro de
las plantas producidas in vitro.
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