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RESUMEN

El guayabo (Psidium guajava L.) ha demostrado ser una especie recalcitrante a técnicas de micropropagacion via
organogénesis, debido a problemas de contaminaciéon microbiana y ennegrecimiento de los tejidos. El presente
trabajo persiguié como objetivos: evaluar la incidencia y el efecto de la contaminacién bacteriana en el establecimiento
in vitro del Guayabo asi como aislar e identificar los principales contaminantes. Se trabajé con un total de 34
segmentos nodales de guayabo que no lograron establecerse in vitro. De ellos, 28 presentaban contaminacion
microbiana visible sobre el medio de cultivo, alrededor de la base de los explantes y en ocasiones colonizando los
mismos. Se describieron los caracteres culturales de los microorganismos contaminantes en el medio de cultivo
para el establecimiento in vitro, se aislaron y purificaron. Para la identificacion se realizaron pruebas tintoriales,
fisiolégicas y bioquimicas tradicionales. Los resultados obtenidos indicaron que la contaminacién microbiana y la
fenolizacion limitaron el establecimiento in vitro del Guayabo. Se determiné que el 76.47% de las muestras analizadas
presentaban contaminacion bacteriana, el 5.88% por levaduras y el 17.64% no presentaban contaminantes
detectables. Los contaminantes mas frecuentes pertenecieron a las familias Pseudomonadaceae y
Enterobacteriaceae. Se observo el efecto nocivo de los contaminantes sobre los explantes de guayabo detectandose
necrosis total de los mismos.
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ABSTRACT

The guava tree (Psidium guajava L.) is an specie which has demonstrated to be recalcitrant to micropropagation
techniques by organogenesis due to microbial contamination and tissue blackening problems. The current work
followed as objective: to evaluate the incidence and effect of the bacterial contamination of the guava in vitro
establishment as well as to isolate and identify the main contaminants. The work was carried out with 34 nodal
segments of guava tree which did not succeed the in vitro establishment. Twenty-eight out of them presented
microbial contamination visible on the culture medium, around the base of the explants and sometimes colonizing
the same ones. The cultural characters of the contaminants microorganisms in the culture medium for the in vitro
establishment were described, isolated and purified. Traditional staining, physiological and biochemical tests were
realized for the identification. The obtained results indicated that the microbial contamination and the fenolization
limited the in vitro establishment of guava. It was determined that the 76.47% of the samples analyzed presented
bacterial contamination, the 5.88% by yeasts and the 17.47% did not presented detectable contaminants. The most
frequent contaminants belonged to the Pseudomonadaceae and Enterobacteriaceae families. The injurious effect of
the contaminants on the explants of guava were observed and a total necrosis of the same ones was detected.
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INTRODUCCION

El guayabo (Psidium guajava L.) es uno de los 50
arboles frutales mas conocidos y cultivados del
tropico y el subtropico (Vilchez, 2001). Este frutal se
encuentra en mas de 15 paises en todo el mundo y
Cuba se ha mencionado entre los mas productores
(Tong y Khay, 1990).

La especie representa uno de los frutales de
mayores perspectivas de explotacion debido a las

caracteristicas nutricionales y organogénicas de
su fruto, la posibilidad de su uso en el campo
industrial y la medicina verde, su adaptabilidad a
diferentes condiciones edafoclimaticas y la gran
aceptacion y demanda en los mercados
internacionales (Vilchez, 2001). Por este motivo,
en los paises productores, se han implementado
programas de mejoramiento genético y nuevas
formas de propagacion, como la micropropagacion
con miras a multiplicar plantas con caracteristicas
agrondmicas deseadas. (de Sierralta et al., 1997;
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Ramirez y Salazar, 1998a; Ramirez y Salazar,
1999). Sin embargo, el guayabo ha demostrado
ser una especie recalcitrante a técnicas de
micropropagacion via organogénesis, debido
basicamente a problemas de contaminacion
microbiana y ennegrecimiento de los tejidos en el
establecimiento de explantes in vitro (de Sierralta
etal., 1997; Ramirez y Salazar, 1998a; Ramirez y
Salazar, 1998b). Conocer los microorganismos
contaminantes y su efecto sobre los explantes
pudiera ayudar a encontrar soluciones a este
problema. Por esas razones este trabajo persiguid
como objetivos: evaluar la incidencia y el efecto
de la contaminacién bacteriana en el
establecimiento in vitro de Guayabo asi como aislar
e identificar los principales contaminantes.

MATERIALES Y METODOS
Medio de cultivo
Agar Nutriente (AN) (Biocen)
Material Vegetal

Segmentos nodales de Guayaba Enana Roja
cubana var. EEA 18-40 (Psidium guajava L.), con
una longitud de 1.5 a 2.0 cm, establecidos segun
la metodologia propuesta por Caraballoso (2001).

Se trabaj6 con un total de 34 explantes de guayabo
qgue no lograron establecerse in vitro. De ellos 28
presentaban contaminacion bacteriana o
levaduriforme visible sobre el medio de cultivo,
alrededor de la base de los explantes y en
ocasiones colonizando los mismos.

Se evalud la incidencia de los contaminantes
bacterianos por observacién visual y se determiné
el grupo microbiano presente en preparaciones
directas con agua destilada estéril al microscopio
optico (Olympus). Las mismas fueron observadas
con un aumento de 400x.

Aislamiento

Se describieron los caracteres culturales de los
microorganismos contaminantes en el medio de
cultivo para el establecimiento in vitro y se
agruparon segun éstos. Se aislaron directamente
con asa de platino a placas de Petri con medio de
cultivo AN, se incubaron a 30°C durante 24- 48h.
Se obtuvieron cultivos puros por agotamiento de
las colonias aisladas y posteriormente se
conservaron a 4 °C en tubos de ensayo con el
mismo medio de cultivo.

Identificacion

Se realizé atendiendo a los criterios culturales,
morfoldgicos, tintoriales y fisioldgico- bioquimicos

para la identificacién de bacterias acorde a los
esquemas propuestos por el Manual de Bergey
(Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology)
(Krieg y Holt, 1986). Las pruebas que se realizaron
fueron: tincién de gram, Hugh y Leifson, Oxidasa,
Catalasa, Motilidad, produccién de acido de la
glucosa y produccion de gas de la glucosa.

Finalmente se determind la frecuencia de aparicion
de cada una de las familias identificadas en las
muestras analizadas y se describio el efecto de
los contaminantes sobre los explantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

De todas las muestras analizadas se determiné
que el 76.47% mostraban contaminacion
bacteriana, el 5.88% por levadurasy el 17.64% no
presentaban contaminantes detectables, y si un
oscurecimiento o ennegrecimiento del medio de
cultivo (fenolizacion), cuestion ésta que afecté a
todas las muestras. Estos resultados revelaron que
tanto la contaminacidon microbiana como la
fenolizacion pueden constituir causas que limitan
el establecimiento in vitro del Guayabo. Estos
resultados coincidieron con los que refirieron Vitoria
(1993) y Ramirez y Salazar (1997) quienes
plantearon que el establecimiento in vitro del
guayabo se ha caracterizado por un bajo
porcentaje de explantes asépticos y un alto
porcentaje de explantes oscurecidos.

Las bacterias contaminantes crecieron en el medio
de cultivo para el establecimiento del guayabo de
diferentes colores (gris, blanquecinas y amarillo
palido), cubrian la totalidad del medio de cultivo,
en ocasiones colonizaban los explantes y en otras
solo bordeaban la base de los mismos.
Presentaban una consistencia acuosa o cremosa.
Conrespecto a las propiedades 6pticas se observé
crecimiento brillante, ademas, en algunos casos
se evidencid la produccién de gas. En todas las
muestras se observo crecimiento bacteriano en el
interior medio de cultivo y alrededor de los
explantes en forma de Iébulos y halos.

Para las levaduras el crecimiento fue abundante
en la superficie del medio de cultivo, de color
blanco, opaco y consistencia cremosa. En el
interior del medio de cultivo también se observo
abundante crecimiento en forma de |ébulos. Las
especies de levaduras presentes no fueron
identificadas.

Del total de muestras contaminadas por bacterias
(26), 10 se identificaron como pertenecientes a las
familia Enterobacteriaceae, 10 a
Pseudomonadaceae y seis no pudieron ser
ubicados a nivel de familia (bacilos gram positivos
en parejas y solos). Los resultados de las pruebas
realizadas se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Resultados de las pruebas realizadas a contaminantes bacterianos del establecimiento in vitro de Guayabo
(Psidium guajava L.) para su identificacion hasta familia.

Caracteristicas Enterobacteriaceae Pseudomonadeaceae
No de muestras 10 10
Morfologia Bacilos cortos Bacilos cortos
Tincién de gram gram - gram -
Hughy Leifson (O/F):

Oxidativo - +

Fermentativo + -

Alcalino - -
Oxidasa - +
Catalasas + +
Molilidad + +
Produccion de acido de la glucosa + +

Produccién de Gas de la Glucosa

Se comprobé que los contaminantes mas frecuentes
pertenecieron a las familias Pseudomonadaceae y
Enterobacteriaceae (Tabla 2). Esto coincidié con el
criterio de que en las primeras fases de la
micropropagacion las bacterias que se detectan son
gram negativas, pertenecientes a estas familias y se
explica porque son las mas abundantes en la superficie
aérea de las plantas (Leifert et al., 1994), también en
otros ambientes, asi como se han aislado como

saprofiticos del agua, suelo, etc. Tampoco se puede
descartar la posibilidad que se encuentren de los
espacios intercelulares y asi escapan de la desinfeccion
y manifiestan crecimiento en el medio de cultivo en
condiciones de estrés para el material vegetal (Leifert
et al., 1994). Estos resultados implicaron al explante
inicial (segmentos nodales de plantas adultas cultivadas
en campo) como la principal fuente de contaminacion
microbiana en el establecimiento del guayabo.

Tabla 2.Frecuencia de aparicién de bacterias contaminantes del establecimiento in vitro del guayabo.

FAMILIAS NO DE MUESTRAS FRECUENCIA DE APARICION (%)
Enterobacteriaceae 10 38.46
Pseudomonadaceae 10 38.46
Bacilos gram positivos en 6 23.07
parejas y solos
Total 26 100

Ramirez y Salazar (1997) evaluaron el Hipoclorito de
Sodio y el Hipoclorito de Calcio en el establecimiento
aséptico de segmentos nodales de guayabo cultivados
in vitro. Obtuvieron en todos los tratamientos empleados
alta contaminacion bacteriana. La misma correspondié
a Erwinia herbicola, una bacteria gram positiva no
identificada y una levadura.

La contaminacién microbiana y la oxidacion del tejido
donador han sido los problemas mas severos que se
han enfrentado en la micropropagacion de plantas
lefosas (Castro et al., 1993) y el guayabo no escapa
a esta. Viloria (1993) evalud varios métodos utilizados
para el establecimiento aséptico de plantas lefiosas
in vitro sin ningun éxito en el guayabo y concluyé
que la diversidad de la microbiota presente en el
material vegetal seleccionado, asi como el grado
contaminacion que caracteriza a las plantas cultivadas

en el campo, dificulto la esterilizacidn exitosa de los
explantes y su establecimiento in vitro. La presencia
de microorganismos contaminantes y el
oscurecimiento son los principales problemas durante
la propagacion in vitro de segmentos nodales de
guayabo, sobre todo si estos provienen de plantas
cultivadas en campo (Parra et al., 1991; Viloria, 1993).

Ademas, se evidencio visualmente el efecto nocivo
de los contaminantes sobre los explantes de
guayabo. Se detecté necrosis total de los mismos y
esto coincidié con lo planteado por Boxus y Terzi
(1987) y Alvarado et al. (1999) quienes valoraron el
efecto de los microorganismos contaminantes sobre
las plantas in vitro de considerables.

Poseer informacion sobre los principales
microorganismos contaminantes del guayabo
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constituye una valiosa herramienta de trabajo ya que
posibilitara que se incrementen los porcentajes de
plantas establecidas a partir de disefiar medidas que
mejoren la calidad fitosanitaria del material vegetal
inicial.
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