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RESUMEN

El cultivo de la guanabana (Annona muricata L.) ha estado limitado por su método de
propagacion por semillas. La propagacion masiva in vitro constituye una alternativa que
permitird incrementar la disponibilidad de plantas para su rapido desarrollo. El trabajo
fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigaciones
de Viandas Tropicales con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes concentraciones
de hipoclorito de sodio (0; 0,5; 1y 2 %) para el establecimiento in vitro de embriones
cigoticos procedentes de semillas de frutos maduros de plantas plus y estudiar la
influencia de diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP): 0; 0,5; 1; 1,5
y 2,0 mg.L y &cido naftalenacético (ANA): 0; 0,5; 1y 1,5 mg.L* adicionado al medio de
cultivo basal de Murashige y Skoog en la etapa de multiplicacion. Como resultado se
obtuvo que al utilizar el hipoclorito de sodio a una concentracion del 1 % y un tiempo de
desinfeccién de 10 minutos se logré que el 92 % de los embriones sobrevivieran y se
desarrollaran plantas completas, mientras que al utilizar una concentracion de 0,5 % de
hipoclorito de sodio no se control6 la presencia de contaminantes (hongos y bacterias) y
cuando se utilizd6 una concentracion del 2 %, produjo la muerte de todos los embriones.
A los 35 dias de haber realizado el subcultivo a medio de cultivo de multiplicacion, se
logré un coeficiente de multiplicacién de 1,8 con una concentracién de 1,5 mg.L! de
6-BAP y 1,0 mg.L! de ANA.
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IN VITRO ESTABLISHMENT AND MULTIPLICATION OF SOURSOP
(Annona muricata L.) CIGOTIC EMBRYOS

ABSTRACT

The soursop (Annona muricata L.) cultivation has been limited because of its seeds
propagation method. In vitro massive propagation is an alternative that will increase the
plants availability for its rapid development. This work was carried out at the vegetable
Biotechnology Laboratory of the Research Institute of Tropical Root and Tuber Crops
(INIVIT) with the objective of evaluating different of sodium hypochlorite (0, 0,5, 1 and
2 %) concentrations effect for in vitro establishment of cigotic embryos from mature fruits
seeds of plus plants and to study the different concentrations influence of
6-benzylaminopurine (6-BAP): 0; 0,5; 1,0; 1,5 and 2,0 mg.L'! and naphthaleneacetic
acid (ANA): 0; 0,5; 1,0 and 1,5 mg.L! added to the Murashige and Skoog basal crop
means in the multiplication stage. As a result, it was obtained that through using sodium
hypochlorite at 1 % concentration and 10 minutes of disinfection time it was achieved
that the 92 % of the embryos survived and whole plants were developed. On the
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contrary while using 0,5 % of sodium hypochlorite concentration, it did not control
contaminants presence (fungi and bacteria) and when a 2 % concentration was used, it
produced all embryos death. After 35 days of subcrop to multiplication crop medium it
was obtained 1,8 multiplication coefficient with 1,5 mg.L™* of 6-BAP and 1,0 mg.L? of
ANA concentration.

Keywords: bacteria, disinfection, sodium hypochlorite, seeds.

INTRODUCCION

El cultivo de la guandbana (Annona muricata L.) es originario de América tropical y
perteneciente a la familia Annonaceae. Este frutal tuvo una amplia expansion en
tiempos prehispénicos y no se conoce en estado silvestre (Martinez, 2011). La creciente
demanda e interés por el cultivo de la guanabana por parte del consumidor e industrias,
hacen que esta sea muy apreciada por sus propiedades alimenticias y excelente sabor,
lo que le da un gran valor comercial para la elaboracion de jugos, helados, néctares,
mermeladas, dulces y pulpa congelada.

En Cuba, la siembra de este cultivo ha estado limitada a patios y jardines de viviendas
(Rodriguez et al., 2010). Su método natural de propagacion es a través de semillas, las
cuales presentan una germinacion irregular por poseer diferentes niveles y tipos de
dormancia. Esto hace que el tiempo requerido para formar una planta sea muy largo
(Pinto et al., 2005). En la actualidad su prestigio ha aumentado debido a los multiples
beneficios que de ella se han descubierto, como por ejemplo sus propiedades
anticancerigenas.

En Venezuela el cultivo de la guandbana presenta grandes perspectivas debido a su
adaptacioén a diferentes condiciones edafoclimaticas (Avilan et al., 1992). Por otra parte,
su fruta es importante en grandes mercados fruticolas de Ameérica del Sur, América
Central y del Caribe. La propagacion del cultivo de la guanabana puede ser efectuada
por via semilla o material vegetativo. El primer caso es muy comuan en Cuba, no siendo
recomendable porque las plantas obtenidas presentan variaciones de altura,
rendimientos, calidad de la fruta, entre otras, ademas de iniciar la produccion
tardiamente. La propagacion vegetativa seria la mas indicada por proporcionar plantas
uniformes, tanto en la copa como en el patrén, y con inicios de produccién temprana. En
Cuba existen varios métodos como el acodado aéreo, estaquillado, injertacion y cultivos
de tejidos in vitro, siendo el mas utilizado el de injertacion (Pinto y Silva, 1994), aunque
este método no es el mas facil, pues los patrones regularmente tardan alrededor de un
afio para alcanzar el desarrollo 6ptimo (Guzman, 1982). En cuanto al acodado aéreo y
estaquillado no se ha obtenido éxito (Rasai et al., 1995).

El cultivo in vitro como técnica, consiste en subcultivar asépticamente una porcion
aislada de la planta bajo condiciones de ambiente controlado, para que las células
expresen su potencial intrinseco o inducido. Esta técnica tiene posibilidades de ser
aplicada en el género Annona a fin de obtener grandes cantidades de plantas sanas en
menor tiempo (Lemos y Blake, 1996; Rasai, 1995; Rincon, 1999). El desarrollo de un
protocolo que permita propagar in vitro material de plantas elitescas en su fase adulta,
facilitaria el proceso de seleccion y multiplicacion.

Existen investigaciones relacionadas con la micropropagacion del cultivo de la
guanabana (Bejoy y Hariharan, 1992) para lo cual se han empleado segmentos nodales
qgue reflejaron altos porcentajes de explantes contaminados (Rincén et al., 1999), no
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siendo asi en el caso de embriones cigéticos en dicho cultivar, de lo cual no hay
referencias bibliograficas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del hipoclorito de sodio durante el
proceso de contaminacion microbiana y la viabilidad de explantes de guanébana al
establecerlos in vitro, asi como lograr la multiplicacion de los embriones cigéticos
utilizando diferentes concentraciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y acido
naftalenacético (ANA).

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) en el periodo de marzo de 2016 a
octubre de 2017 con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (0; 0,5; 1 y 2 %) durante el establecimiento in vitro de embriones
cigoticos procedentes de semillas del fruto de plantas de la guanabana (Annona
muricata L.) y estudiar la influencia de diferentes concentraciones de 6-BAP (0; 0,5; 1;
1,5y 2,0 mg.LY) y ANA (0; 0,5; 1; 1,5 mg.L!) adicionado al medio basal MS (Murashige
y Skoog, 1962) en la etapa de multiplicacién.

Material vegetal. Se seleccionaron frutos maduros de guanabana de buena calidad.
Tipo de explante. Se extrajeron semillas de frutos maduros los cuales fueron lavados
con detergente, realizdndose tres enjuagues con agua estéril para posteriormente
proceder a su desinfeccion con las diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio
antes mencionadas.

Procedimiento de desinfeccién superficial. Las semillas de los frutos maduros fueron
tratadas con diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio combinadas con dos
tiempos de desinfeccion, 5 y 10 min. Posteriormente, se realizaron tres enjuagues con
agua destilada esterilizada.

Medio de cultivo y condiciones de incubacion. La siembra se realiz6 en tubos de
ensayo de diametro (150 mm x 26 mm) con 15 ml de medio de cultivo de Murashige y
Skoog (MS) + 0,5 mg.L* de 6-bencilaminopurina + 20 g.L! de sacarosa y 4 g.L! de
agar en la etapa de establecimiento, mientras que para la multiplicacion de los
explantes se tomé como control el medio MS + 0,5 mg.L? de 6-BAP + 1,5 mg.L? de
ANA + 20 g.L! de sacarosa y 4 g.L ! de agar. El pH del medio se ajusté a 5,7 antes de
esterilizarlo en autoclave a 121 °C y 1,1 kg.cm por 15 min. Todos los frascos de cultivo
fueron colocados en camara de crecimiento a 27+2 °C con una densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (DFFF) de 62-68 pmolm?2s? y fotoperiodo de 16 horas de luz y
ocho de oscuridad.

Establecimiento in vitro de embriones cigéticos de guanabana con diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio

Se seleccionaron frutos maduros de guanabana de buena calidad a los que se extrajo
la semilla, las mismas fueron tratadas con diferentes concentraciones de hipoclorito de
sodio (0; 0,5; 1,0; y 2,0 %) combinadas con dos tiempos de desinfeccion, 5 y 10 min
(Tabla 1).
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Tabla 1. Influencia del porcentaje de desinfeccion del hipoclorito de sodio en embriones
cigbticos de semilla de guanabana en diferentes tiempos durante el establecimiento in
vitro.

Concentraciones empleadas de hipoclorito de Tiempos de desinfeccion
sodio (%)

0,0
0,5
1,0
2,0

0,0
0,5
1,0
2,0

10

A los 10 y 20 dias de realizado el establecimiento in vitro se midieron los porcentajes de
explantes con hongos, bacterias, viables y oscurecidos. Los hongos se detectaron por
medio de la presencia de micelio y las bacterias a través de los exudados presentes en
el explante o en la base de este, en contacto con el medio de cultivo. Se denominé
explante viable aquel de color verde, descartandose los verdes amarillentos y pardos.
Influencia de diferentes concentraciones de 6-BAP y ANA en la etapa de
multiplicacion de embriones cigoticos de guanabana

Se utiliz6 como control el medio de cultivo (Murashige y Skoog (MS) + 1,0 mg.L* de
6-BAP + 0,5 mg.Lt de ANA + 20 g.L? de sacarosa y 4 g.L! de agar) propuesto por
Mejia (1994). Los diferentes medios de cultivo se conformaron a partir de la
combinacion de los reguladores del crecimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Combinacion de los reguladores del crecimiento (6-BAP y ANA) sobre la
multiplicacion del cultivar de guanabana.

Tratamientos 6-BAP (mg.L?) ANA (mg.L?)
1 0,0
2 0,5
3 0.0 1,0
4 1,5
5 0,0
6 0,5

7 (control) 0.5 1,0
8 1,5
9 0,0
10 0,5
11 1.0 1,0
12 1,5
13 0,0
14 0,5
15 1.5 1,0
16 1,5
17 0,0
18 0,5
19 2,0 1,0
20 1,5

51



Rev. Agricultura Tropical Vol. 4 No. 2:48-57, 2018
ISSN on line: 2517-9292

En esta fase se realizaron los subcultivos cada 35 dias.

Procesamiento estadistico

Con los criterios de la estadistica descriptiva se realizaron las tablas que expresan los
resultados procesados con estadistica inferencial paramétrica (analisis de varianza de
clasificacion simple). La comparaciéon mduiltiple de medias se realiz6 segun Tukey
cuando se encontr6 homogeneidad de varianza, (Lerch, 1977). Se utiliz6 el paquete
estadistico MSTAT-C de la Universidad de Michigan (Bricker,1993 citado en Guzman y
Castano, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento in vitro de embriones cigéticos de guanabana con diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio

Con los resultados obtenidos se pudo demostrar que con el hipoclorito de sodio a una
concentracion del 1 % y un tiempo de desinfeccién de 10 minutos, se logré obtener que
el 92 % de los embriones sobrevivieran y se desarrollaran plantas completas. Mientras
que al utilizar la concentracion de 0,5 % combinado con los tiempos de desinfeccion
evaluados, no controld la presencia de contaminantes (hongos y bacterias) y cuando se
utilizé una concentracion del 2 %, produjo la muerte de los embriones, (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la concentracion y tiempo de desinfeccion del hipoclorito de sodio en
el porcentaje de sobrevivencia de los embriones cigoticos.

Concentraciones empleadas de Tiempos de % de embriones cigéticos
hipoclorito de sodio (%) desinfeccion gue sobrevivieron
0,0 0,0
0,5 5 0,5
1,0 54,0
2,0 0,0
0,0 0,0
0,5 0,9
1,0 10 92,0
2,0 0,0

Segun Posada (2005), se logré la desinfeccion en el cultivo de la papaya (Carica
papaya L.) al utilizar una concentracion de hipoclorito de sodio al 1 % durante
10 minutos alcanzando un porcentaje de embriones cigoticos viables de un 68,0 % en el
medio de cultivo en estado liquido durante la etapa de establecimiento in vitro.

Por otra parte, Jadan et al. (2016) obtuvieron los mejores resultados al utilizar una
concentracion de hipoclorito de sodio al 1,5 % durante 10 minutos logrando un 68,5 %
de embriones viables en la etapa de establecimiento in vitro de los brotes de
Vasconcellea x helbornii (Badillo) a los 21 dias de cultivo.

Sin embargo, Bohérquez et al. (2016) obtuvieron el mayor porcentaje de embriones
superficialmente asépticos (66,0 %) al utilizar una concentracion del 1 % de hipoclorito
de sodio durante un tiempo de 5 min en el cultivar de Espeletia paipana S.

También Garcia et al. (2012) lograron el 73,0 % de la brotacion de la yema axilar de los
segmentos nodales en el cultivo de la guanabana cuando utilizé una concentracién de
hipoclorito de sodio al 1,0 %.
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En especies lefiosas durante la etapa de establecimiento in vitro se produce afectacion
por la incidencia de contaminaciones por hongos, bacterias o0 ambos, asi como por la
oxidacion fendlica de los explantes (Hernandez y Gonzalez, 2010).

La baja viabilidad en las dosis de 0 y 0,5 % se asociaron a la invasion total del explante
por microorganismos contaminantes, principalmente hongos, que ocasionaron con el
tiempo la muerte del mismo (Ramirez y Salazar, 1998), y en la dosis de 2,0 %, a un
efecto toxico del hipoclorito de sodio (Ramirez y Salazar, 1997). Adicionalmente, el
porcentaje de explantes viables (92 %), fue superior al obtenido por Rincoén et al. (1999)
de 28 %, cuando desinfectaron los embriones cigoticos de guanabana con 1,0 % de
hipoclorito de sodio.

En el tratamiento de semillas de tomate al utilizar una concentracién de hipoclorito de
sodio al 1 % durante un tiempo de desinfeccion de un minuto, se obtuvo buenos
resultados, logrando cero porcentaje de contaminacion y una germinacion del ciento por
ciento (Walasek, 2012).

En Annona muricata, estos resultados constituyen el primer reporte donde se obtienen
altos porcentajes de desarrollo de brotes axilares (92,0 %) a partir de embriones
cigoticos establecidos, con baja incidencia de contaminacion microbiana (Figura 1).

Figura 1. Explantes obtenidos a partir de embriones cigéticos en el cultivar de
guanabana en la etapa de establecimiento in vitro.

Influencia de diferentes concentraciones de 6-BAP y ANA en la etapa de
multiplicacion de embriones cigoticos de guanabana

A partir de los resultados obtenidos con la combinacion de los reguladores del
crecimiento (6-BAP y ANA) se pudo demostrar que con el tratamiento quince (1,5 mg.L™*
de 6-BAP y 1,0 mg.L* de ANA) se obtuvieron los mejores resultados con diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados obtenidos de la combinacion de los reguladores del crecimiento
(6-BAP y ANA) en la multiplicacion in vitro del cultivar de guanabana.

Tratamientos Altura de la planta (cm) Hojas activas (u)
1 2,37 cC 2,95b
2 2,89b 2,05d
3 3,00b 1,95d
4 2,30 c 255c
5 2,76 C 2,50c
6 2,60c 1,05e
7 (control) 2,62 cC 2,30 c
8 2,21d 2,70 b
9 2,31d 2,85b
10 2,22d 3,01b
11 2,02e 2,42 c
12 1,99 e 2,95b
13 2,56 C 2,46 c
14 2,12e 2,79b
15 3,30 a 4,40 a
16 2,58 ¢ 245c
17 2,47 c 2,88 b
18 2,28d 1,64 d
19 2,59 ¢ 2,75 b
20 2,60 c 2,98 b
ES £ 0,10 * 0,07 *
CV (%) 11,83 13,01

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segun prueba de Tukey.

Sobre la multiplicacion de explantes provenientes de embriones cigéticos con
reguladores del crecimiento (6-BAP y ANA) en este cultivar no existe informacion.
Segun Abubacker y Deepalakshmi (2017), se logré la formacién de brotes axilares en el
cultivar de guanabana a partir del medio de cultivo formado por las sales MS +
1,0 mg.L? de 6-bencilaminopurina + 0,5 mg.L! de Kinetina + 1,5 mg.L* de Acido
indolbutirico.

También Medina et al. (2015) lograron la multiplicacién del platano bocadillo del choco,
Musa acuminata a partir de meristemos apicales con 3,0 mg.L! de 6-BAP y 1,0 mg.L?!
de ANA.

En el cultivar de pino (Pinus cubensis G.) con una concentracién de 22,5 mg.L! de
6-BAP y 5,4 mg.L* de ANA se increment6 el nimero y la longitud de los brotes axilares
en la fase de multiplicacion (Raima et al., 2011).

El proposito del cultivo de embriones es obtener plantas de tamaio uniforme y libre de
patdgenos, ya que acelera el proceso de germinacion y el crecimiento de las plantulas.
De ahi la importancia de utilizar esta técnica como una alternativa para la propagacion
de especies que tienen semillas que presentan dormancia o de especies en peligro
(Soares et al., 2011; Zurita et al., 2014).
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Figura 2. Plantas in vitro de guandbana a Iosnf?,S dias de cultivo al emplear 1,5 mg.L?
de 6-BAP y 1,0 mg.L! de ANA.

CONCLUSIONES

1. Al utilizar una concentracién de hipoclorito de sodio al 1,0 % con un tiempo de
desinfeccion de 10 minutos se logré obtener el 92,0 % de brotacion de los
embriones cigoticos durante el establecimiento in vitro en el cultivo.

2. A partir de la combinacion de 1,5 mg.L! de 6-BAP y 1,0 mg.L' de ANA se
obtuvieron plantas in vitro de buena calidad.
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