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RESUMEN

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo /n vitro de Células y
Tejidos Vegetales de la Escuela de Biologia, y en el laboratorio del Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas de El Salvador (CICES). Ambos
laboratorios, ubicados en la ciudad universitaria “Dr. Fabio Castillo
Figueroa”, Campus Central.

La investigacion se dividié en dos etapas. La primera consistié en
determinar un método de desinfeccion superficial para el establecimiento
In vitro de explantes foliares procedentes de ejemplares adultos de Annona
diversifolia (A. diversifolia). La segunda etapa consistié en evaluar los
efectos de diferentes medios de induccién al callo vegetal en los explantes
anteriormente descritos. Los ejemplares utilizados proceden del vivero
CAPOSA S.A. de C.V., ubicado en San Salvador.

Durante la primera etapa de la investigacién, se evalud el efecto de
seis tratamientos de desinfeccidon superficial basados en trabajos de
diferentes autores. Las siembras se realizaron en medios MS basal (1962)
a la mitad de concentracién salina, solidificado con phytagel (2.2 g/L), y
con un pH ajustado a 5.8. Durante la segunda etapa de la investigacién, se
evalud el efecto de seis medios de cultivo de induccién al callo vegetal
propuestos por diferentes autores.

La incubacién en ambas etapas fue en condiciones de oscuridad, al
interior de una caja de plastico. La temperatura fue de 24-26°C y la toma
de datos durante los periodos de incubacién fue semanal. Dicho periodo,
durante la primera etapa, fue de cuatro semanas, y en la segunda fue de

Ccinco semanas.



Los resultados de la primera etapa, indican que el tratamiento de
desinfeccién superficial mas adecuado fue el que consistié de hipoclorito
de sodio (5.25%) por 5 min; seguido de 3 enjuagues con agua destilada
esterilizada; una inmersién en Ridomil (20 g/L) por 10 min; y una inmersion
en Tetraciclina (0.6 g/L) por 10 min), ya que permiti6 obtener mayor
promedio de explantes sobrevivientes. Al implementar el tratamiento
propuesto por Rincén et a/ (1999) junto a los antioxidantes descritos por
Landaverde et a/ 2002 y Dipré et a/ (2012), se obtuvo mayor sobrevivencia.
Durante la segunda etapa, se evidencié que los medios de cultivo para
inducciéon al callo vegetal, no promovieron la callogénesis; sin embargo,
sus efectos alteraron los promedios de oxidacién de los explantes. El
tratamiento que presenté mayor cantidad de explantes sobrevivientes fue
el que estuvo constituido por: medio B5 al 100% (Gamborg et a/ 1968) +
2,4-D (2 mg/ L) + Kin (1 mg/L). Este medio fue descrito por Gébmez et a/
(2006) para inducir callogénesis en tejido foliar de Eucalyptus globulus.



1. INTRODUCCION

Los cultivos /n vitro de tejidos vegetales fueron desarrollados a partir
de la investigacién de botanicos y fisidlogos vegetales desde 1950. Su
estudio debe su origen a la investigacién sobre hormonas que controlan el
crecimiento y desarrollo vegetal. Actualmente se ha convertido en una
herramienta que facilita produccién en masa de plantas. Esto es
especialmente Util en plantas cuya reproduccién sexual es dificultosa como

es el caso de la A. diversifolia.

Para generar un establecimiento aséptico de tejidos vegetales, se
debe desarrollar al menos una investigacion que evalle el efecto de
diversos tratamientos de desinfeccién superficial aplicados al explante de
interés. Luego de determinar el tratamiento éptimo, se debe investigar la
repuesta del explante ante condiciones que estimulen la regeneracién

vegetativa /n vitro (Ramirez et a/2002; Landaverde et a/ 2002).

La familia Annonaceae tiene cerca de 800 especies lefiosas. Su
género mas importante es Annona, con al menos 60 especies (Gonzalez et
al 1976). Este género presenta algunas especies de gran valor comercial
debido principalmente a su importancia médica y alimenticia. La corteza
de muchas de estas especies es aromatica, estimulante y astringente; las
semillas pueden actuar como vermicidas, o bien, como insecticidas; las
hojas frescas contienen propiedades analgésicas por lo que muchas de
estas especies han sido utilizadas en la medicina tradicional (Gutiérrez
2016). El polvo seco de algunas frutas no maduras y semilla se utiliza para
combatir ectoparasitos (Pandey & Barve 2011). Entre ellos, las semillas de
Annona cherimola (A. Cherimola) se utilizan contra parasitos externos del
humano (Kelly et a/2000).



En cuanto a la importancia alimenticia, los frutos mas aceptados de
las plantas del género Annona a nivel internacional son la Annona muricata
(A. muricata) y la chirimoya (A. cherimola) (Castro 2007); sin embargo, a
nivel nacional, el fruto de la anona (A. diversifolia) tiene mayor valor
comercial que el resto de plantas de su género debido a su excelente
sabor y colores llamativos (Cruz 2002).

En El Salvador, existen nueve especies del género Annona, las cuales
se encuentran en estado silvestre y semicultivada. A. diversifolia es la
especie de mayor interés comercial en El Salvador y soporta condiciones
de suelos arcillosos y pedregosos, requiriendo clima calido de 24-37°C. Su
tasa de germinacién es variable de 30-80% y con un almacenamiento de
previo 7 a 12 meses, tiene un 90% de germinacién. Ademds los métodos
de propagacién por injertos requieren el desarrollo de los patrones,
obteniendo ingresos por cosecha a partir del tercer afno (Irigoyen 2004). De
acuerdo a Lopez et a/ (2014), actualmente no existen estudios para el
establecimiento /n vitro de A. diversifolia, sino Unicamente de las especies
del género Annona con mayor importancia comercial internacional; sin
embargo, muchas plantas de este género tienen posibilidades de
establecerse y multiplicarse /n vitro (Ramirez et a/ 2002). La presente
investigacién es un estudio preliminar del establecimiento /n vitro de A.

diversifolia.



2. OBJETIVOS

2.1. General:
Inducir la formacién de callos vegetales de A. diversifolia, a partir de
tejido foliar como explante.

2.2. Especificos:
® Establecer un método de desinfeccién de hojas para iniciar el cultivo
In vitro de A. diversifolia.
® Determinar un medio de cultivo éptimo para inducir la callogénesis

de A. diversifolia, a partir de tejido foliar como explante.



3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes

El estudio y generacién de técnicas de micropropagacién /n vitro se
remonta hace mas de 120 afos. Segun Hurtado & Merino (1987), los
primeros registros sobre la elaboracion y experimentacién con medios de
cultivo para tejidos vegetales, son los de J. Von Sachs y W. Knop en 1860.
Las técnicas de micropropagaciéon contemporaneas, superan las técnicas
tradicionales de propagacidn vegetativa en plantas lefiosas, logrando
resultados exitosos en la regeneracion de bosques (Celestino et a/ 2005;
Moncalean 2015).

Los primeros registros de investigaciones sobre establecimiento /n
vitro en plantas del género Annona, datan de George & Sherrington (1984);
Tazzari et a/ (1990); y Encina (1992) en explantes de A. cherimola. Luego,
los aportes de Bejoy & Hariharan (1992); y Lemos & Blake (1996)
contribuyeron al desarrollo de técnicas de micropropagacion en A.
muricata 'y Annona squamosa (A. squamosa). Esto incluyd la
implementacion de un exitoso protocolo para el establecimiento /n vitro de
explantes adultos en A. muricata, el cual utilizé enjuagues por largos
periodos de tiempo y la adiciéon de carbdn activado en el medio de cultivo,
reduciendo la oxidacién (Lemos & Blake 1996).

No existen estudios sobre el establecimiento /n vitro para A.
diversifolia; sin embargo, segun Lépez et a/ (2014), se comenzardn a
aplicar nuevas técnicas de estableciminto y micropropagacién a las
siguientes especies de Annonaceae: Annona senegalensis, A. scleroderma,
A. montana, A. reticulata, A. glabra, A. diversifolia y Rollinia sp. Algunos
autores, han descrito tratamintos de desinfeccién superficial, cuyos



resultados muestran eficencia en el establecimiento aséptico de explantes
adultos (Landaverde et a/ 2004; Ramirez et a/ 2002; Rincén et a/ 1999;
Ramirez et a/ 1999). Ademas existen medios de cultivo eficientes para la
induccién al callo vegetal, aplicables a plantas lefiosas utilizando multiples
explantes (Vacca et a/ 2015; Rodriguez et a/ 2014; Landaverde et a/ 2002;
Gbmez et a/2006).

En El Salvador no se han realizado investigaciones sobre el
establecimiento /n vitro o callogénesis en especies del género Annona; sin
embargo, si las hay para otras especies de importancia comercial como el
café (Landaverde et a/ 2002; Mejia 2004). Los estudios realizados a plantas
de la familia Annonaceae, se encuentran encaminados principalmente a
caracterizacion morfoagronémica y estudios bromatoldgicos de sus frutos
(Cruz & Deras 2000). Otras investigaciones son principalmente
bibliograficas con el objetivo de incrementar la produccién agricola de
frutos y plantas (Cruz 2002; Irigoyen 2004).

A nivel internacional, se han realizado investigaciones para verificar
las condiciones dptimas en cultivos intensivos de A. diversifolia (Otero et a/
2006); aplicaciones médicas de esta especie (Gonzalez et al/ 2006;
Gonzalez et al 2012); y estudios de incorporacién a la dieta de frutos
procedentes de plantas Annonaceae, tal es el caso de la A. Cherimola
(Cruz & Deras 2000).

3.2. Origen y distribuciéon de Annona diversifolia

A. diversifolia (Fig. 1) es originaria de Mesoamérica. Esta planta se
desarrolla en laderas de montafnas y distribuye naturalmente en las
cordilleras del pacifico de México, Guatemala y El Salvador con una altitud
aproximada de 600 msnm (Orellana 2005; Cruz & Deras 2000). Esta



especie se introdujo en paises del caribe, Colombia, Filipinas y Estados
Unidos (Orellana 2005; Cruz & Deras 2000). Segun Orellana (2005), en El
Salvador, A. diversifolia se distribuye en zonas caracterizadas por poseer
sus ejemplares silvestres o bien, cultivados en patios y areas marginales,
sin manejo técnico. Estas zonas se denominan franjas o regiones anoneras
y se distribuyen por departamento (tabla 1).

Tabla 1. Regiones anoneras por departamento (Orellana 2005).

Departamentos Municipios abarcados por la region
Ahuachapan Tacuba-Cara Sucia-Guaymango
Santa Ana-La Libertad El Congo-El Resbaladero-El
Conacaste-Ciudad Arce-San Pablo
Tacachico

La Libertad Mizata-Chiltiupan-La Libertad-
Asuchio

Usulutdn Berlin-Mercedes Umana-
Estanzuelas

San Salvador Tonacatepeque-Guazapa

Cabanas llobasco-Jutiapa-El Guayabo

3.3. Descripcion de la planta

La familia Annonaceae tiene cerca de 800 especies lefiosas. Su
género mas importante es Annona, con al menos 60 especies (Gonzdlez et
al 1976). Annona diversifolia es una planta con semillas cilindricas (Fig. 2)
cuya longitud oscila de 1.5-2.5 cm y su diametro es aproximadamente de
1.0 cm. Estas semillas se encuentran rodeadas por una cubierta seminal
dura color café brillante. Dicha cubierta se origina a partir de los
tegumentos de rudimento seminal. En algunos casos estas semillas
pueden presentar hasta dos cubiertas seminales. La cubierta externa se
llama testa, y la interna endopleura (Orellana 2005).



Su sistema radical (Fig. 3) es holorrizo y su raiz es pivotante,
volviéndola resistente a suelos pedregosos. Su tallo es pequefo (4 a 8 m),
de crecimiento erecto. Sus hojas (Fig. 4) son ovaladas, glabras con peciolo,
coriaceas y de color verde grisaceo. Las flores (Fig. 5) tienen 3 pétalos
externos de 2 a 5 cm de largo y 3 internos, el color de sus antéfilas va
desde rosado a rojo purpura. Su fruto es estacional y tiene
aproximadamente 12 c¢cm de longitud con pulpa blanca (Fig. 6) o rojiza
(Orellana 2005).



Figura 1. Ejemplar de A. diversifolia. Figura 2. Semillas de A. diversifolia.

Figura 3. Sistema radical tipico de plantas Figura 4. Hojas de A. diversifolia.
de la familia annonaceae. La raiz

pertenece a una planta joven de A

muricata. Foto: Instituto Brasileiro de

Florestas.

Figura 5. Flores de A. diversifolia. Foto: Figura 6. Frutos de A. diversifolia. Foto:
Irigoyen (2004). Irigoyen (2004).
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3.5. Importancia alimenticia

A. diversifolia es la especie que produce el fruto comestible mas fino
y exquisito por su sabor sobre el resto de plantas de su género (Cruz 2002).
Su fruto maduro tiene gran importancia nutricional, puesto que en algunos
aspectos obtenidos a partir de su andlisis bromatolégico (tabla 2), supera a
algunos de los cuatro frutos dulces mas consumidos en el mundo durante

el periodo 1970-2010 (anexo 1), como se detalla a continuacién.

Tabla 2. Comparacién de aspectos bromatolégicos entre el fruto maduro
de A. diversifolia y las cuatro frutas dulces mas consumidas en el mundo
durante el periodo 1970-2010.

Sp AS % H % P % G % C % FC Autor

Banano (Musa 7.1% 3.3% 2.7% 4.7% 14.5% | Juarez-

paradisiaca) Garciay
col., 2006,
Citados por
Aguilar
2008.

Meldn 92.4% 0.6% 0% 0.40% 1% Moreiras et

(Curcumis al2013.

melo)

Manzana 84.93% 0.22% 0.10% 0.33% 9.40% | Escobar et

(Malus al2015.

domestica

Borkh Var.

Golden

delicious)

Naranja 83.60% 1.4% 0.33% 1.05% 3.30% | Morillas &

(Citrus Delgado

cinensis Var. 2012.

Bahia)

Anona 79.6% 1.31% 0.01% 1.26% 0.97% | Cruz &

(Annona Deras 2000

diversifolia)

Abreviaturas, tabla 2. AS = Aspectos bromatoldgicos; SP = Especie; % H = Porcentaje de humedad,;
% P = Porcentaje de proteinas; % G = Porcentaje de grasa % C = Porcentaje de cenizas; % FC =
Porcentaje de fibra cruda.
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Con respecto a los estudios bromatolégicos (tabla 2), el contenido
protéico de la pulpa de A. diversifolia supera al del melén (Moreiras et a/
2013) y al de la manzana variedad Golden delicious (Escobar et a/ 2015),
dos de las frutas mas consumidas del mundo durante el periodo 1970-
2010 (Del Greco 2010). Su contenido de grasas es inferior a tres de las
cuatro frutas mas consumidas en el mundo, siendo inferior Unicamente el
del melén. El porcentaje de cenizas indica la cantidad de minerales
presentes (ORT 2009), por tanto la pulpa de A. diversifolia solamente es
superada por el banano en este aspecto. Ademads esta especie contiene la
menor cantidad de fibra cruda, lo cual indica la presencia de pocos
carbohidratos no digeribles (ORT 2009).

El fruto maduro de A. diversifolia, se consume principalmente en
fresco (lrigoyen 2004; Orellana 2005); Sin embargo, es de caracter
estacional y su cosecha ocurre durante el periodo agosto-septiembre.
Ademas su fruto naturalmente se apertura durante la maduracién, dejando
expuesto un segmento de la pulpa (Fig. 6). Debido a estos factores, se han
generado dos procesos para conservar los frutos.

3.6. Manejo post cosecha

El primer método de conservacion consiste en colocar los frutos
maduros sobre papel cortado para protegerlos de magullamientos vy
ventilarlos simultaneamente. El fruto se sumerge en una solucién clorada
para eliminar hongos y bacterias que pueden encontrarse en la pulpa
expuesta naturalmente al ambiente durante la  maduracién.
Posteriormente el fruto se almacena a temperatura ambiente y se
prolonga su vida Util hasta 10 dias (Irigoyen 2004).
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El segundo método para conservar el fruto es lavarlo con una
soluciéon clorada y luego retirar la cascara. Seguidamente el fruto se
sumerge 10 min en una solucién de Bisulfito de Sodio o Metasulfito de
Sodio (0.45 ml/L), para estabilizar el color y reducir la oxidacion.
Posteriormente, la fruta se empaca en bolsas plasticas y se coloca en
refrigeraciéon a una temperatura de 7-10° C (Irigoyen 2004).

El fruto maduro de A. diversifolia, es de exquisito sabor y su consumo
principal es en fresco (Cruz 2002; Irigoyen 2004; Orellana 2005), tiene un
gran potencial para procesamiento agroindustrial (Orellana 2005; Irigoyen
2004). Debido a ello se ejecutan pruebas para generar productos
alimenticios a partir de dicho fruto (Irigoyen 2004). Algunas pruebas dieron
origen a nuevos productos alimenticios elaborados a partir de A.
diversifolia (tabla 3).

Tabla 3. Productos elaborados a partir del fruto maduro de A. diversifolia
(Orellana 2005; Irigoyen 2004).

Nombre del producto | Periodo de conservacion Ingredientes
y temperatura.
Pulpa de Anona 1-2 anos a temperatura Pulpa colada,
esterilizada. ambiente. Sacarosa y Gelatina
sin sabor.
Yogqurt. Desconocido. Pulpa de Anona
esterilizada.
Paleta. Desconocido. Pulpa de Anona
esterilizada.
Sorbete. Desconocido. Pulpa de Anona
esterilizada.
Mermelada de 1- 2 afnos a temperatura | Pulpa, sacarosa,
Anona. ambiente. gelatina sin sabor y
acido citrico.
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La importancia nutricional del fruto de A. diversifolia resalta al
compararse con algunas de las frutas mas consumidas del mundo (tabla 2).
Ademas, cabe destacar la existencia de métodos para conservacién de su
fruto fresco y la generacién de nuevos productos alimenticios (Irigoyen
2004; Orellana 2005). Estos factores, junto a los bajos requerimientos
agrondémicos de la planta, son de suma importancia como incentivo para

potenciar su cultivo y produccién.

3.7. Importancia ecolodgica

Algunas especies del género Annona, tales como A. muricata y A.
diversifolia, son de significativa importancia en la conservaciéon vy
restauracion de los ecosistemas (Gonzalez 2013). El gran numero de
especies y taxas en la familia Annonaceae, y sus consecuentes dificultades
para la clasificacién, no permiten detallar la variedad en cuanto a flores,
frutos y morfologia del polen, habitat, preferencias de habitat y aspectos
de la polinizacién. Esta variabilidad contribuye a explicar su aparente
capacidad para ocupar un amplio rango de nichos ecoldégicos. Segun
Gonzalez (2013), estudios en el Amazonas han permitido afirmar que la
familia Annonaceae esta entre las cinco familias de plantas mas

importantes en términos de diversidad y abundancia de especies (Fig. 7).
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Figura 7. Distribucion de ejemplares de la familia Annonaceae a nivel mundial (Gonzalez
2013).
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En El Salvador, algunas especies del género Annona, tales como: A.
reticulata, A. purpurea, A. cherimola, A. squamasa, A. glabra y A.
holosericea, se encuentran en peligro de extincién. Con ello también se
encuentran en peligro caracteristicas importantes que pueden ser
aprovechadas para la preservacién de estas especies de alto valor
genético y cultural. Por diversas situaciones los recursos fitogenéticos
estan en peligro de extincion, debido a la falta de atencién y la importancia
acerca de la forma de incrementarlos y conservarlos, a tal grado de formar
parte importante de los programas de investigacién y como fuente de
material genético, para trabajos de seleccién y propagacién vegetativa
(Cruz & Deras 2000).

3.8. Importancia médica

Los tejidos y 6rganos de algunas plantas del género Annona,
presentan distintas propiedades bioldgicas; la corteza de muchas de estas
especies es aromatica, estimulante y astringente; las semillas pueden
actuar como vermicidas, o bien como insecticidas; las hojas frescas
contienen propiedades analgésicas por lo que muchas de estas especies
han sido utilizadas en la medicina tradicional (Gutiérrez et a/ 2016).

El fruto de algunas plantas del género Annona es considerado
beneficioso para trastornos cardiacos, el hipertiroidismo de la diabetes y
cancer. La raiz es considerada un purgante dréastico. La infusién de sus
hojas en algunas especies, se consideran eficaces en caso de prolapso anal
en ninos, las hojas machacadas son olfateadas en caso de histeria y
desmayos, también se aplican en Ulceras y heridas. Los frutos maduros de
esta planta se aplican a tumores malignos para acelerar la supuracion. El
polvo seco de algunas frutas no maduras y semilla se utiliza para combatir
ectoparasitos (Pandey & Barve 2011). Entre ellos, las semillas de A.
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cherimola se utilizan contra parasitos externos del humano (Kelly et a/
2000). El polvo de algunas semillas, se utiliza como veneno de pescado y
como medicamento para combatir infecciones en heridas del ganado
(Pandey & Barve 2011).

Las plantas del género Annona presentan alcaloides como
metabolitos secundarios. Entre ellos se encuentra la liriodenina uno de los
mas abundantes en A. /utescens. Este metabolito participa en el
metabolismo del nitrégeno asi como en la defensa contra hongos
fitopatégenos. En este rubro, los extractos acuosos de A. /utescens
también han mostrado actividad antibacteriana contra bacterias
Gramnegativas como Escherichia coli, Salmonella Typhi, Shigella flexneriy
el Grampositivo Staphylococcus aureus, todas causantes de infecciones
gastrointestinales (Gutiérrez 2016). Los flavonoides pueden estar
presentes o ausentes como metabolitos; cuando estdn presentes, se
encuentran en forma de quercetina con propiedades analgésicas y
antiagregantes (Gutiérrez 2016).

Tradicionalmente, se le han atribuido a extractos de A. diversifolia,
propiedades anticonvulsivas. Esto fue puesto a prueba por Gonzdlez et a/
(2006). En dicha investigacion se demostré6 que los extractos de A.
diversifolia, reducen la gravedad de convulsiones inducidas en ratones,
reforzando vy justificando su empleo ante la epilepsia. Ademas los extractos
etandlicos y acuosos de tallos y hojas de A. muricata, A. diversifolia 'y A.
Lutescens, presentan actividad larvicida tiempo dependiente, sobre larvas
de Anastrepha ludens (Gonzalez et a/ 2012).
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3.9. Importancia econédmica

La principal causa de la importancia econémica en plantas del
género Annona son sus frutos dulces comestibles. Los mdas aceptados a
nivel internacional son los de guanaba (A. muricata) y chirimoya (A.
cherimola) (Castro 2007); sin embargo, en El Salvador, el fruto de la anona
(A. diversifolia) tiene mayor aceptacion, debido a su excelente sabor y
colores llamativos. Por ello, tiene mayor valor comercial a nivel local que el
resto de plantas de su género y permite ingresos adecuados al productor,
ya que su precio oscila entre 0.60y 1.15 USD (Cruz 2002).

A pesar de su importancia comercial, los cultivos de A. diversifolia, se
encuentran a nivel de traspatio dispersos en el pais, o bien, aglomerados
en areas denominadas “Zonas productoras de anona” (Cruz 2002), “Zonas
anoneras” (lrigoyen 2004) o “Regiones anoneras” (Orellana 2005) como se
muestra en la tabla 1. Aunque no se aplique un manejo técnico de los
cultivos, estas dreas son las responsables de la mayor parte de la
produccién a nivel nacional (Cruz 2002; Irigoyen 2004).

El fruto de A. diversifolia posee un mercado estacional alto a nivel
nacional. Los valores mas altos se alcanzan en los meses previos (julio) y
posteriores (octubre), a la cosecha que ocurre entre agosto y septiembre.
A nivel internacional existen limitantes que dificultan la exportaciéon del
fruto fresco, debido a la presencia de mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster) en frutos aperturados (Orellana 2005; Irigoyen 2004); sin
embargo, de acuerdo al Centro de Tramites de Importaciones vy
Exportaciones de El Salvador (CIEX), el fruto de la anona, se ha exportado
a Guatemala, Canada y Estados Unidos (Tabla 4).
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Tabla 4. Registro de ingresos por exportacién del fruto de anona (A.
diversifolia) en el periodo 2001-2014, (CIEX 2018).

No°. | Ano Codigo Nombre Pais Peso | Valor
Arancelario Producto Destino Neto Fob
Kgs. UsD
1 |2001| 08109020 |ANONAS FRESCAS|GUATEMALA|3,000.00| 400.00
2 |2005( 08109020 |[ANONAS FRESCAS| CANADA 137.70| 199.00
3 |2010( 08109020 |[ANONAS FRESCAS| CANADA 1.81f 12.00
4 (2012| 08109020 |ANONAS FRESCAS| ESTADOS 22.27| 149.98
UNIDOS
5 |2014 08109020 |[ANONAS FRESCAS| CANADA 46.00, 90.00
Sum. 3,207.78| 850.98

De acuerdo a la tabla 4, se han obtenido ingresos de 850.98 USD por
exportacion de fruto de anona en el periodo 2001-2014. Las limitantes de
exportacion generalmente se superan con la ayuda de tratamientos
sanitarios y de conservacién como los mencionados por Irigoyen (2004). A
pesar de estos esfuerzos, el fruto de la anona es considerado un cultivo
nostalgico, puesto que es consumido principalmente por salvadorefios
residentes en los paises de destino de exportaciéon; sin embargo, a pesar
de los bajos ingresos por exportacién, algunos documentos indican que a
partir del tercer ano de siembra es posible obtener ingresos de 120.52 USD

por manzana cultivada al realizar una adecuada inversién inicial (Anexo 2).

Actualmente no se cuenta con cifras precisas sobre los ingresos
obtenidos a partir del consumo local del fruto de A. diversifolia, o de los
productos derivados del mismo (lrigoyen 2004). Ademas, como se observa
en la tabla 4, la exportacién del fruto de anona es descontinuada y su
ultimo registro data del afio 2014 (CIEX 2018). Probablemente, esto se
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deba a la ausencia de un manejo sistematizado para su produccién y
comercio (Cruz 2002; Irigoyen 2004; Orellana 2005). Debido al gran
potencial de producciéon con manejo técnico que presenta A. diversifolia'y
a la existencia de zonas productoras (tabla 1), su cultivo es impulsado por
el Programa Nacional de Frutales de El Salvador desde el afio 2004
(Irigoyen 2004).

Para impulsar la produccién de A. diversifolia, el Centro Nacional de
Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA), produjo el “Boletin Anona”.
Este documento contiene un cuadro detallado donde se indica que los
costos de produccién durante el afio de establecimiento de 625 plantas
injertadas de A. diversifolia sobre A. muricata, es de 1449.94 USD (Cruz
2002). La obtencion de plantas injertadas por unidad es de 1.14 USD,
generando un total de 712.15 USD (anexo 2). Irigoyen (2004), indica que a
partir del tercer afo de produccién, se obtienen mayor cantidad de
ingresos que costos de produccién.

3.10. Propagacion

Tradicionalmente, A. diversifolia se propaga de forma sexual y
asexual. La primera es por semilla y la segunda es por via vegetativa. La
propagaciéon por semilla es el método mas utilizado histéricamente por los
agricultores; sin embargo, las semillas suelen tener bajo porcentaje de
germinacién, y su inicio de cosecha se realiza tardiamente. Las plantas
obtenidas por semilla presentan gran variabilidad genética y suelen tener
mayor altura.

El método de propagacion mas recomendable para A. diversifolia

seguln Cruz (2002), es el injerto sobre A. muricata, reduciendo el tiempo de
espera por germinacién. Este requiere ejemplares desarrollados que
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cargaran con el injerto y varetas que son los segmentos de la planta los
cuales se trasladaran al patréon (Cruz & Deras 2002). Debido a ello, es un
método dificil y retardado (Ramirez et a/2002).

3.11. Micropropagacion /n vitro.

La propagacion /n vitro consiste en cultivar fragmentos de una planta,
bajo condiciones de esterilidad, en presencia de nutrientes y fitohormonas.
El cultivo ofrece la multiplicacion vegetativa, la cual es el unico
procedimiento para reproducir a gran escala los genotipos sobresalientes,
cuya reproduccion sexual es dificultosa (Landaverde et a/ 2002). Los
métodos de micropropagacion de tejidos /n vitro, se han aplicado a
algunas Annonaceae como la A. cherimola, y por ende, se pueden aplicar
con éxito a otras Annona spp. para superar las dificultades de
reproducirlas en forma tradicional. La mayoria de los protocolos de
micropropagaciéon y regeneracidn en plantas del genero Annona, se
desarrollaron utilizando el cultivar Fino de Jete en Espafa (Lépez et a/
2014).

Entre los primeros estudios de micropropagacién en plantas del
género Annona, destaca el desarrollo de un método de micropropagacion
con material juvenil en A. cherimola (Encina, 1992; Encina et a/ 1994).
Luego se utilizaron estos resultados y métodos como referencia de un
sistema de micropropagacién exitoso para material adulto de chirimoya
seleccionado por sus rasgos agrondémicos de élite (Padilla 1997). Este
método de micropropagacién mostré un 50% de enraizamiento y una
excelente tasa de aclimatacion (Padilla & Encina, 2004). Otros intentos de
propagar /n vitro A. cherimola fallaron debido a la contaminacién sistémica
permanente de los cultivos (Tazzari et a/ 1990). Después del primer éxito
con la micropropagacién de A. cherimola y luego de los estudios de Bejoy
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& Hariharan (1992), Lemos & Blake (1996), se registraron resultados
similares micropropagando otras dos especies importantes de Annonaceae:
A muricatay A. squamosa. Por lo que se sabe, solo estas tres especies del
género Annona se micropropagaron con éxito antes de 1996 (Rasai et a/
1995), junto con el hibrido A. cherimola x A. squamosa (Nair et al 1984).
Actualmente, no existen estudios sobre el establecimiento /n vitro para A.
diversifolia; sin embargo, segun Lépez et a/ (2014), se comenzardn a
aplicar nuevas técnicas de estableciminto y micropropagacién a las
siguientes especies de Annonaceae: Annona senegalensis, A. scleroderma,
A. montana, A. reticulata, A. glabra, A. diversifoliay Rollinia sp.

3.11.1. Desinfeccion superficial

Las plantas normalmente se encuentran contaminadas por
microorganismos que no son patdégenos bajo condiciones normales; sin
embargo, cuando el tejido o el érgano es cultivado /n vitro el crecimiento
de los microorganismos limita el desarrollo de las células. Los que trabajan
con tejidos adultos de plantas que crecen en el campo, sehalan que el
porcentaje de contaminacién es alto, haciéndose necesaria la estricta
desinfeccidon superficial. Evidencias indican que se dan diferentes
respuestas entre especies, tipo de 6rgano o tejido y aln dentro de una
rama, ya que los dpices son mas facilmente danados por los desinfectantes
gue las yemas axilares. Diversos productos quimicos pueden emplearse
para la desinfeccién, pero deben usarse preferentemente aquellos que
sean facilmente removidos, para no provocar dafos al tejido (Landaverde
et al2002).

Para la desinfeccidén del material vegetativo, se utiliza comunmente

Hipoclorito de Calcio (del 6 -12 %) o Hipoclorito de Sodio (del 2- 5%). Las
sales de Calcio son menos téxicas, sin embargo, el Hipoclorito de Calcio
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reacciona con el CO2 de la atmodsfera, por lo tanto es quimicamente
inestable (Landaverde et a/ 2002). Ramirez et a/ 2002 experimentd los
efectos de diversas concentraciones de hipoclorito de sodio en apices y
segmentos nodales de A. muricata, obteniendo explantes viables, incluso

en altas concentraciones.

También se recomienda la adicién de un detergente (2 a 4 gotas de
tween - 20) para romper la tensién superficial y permitir que el explante
esté en mejor contacto con el quimico. Es dificil obtener una desinfeccién
superficial que no dane el tejido. En realidad cuando el explante es muy
sensible como los brotes apicales. Se recomienda mejor no usar
desinfectante. No se puede generalizar sobre el tipo de desinfectante o la
concentracién de este a utilizar debido a que cada especie y tipo de
explante es un caso particular lo que resalta la importancia de
experimentar con diferentes métodos utilizando un numero reducido de

explantes (Landaverde et a/ 2002).

La concentraciébn mas liviana de desinfectante que sea efectiva
contra la contaminacién de determinado explante es la mas adecuada, si
es mas diluida que esta, no se eliminaran los microorganismos y si es mas
concentrada se dafara el explante. Para facilitar la limpieza del explante
es importante considerar que los brotes nuevos sean mas limpios que los
viejos, materiales que crecen en el invernadero son mas limpios que los
que se encuentran en el campo. Entre mas pequefio sea el explante a
introducir al cultivo, menor serd la contaminacién a eliminar, sin embargo,
el tamafo debe ser tal que facilite el establecimiento del tejido. Otra
recomendacién que se ha formulado es el uso de antioxidantes si se
observa coloracién café en el explante durante el proceso de desinfeccién
(Landaverde et a/2002).
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Algunos autores, han descrito tratamintos de desinfeccién superficial,
cuyos resultados muestran eficencia en el establecimiento aséptico de
explantes adultos (Landaverde et a/ 2004; Ramirez et a/ 2002; Rincén et a/
1999; Ramirez et a/ 1999). En el caso de Lemos & Blake (1996), al utilizar
enjuagues por largos periodos de tiempo en explantes adultos de A.
muricata, junto a carbén activado en el medio, se anularon los efectos de

la oxidacion.

3.11.2. Medios de cultivo

Es el medio que contiene todos los materiales para el desarrollo del
tejido vegetal. Se han descrito diversos medios de cultivo que lograron
regeneraciones, utilizando explantes jévenes y viejos procedentes de
plantas bajo condiciones de invernadero, o bien, de campo (Bejoy &
Hartman 1992; Lemos & Blake 1996; Landaverde et a/ 2002; GOémez et a/
2006; Ramirez 2002; Rodriguez et a/ 2014; Vacca et al/ 2015). Segun
Hurtado & Merino (1997), el medio de cultivo debe contener los siguientes
ingredientes:

- Mezcla de sales inorgdnicas: Sustancias idnicas inorganicas de
importancia principalmente para mantener el equilibrio hidrico del tejido.
De acuerdo a Karp (2011), muchas sales se implementan junto a

cofactores de proteinas y coenzimas para su funcionamiento correcto.

- Compuestos organicos: Carbohidratos, fitohormonas o reguladores de
crecimiento, y vitaminas. Entre los carbohidratos mas comunes utilizados,
se encuentra la sucrosa, sacarosa y galactosa. De acuerdo a Solomon et a/
(2013), las fitohormonas pueden ser auxinas, giberelinas, citoquininas,
etileno, acido abscisico y brasinosteroides. Entre las mas comunes en

cultivo /n vitro de tejidos y células vegetales, se encuentra el picloram, el

23



acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), bencilaminopurina (BAP), &cido
naftalenoacético (ANA), y kinetina (Kin). Entre las vitaminas mas comunes,
se encuentra el inositol, tiamina, pyridoxina, &cido nicotinico y el

aminoacido glicina.

- Complejos naturales: Preparaciones de composicién definida con
origen natural. Entre estas destaca el agua de coco, jugo de tomate, jugo
de naranja y extracto de malta.

- Materiales inertes de soporte: Gelificantes y sustancias que brindan
consistencia. Entre estas, se encuentra el agar-agar y el phytagel.

El medio mas utilizado es el MS basal (Murashige & Skoog 1962), el
cual ha sufrido variaciones de acuerdo a la técnica de regeneracién a
utilizar. Otro medio comunmente utilizado es el B5 (Gamborg et a/ 1968).
Las variaciones en composicién, ocurren principalmente en la composiciéon
de fitohormonas, surgiendo medios modificados para callogénesis y
embriogénesis de algunas especies (Bejoy & Hartman 1992; Hurtado &
Merino 1997; Ramirez 2002; Rodriguez 2014).

La composiciéon del medio de cultivo tiene efectos significativos en Ia
respuesta del explante. En algunos casos, los medios de cultivo pueden
reducir o anular los efectos de la oxidacién. Esto ocurre principalmente
debido a la adicién de sustancias adsorbentes al medio, la reduccién en la
concentracién de sales y azUcares, o bien, la implementacién de medios
liquidos. Ademas, ciertas combinaciones de hormonas son efectivas para
generar la respuesta regenerativa esperada (Azofeifa 2009).
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3.11.3. Condiciones o caracteristicas quimicas y fisicas del

cultivo /n vitro

Las plantas jévenes o en desarrollo con tejidos meristematicos y
crecimiento vegetativo vigoroso son la mejor fuente de explantes. Aunque
en una misma planta se puede encontrar tanto crecimiento juvenil como
adulto, el primero se caracteriza por ser activo y por la ausencia de
estructuras reproductoras, mientras que el adulto es mas lento y presenta
estructuras sexuales para la reproduccion de la planta. Ademas, las
plantas adultas pueden haber acumulado mayor cantidad de
microorganismos en sus tejidos y contener menos células meristematicas,
necesarias para establecer los cultivos /n vitro (Calva & Rios 1999;
Seabrook 1980; Street 1977, citados por Calva & Pérez 2005).

Para combatir los microorganismos del explante, y a su vez
protegerlo de los efectos oxidativos, se han descrito una gran serie de
estrategias que incluyen trabajar en condiciones asépticas bajo una
camara de flujo laminar, utilizar antimicoéticos y antibiéticos en la
desinfeccién (Rincén et a/ 1999; Ramirez et a/ 1999), suministrar
sustancias adsorbentes al medio de cultivo y utilizar enjuagues por largos
periodos de tiempo (Azofeifa 2009).

3.11.4. Callogénesis

Las respuestas del explante dependen en gran medida de las
condiciones de incubacién. Debido a ello, deben controlarse las
condiciones ambientales de luz, temperatura y humedad. Ademas se
requiere un control de las condiciones fisicoquimicas y nutricionales del
medio de cultivo (Landaverde et a/ 2002). La incubacién del explante en
condiciones de oscuridad y niveles variables de reguladores de crecimiento,
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suelen conducir al desarrollo de una masa celular amorfa denominada
callo vegetal (Vacca et a/ 2015; Rodriguez et a/ 2014; Landaverde et al/
2002; Gémez et al 2006). Este proceso de transformacién del explante, es

denominado callogénesis.

Existen una serie de medios cuya composicién promueve la
callogénesis. Estos son denominados medios de induccién al callo vegetal.
Se han descrito una serie de medios de induccién, los cuales han sido muy
eficientes en diversas especies. De acuerdo a los resultados de Vacca et a/
(2015), suplementar el medio MS basal con diferentes concentraciones de
picloram, promueve la callogénesis de Pterogyne nitens Tul en un periodo
inferior a dos meses. En otros casos, se suplenmenta el medio MS basal
con diversas concentraciones de 2,4-D y BAP, o bien, ANA, reportando
eficiencia en la callogénesis de Ugni molinae (Rodriguez et a/ 2014). En
otras investigaciones, se implementan medios de composicion compleja
gue alternan extractos naturales y hormonas para inducir callogénesis en

especies de importancia comercial (Landaverde et a/2002).

Otros medios de inducciéon, utilizan como base el medio BS5,
obteniendo resultados exitosos, en especies como Eucalyptus globulus
(Gébmez et al/ 2006). La importancia de la callogénesis radica en la
diferenciaciéon de sus células, implementando otras clases de medios de
cultivo. Los callos obtenidos deben subcultivarse para su mantenimiento y
propagacién, o bien, inducir su diferenciacion para formar dérganos
(organogénesis), embriones (embriogénesis) o pasarse a un medio de
cultivo liquido para obtener células y pequefios agregados en suspension
(Calva & Pérez 2005).
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En las plantas silvestres, el tejido calloso se forma naturalmente en
respuesta a dafos mecdanicos sufridos por influencia del ambiente, o por
invasion de tejidos por ciertos microorganismos; sin embargo, en cultivos
in vitro, el tejido calloso se induce mediante la influencia de substancias
reguladoras del crecimiento vegetal adicionadas al medio de cultivo,
combinadas con requerimientos ambientales especificos. Entre estos,
destaca la incubaciéon en condiciones de oscuridad y un intervalo de
temperatura establecido (Yeoman 1970, Tempé y Schell 1985, Crozier et al.
2000, citados por Calva & Pérez 2005).

El éxito en la induccién y establecimiento de cultivos de callos, y en
consecuencia la subsiguiente regeneracién a tejidos y plantas, son funcién
de la calidad del explante usado, que a su vez depende de la planta madre
o del tejido del que se inicié el cultivo. De cualquier forma, para el inicio de
los cultivos se prefieren utilizar tejidos que contengan células

meristematicas (Calva & Pérez 2005).

La variabilidad genética entre y dentro de los cultivos se refleja
primero en la morfologia de los callos y posteriormente en los cultivos en
suspensién o sistemas de cultivo con los que se trabaje. Algunos autores
(Wareing & Al Chalabi 1985; Petiard & Bariaud 1985, citados por Calva &
Pérez 2005) opinan que este fendbmeno puede ser consecuencia de la alta
frecuencia de divisién celular que tiene lugar en los cultivos /in vitro. Otros
indican que también pueden ser causadas por alteraciones o cambios de
factores epigenéticos originados por la forma en que se establecen los
cultivos. Asi, hay estudios donde se observa que callos establecidos a
partir de diferentes 6rganos pero de una misma planta varian en
apariencia y presentan caracteristicas Unicas (Petiard y Bariaud 1985,
Holden et a/ 1988, citados por Calva & Pérez 2005). Pero mas aun, callos

procedentes de un mismo explante también difieren en su morfologia vy
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caracteristicas intrinsecas como color, friabilidad, dureza, tamafio, grado
de diferenciacién (Calva & Pérez 2005).

3.11.5. Oxidacidon de explantes

La oxidacién en células y tejidos vegetales es un proceso natural que
suele ocurrir como respuesta a lesiones de 6rganos vegetales. Esta se
visualiza como un ennegrecimiento progresivo que se origina en la zona
lesionada. En experimentos de regeneracién /n vitro en plantas del género
Annona se ha observado el efecto del ennegrecimiento, por la presencia de
dos clases de enzimas: fenoles y polifenoxidasas comunes en el
metabolismo de oxidacién que pueden limitar el enraizamiento, y disminuir
la viabilidad de los explantes y su respuesta morfogenética (Veldsquez et
al 2004). Para comprender la fisiologia de la oxidacion en células y tejidos
vegetales, es necesario abordar la tematica bajo la perspectiva bioquimica.

La oxidacién es el proceso a través del cual un dtomo, o grupo de
atomos, pierde uno o mas electrones (se oxida) y los cede a otro (el cual
se considera reducido). En sustratos organicos, la oxidaciéon y reduccion
involucra la participacién de atomos de carbono enlazados en forma
covalente a otros atomos (Karp 2011). La oxidacidén u oscurecimiento de
tejidos cultivados in vitro, se puede definir como la oxidacién, por radicales
libres, de diferentes componentes celulares, asi como, la oxidaciéon de
compuestos fendlicos catalizado por la enzima polifenol oxidasa (PPO) para
producir quinonas, las cuales son especies quimicas muy reactivas y
propensas a reaccionar, generando dano e incluso la muerte celular
(Azofeifa 2009).
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La mayoria de radicales libres se producen a partir del metabolismo
del oxigeno y se les llama especies de oxigeno reactivo o intermediarios de
oxigeno reactivo (ROS). Estas son formas parcialmente reducidas del
oxigeno atmosférico y tipicamente resultan de la excitacion del O para
formar el oxigeno singulete (102) o también mediante la transferencia de
uno, dos o tres electrones al Oz para formar el radical superdxido (02 ),
peréxido de hidrégeno (H202) o el radical hidroxilo (HO*) respectivamente.
En las células vegetales, éstos se forman constantemente durante las
reacciones redox de varias vias metabdlicas; la incompleta reduccién del
oxigeno o de la oxidaciéon del agua en el cloroplasto o la mitocondria, en la
cadena de transferencia de electrones tanto de la fotosintesis como de la
respiracién, en la B-oxidacién de los acidos grasos, oxidacién del glicolato,
del NADPH, oxalato y de las xantinas (Karp 2011).

Los ROS también se pueden generar en otros organelos celulares,
como los peroxisomas y los lisosomas, a consecuencia de los cortes
realizados en los explantes (Karp 2011). Adicionalmente, el O2¢ puede
reaccionar con el 6xido nitrico para formar su radical (NOe¢). Este y otras
formas oxidantes del éxido nitrico; diéxido de nitrégeno (NO2¢), perdxido
nitrico (ONOO"), nitrosil catién (NO+), etc., reciben en conjunto el nombre
de especies reactivas de nitrégeno (RNS). El estrés ocasionado por ROS se
le conoce como estrés oxidativo y el originado por RNS como estrés
nitrosativo (Azofeifa 2009).

En condiciones normales de crecimiento la produccién de ROS en la
célula es baja: 240 uM/s Oz  y 0,5 uM/s de H202 en los cloroplastos. En
situacién de estrés, el nivel de O2 en la célula se incrementa entre los 240-
720 uM/s y entre los 5-15 puM/s de H202 en los cloroplastos. La produccién
de especies reactivas puede ser activada por inductores especificos (como

parte del metabolismo normal de la planta) o también por mecanismos no
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especificos, por ejemplo en respuesta a un tipo de estrés. Minutos después
de la estimulacidn inicial ocurre, en respuesta, una produccién elevada de

especies reactivas de oxigeno (Azofeifa 2009).

La célula vegetal sometida a un estrés reacciona produciendo
mayores niveles de ROS y, o RNS; los cuales generan una reaccién en
cascada, cuando el electron libre se transfiere de una molécula a otra. Una
de las consecuencias que trae consigo es la accién de enzimas oxidasas,
frecuentemente nombradas como polifenol oxidasas (PPOs), fenolasas y
tirosinasas, asi como de las peroxidasas (POX). Las cuales son liberadas,
sintetizadas o estdn presentes en ciertos sustratos y en condiciones
oxidativas cuando los tejidos son lesionados o se encuentran senescentes.
En muchos casos, la oxidacién se ha relacionado directamente con el
acumulo de PPO y decrecimiento de putrescina, espermidina, y espermina
de los tejidos. Los sustratos para estas enzimas, que pueden variar entre
los diferentes tejidos, son comiUnmente la tirosina o los fenoles. Estas
enzimas normalmente se encuentran compartimentalizadas, por ejemplo:
PPO en cloroplastos, POX en peroxisomas, o se ubican en las membranas
subcelulares y los sustratos son almacenados dentro de la vacuola. La
enzima y el sustrato entran en contacto cuando la célula sufre algin dafo,
estrés o se encuentra senescente y, generalmente, da como resultado la

muerte del explante (Azofeifa 2009).

3.11.6. Disenos experimentales en cultivo /n vitro

Las diferentes respuestas producidas por un explante en cultivo /n
vitro son debido a diferencias genéticas y ambientales. Algunas veces
estos factores se encuentran fuera del control razonable del
experimentador; sin embargo, el reconocimiento de estas causas de
variabilidad, indica que es indispensable utilizar al menos dos unidades
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experimentales tratadas similarmente para medir el error experimental.
Este es la medida de variabilidad que se encuentra fuera del control del
investigador. Debido a ello, es indispensable aplicar un tratamiento
estadistico a una coleccién de datos experimentales. Esto permite realizar
estimacién sin sesgo del efecto de los tratamientos sobre el explante y
evaluar las diferencias entre los tratamientos mediante pruebas de
significancia (Izquierdo & Lépez 1991).

Las pruebas de significancia se basan en la medida del error
experimental y valoran la probabilidad de que las diferencias entre los
tratamientos ocurran Unicamente por efecto del azar, es decir, la parte no
controlada del experimento. Existen tres principios en el disefio de un
experimento sobre cultivo de tejidos vegetales: Repeticiones,
aleatorizacién y control local. Las repeticiones proveen un estimado del
error experimental y permiten una medida mas precisa del efecto de los
tratamientos. La naturaleza del material experimental y las condiciones
fisicas son el principal factor que rige el niumero de repeticiones en

experimentos de biotecnologia vegetal (Izquierdo & Lépez 1991).

La aleatorizacién consiste en la asignaciéon de los tratamientos a las
unidades experimentales, de tal forma que todas tengan una oportunidad
equitativa de recibir el tratamiento. El control local debe restringir la
aleatorizaciéon del disefio experimental, ejecutdndose bajo el “sistema de
blogues”, que consiste en la asignacién sistematica de repeticiones en
bloques de forma que las repeticiones de cada tratamiento reciban los
efectos del factor considerado. El disefio completamente al azar o
aleatorizado es uno de los mas utilizados en la experimentacién /n vitro
(Izquierdo & Lopez 1991).
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3.11.7. Analisis de datos en experimentos de cultivo /n vitro

Para responder las preguntas planteadas en las hipétesis, es
indispensable realizar un analisis estadistico de los datos obtenidos
durante el experimento. Muchos de éstos, tienen como objetivo,
determinar el efecto que sobre alguna variable dependiente “Y” tienen
distintos niveles de algun factor “X” (variable independiente y discreta)
(Terrddez & Angel sin afio). El factor puede ser un constituyente del medio
o un factor ambiental. Para determinar la relacién que existe entre un
tratamiento y la respuesta del explante, es indispensable realizar un
analisis de varianza a partir de los datos obtenidos durante el experimento,
correspondientes a la variable respuesta (lzquierdo & Lépez 1991).

El analisis de la variancia (cuya sigla en inglés es ANOVA: ANalisys Of
VAriance) es un procedimiento creado por R. A. Fischer en 1925, que
consiste en una descomposicion de la variabilidad total en partes,
atribuibles a causas conocidas y al azar, para terminar finalmente
comparando la magnitud de las partes mediante una prueba de F de
homogeneidad de variancias (Terrddez & Angel sin afio). EIl ANOVA se
utiliza para contrastar la hipdtesis nula, la cual indica que las medias de
distintas poblaciones coinciden (Benitez et a/ 2002).

Al realizar el analisis de datos provenientes de distintos tratamientos,
se debe poner a prueba la igualdad de medias poblacionales. Para ello, se
aplica el ANOVA con una sola causa conocida de variabilidad. Este analisis
se realiza en base a los siguientes valores calculados de acuerdo a los
datos obtenidos: Media aritmética de los valores obtenidos (u), la suma de
cuadrados de los desvios con respecto a la media o suma de cuadrados
total (SCT). Este ultimo es un indicador de variabilidad que permite tener
una medida de la misma (Benitez et a/ 2002).
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Si el tratamiento aplicado para establecimiento /n vitro es la causa
conocida de variabilidad, se debe identificar si las medias aritméticas de
los datos obtenidos en los tratamientos, correspondientes a distintos
valores del tipo de tratamiento, son iguales o diferentes (Benitez et a/ 2002;
lzquierdo & Lépez 1991). Mediante un test de homogeneidad de variancias
(F) se puede poner a prueba la hipétesis que la variancia debida a la causa
conocida A es igual a la del error experimental que en este caso particular,
los tratamientos no han producido variabilidad adicional a la debida a
causas desconocidas y englobadas bajo el nombre de error experimental
(Benitez et a/ 2002).

4. HIPOTESIS

® Es posible desinfectar hojas de A. diversifolia para iniciar su cultivo /n
vitro, utilizando diferentes combinaciones de agentes desinfectantes.

® Es posible inducir callogénesis de A. diversifolia, a partir de tejido foliar
como explante, aplicando diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento.
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5. METODOLOGIA
5.1. Ubicacidon

La siembra de la etapa de desinfeccidon superficial y las incubaciones
se realizaron en el Laboratorio de Cultivo /n vitro de Células y Tejidos
Vegetales de la Escuela de Biologia. Su ubicacién geografica es:
13°43'12.0"N 89°12'17.8"0. La siembra de la etapa de evaluacién de
medios de induccién a callo vegetal, se realizé en el laboratorio del Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas de El Salvador (CICES), ubicado en
el Centro de Investigacién y desarrollo en Salud (CENSALUD). Su ubicacion
geografica es: 13°43'04.9"N 89°12'06.7"0. Ambos laboratorios se
encuentran ubicados en la ciudad universitaria “Dr. Fabio Castillo
Figueroa”, Campus Central. Esta se encuentra ubicada al Final 25 Avenida
Norte, San Salvador (Fig. 8).
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Figura. 8. Ubicacion de la Universidad de El Salvador, Sede Central. Fuente: Pagina
oficial UES: https://goo.gl/paFwMv. Visitado 13/02/2018.
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5.2. Obtencion de material vegetativo de Annona diversifolia

Se seleccionaron plantas de A. diversifolia de tres afnos de edad
(consideradas adultas en este tipo de estudios), cultivadas en el vivero
CAPOSA S.A. de C.V., ubicado en la ciudad de San Salvador (13°42'37.9"N
89°12'12.6"0). Las plantas fueron trasladadas al Laboratorio de Cultivo /n
vitro de Células y Tejidos Vegetales, a partir de estas plantas, se
seleccionaron y cortaron hojas jévenes, las cuales se depositaron en una
solucién antioxidante que contenia ascorbato (100 mg/L) + citrato (150
mg/L) hasta el momento de la aplicacion del pretratamiento de
desinfeccién superficial.

5.3. Tipo de explante y condiciones de incubacidn

El material vegetal utilizado en ambas etapas de la investigacion
consisti6 en segmentos de hojas de aproximadamente 1 cm?2, sin
nervadura central, extremos, porciones basales y apicales. Cada explante,
se cultivo en frascos de vidrio con un diametro de 4.5 cm y 6.7 cm de
altura, sellados con papel aluminio (Fig. 9). Dichos frascos contenian 30 ml
de medio de cultivo esterilizado. Este, durante la etapa de desinfeccion
superficial, consisti6 en MS basal a la mitad de concentraciéon de sales
(anexo 3), gelificado con phytagel (2.2 g/L), y con un pH ajustado a 5.8. El
medio fue esterilizado en un autoclave durante 20 min con 15 Ib/pulg? de
presién, y a una temperatura de 121°C. La incubacién fue en condiciones
de oscuridad, al interior de una caja de plastico negro (Fig. 10). La
temperatura dentro de la caja, fue de 24-26°C. El periodo de incubacién y
toma de datos, durante la etapa de desinfeccién superficial, fue de cuatro
semanas. El de la etapa de evaluacion de medios de induccién a callo

vegetal, fue de cinco semanas.
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Figura 9. Etapa de evaluacién de medios Figura 10. Etapa de evaluacién de medios

de cultivo de induccién a callo vegetal, de cultivo de induccién a callo vegetal,

frascos de vidrio con medio de cultivo. cajas de plastico utilizadas para incubar.

UES 2017. En su interior se encuentran explantes
foliares de A. diversifolia sembrados. UES
2017.

5.4. Etapa de desinfeccidon superficial

Se aplicé un pretratamiento de desinfeccion superficial a las hojas
seleccionadas. Este consistido en un lavado con agua jabonosa durante 10
min, un enjuague con agua corriente durante 5 min, y una inmersién en
alcohol etilico al 70% durante 10 seg. A continuacién, las hojas fueron
colocadas en una solucién de citrato (0.5%), esterilizada hasta el momento
de la aplicacion del tratamiento de desinfecciéon (Modificado de Landaverde
et al 2002). Posteriormente, los explantes en solucién, fueron llevados al
interior de una camara de flujo laminar bajo condiciones asépticas (Figs.
11 y 12). En dichas condiciones se aplicaron seis tratamientos de
desinfeccién superficial (tabla 5) mas una inmersién en citrato (0.5%) por 1
min (Dipré et a/ 2012).
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Los tratamientos de desinfeccidon superficial utilizados en la presente
investigaciéon estdn basados en trabajos de diferentes autores. El
pretratamiento y el tratamiento 1, son una modificacién de los
implementados por Landaverde et a/ (2002) y (Dipré et a/ 2012). Los
tratamientos 2 y 3, estdn basados en el trabajo de Ramirez et a/ (2002). El
tratamiento 4, es una modificacién del utilizado por Rincén et a/ (1999).
Los tratamientos 5 y 6, son los sugeridos por Ramirez et a/ (1999).

L

Figura 11. Etapa de desinfeccion Figura Etapa de desinfeccion

superficial, siembra en condiciones superﬂaal, desmfecaon de explantes en

asépticas. Para contribuir a generar condiciones asépticas. A la izquierda se

condiciones asépticas de siembra, se rocié presenta la diseccién de la hoja previa a la

la cdmara con etanol al 70% y se coloc6 siembra. A la derecha se muestran los

un mechero de alcohol. UES 2017. explantes inmersos en solucién
desinfectante. UES 2017.
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Tabla 5. Tratamientos de desinfeccién superficial
explantes foliares de A. diversifolia Safford. UES 2017.

implementados en

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Inmersién en
Hipoclorito de
calcio (10%) por
20 min.

Inmersién en
Hipoclorito de
calcio (8%) por
10 min.

Inmersién en 3
enjuagues con
agua destilada
esterilizada.

Inmersién en
Hipoclorito de
sodio (1%) por 5
min.

Inmersién en 3
enjuagues con
agua destilada
esterilizada.

Inmersién en
Hipoclorito de
sodio (0.5%) por
10 min.

Inmersién en 3
enjuagues con
agua destilada
esterilizada.

Inmersién en
Hipoclorito de
sodio (5.25%)
por 5 min.

Inmersién en 3
enjuagues con
agua destilada
esterilizada.

Inmersién en
Ridomil (20 g/L)
por 10 min.

Inmersion en
Tetraciclina (0.6
g/L) por 10 min.

Inmersién en
benomil (2 g/L)
+ tetraciclina
(0.2 g/L) por 15
min.

Inmersién en
etanol (70%) por
1 min.

Inmersién en 3
enjuagues con
agua destilada
esterilizada.

Inmersién en
etanol (70%) por
1 min.

Inmersién en
benomil (2 g/L)
+ tetraciclina
(0.2 g/L) por 15
min.

Inmersién en 3
enjuagues con
agua destilada
esterilizada.

Luego de aplicar los tratamientos de desinfeccién superficial y Ia
inmersién en citrato (0.5%), se delimitaron los explantes sobre trozos de
papel bond esterilizados, y se realizaron las siembras (Fig. 13). Cada frasco
se rotuld (Fig. 14) con el nUmero de tratamiento (del 1 al 6) y el nUmero de
repeticion (a, b 6 c). Los datos fueron tomados semanalmente en una

tabla de frecuencia (anexo 4).
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Figura 13. Explante foliar de A. Figura 14. Etiqueta de frascos con
diversifolia, luego de aplicar tratamiento 1 explantes foliares de A. diversifolia, luego
(Hipoclorito de calcio (10%) por 20 min; de aplicar tratamiento 5 (benomil (2 g/L)
Hipoclorito de calcio (8%) por 10 min; tres + tetraciclina (0.2 g/L) por 15 min; etanol
enjuagues con agua destilada (70%) por 1 min; tres enjuagues con agua
esterilizada). Este se encuentra sembrado destilada esterilizada). Estos fueron
en MS basal al 50%. Se observa tonalidad sembrados en MS basal al 50%. Etapa de
amarillenta. Etapa de desinfeccion desinfeccion superficial. UES 2017.
superficial UES 2017.

5.5. Etapa de evaluacion de medios de cultivo de induccion a callo
vegetal

Luego de culminar la etapa de desinfeccion superficial, se seleccioné
el método con mayor promedio de explantes sobrevivientes, y se procedié
a aplicarlo en la siguiente etapa a explantes procedentes de plantas con
las caracteristicas previamente mencionadas (Figs. 15 y 16). Estos fueron
sembrados bajo condiciones asépticas (Figs. 17 y 18) en seis medios de
induccién a callo vegetal (tabla 6).

Los medios de cultivo de induccién al callo vegetal utilizados en Ia
presente investigacidon, estan basados en investigaciones de diferentes
autores. Estos fueron descritos como eficientes en la generacién de callos,
en sus respectivos trabajos. Los medios a y b fueron los implementados
por Vacca et a/ (2015) en la callogénesis de Pterogyne nitens Tul. Los
medios ¢ y d, fueron los utilizados por Rodriguez et a/ (2014), en la
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callogénesis de Ugni molinae. El medio e fue el sugerido por Landaverde et
al (2002), para generar callos a partir de tejido foliar de Coffea arabica. El
medio f, fue el descrito por Gémez et a/ (2006), para inducir callogénesis
en tejido foliar de Eucalyptus globulus.

AT
" ) < " : N
Figura 15. Generando condiciones Figura 16. Inmersidon de explantes foliares
asépticas al interior de camara de flujo de A diversifolia  en soluciones
laminar. Se irradié el interior de la cdmara desinfectantes, bajo condiciones
con luz UV, por 20 min. Etapa de asépticas. Etapa de evaluacién de medios
evaluacion de medios de cultivo de de cultivo de induccién a callo vegetal.
induccién a callo vegetal. UES 2017. UES 2017.

Figura 17. Delimitaciéon de explantes Figura 18. Siembra de los explantes
foliares de A. djversifolia. Etapa de foliares de A. diversifolia en tratamientos
evaluacion de medios de «cultivo de de induccién a callo vegetal. Etapa de
induccién a callo vegetal. UES 2017. evaluacion de medios de cultivo de
induccién a callo vegetal. UES 2017.
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Tabla 6. Composicién de tratamientos de inducciéon al callo vegetal,
aplicados a explantes foliares de A. diversifolia. UES 2017.

T Medio de cultivo base Suplementos adicionales pH

a | MS basal al 100% de sus sales. Hidrocaseina (500 mg/L). 7.0
Picloram (0.87 mg/L).

b | MS basal al 100% de sus sales. Hidrocaseina (500 mg/L). 7.0
Picloram (0.69 mg/L).

¢ | MS basal al 100% de sus sales. 2,4-D (1 mg/L). 5.8
BAP (1 mg/L).

d | MS basal al 100% de sus sales. ANA (0.5 mg/L). 5.8

e | T1B modifi.cado (MS ba;al al 50% Tiamina-HCI (1 mg/L). 5.8

cSJI;e).sales, sin FeEDTA ni 2IP (anexo Myo inositol (100 mg/L).

Acido nicotinico (1 mg/L).
Pyridoxina (400 mg/L).
Glicina (400 mg/L).

Extracto de malta (100 mg/L).

Hidrocaseina (0.5 mg/L).
2,4-D (1 mg/L).

AIB (1 mg/L).
f | Medio B5 al 100% de sus sales 2,4-D (2 mg/ L). 5.8
(anexo 3). Kin (1 mg/L).

Cada frasco se rotuldé con el literal de tratamiento (del a al f) y el
nimero de repeticion (1, 2 6 3). Estos se colocaron al interior de una caja
de plastico negro y se trasladaron al laboratorio de Cultivo /n vitro de
Células y Tejidos Vegetales, donde permanecieron en condiciones de
incubacién durante cinco semanas. Los datos fueron tomados

semanalmente en una tabla de frecuencia (anexo 6).
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5.6. Diseino experimental y andlisis de datos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar en ambas etapas de Ia
investigacién. Se evaluaron seis tratamientos con tres repeticiones. La
unidad experimental fue un explante sembrado en un frasco de vidrio con
medio de cultivo. Cada repeticién estuvo conformada de diez unidades
experimentales por tratamiento (Fig. 19).

| REPETICIONa |~ 10UNIDADES |
14 DESINFECCION | /
iR, (SO, (oo ]
":"-'-‘ REPETICIONc |-.[ 10UNIDADES |
[ETAPASDELA |/
INVESTIGACION |
| REPETICION1 || 10UNIDADES |
22 MEDIOS DE
INDUCCIONA |/
CALLO. | REPETICIONZ |+[ 10UNDADES |
TRATAMIENTOS |\,
a—f \
‘[ REPETICION3 || 10UNIDADES |

Figura 19. Desarrollo de la fase experimental. 12! etapa: Desinfeccién superficial de
explantes foliares. 22 etapa: Induccidon a callo vegetal. Cada etapa consistié en la
evaluacion de 6 tratamientos de 10 unidades experimentales y 3 repeticiones, haciendo
un total de 180 unidades experimentales por etapa. UES 2017.

El modelo matematico utilizado fue:

Mij = 1 + Ti + Eij

Donde:

Mij = Variable aleatoria respuesta. Sus valores dependieron del efecto del tratamiento:
- Explante contaminado (EC)

- Explante oxidado (EO)

- Explante sobreviviente (ES).

K = Media experimental.

Ti = Efecto del tratamiento.

Eij = Error experimental.
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Los resultados se analizaron con el programa “WPS Spreadsheets
a2l, Linux version”, y consistié en un analisis de varianza (ANOVA) con
una sola causa conocida de variabilidad. Durante ambas etapas de la
investigacién se analizaron los siguientes parametros: Promedio de
explantes oxidados, promedio de explantes contaminados, y promedio de
explantes sobrevivientes. También se presentan los datos porcentuales de
los promedios. En cada etapa se tomaron datos semanalmente. Los
resultados se presentan en graficas y figuras para comparar los efectos de
los tratamientos sobre los explantes en estudio.
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6. RESULTADOS

6.1. Etapa de desinfeccidn superficial

Durante esta etapa, se evaluaron los promedios correspondientes a
la contaminacion, oxidacidn, y sobrevivencia de los explantes.

6.1.1. Contaminacidon de explantes

Los resultados por tratamiento fueron diferentes (Figs. 20 y 21). Sus
maximos valores se obtuvieron a partir de la segunda semana, y se
mantuvieron durante el resto del periodo de medicién (anexos 7 y 8). Los
promedios de contaminacién, muestran diferencias estadisticamente
significativas al nivel de significancia del 1% (F>5.064, anexo 9).

En la figura 20, se observa que el tratamiento que obtuvo menor
contaminacién fue el 1 (Fig. 22); sin embargo, sus promedios de oxidacién
fueron los mas altos. El tratamiento 4 (Fig. 23), obtuvo el segundo menor
promedio de contaminacién. Los promedios de contaminacién mas altos,
se presentaron en el tratamiento 3 (Fig. 24), seguido por el 6 (Fig. 25).
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Figura 20. Efecto de los tratamientos de desinfeccién superficial sobre promedio de
contaminacién en explantes foliares de A. diversifolia después de cuatro semanas. Etapa
de desinfeccién superficial. UES 2017.

Tratamientos de desinfeccion:

T1 = Hipoclorito de calcio
(10%) por 20 min;
Hipoclorito de calcio (8%)
por 10 min; tres enjuagues
con agua destilada
esterilizada.

T3 = Hipoclorito de sodio
(0.5%) por 10 min; tres
enjuagues con agua
destilada esterilizada.

T5 = benomil (2 g/L) +
tetraciclina (0.2 g/L) por 15
min; etanol (70%) por 1
min; tres enjuagues con
agua destilada esterilizada.

T2 = Hipoclorito de sodio
(1%) por 5 min; tres
enjuagues con agua
destilada esterilizada.

T4 = Hipoclorito de sodio
(5.25%) por 5 min; tres
enjuagues con agua
destilada esterilizada;
Ridomil (20 g/L) por 10
min; Tetraciclina (0.6 g/L)
por 10 min.

T6 = etanol (70%) por 1
min; benomil (2 g/L) +
tetraciclina (0.2 g/L) por 15
min; tres enjuagues con
agua destilada esterilizada.
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Figura 21. Efecto de los tratamientos de desinfeccion superficial sobre porcentaje de
contaminacién en explantes foliares de A. diversifolia después de cuatro semanas. Etapa
de desinfeccién superficial. UES 2017.

Figura 22. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en MS basal al 50%, luego de
aplicar tratamiento 1, después de una
semana de siembra. Se observa tejido
amarillento. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.

Figura 23. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en MS basal al 50%, luego de
aplicar tratamiento 4, repeticién C,
después de tres semanas de siembra. Se
observa tejido sin dafio aparente. Etapa
de desinfeccién superficial. UES 2017.
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Figura 24. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en MS basal al 50%, luego de
aplicar tratamiento 3, después de una

Se observa
de desinfeccidn

semana de siembra.
contaminacién. Etapa
superficial. UES 2017.

Figura 25. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en MS basal al 50%, luego de
aplicar tratamiento 6, después de una
semana de siembra. Se observa
contaminacién. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.

6.1.2. Sobrevivencia de explantes

Los promedios de sobrevivencia de los explantes fueron diversos

entre los tratamientos utilizados (anexos 10 y 11). Ademas, sus valores
26 'y 27)
conforme incrementaron los promedios de oxidacién (anexos 12 y 13). Los

mostraron una tendencia a disminuir cada semana

valores minimos de explantes sobrevivientes, se obtuvieron durante la

cuarta semana. Los promedios de explantes sobrevivientes muestran

(Figs.

diferencias estadisticamente significativas al nivel de significancia del 1%

(F>5.064) durante las cuatro semanas (anexos 14-17), al igual que los

promedios de explantes oxidados (anexos 18-21).
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Figura 26. Efecto de los tratamientos de desinfeccién superficial sobre el promedio de
sobrevivencia de explantes foliares de A. diversifolia. Etapa de desinfecciéon superficial.
UES 2017.
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Figura 27. Efecto de los tratamientos de desinfeccién superficial sobre el porcentaje de
sobrevivencia de explantes foliares de A. diversifolia. Etapa de desinfecciéon superficial.
UES 2017.
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En la figura 26 se observa que el tratamiento que presentd el
promedio mayor (5.6) de explantes sobrevivientes durante las cuatro
semanas, fue el 4. Debido a ello, se elabord un protocolo de desinfeccién
superficial para el establecimiento aséptico de explantes foliares de A.
diversifolia (anexo 22). Los demas tratamientos muestran un descenso
considerable de explantes sobrevivientes a partir de la segunda semana
(anexos 10 y 11). Durante la cuarta semana, Unicamente el tratamiento 4
presentd explantes sobrevivientes. Los tratamientos 1 y 3, presentaron los
promedios mas bajos de explantes sobrevivientes (promedio de 0.0), a
partir de la primera semana.

6.2. Etapa de evaluacion de medios de cultivo de induccion a callo
vegetal

Los medios de cultivo de induccién a callo vegetal junto a las
condiciones de incubacién, no permitieron inducir la callogénesis en los
explantes foliares. Debido a ello, durante esta etapa, los pardmetros
evaluados fueron los promedios correspondientes a la contaminacion,
oxidacién, y sobrevivencia de los explantes. La toma de datos se realiz6

semanalmente por un periodo de cinco semanas.

6.2.1. Contaminacidon de explantes

Los promedios de contaminacion fueron diversos entre los medios
utilizados (Figs 28 y 29). Sus maximos valores se obtuvieron a partir de la
guinta semana (anexos 23 y 24). Los promedios de contaminacion
muestran diferencias estadisticamente significativas al nivel de
significancia del 10% (F>2.394) Unicamente durante la quinta semana
(anexo 25).
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Figura 28. Efecto de los tratamientos de induccién a callo vegetal sobre el promedio de
contaminacién de explantes foliares de A. diversifolia después de cinco semanas. Etapa
de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo vegetal. UES 2017. Composicion
de medios de inducciéon a callo vegetal:

a = MS basal al 100% +
Hidrocaseina (500 mg/L)+
Picloram (0.87 mg/L).

c = MS basal al 100% +
24-D (1 mg/L) + BAP
(1 mg/L).

e = MS basal al 50% +
Tiamina-HCI (1 mg/L) +
Myo inositol (100 mg/L) +
Acido nicotinico (1 mg/L) +
Pyridoxina (400 mg/L) +
Glicina (400 mg/L) +
Extracto de malta (100
mg/L) + Hidrocaseina (0.5
mg/L) + 2,4-D (1 mg/L) +
AIB (1 mg/L).

b = MS basal al 100% +
Hidrocaseina (500 mg/L) +
Picloram (0.69 mg/L).

d = MS basal al 100% +
ANA (0.5 mg/L).

f = Medio B5 al 100% +
2,4-D (2 mg/ L) + Kin (1
mg/L).
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Figura 29. Efecto de los tratamientos de induccién a callo vegetal sobre el porcentaje de
contaminacién de explantes foliares de A. diversifolia después de cinco semanas. Etapa
de evaluaciéon de medios de cultivo de induccién a callo vegetal. UES 2017.

En la figura 28 se observa que los tratamientos que presentaron el
menor promedio de contaminacién fueron el ¢ y f (promedio de 0.0); sin
embargo, los promedios de oxidaciéon de ¢ fueron mas altos que los de f. El
promedio de contaminacion mas alto fue del d (2.66), seguido por el a
(Figs. 30 y 31). La contaminacién en d, se observo en el medio de cultivo a
partir de las regiones periféricas del frasco.
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Figura 30. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en tratamiento de induccién a
callo vegetal a, repeticién 1, después de

Figura 31. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en tratamiento de induccién a
callo vegetal a, repeticién 1, después de

una semana de siembra. Se observa una semana de siembra. Se observa

contaminaciéon originada a partir del contaminacién originada a partir del
explante. Etapa de evaluacién de medios explante. En este caso, se expandid
de cultivo de induccién a callo vegetal. primero hacia arriba y luego a los

UES 2017. laterales. Etapa de evaluacién de medios

de cultivo de induccién a callo vegetal.
UES 2017.

6.2.2. Sobrevivencia de explantes

Los promedios de sobrevivencia de los explantes fueron diversos
entre los tratamientos utilizados (anexos 26 y 27). Ademas, sus valores
32 y 33)
conforme incrementaron los promedios de oxidacién (anexos 28 y 29). Los

mostraron una tendencia a disminuir cada semana (Figs.
valores minimos de explantes sobrevivientes se obtuvieron durante la
semana cinco. Los promedios de explantes sobrevivientes muestran
diferencias estadisticamente significativas al nivel de significancia del 1%
(F>5.064), (anexos 30-33).
promedios de explantes oxidados muestran diferencias significativas al

durante las Ultimas cuatro semanas Los
nivel del 1% (F>5.064), durante la semana dos, tres y cuatro (anexos 34-
36),

estadisticamente significativas al nivel de significancia del 5% (F>3.106)

mientras que durante la quinta semana, presentan diferencias

(anexo 37).
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Figura 32. Efecto de los tratamientos de induccién a callo vegetal sobre el promedio de
sobrevivencia de explantes foliares de A. diversifolia. Etapa de evaluacion de medios de
cultivo de induccién a callo vegetal. UES 2017.
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Figura 33. Efecto de los tratamientos de induccién a callo vegetal sobre el porcentaje de
sobrevivencia de explantes foliares de A. diversifolia. Etapa de evaluacion de medios de
cultivo de induccién a callo vegetal. UES 2017.
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En la figura 32 se observa que el tratamiento de induccién a callo
vegetal que obtuvo mayor promedio de explantes sobrevivientes durante
las cinco semanas, fue f (4.66). La mayoria de tratamientos mostraron un
descenso considerable de explantes sobrevivientes a partir de la cuarta
semana (anexo 21). Los tratamientos b (Figs. 34 y 35) y e presentaron los
promedios mas bajos de explantes sobrevivientes a partir de la tercera
semana. Durante la quinta semana, Unicamente los tratamientos d (Fig. 36)

y f (Fig. 37), mostraron explantes sobrevivientes.
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Figura 34. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en tratamiento de induccién b,
repeticién 1, después de dos semanas de
siembra. Se observa oxidacién en algunas
zonas. Etapa de evaluaciéon de medios de
cultivo de induccién a callo vegetal. UES
2017.

Figura 36. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en tratamiento de induccién d,
repeticién 1, después de cuatro semanas
de siembra. Se observan indicios de
oxidacién en los bordes del explante.
Etapa de evaluaciéon de medios de cultivo
de induccién a callo vegetal. UES 2017.

Figura 35. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en tratamiento de induccién b,
repeticiéon 1, después de tres semanas de
siembra. Se observa oxidacién en todo el
explante. Etapa de evaluacién de medios
de cultivo de induccién a callo vegetal.
UES 2017.

Figura 37. Explante foliar de A. diversifolia
sembrado en tratamiento de induccién f,
repeticiéon 1, después de cuatro semanas
de siembra. Se observa sin indicios de
oxidacion ni contaminacién. Etapa de
evaluacion de medios de cultivo de
induccién a callo vegetal. UES 2017.
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7. DISCUSION

7.1. Etapa de desinfeccidn superficial

7.1.2. Contaminacion de explantes

Los tejidos vegetales de plantas adultas, generalmente presentan
porcentajes altos de contaminacion. Debido a ello, es necesaria una
estricta desinfeccién superficial bajo condiciones asépticas (Landaverde et
al 2002). De acuerdo a Lépez et a/ (2014), no se han realizado estudios
previos de desinfeccién superficial de explantes en A. diversifolia; sin
embargo, éstos ya se han realizado en otros representantes del género
Annona, utilizando plantas adultas (Rincén et a/ 1999; Ramirez et a/ 2002;
Veldsquez et a/ 2004; Lopez et al 2014), y jévenes (Dipré et a/2012).

Segun Landaverde et a/ (2002), en cultivos de explantes
provenientes de plantas leflosas adultas, los porcentajes de contaminacién
suelen presentar variaciones significativas a causa del tratamiento de
desinfeccidon superficial. Ademas, se recomienda la implementacién de
hipocloritos como desinfectante. Esto contrasta con los resultados
obtenidos por Ramirez et a/ (2002), quienes obtuvieron altos porcentajes
de contaminacién (50-70% a los 20 dias) en explantes adultos de plantas
leflosas, utilizando hipocloritos. Por otra parte, Rincén et a/ (1999) y
Ramirez et a/ (1999), obtuvieron contaminacién minima (0% a los 14 dias y
25% a los 7 dias respectivamente) al implementar antimicéticos de uso
agrondémico Yy antibidéticos de uso médico, durante la desinfeccién
superficial.
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De acuerdo a lo anterior, y a lo descrito en el apartado de resultados,
las observaciones semanales realizadas en los tratamientos 2 (Hipoclorito
de sodio (1%) por 5 min; tres enjuagues con agua destilada esterilizada), 3
(Hipoclorito de sodio (0.5%) por 10 min; tres enjuagues con agua destilada
esterilizada), y 6 (etanol (70%) por 1 min; benomil (2 g/L) + tetraciclina
(0.2 g/L) por 15 min; tres enjuagues con agua destilada esterilizada),
muestran altos porcentajes de contaminacién (46.66%, 100% y 73.33%
respectivamente). Los tratamientos 1 (Hipoclorito de calcio (10%) por 20
min; Hipoclorito de calcio (8%) por 10 min; tres enjuagues con agua
destilada esterilizada), 4 (Hipoclorito de sodio (5.25%) por 5 min; tres
enjuagues con agua destilada esterilizada; Ridomil (20 g/L) por 10 min;
Tetraciclina (0.6 g/L) por 10 min), y 5 (benomil (2 g/L) + tetraciclina (0.2
g/L) por 15 min; etanol (70%) por 1 min; tres enjuagues con agua destilada
esterilizada) presentaron bajos porcentajes de contaminaciéon (0%, 6.66%
y 13.33% respectivamente). Segun Landaverde et a/ (2002), estas
variaciones ocurren como consecuencia del efecto de sus tratamientos.
Los altos porcentajes de contaminacion en los tratamientos 2, 3, y 6
contrastan con resultados obtenidos en protocolos similares.

Los porcentajes de contaminaciéon obtenidos implementando los
tratamientos 2 y 3, contrastan con los resultados reportados por Ramirez
et al/ (2002). En dicho estudio, se obtuvo 50% de contaminacién, utilizando
el mismo procedimiento de desinfeccién superficial que en el tratamiento 2,
y de 70% aplicando el tratamiento 3 en explantes de A. muricata.

El menor porcentaje de contaminacién obtenido en el tratamiento 2
con respecto a su analogo (Ramirez et a/ 2002), podria deberse a las
condiciones donde se desarrollaron las plantas. Ramirez et a/ (2002),
trabajaron con plantas procedentes del campo y en el presente estudio se

trabajé con plantas procedentes de un vivero; sin embargo, al implementar
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el tratamiento 3, se obtuvo mayor contaminacién que en el estudio de
Ramirez et a/ (2002). De acuerdo a Rincén et a/ (1999), estas diferencias
suelen ocurrir por una inadecuada forma de trabajar bajo condiciones
asépticas. En dicho caso, las variaciones no se deben a la aplicacién del
pretratamiento utilizado (agua jabonosa por 10 min; un enjuague con agua
corriente por 5 min; alcohol etilico al 70% por 10 seg), el cual esta basado
en el descrito por Landaverde et a/ (2002), donde se obtuvo baja
contaminacion (25-30%).

Los porcentajes de contaminaciéon obtenidos implementando los
tratamientos 5 y 6 (13.33% y 73.33% respectivamente), contrastan con
los resultados reportados por Ramirez et a/ (1999). En dicho estudio, se
presentd 25 y 45% de contaminacién, utilizando un procedimiento de
desinfeccidon superficial similar al tratamiento 5, aplicado a explantes
adultos de Psidium guajavay Psidium friedrichsthalianum respectivamente.
Ademas se recomendd invertir el orden de aplicacion de desinfectantes,
volviéndose semejante al tratamiento 6. Segun Ramirez et a/ (1999), esto

permitiria mayor eficiencia en desinfeccién.

El menor porcentaje de contaminacién obtenido en el tratamiento 5,
podria deberse en parte a las condiciones donde se desarrollaron las
plantas, ya que en el trabajo de Ramirez et a/ (1999), se utilizaron plantas
procedentes del campo. Por otro lado, tal como describen algunos autores,
las diferencias pueden atribuirse a causa del pretratamiento (Lemos &
Blake 1996). En pretratamientos similares al utilizado en este trabajo, se
han obtenido bajos porcentajes de contaminacién, implementando
explantes foliares adultos, como indica Landaverde et a/ (2004). El alto
porcentaje de contaminacién en el tratamiento 6, probablemente se deba
a que la soluciéon de antimicético y antibidtico, desplazé o lavd gran parte
del etanol al 70% impregnado en el explante. Esto es contrario a lo
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sugerido por Ramirez et a/ (1999), donde se indicé que probablemente

habria mayor desinfeccién utilizando este orden de inmersién.

El porcentaje de contaminacion en el tratamiento 1 (0%), fue inferior
a los obtenidos por Landaverde et a/ (2002) en explantes foliares adultos.
En este caso, debido a que las condiciones de desinfeccidon son semejantes,
probablemente las diferencias se deban a la procedencia del explante.
Esto coincide con lo reportado por Lemos & Blake (1996), donde se indica
bajo porcentaje de contaminacién en explantes no procedentes del campo.
Los resultados del tratamiento 4 (6.66%), concuerdan con los bajos
porcentajes de contaminacién (0%) reportados por Rincén et a/ (1999) en
explantes de A. glabra.

7.1.3. Sobrevivencia de explantes

Los tejidos vegetales de plantas lefiosas adultas, generalmente
presentan porcentajes altos de oxidacién al cultivarse /n vitro (Landaverde
et al 2002; Ramirez et a/ 1999). Esto ya ha sido descrito como la principal
causa de baja sobrevivencia de explantes adultos en plantas del género
Annona, y se describe como un ennegrecimiento progresivo en el explante
(Veldsquez et a/ 2004; Ramirez et a/ 2002; Rincén et a/ 1999). Debido a
ello, se sugiere implementar soluciones antioxidantes durante el traslado y
pretratamiento (Landaverde et a/ 2002; Dipré et al/ 2012). Segun
Landaverde et a/ (2002), en cultivos de explantes adultos provenientes de
plantas lefosas adultas, los porcentajes de oxidacién suelen presentar
variaciones significativas a causa del tratamiento de desinfeccion
superficial. Ademas, se recomienda la implementacién de soluciones
antioxidantes conformadas por acido ascérbico y acido citrico durante el
traslado del material vegetativo. Esto contrasta con los resultados
obtenidos por Rincén et a/ (1999) y Velasquez et a/ (2004), quienes
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obtuvieron altos porcentajes de oxidacién en explantes adultos de plantas
leflosas (45% a los 14 dias y 89% a los 24 dias respectivamente). Por su
parte, Dipré et a/ (2012), no reporté oxidacién al implementar una solucién
de citrato previo a la siembra de explantes jévenes de A. muricata. De
acuerdo a Lemos & Blake (1996), la oxidacién puede ser controlada
afadiendo carbdén activado y galactosa al medio de cultivo.

De acuerdo a lo anterior, y a lo descrito en el apartado de resultados,
las observaciones semanales realizadas en los tratamientos, demuestran
en general, bajos porcentajes de sobrevivencia debido a dos factores. En el
caso de los tratamientos 2, 3, y 6, la principal causa, fue la contaminacién
(46.66%, 100% y 73.33% respectivamente). Los tratamientos 1, 4, y 5,
presentaron bajos porcentajes de sobrevivencia, debidos principalmente a
la oxidacion (100%, 36.66% y 73.33% a los 28 dias respectivamente). Los
porcentajes de oxidacién obtenidos implementando el tratamiento 1, son
mayores a los reportados por Landaverde et a/(2002). En dicho estudio, se
obtuvo 0% de oxidacién durante los primeros quince dias de incubacion,
utilizando el mismo procedimiento de desinfeccién superficial que el
tratamiento 1, aplicado a explantes foliares del café (Coffea arabica). Para
este caso particular, puesto a que las condiciones en ambos estudios eran
similares, el resultado podria deberse a un efecto téxico (Ramirez et a/
1999; Ramirez et a/ 2002). De acuerdo a Veldsquez et a/ (2004), esto se
evidencia cuando el explante pierde parte de su coloracién natural luego
de la inmersiéon en el desinfectante. Esta descripcién coincide con lo
observado en el presente estudio al implementar el tratamiento 1. El
porcentaje de explantes sobrevivientes obtenida implementando el
tratamiento 5 (86.66% al cabo de 7 dias), es mayor a la reportada por
Ramirez et al/ (1999). En dicho estudio, se obtuvo 75% de explantes
sobrevivientes en Psidium guajava, y 55% en Psidium friedrichsthalianum.
Ambos al cabo de siete dias de incubacion, utilizando el mismo
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procedimiento de desinfeccién superficial que el tratamiento 5, aplicado a
explantes adultos. No se evidencié un cambio de coloracién debida a un
efecto toxico, como indica Velasquez et a/ (2004); sin embargo, este factor
no se puede descartar (Ramirez et a/ 1999; Ramirez et al 2002;
Landaverde et a/ 2002). Por otro lado, la oxidacion de explantes en
especies del género Annona, es atribuida a fenoles y polifenoxidasas
comunes en estas plantas (Jordan et a/1993).

Para el caso de los resultados obtenidos en el tratamiento 4, el
porcentaje de explantes sobrevivientes (80% a los 14 dias) es mayor a la
reportada por Rincén et a/ (1999). En dicho estudio, se obtuvo 55% de
explantes sobrevivientes en A. glabra, y 28% en A. muricata, ambos al
cabo de 14 dias de incubacién, utilizando el mismo procedimiento de
desinfeccidén superficial que el tratamiento 4, aplicado a explantes adultos.
Segun Rincén et a/ (1999), la baja sobrevivencia de explantes de Annona
spp., se debe a la oxidacién descrita por Jordan et a/ (1993). Los resultados
concuerdan con Landaverde et a/ (2002), ya que se obtuvo menor
porcentaje de explantes oxidados, probablemente por utilizar
antioxidantes que combinan ascorbato y citrato, previos al procedimiento
de desinfeccién. Ademas, los resultados coinciden con lo descrito por Dipré
et al (2012), ya que probablemente el menor porcentaje de oxidacion, se
deba a remojar los explantes en una soluciéon de citrato antes de la
siembra. Por otro lado, los porcentajes de oxidacién obtenidos en el
tratamiento 4, se encuentran entre los limites comunes, al cabo de dos y
cuatro semanas de observacién (Landaverde et a/ 2002; Velasquez et a/
2004).
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7.2. Etapa de evaluacion de medios de cultivo de induccién al callo
vegetal

Ninguno de los tratamientos de induccién a callo vegetal permitié la
obtencién de callos vegetales, a pesar que dichos medios y condiciones de
incubacién han sido descritas como aptas para inducir callogénesis en
diferentes especies (Landaverde et a/ 2002; Gémez et a/ 2006; Rodriguez
et al 2014; Vacca et a/ 2015). De acuerdo a Velasquez et a/ (2004), esta
respuesta negativa se obtuvo debido a que no fue posible detener la
oxidacidn ocasionada por la presencia de tirosinasas y polifenoxidasas
comunes en el metabolismo. Estas actuan sobre los polifenoles vy la tirosina,
oxidadndolos a quinonas que son fitotdxicas, sustancias que a su vez
pueden polimerizarse y afectar proteinas vegetales, inhibiendo el
crecimiento y viabilidad de los explantes. Dicho fendmeno se observa
como un ennegrecimiento progresivo, tal como ocurrié en los explantes

sembrados.

De acuerdo a Marks & Simpson (1990), al colocar células y tejidos
vegetales en condiciones de oscuridad, se reduce considerablemente la
oxidacién. Esto ocurre debido a que muchas de las enzimas responsables
de ella, se inactivan. Las condiciones de incubacién aplicadas, implican
oscuridad total. Ademas, los tratamientos implicaron uso de las sustancias
antioxidantes descritas por Landaverde et a/ (2002) y Dipré et a/ (2012).
Contrario a lo ocurrido en otros estudios (Landaverde et a/2002; Gédmez et
al 2006; Rodriguez et al/ 2014; Vacca et al/ 2015); los antioxidantes,
condiciones de incubacién y medios, no detuvieron la oxidaciéon de los
explantes. Probablemente, como indica Lemos & Blake (1996), al
suplementar los medios de cultivo con carbén activado y galactosa, la
oxidacidon de explantes se detenga, tal y como ocurri6 en A. muricata,

puesto a que su fisiologia es similar a la de A. diversifolia. Por otro lado, de
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acuerdo a Dipré et a/ (2012), al utilizar explantes jovenes de plantas
germinadas /n vitro bajo condiciones de oscuridad, es posible obtener
callos vegetales en algunas especies del género Annona, sin ocurrir

oxidacion.

7.2.1. Contaminacion de explantes

Los promedios de contaminacion obtenidos aplicando el tratamiento
4 durante esta etapa son bajos (0.00-2.33 durante la cuarta semana).
Estos a su vez son parecidos a los obtenidos durante la primera etapa
(0.66 durante la cuarta semana en tratamiento 4), lo cual confirma que el
protocolo de desinfeccion basado en Rincén et a/ (1999), que implementa
los antioxidantes sugeridos por Landaverde et a/ (2002), y Dipré et al/
(2012), es eficiente en explantes foliares de A. diversifolia. Las diferencias
significativas en los promedios de contaminacién durante la quinta semana,
posiblemente se deben a contaminacién externa en el area de incubacién.
Esto se evidencia debido a que el crecimiento de las colonias de hongos
inicia a partir de las regiones perifericas del medio, y no directamente del
explante.

7.2.2. Sobrevivencia de explantes

Los promedios de explantes sobrevivientes y oxidados muestran
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos de induccién.
De acuerdo a Veldsquez et a/ (2004), los promedios de oxidacién
presentados por todos los tratamientos, a excepcidon del b, durante la
segunda semana, son considerados bajos. Ademas, los porcentajes de
explantes sobrevivientes en todos los tratamientos a excepcién del b, son
mayores que el reportado por Ramirez et a/ (1999), Ramirez et a/ (2002),
Landaverde et a/ (2002), Rincon et a/ (1999), Velasquez et a/ (2004), y en
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algunos casos, mayores a los obtenidos en MS basal al 50% de sus sales
durante la etapa anterior de la investigaciéon. Esto confirma que el
protocolo de desinfeccion basado en Rincén et a/ (1999), que implementa
los antioxidantes sugeridos por Landaverde et a/ (2002), y Dipré et al/
(2012), permite obtener explantes foliares sobrevivientes de A. diversifolia,

en medios de diferente composicién, durante los primeros catorce dias.

La cantidad de explantes oxidados se acrecentdé cada semana
dependiendo del tratamiento utilizado. Los tratamientos con MS basal
(tratamientos a-e), presentaron mayores promedios de oxidacion que el
tratamiento f (4.66 durante la quinta semana), en el cual se utilizé6 como
base el medio B5. Segun Azofeifa (2009), la composiciéon del medio de
cultivo es un factor que altera la oxidacién de los explantes.

De forma general, los medios que implementan el MS basal al 100%
de su composicién salina, generan mayor oxidacién. Esto explica el por
gué el promedio de explantes oxidados en MS basal al 50% de sus sales al
cabo de cuatro semanas es inferior al obtenido en los tratamientos a-d que
contenian MS basal al 100% de sus sales (tabla 6); sin embargo, en
tratamiento e se obtuvo promedio mayor de oxidacién que en MS basal al
50% sin suplementos adicionales (anexos 13 y 28), a pesar de utilizar la

misma composicién salina.
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De acuerdo a Azofeifa (2009), la diferencia en los promedios de
oxidacién obtenidos implementando MS basal al 50% sin suplementos
adicionales y el tratamiento e (0.00 durante la quinta semana), podria
atribuirse a la composicién de los suplementos adicionales, especialmente
al extracto de malta, el cual contiene sacarosa. Los carbohidratos tienden
a hidrolizarse y formar 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF), durante el
autoclavado, un factor inhibidor (Azofeira 2009; Fernandez et a/ 2015). Ya
que el tratamiento f contiene menor cantidad de sacarosa, probablemente
este factor tendria menor efecto sobre el explante, lo cual explicaria el
promedio bajo de oxidacién. Ademas la composicién del tratamiento f,
tiene como base el B5, el cual contiene en general, menor cantidad de
sales que el MS basal.
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8. CONCLUSIONES

El método de desinfeccion superficial mas adecuado para establecer
In vitro explantes foliares procedentes de ejemplares adultos en A.
diversifolia, fue el tratamiento 4 que consistié en hipoclorito de sodio
(5.25%) por 5 min; seguido de 3 enjuagues con agua destilada esterilizada;
una inmersién en Ridomil (20 g/L) por 10 min; y una inmersion en
Tetraciclina (0.6 g/L) por 10 min). Posiblemente la combinacién de
desinfectantes y antioxidantes utilizados, permiti6 obtener los mayores
promedios de explantes sobrevivientes.

La inmersion de las hojas en solucién antioxidante que contenia
ascorbato (100 mg/L) + citrato (150 mg/L) durante el traslado al
laboratorio, y luego la inmersién en solucién de citrato (0.5%) esterilizada,
previo a la desinfeccidon superficial y posterior a la misma, no fueron
suficientes para controlar los efectos normales de la oxidacién en

explantes foliares procedentes de ejemplares adultos en A. diversifolia.

Los tratamientos de induccién al callo vegetal utilizados no indujeron
la formacién de callos vegetales a partir de explantes foliares procedentes
de ejemplares adultos en A. diversifolia, ya que no fue posible detener la
oxidacidn ocasionada por la presencia de tirosinasas y polifenoxidasas
comunes en el metabolismo. En la mayoria de los explantes sembrados, se

elevaron considerablemente los niveles de oxidacidn.

Los medios de cultivo que utilizaron como base el B5, o bien, el MS
basal al 50% de su composicion salina sin suplementos adicionales,
redujeron considerablemente los niveles de oxidacidn en explantes foliares

procedentes de ejemplares adultos en A. diversifolia.
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9. RECOMENDACIONES

- Al realizar estudios preliminares de desinfeccion superficial vy
establecimiento /n vitro en plantas lefosas adultas, se recomienda evaluar
tratamientos que utilicen diferentes clases de desinfectantes combinados.
De esta forma, los resultados obtenidos en cada tratamiento, podran
compararse directamente con los obtenidos por los autores que lo

utilizaron.

- Para posteriores estudios de establecimiento /n vitro, utilizando explantes
procedentes de ejemplares adultos de A. diversifolia, se recomienda
implementar los desinfectantes utilizados en tratamiento 4 (Hipoclorito de
sodio (5.25%) por 5 min; tres enjuagues con agua destilada esterilizada;
Ridomil (20 g/L) por 10 min; Tetraciclina (0.6 g/L) por 10 min)), ya que han

demostrado ser eficientes en el control de microorganismos.

- Realizar estudios de relaciéon dosis-respuesta con las concentraciones de
desinfectantes utilizados en tratamiento 4, aplicado a explantes foliares
procedentes de ejemplares adultos de A. diversifolia, con el objetivo de

determinar dosis éptimas de desinfeccién y sobrevivencia.

- Evaluar el efecto del tipo y periodo de sombreamiento de la planta madre,
en la sobrevivencia de los explantes foliares de A. diversifolia, ya que este
factor podria reducir los niveles de oxidacién.

- Evaluar el efecto de enjuagues prolongados en explantes foliares

procedentes de ejemplares adultos de A. diversifolia, y la adicion de
sustancias adsorbentes con efecto antioxidante al medio de cultivo.
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- Evaluar el efecto del tratamiento 4 en la desinfeccidon superficial de
semillas de A. diversifolia para obtener vitroplantas.

- Evaluar el efecto del tratamiento de inducciéon f en cotiledones de A.
diversifolia, ya que éstos deberian tener mayor potencial callogénico y baja
oxidacioén.

- Utilizar explantes de alto potencial callogénico procedentes de
ejemplares de 30 dias de A. diversifolia, germinados bajo condiciones /n
vitro, ya que bajo estas condiciones se han obtenido callos vegetales en A.
muricata.

- Evaluar el efecto del tratamiento 4 para la desinfecciéon superficial de
explantes provenientes de ejemplares adultos procedentes del campo.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Frutos mas consumidos en el mundo desde 1970 al 2010 (Del

Greco 2010).

Frutas Consumo 1970 Consumo 2000 Variacion de
(Libras/persona) (Libras/persona) consumo (%)
Bananas 17.4 28.4 63
Melones 19.5 24.2 24
Manzanas 16.3 16.7 2.5
Naranjas 15.7 11.4 -27
Uva 2.6 6.6 154
Pomelo 8 5 -38
Frutilla 1.6 4.3 169
Pina 0.7 3.1 343
Pera 1.8 3 66
Palta 0.8 1.8 125
Mango 0.1 1.7 1600
Lima 0.2 1.2 500
Papaya 0.1 0.6 500
Kiwi 0.1 0.5 400

Anexo 2. Indicadores econémicos para el cultivo de A. diversifolia por
manzana (lrigoyen 2004).

DESCRIPCION

Ingresos brutos ($/mz) 838.80 |1,118.4 |1,677.60|1,957.20 2,236.80| 2,236.80| 2,236.80| 2,236.80
Costos de produccion |1,228.99 | 392.61 |718.28 |953.36 | 940.70 |1,048.64|1,124.51|1,293.97 |1,222.38| 1,252.07

Ingreso neto ($/mz) 120,52 | 165.04 | 736.90 | 908.53 | 1,112.29| 942.83 |1,014.42| 984.73
TIR para 15 anos 31% VAN (10% ) 15,503
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Anexo 3. Composicién de los medios de cultivo MS basal al 50% y B5 al
100% de sus sales (Murashige & Skoog 1962; Gamborg et a/ 1968).

Componentes MS basal (mg/L) B5 (mg/L)
NH4NO3 825 -
KNOs3 950 2500
KH2PO4 85 -
CaCl2.2H20 220 150
MgS04.7H20 185 250
(NH4)2S0a4 - 134
Ca(NO3)2.4H20 - -
NaH2PO4.H20 - 150
KCI - -
Na2504 - -

Kl 0.41 0.75
H3BO3 3.1 3
MnSO4.H>0 - 10.00
MnS04.4H>0 11.15 -
ZnS04.7H20 4.30 2.00
Naz:Mo004.2H>0 0.125 0.25
H2MoO4 - -
CuS04.5H,0 0.0125 0.025
Fe2(504)3.7H20 - -
FeS04.7H,0 13.9 27.80
Na2EDTA 18.65 37.30
CoCl2.6H20 0.0125 0.025
Glicina 1.00 2.00
Tiamina-HCI 0.05 10.00
Piridoxina-HCI 0.25 1.00
Acido nicotinico 0.25 1.00
Myo-inositol 50.00 100.00
Sacarosa 30,000 20,000
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Anexo 4. Tabla de frecuencias para toma de datos semanales durante la
etapa de desinfeccién superficial. Fecha:

T R Respuestas
EC EC% EO EO% ES ES%

1 a

Prom.

Abreviaturas de tabla: T= tratamiento; R= Repeticién; EC = Explantes contaminados; EC% = Porcentaje de
explantes contaminados; EO = Explantes oxidados; EO% = Porcentaje de explantes oxidados ES = Explantes
sobrevivientes; ES% Porcentaje de explantes sobrevivientes.
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Anexo 5. Medio de induccién T1B modificado (Landaverde et a/ 2002).

Composicion Induccion
Macronutrientes MS basal/2* 25
Micronutrientes MS basal/2* 25
Fe EDTA/2* 2.5
Tiamina HCI 1
Myo Inositol 100
Ac. Nicotinico 1
Pyridoxina 1
Glicina 1
L. Cisteina 0
Extracto de malta 400
Hidrocaseina 100
Sulfato de adenina 0
2,4-D 0.5
AIB 1
21P 0
BAP 0
Sacarosa** 30
Phytagel 2.2
* = ml/L, ** = g/L. El resto estd en mg/L.
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Anexo 6. Tabla de frecuencias para toma de datos semanales durante
etapa de evaluacion de medios de cultivo de induccién a callo vegetal.

Fecha:
T R Respuestas
CA CA% | DA EC EC% | EO EO% | ES ES %
a 1
2
3
Prom.
b 1
2
3
Prom.
C 1
2
3
Prom.
d 1
2
3
Prom.
e 1
2
3
Prom.
f 1
2
3
Prom.

Abreviaturas de tabla: T= tratamiento; R= Repeticién; CA = Callos formados; CA% = Porcentaje de callos
formados; DA = Dias de formacién al callo vegetal; EC = Explantes contaminados; EC% = Porcentaje de
explantes contaminados; EO = Explantes oxidados; EO% = Porcentaje de explantes oxidados ES = Explantes
sobrevivientes; ES% Porcentaje de explantes sobrevivientes.

Anexo 7. Promedios de contaminaciéon semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en MS basal al 50%. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.

Tratamiento EC S1 EC S2 ECS3 ECS4

1 0 0 0 0
2 3.66 4.66 4.66 4.66
3 10 10 10 10
4 0.66 0.66 0.66 0.66
5 1.33 1.33 1.33 1.33
6 4 7.33 7.33 7.33

Abreviaturas de tabla: EC = explantes contaminados; S = semana.
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Anexo 8. Porcentajes de contaminacién semanal de explantes foliares de A.

diversifolia sembrados en MS basal al 50%. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.
Tratamiento EC% S1 EC% S2 EC% S3 EC% S4

1 0 0 0 0

2 36.66 46.66 46.66 46.66

3 100 100 100 100

4 6.66 6.66 6.66 6.66

5 13.33 13.33 13.33 13.33

6 40 73.33 73.33 73.33

Abreviaturas de tabla: EC = explantes contaminados; S = semana.

Anexo 9. ANOVA de promedios de contaminacién de explantes foliares de

A. diversifolia por tratamiento durante la cuarta semana, etapa de
desinfeccioén superficial. UES 2017.

F. de Var.en

EC SC GL CM F

Total 232.97 17

Tipo Trat. 228.29 5 45.66 117.07

E.E. 4.68 12 0.39

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variaciéon; EC = Explantes contaminados; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 10. Promedios de sobrevivencia semanal de explantes foliares de A.

superficial. UES 2017.

diversifolia sembrados en MS basal al 50%. Etapa de desinfeccién
Tratamiento ESS1 ESS2 ESS3 ESS4
1 0 0 0 0
2 5.66 0.66 0 0
3 0 0 0 0
4 9 8 6.66 5.66
5 8.66 1.66 0.66 0
6 6 0.33 0 0

Abreviaturas de tabla: ES = explantes sobrevivientes; S = semana.

80



Anexo 11. Porcentajes de sobrevivencia semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en MS basal al 50%. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.

Tratamiento ES% S1 ES% S2 ES% S3 ES% S4

1 0 0 0 0
2 56.66 6.66 0 0
3 0 0 0 0
4 90 80 66.66 56.66
5 86.66 16.66 6.66 0
6 60 3.33 0 0

Abreviaturas de tabla: ES = explantes sobrevivientes; S = semana.

Anexo 12. Promedios de oxidacidn semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en MS basal al 50%. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.

Tratamiento EOS1 EOS2 EOS3 EO S4

1 10 10 10 10
2 0.66 4.66 5.33 5.33
3 0 0 0 0
4 0.33 1.33 2.66 3.66
5 0 5.66 6.66 7.33
6 0 2.33 2.66 2.66

Abreviaturas de tabla: EO = Explante oxidado; S = semana.

Anexo 13. Porcentajes de oxidacion semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en MS basal al 50%. Etapa de desinfeccién
superficial. UES 2017.

Tratamiento EOS1 EOS2 EOS3 EOS4

1 100 100 100 100
2 6.66| 46.66| 53.33| 53.33
3 0 0 0 0
4 3.33| 13.33| 26.66| 36.66
5 0| 56.66| 66.66| 73.33
6 0] 23.33] 26.66| 26.66
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Anexo 14. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento durante la primera semana, etapa de
desinfeccidén superficial. UES 2017.

F. de

Var.en ES SC GL CM F

Total 253.88 17

Tipo Trat. 242.54 5 48.51 51.33
E.E. 11.34 12 0.95

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 15. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento durante la segunda semana, etapa de
desinfeccioén superficial. UES 2017.

F. de Var.en

ES SC GL cM F

Total 151.13 17

Tipo Trat. 145.12 5 29.02 57.95
E.E. 6.01 12 0.50

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 16. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento durante la tercera semana, etapa de
desinfeccioén superficial. UES 2017.

F. de Var.en

ES SC GL CM

Total 111.22 17

Tipo Trat. 107.88 5 21.58 77.52
E.E. 3.34 12 0.28

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 17. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de

A. diversifolia por tratamiento durante la cuarta semana, etapa de
desinfeccioén superficial. UES 2017.

F. de

Var.en ES SC GL CM F

Total 85.04 17

Tipo Trat. 80.37 5 16.07 41.31
E.E. 4.67 12 0.39

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.
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Anexo 18. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.

diversifolia por tratamiento durante la primera semana, etapa de
desinfeccidén superficial. UES 2017.

F. de

Var.en EO |[SC GL CM F

Total 244.51 17

Tipo Trat. 241.17 5 48.23 173.30
E.E. 3.34 12 0.28

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 19. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.

diversifolia por tratamiento durante la segunda semana, etapa de
desinfeccioén superficial. UES 2017.

F. de Var.en

EO SC GL CM F

Total 208.15 17

Tipo Trat. 195.47 5 39.09 37.00
E.E. 12.68 12 1.06

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 20. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.

diversifolia por tratamiento durante la tercera semana, etapa de
desinfeccién superficial. UES 2017.

F. de Var.en

EO SC GL CM F

Total 200.41 17

Tipo Trat. 187.73 5 37.55 35.53
E.E. 12.68 12 1.06

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 21. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.

diversifolia por tratamiento durante la cuarta semana, etapa de
desinfeccioén superficial. UES 2017.

F. de

Var.en EO SC GL CM F

Total 195.39 17

Tipo Trat. 188.71 5 37.74 67.80
E.E. 6.68 12 0.56

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.
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Anexo 22. Protocolo para el establecimiento aséptico de explantes foliares
de A. diversifolia.

1. Seleccionar plantas de A. diversifolia de 2-3 afos de edad, cultivadas
bajo condiciones de vivero.

2. Seleccionar y cortar las hojas jévenes,

3. Depositar hojas en una solucién antioxidante compuesta por: ascorbato
(100 mg/L) + citrato (150 mg/L), hasta el momento de la aplicacién del
pretratamiento de desinfeccién superficial dentro del laboratorio.

4. Sumergir las hojas en agua jabonosa y lavarlas restregando suavemente
la superficie de las hojas durante 10 min.

5. Colocar las hojas en un recipiente con agua corriente durante 5 min.

6. Sumergir las hojas en una solucién de alcohol etilico al 70% durante 10
seg.

7. Sumergir las hojas inmediatamente en una solucion de citrato al 0.5%
esterilizada.

8. Trasladar las hojas en solucién al interior de una camara de flujo laminar
bajo condiciones asépticas.

9. Realizar los siguientes pasos para la desinfeccién superficial en cdmara:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5
Inmersién en | Realizar 3 Inmersién en | Inmersién en | Inmersidn en
Hipoclorito de | enjuagues Ridomil (20 Tetraciclina Citrato
sodio (5.25%) | con agua g/L) por 10 (0.6 g/L) por (0.5%) por 1
por 5 min. destilada min. 10 min. min

esterilizada,
cambiando de
recipientes.

Nota: El agua utilizada para preparar los desinfectantes dentro de la
camara de flujo laminar debe haber sido previamente esterilizada.

10. Sobre un puente de papel bond esterilizado, proceda a cortar hoja en
segmentos de 1 cm? sin porciones basales, apicales ni nervadura central.
11. Sembrar uno o dos explantes en cada frasco con medio de cultivo.

12. Tapar y sellar el frasco con plastic wrap y rotular.

13. Colocar los frascos sembrados en condiciones de oscuridad vy
temperatura de 24-26°C.
14. Tomar datos de
semanalmente.

contaminacién, oxidacién y sobrevivencia
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Anexo 23. Promedios de contaminacién semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en diferentes tratamientos de inducciéon a callo
vegetal. Etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

Medio ECS1 ECS2 ECS3 ECS4 ECSS

a 0 1 1.66 1.66 2.33
b 0 1 1.33 1.33 1.66
C 0 0 0 0 0
d 0 1.33 2.33 2.33 2.66
e 0 1 1.33 1.33 1.33
f 0 0 0 0 0

Abreviaturas de tabla: EC = explantes contaminados; S = semana.

Anexo 24. Porcentajes de contaminacion semanal de explantes foliares de
A. diversifolia sembrados en diferentes tratamientos de inducciéon a callo
vegetal. Etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

Medio EC% S1 EC% S2 EC% S3 EC% S4 EC% S5
a 0 10 16.66 16.66 23.33
b 0 10 13.33 13.33 16.66
C 0 0 0 0 0
d 0 13.33 23.33 23.33 26.66
e 0 10 13.33 13.33 13.33
f 0 0 0 0 0

Abreviaturas de tabla: EC = explantes contaminados; S = semana.

Anexo 25. ANOVA de promedios de contaminacidn de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante la
quinta semana, etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccion a
callo vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

EC SC GL CM

Total 38.03 17

Tipo Trat. 19.35 5 3.87 2.49
E.E. 18.68 12 1.56

Abreviaturas tabla:

Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

F = Fuente de variacién; EC = Explantes contaminados; SC = Suma de cuadrados; GL =
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Anexo 26. Promedios de sobrevivencia semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en diferentes tratamientos de inducciéon a callo
vegetal. Etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

Medio ES S1 ESS2 ESS3 ESS4 ESS5

a 10 9 5.33 3.66 0
b 10 2.66 1.66 0.33 0
C 10 9.66 6.33 4.33 0
d 10 8.66 6 4.33 0.33
e 10 8.66 3 1.33 0
f 10 10 9.66 7.33 4.66

Abreviaturas de tabla: ES = explantes sobrevivientes; S = semana.

Anexo 27. Porcentajes de sobrevivencia semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en diferentes tratamientos de induccién a callo
vegetal. Etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

Medio ES% S1 ES% S2 ES% S3 ES% S4 ES% S5

a 100 90 53.33 36.66 0
b 100 26.66 16.6 3.33 0
C 100 96.66 63.33 43.33 0
d 100 86.66 60 43.33 3.33
e 100 86.66 30 13.33 0
f 100 100 96.66 73.33 46.66

Abreviaturas de tabla: ES = explantes sobrevivientes; S = semana.

Anexo 28. Promedios de oxidacidn semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en diferentes tratamientos de inducciéon a callo
vegetal. Etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

Medio EO S1 EO S2 EO S3 EO S4 EO S5
a 0 0 3 4.66 7.66
b 0 6.33 7 8.33 8.33
C 0 0.33 3.66 5.66 10
d 0 0 1.66 3.33 7
e 0 0.33 5.66 7.33 8.66
f 0 0 0.33 2.66 5.33

Abreviaturas de tabla: EO = Explante oxidado; S = semana.
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Anexo 29. Porcentajes de oxidacion semanal de explantes foliares de A.
diversifolia sembrados en diferentes tratamientos de induccién a callo
vegetal. Etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

Medio EO S1 EO S2 EO S3 EO S4 EO S5
a 0 0 30 46.66 76.66
b 0 63.33 70 83.33 83.33
C 0 3.33 36.66 56.66 100
d 0 0 16.66 33.33 70
e 0 3.33 56.66 73.33 86.66
f 0 0 3.33 26.66 53.33

Abreviaturas de tabla: EO = Explante oxidado; S = semana.

Anexo 30. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante Ia
segunda semana, etapa de evaluaciéon de medios de cultivo de induccién a
callo vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

ES SC GL CM F
Total 133.74 17

Tipo Trat. 111.06 5 22.21 11.75
E.E. 22.68 12 1.89

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 31. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante Ia
tercera semana, etapa de evaluaciéon de medios de cultivo de induccién a
callo vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

ES SC GL CM F
Total 140.01 17

Tipo Trat. 117.33 5 23.47 12.42
E.E. 22.68 12 1.89

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =

Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.
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Anexo 32. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante Ia
cuarta semana, etapa de evaluaciéon de medios de cultivo de induccién a
callo vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

ES SC GL CM F
Total 120.47 17

Tipo Trat. 92.45 5 18.49 7.92
E.E. 28.02 12 2.34

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 33. ANOVA de promedios de sobrevivencia de explantes foliares de
A. diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante Ia
quinta semana, etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccion a
callo vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

ES SC GL CM F
Total 56.59 17

Tipo Trat. 53.25 5 10.65 38.27
E.E. 3.34 12 0.28

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; ES = Explantes sobrevivientes; SC = Suma de cuadrados; GL =
Grados de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 34. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.
diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante Ia
segunda semana, etapa de evaluacién de medios de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

EO SC GL CM F
Total 100.44 17

Tipo Trat. 96.43 5 19.29 57.71
E.E. 4.01 12 0.33

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.
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Anexo 35. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.
diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante la tercera
semana, etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

EO SC GL CM F
Total 112.53 17

Tipo Trat. 91.85 5 18.37 10.66
E.E. 20.68 12 1.72

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 36. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.
diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante la cuarta
semana, etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo

vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

EO SC GL CM F
Total 103.90 17

Tipo Trat. 73.88 5 14.78 5.91
E.E. 30.02 12 2.50

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados
de libertad; CM = Cuadrado medio.

Anexo 37. ANOVA de promedios de oxidaciéon de explantes foliares de A.
diversifolia por tratamiento de induccién a callo vegetal durante la quinta
semana, etapa de evaluacién de medios de cultivo de induccién a callo
vegetal. UES 2017.

F. de Var.en

EO SC GL CM F
Total 62.57 17

Tipo Trat. 37.89 5 7.58 3.68
E.E. 24.68 12 2.06

Abreviaturas tabla: F = Fuente de variacién; EO = Explantes oxidados; SC = Suma de cuadrados; GL = Grados

de libertad; CM = Cuadrado medio.
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