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RESUMEN

El saramuyo es una anonacea de interés productivo nacional e internacional que
presenta_dificultades en su produccion y propagacion por métodos tradicionales. A
diferencia _de otros paises, nacionalmente no se cuenta con la estandarizacion de
plantaciones @'cultivares selectos de esta especie para su produccion, a pesar de que el
pais es parte de ticentro de origen. El objetivo fue establecer un protocolo base para
estandarizar lineas'seleCtas de saramuyo in vitro para su micropropagacion en la etapa
de establecimiento y¢morfogénesis a partir de tres tipos de explantes (nudos,
entrenudos y hojas) en medig-de cultivo Murashige y Skoog con modificaciones. El
experimento se realiz6 en.dos etapas, en la primera etapa se evalud la
descontaminacién y el dafio/ mientras que en la segunda etapa se evalud la
morfogénesis obtenida. Parasel establecimiento se utiliz6 como factores de estudio la
concentracion de hipocloritezde sodio\y el tiempo de exposicion para cada tipo de
explante. En la morfogénesis sewtilizaron los reguladores de crecimiento vegetal acido
6-bencilaminopurina y &cido 1-naftalenacétice.en bloques determinados por los tres
tipos de explantes. Bajo las condiciones en lasqué-se desarrollé el estudio se encontro
que, en la etapa de establecimiento, la‘descontaminacion vario por tipo de explante. El
100% se reporto para nudos y hojas, en tanto que para entrenudos se obtuvo 90.48%.
Por otra parte, la morfogénesis recurrente fue en forma“de,callo en los tres tipos de
explantes, en tanto que en nudos juveniles se presentaren brotes, por lo que estos
ultimos se seleccionaron como el mejor protocolo de establecimiento para propiciar la
clonacién de plantulas. La axenificacion se logré en los tres tipos de explantes, no se
presentd contaminacién bacteriana, sin embargo, se presentaron hongos
aparentemente endéfitos dentro de las pruebas, por lo que la hipétesis‘del presente
estudio fue rechazada. La respuesta morfogénica se atribuyo a los reguladores de
crecimiento enddgenos de los explantes juveniles, de los cuales, los nudos preséntaron
la Unica respuesta de organogénesis directa mientras los tres tipos de explantes

generaron callogénesis.
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Palabras clave: Annona squamosa, descontaminacion, clonacién, desinfestacion,
reguladores de crecimiento.

ABSTRACT

Saramuya_ is a fruit with significant national and international economic importance.
However, its production and propagation through traditional methods are complicated.
Unlike other countries, there is no national standardization of plantations or selected
cultivars of this species for production, even though the country is considered to be
part of its center of: origin. The goal was to develop a primary protocol for
standardizing specific saramuyo lines in vitro, with regards to micropropagation
during the establishment and.morphogenesis phases from three types of explants
(nodes, internodes, and leaves) within modified Murashige and Skoog culture medium.
The experiment was executed, In two stages: the initial phase evaluated
decontamination and damage»whileé the subsequent stage examined the obtained
morphogenesis. Sodium hypochloritel concentration and exposure time were
considered as study factors for each. type af explant during the establishment phase.
The plant growth regulators 6-benzylaminopurine, acid and 1-naphthaleneacetic acid
were employed in blocks determined by thesthree types of explants during
morphogenesis. The findings revealed that wnder the study's conditions,
decontamination varied based on explant type during the establishment stage. 100%
was reported for nodes and leaves, while 90.48% was obtained for internodes.
Recurrent morphogenesis took the form of callus in all three explant types, but juvenile
nodes produced shoots, making them the preferred establishment protocol for
promoting seedling cloning. Axenification was accomplished in all three types of
explants with no bacterial contamination detected. However, endophytiC fungi were
present during the tests, resulting in the rejection of the study's hypethesis. The
morphogenic response observed was attributed to the juvenile explants' endogenous
growth regulators, with direct organogenesis observed solely in the nodes, (while
callogenesis was generated in all three types of explants.
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1. INTRODUCCION

El cultivo in vitro de saramuyo (Annona squamosa L.) puede permitir la generacion
masiva de plantas en tiempos cortos al inducir la morfogénesis en explantes
proyenientes de germoplasma seleccionado, a través de la evaluacion de un balance de
reguladores de crecimiento vegetal. El saramuyo es una planta de interés debido a sus
propiedades, entre los frutos de la familia de las anonéaceas, es la de mayor contenido
de Vitamina"C~(36.3 mg por cada 100 g de pulpa), un alto contenido de proteinas,
también aminoacidos esenciales, vitaminas del complejo B (B1, B2, B3y B9) y
minerales como el¢fosforo, potasio, hierro, calcio, magnesio, sodio, cobre, selenio y
zinc, asi como la de mayor dulzura (Kumar et al., 2021).

Su interés comercial y alimenticio se debe a su sabor exético, los derivados que pueden
obtenerse de sus frutos, ‘su’valor nutrimental y sus compuestos bioactivos con
aplicaciones medicinales, que eniconjunto le han brindado un sitio dentro del mercado
internacional (Leon-Méndez et<al;* 2020). Paises como Brasil, Filipinas e India
comercializan internacionalmente frutesde saramuyo, obtenidos a partir de cultivares
de alta calidad y plantaciones‘€specializadas, ademéas de comercializarlo en forma de
subproductos (Sakazaki et al., 2019; Faroog'et al., 2001).

Mientras que, en México solo se comercializa.de manera local en mercados regionales
de Yucatan, Campeche y Chiapas (Balivar-Fernandez et al., 2009) a pesar de tener un
gran potencial para su aprovechamiento y produccién en las regiones tropicales,
incluyendo el estado de Tabasco. Su aprovechamiento requiere de la seleccion
meticulosa del germoplasma, a través de la identificacién”genotipos, selecciones o
materiales que logren satisfacer las necesidades productivas, posean un adecuado
comportamiento agronémico, fisioldgico, postcosecha y con excelente calidad de fruto
de acuerdo con su aceptacion por los consumidores.

Debido a la variacion entre plantaciones causada por su reproduccion sexual, el cultivo
in vitro puede facilitar la seleccion y produccion de material vegetal uniforme de alta
calidad (Bolivar-Fernandez et al., 2009), abriendo la posibilidad de su mejoramiento
genético y la produccion masiva de estas selecciones, materiales o plantas élite"para
competir en el mercado (Ba et al., 2021). El cultivo in vitro de tejidos vegetales (CTV)
es el conjunto de técnicas que bajo condiciones controladas permite la diferenciacion,

crecimiento y desarrollo de tejidos, 6rganos y plantulas a partir de un tejido inicial al



que se le denomina explante (entrenudos, yemas axilares, hojas, meristemos, nudos,
entrenudos, entre otros) (Gupta et al., 2020).

El CTV se considera una herramienta biotecnoldgica que permite satisfacer la
demanda productiva de plantulas de interés comercial (Ba et al., 2021). Seleccionar
una planta con caracteristicas de interés, permite su clonacién masiva al aplicar cuatro
etapas ‘principales: 1) establecimiento del explante en condiciones axénicas; 2)
induccion de.embriones y/o brotes directamente del explante o indirectamente pasando
por la formacion de callos en el explante; 3) germinacién, elongacion y/o
enraizamiento;#) aclimatacion (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).

Existen estudios' sohre el cultivo in vitro de varias especies de anonaceas,
principalmente dentro delsgénero Annona, en India, Africa y Sudamérica que fueron
sometidas a distintos balances de reguladores de crecimiento vegetal (RCV’s)
(Abubacker y Deepalakshmiy2017; Ba et al., 2021; Encina et al., 2014; Kudikala et
al., 2020; Orantes-Ramos y Lépez-Ventura, 2019). Los RCV’s son compuestos
organicos que desempefian distintos efectos sobre el desarrollo, crecimiento y
comportamiento vegetal (Roychoudhury-y Aftab, 2021).

Las auxinas y citocininas son peconocidas«€omo los principales RCV’s (Su et al., 2011)
y se utilizan con frecuencia en-el-cultivo'insvitro para regenerar brotes o diferenciar
células, asi como establecer protocoles de micropropagacion (Agudelo-Morales et al.,
2021). Cuando los balances de auxinas y citocininas se evallan en distintas
concentraciones in vitro, es posible inducir respuestas morfogénicas en plantas de
interés comercial que da pauta a su propagacion clonal (Hussain et al., 2021).

Para la propagacion in vitro de saramuyo no existe mucha informacién disponible,
mientras que para otras especies del mismo género alun no¢Se tienen datos sobre la
aplicacion de tecnologias modernas en su industrializacion nacienal como el cultivo
de tejidos vegetales 0 métodos agrobiotecnolodgicos. Especificamente'en México no
existen protocolos de micropropagacion para esta o alguna otra especie)dentro de la
familia de las anonaceas, excepto para la guandbana (Annona muricataL.), que tiene
un reporte realizado en 2020 (Judith et al., 2020).

En la actualidad, la produccién y propagacion nacional de plantas de Annona-spp: se
mantienen por vias tradicionales. En Campeche, Colima, Guerrero, Jalisco;
Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla, Tabasco, Veracruz y Yucatan se reporto, para
Guanabana, 39°905.27 t de fruta cosechada, lo cual genero un valor de produccion de
$361,773.95 MXN ($18,510.71 USD).



De igual manera, en Michoacan y Morelos, para Chirimoya, se reporté un valor de
produccion de $1,666.82 MXN ($85.29 USD) obtenido de 263.56 t. Mientras que para
ilama (A. diversifolia Saff.), producida en Guerrero, y otras especies (A. lutescens
Saff.,«A. diversifolia Saff., o A. purpurea Moc. y Sessé ex Dunal) producidas en
Chiapas y Oaxaca no se cuentan con los datos econémicos. Mientras tanto, en el afio
2021 el'estado de Yucatan report6 un valor de produccién de $3,123.68 MXN ($159.83
USD) con 422.04 t cosechadas en 47.71 ha de saramuyo (A. squamosa L.).

Estos datos indican que México es un pais productor de Annona spp., capaz de generar
rendimientos eeonémicos por métodos tradicionales en estas especies de la familia,
mismos que puedentser mejorados al aplicar tecnologias de vanguardia para la
produccion y establecimiento de plantaciones mas homogéneas que aun no se han
probado en campo y de las cuales no se tienen datos, entre las que pueden resaltarse el
uso de técnicas agrobiotecnologicas como el cultivo de tejidos vegetales in vitro.
Cultivar tejidos obtenidos de plantas seleccionadas en condiciones in vitro permite
obtener tejidos libres de contaminantes microbianos. Estos tejidos o explantes
expuestos a diferentes condiciones y.concentraciones de RCV’s pueden permitir la
obtencidn de callos u érganos.discretos/para producir plantas completas, este efecto se
conoce como morfogénesis (Abubacker“y Deepalakshmi, 2017). La morfogénesis,
directa o indirecta, posibilita la géneracion dedineas clonales de germoplasma élite,
fase conocida como micropropagacion, (MonjasMio y Robert, 2013). Entre las
diferentes especies del género Annona, el saramuyo-destaca por el valor agregado y su
demanda en el mercado estadounidense, donde para 2021 Estados Unidos de América
fue el importador de mayor relevancia al importar 4.13" millones de ddlares en
saramuyo, con un precio por kilogramo de $65.81 MXN (3.2% USD) frente a los
$20.00-30.00 MXN del mercado nacional (Tridge, 2023).

La respuesta morfogénica in vitro de cultivares de saramuyo se ha evaluado en India
para generar plantaciones uniformes (Farooq et al., 2001; Nagori y¢Rurohit, 2004).
Gracias a que es un medio a través del cual se pueden obtener plantas homogeneas (Ba
et al., 2021). Dichas plantas pueden aprovecharse para continuar procesos de
micropropagacion, fomentar su cultivo, es posible dirigir los resultados “de~este
proyecto a los productores de anonéceas y agricultores de México con interés en su
produccion en zonas tropicales del pais, la venta de plantas a consumidores minoristas

y personas afines a la creacion e implementacion de huertos con plantas tradicionales.



2. ANTECEDENTES

2-1. Saramuyo

El saramuyo (Annona squamosa L.) es una planta de la familia de las anonéceas,
distribuidapor el sur de Asia'y América (Liu et al., 2017), identificada con distintos
nombres @lrededor del mundo. Su interés comercial radica en sus propiedades
nutrimentalésy“sabor exdtico y dulce; compuestos bioactivos con actividad
nutracéutica y biomédica entre los que se han estudiado diterpenos, alcaloides,
acetogeninas, ciclopeptidos, aceites esenciales (Ma et al., 2017); flavonoides, fenoles,
saponinas, glucidos, taninos, sesquiterpenos, antocianinas, esteroides, terpenoides,
quinonas, aminodacidos “y~acidos organicos (Kumar et al., 2021). En Meéxico el
saramuyo tiene cuatro meses_de brotacion vegetativa y floracion al inicio del afio,
desde enero hasta abril, aungque ‘espontdneamente puede llegar a hacerlo también en
junio y julio cuando se alcanza una temperatura de 38 °C, su floracion dura de 20 a 25
dias desde el boton floral hastazda apertura de la flor y la maduracién del fruto dura 120
dias desde la polinizacion, por lo' que su fructificacion se da durante primavera e inicio

de verano, asi como a principios de otofio (Cituk-Chan, 2021).

2.1.1. Origen del saramuyo

El origen durante cierto tiempo ocasiond un debate dentro de la comunidad cientifica,
pues no se tenia del todo claro, se asumian dos ideas principalés,.por un lado que los
espafioles fueron los responsables de su dispersion por América'gracias al transporte
de semillas desde las Filipinas; por otro lado, que los Portugueses introdujeron el fruto
en el sur de India y desde entonces fue ampliamente distribuido por zenas tropicales
de América y Asia (Ma et al., 2017). Sin embargo, actualmente se toma como punto
de origen el Trépico Americano, su esparcimiento se dio desde América gracias a los
europeos, quienes dispersaron las semillas por Asia después de la colonizacion-del
nuevo continente, y se atribuye la llegada del fruto a India por los Portugueses, quienes

lo introdujeron en las costas de Malabar a principios del siglo XVI (Singh, 2019).



2.1.2. Descripcion botanica

Se le considera un arbusto o arbol de porte bajo debido a su altura de 3 a 7 m,
caducifolio con copa y ramas crecimiento irregular. Todas sus superficies (hojas,
ramas, tallo, raices, etc.) son olorosas al triturarlas. Presenta un sistema radicular
ramificado y superficial con dos a tres niveles poco profundos, su madera es blanda,
el tallo ramifica cerca de la base y su corteza externa es de color castafio, desde lisa
hasta agrietada, con corteza interna de color amarillo-claro (Ledn-Méndez et al.,
2020).

Las hojas tienen una forma eliptico-lanceoladas o lanceoladas, llegan a medir de 6 a
17 cm de largo con 3,a.5 cm de ancho, alternas y dispuestas en peciolos cortos de
corteza fina, presentan celoracion verdosa y azul-verdosa o grises en el enves, grisaceo
cerosas cuando son jovenesy negruzcas al secarse (Gerrero y Fischer, 2007; Ma et al.,
2017). Las flores presentan drganos masculinos y femeninos en la misma flor, por lo
gue se reconocen como hermafroditas, surgen como brotes terminales o axilares,
solitarias, en pares o tercias,-se disponen como flores colgantes-pendulantes de tres
pétalos de color palido y exhibendicogamia protoginica (Kishore et al., 2012). El fruto
es redondeado, acorazado, ovado—o conico, tiene de 5 a 10 cm de didmetro y se
compone de muchos carpelos en forma de pretuberancias amorfas en el exocarpio y
mesocarpio, las semillas en su interiof miden de €.3-a 1.6 cm, recubiertas por la pulpa
fibrosa del fruto, son largas, lisas, brillantes y de coloracion negruzca o marron oscuro
(Maetal., 2017).

De acuerdo a datos de Cituk-Chan (2021) recabados en Y ucatan, México, su desarrollo
se da en zonas tropicales con climas calido seco o subhimede; necesita humedad
relativa de entre 70 y 80%, soporta temperaturas de 18 °C a 40 °C a altitudes de entre
2 a 30 m.s.n.m. Es la anonacea con mayor tolerancia a periodos largos de sequia. Sin
embargo, su mejor potencial productivo es en suelos de tipo rendzinasiti€as, luvisol
rodico, franco-arcillosos y franco-arenosos, donde el suelo luvisol rédicosle ‘permite
un crecimiento y desarrollo mas vigoroso, con pH Optimo neutro o ligeramente
alcalino, de entre 7 y 8, con muy buen drenaje. Gerrero y Fischer (2007) mencionan
que el saramuyo en condiciones de cultivo en Colombia, puede desarrollarseen
altitudes desde los 0 a 1000 m.s.n.m., temperatura minima de 10 °C, humedad relativa
superior a 60% y precipitacion anual de 750 a 1200 mm.



2.1.3. Taxonomia del saramuyo

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dicotiledones) y Equisetopsida C. Agarddh
Subclase: Magnoliidae
Familia: Annonaceae (Anonaceas), Juss. Sub. Annonoideae
Tribu: Abreae
Orden: Magnoliales Bromhead
Género: Annona
Especie: squamosa (L.)

2.2. Cultivo de tejidos vegetales invitro

El término de cultivo de tejidos vegetales in vitrg(CTV) hace referencia al proceso de
establecer cualquier parte de una planta.(célulagtejido u 6rgano) en medios artificiales
sometidos a condiciones asépticas y ambientales cantroladas (Loyola-Vargasy Ochoa-
Alejo, 2018). De acuerdo a Thorpe (2007). Es una heframienta biotecnoldgica utilizada
en ciencias basicas y aplicadas, propuesta por primera.vez en 1902 por Gottlieb
Haberlandt durante su discurso a la Academia Alemana de Ciencia (German Academy
of Science); consiste en distintas técnicas que utilizan el cultivo-de células, 6rganos,
tejidos o sus componentes en condiciones controladas fisica y quimicamente in vitro
(dentro de recipientes de cristal y actualmente, de materiales similares). para generar
conocimiento sobre las propiedades celulares, sus potencialidades, 4procesos y
funcionamiento (Thorpe, 2007). Ademas, permite estudiar los procesos metabolicos
involucrados en la sefializacion y relacion intercelular de las plantas, su propagacién
clonal, mejora agronémica (calidad, rendimientos, productividad, resistencia, manejo)
y genética, produccién y mantenimiento de germoplasma selecto libre de patdgenos.
Asi como el aprovechamiento y la generacion de bioproductos vegetales y compuestos
organicos bioactivos (Chaturvedi et al., 2007; Karakas, 2020; Pais, 2019).



2.2.1. Germoplasma y micropropagacion in vitro

EL.CTV debe su éxito a la totipotencia de las células de las plantas, consiste en la
capacidad de la reprogramacion de las células diferenciadas obtenidas de algun tejido
vegetal de“una planta adulta o de germoplasma para generar nuevos 6rganos, callos o
embriones (Abubacker y Deepalakshmi, 2017; Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018;
Méndez-Hernandez et al., 2019; Phillips y Garda, 2019).

Dentro de las investigaciones enfocadas al cultivo in vitro de anonéceas para su
micropropagacion se encuentran trabajos en guanabana (A. muricata L.), anona (A.
reticulata L.) (Kudikala“et al., 2020), saramuyo (A. squamosa L.) y otras especies
(Abubacker y Deepalakshmi, /2017). Ademas de estudios sobre la micropropagacion
de chirimoya africana o sunkungo (A. seleganensis Pers.) (Ba et al., 2021), y en
America del Sur, varios frutos de.esta familia (A. senegalensis Pers., A. scleroderma
Saff., A. montana MacfadyA. reticulata L, A. glabra L. y A. diversifolia Saff.) (Encina
et al., 2014; Orantes-Ramosy.=0pez-\entura, 2019). En tanto que en México solo se
ha reportado para la guanabana.(A. muricata/z.) (Judith et al., 2020).

Las bases del cultivo in vitro para lagegeneracién.celular comenzaron entre las décadas
de los 40’s y 60’s, con el descubrimiento de 16S,RCV’s y el cultivo de plantas en
condiciones axénicas, poco después, la aplicacion del.eultivo in vitro para propagacion
clonal se convirtié en una de las mas usuales para obtener germoplasma libre de
patdgenos y sometido a RCV’s para micropropagarlo (clonarlo in vitro) (Thorpe,
2007). La micropropagacion es una etapa que permite clonar'material vegetal idéntico
genéticamente, su éxito necesita de la respuesta morfogeniea” del. tejido vegetal
cultivado in vitro directa o indirectamente por embriogénesSis® somatica u
organogénesis (Randel et al., 2015).

El hipoclorito de sodio comercial (cloro), es el agente de desinfeccién mas utilizado
durante el establecimiento de explantes en protocolos de establecimiento 1A vitro, su
éxito en el establecimiento requiere de concentraciones y tiempos de expoSicion
adecuadas (Quezada y Ayra, 2020). Funciona para introducir explantes en condiciones
axénicas, ya que libera a los explantes de microorganismos, actua en la oxidacién e

hidrolisis de las proteinas de las membranas celulares microbianas, de manera que las



cadenas polipeptidicas se disuelven y crean desorden en su estructura celular,
deshidrata a las células contaminantes mediante accion osmatica y las intoxica a partir
de la formacion de acido hipocloroso, formaldehido y acetaldehido (Sanchez Ruiz et
als, 2009).

La propagacion in vitro de plantas requiere de protocolos especificos para cada
especieycultivares o razas, aun asi, de manera general, posterior a la seleccion de la
planta madre\siempre se encuentran cuatro etapas: 1) establecimiento de los explantes;
2) multiplicaCién de brotes; 3) elongacion y enraizamiento; y 4) aclimatizacion. El
establecimiento”_y-~ cultivo axénico de los explantes da pauta al éxito en la
micropropagacion de'material vegetal y permite disefiar experimentos morfogénicos
para evaluar tipos de morfogenesis, por ello se considera que su objetivo es producir
plantas estandarizadas, €s decir, de una calidad sanitaria, morfologica especifica con
una genética similar entre‘todas las plantas que pueden ser cultivadas en los campos

productivos (Sivaji et al., 2020)x

2.2.1.1. Reguladores de crecimiento vegetal

Los RCV’s son compuestos quimieds que pueden originarse tanto biolégicamente
como sintéticamente y causan o promueven un.efecto sobre la actividad fisioldgica de
las plantas (Hussain et al., 2021). 'Se” encuentran )enddgenamente en los tejidos
vegetales aunque al exponer las plantas a RCV’s exégenos, estos afectan sus estados
fisiol6gicos (Kumari et al., 2018). La respuesta de los tejides vegetales a RCV’s se da
mediante la sefializacion a través de la red celular del sistema_vascular de las plantas
(Hussain et al., 2021) que puede ser el aceleramiento de suwdesarrollo, aumento de
productividad, estimulacion del enraizamiento, inhibicién de dormancia en semillas,
promocién de la floracion, aceleramiento o disminucion de la maddracion de frutos,
aumento en la cantidad o tamafio de brotes, etc. (Agudelo-Morales et al., 2021).

Los diferentes tipos de RCV’s se clasifican de acuerdo con los efectos que-causan en
las plantas, también pueden diferenciarse por su origen sintético o biosintético: Los
mas importantes y ampliamente utilizados para su aplicacion in vitro son las auxinas
y citocininas (AX’s y CK’s) (Phillips y Garda, 2019). Aun asi, existe una gran variedad
de compuestos conocidos como RCV’s con aplicaciones en el cultivo in vitro y en los

campos de produccion como parte del manejo integrado de cultivos, tales como



giberelinas, etileno (o anti-etileno), &cido abscisico (Thakur, 2022), aquellos que
apenas comienzan a estudiarse o son recién descubiertos, como los brasinoesteroides,
triacontanol, &cido salicilico, jasmonatos, cloruro de clormecuat, 6xido nitrico y

poliaminas (Chugh y Kumar, 2022; Kumar et al., 2022).

2.2.1.2."Auxinas y citocininas

Las auxinas (AX’s) fueron descubiertas por Charles Darwin en 1881, su biosintesis no
puede ser generalizada, pero se atribuye al metabolismo del triptéfano por su
naturaleza heterogiclica con presencia de un grupo indol y un grupo alquilo carboxilico
en el carbono 3 de suestructura (Figura 1). Su actividad fisiologica impacta en division
celular y mantenimiente” de regiones meristematicas, germinacion, elongacién de
tallos, desarrollo de raicescadventicias, dominancia apical, partenocarpia, absicion y
caida de frutos, asi como otros.fenomenos relacionados con el desarrollo vegetal
(Agudelo-Morales et al., 2021; Thakur, 2022). De forma in vitro, estimulan formacién
de callos y la proliferacion celular,. siendo reguladores capaces de inducir
embriogénesis somatica (Phillips.y Garda,»2019).

OH OH o \/\j\
Cl (0]
OH
o A 0 OH U\)L’OH /@:
N cl ol
N N O Cl Cl
H H
Indoleacetic acid 4-Chloroindole-3-acetic acid Phenylaceic #¢id 2.4 Dichlorpphengixyacetic Acid 4+(2 4-Dichlorophenoxy)butanoic acid
4-CHAA PAA 24D 2408
o]
CH CHs OH
OH N,
y ; ” 90
N
N X qe
Indole-3-butyric acid Indole-3-propionic acid
IPrA Carbary! 1-Naphthaleneacetic scid
CA
Natural auxin Synthetic auxin

Figura 1. Estructura quimica de algunas auxinas (Agudelo-Morales'et al., 2021).

Las citocininas (CK’s) fueron descubiertas durante la década de los 507s por Miller-
Skoog (Miller et al., 1955). Son moléculas derivadas de la adenina y suelen preSentarse
con el Nitrogeno 6 (N°) reemplazado por un isoprenoide o una cadena aronvatica
(Figura 2).
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Figura 2. Estructura quimica‘de algunas citocininas (Agudelo-Morales et al., 2021).

Su efecto fisioldgico es sobre el crecimiento vegetal como germinacién de semillas,
generacion de brotes y raicesgdivision celular, desarrollo de cloroplastos y sistema
vascular de las plantas, diferenciacion celular, elongacion de tejidos, senescencia de
las hojas, fotosintesis, envejecimiento vegetal, floracion, distribucion foliar y
respuestas ante el estrés abidtico (Lietalk, 2021; Fhakur, 2022). Los roles principales
del desarrollo, crecimiento y regulacion.de la actividad.vegetal se llevan a cabo por las
auxinas (AX’s) y citocininas (CKs), estos RCV’s actlan Sinérgicamente para un buen
funcionamiento de los sistemas vegetales, por lo quetse/les determina como los

principales RCV’s y han sido los méas estudiados hasta la fecha (Hussain et al., 2021).

En saramuyo se ha reportado morfogénesis exitosa con el uso de AX’s como AIA
(&cido indol-3-acético) en concentraciones de 0 a 100 mg/L, IBA(&cido indol-3-
butirico) en concentraciones de 0 a 500 mg/L, ANA (acido 1-naftalenacético) en
concentraciones de 0 a 50 mg/L y 2-4D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) en
concentraciones de 0 a 10 mg/L. También se han utilizado CK’s tales como~Kin
(Kinetina) en concentraciones de 0 a 0.8 mg/L, y 6-BAP (&cido 6-Bencilaminopurina;
0 BAP) en concentraciones de 0 a 4 mg/L, asi como distintas interacciones entre estos
RCV’s, que se han probado en explantes nodales y hojas para generar brotes y callos

a partir de la aplicacion de diferentes concentraciones en ecotipos de India (Farooq et
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al., 2001; Nagori y Purohit, 2004). Estos estudios permiten desarrollar metodologias
escalables y estandarizadas con clones de élite, preparados para trasladarse al campo
en forma de plantulas de alta calidad (Gupta et al., 2020). Sin embargo, los ecotipos
meXxicanos no han sido reportados en ningun tipo de investigacion en area de CTV in

vitro’

2.2.1.2. EfeCtos in vitro de las auxinas y citocininas

En condiciones«n_vitro, las AX’s estimulan la formacion de callos y la proliferacion
celular, por lo que_se les atribuye la induccion de embriogénesis somatica in vitro
(Phillips y Garda, 2019). Las CK’s in vitro suelen utilizarse para propiciar la aparicion
de brotes mediante la diferenciacion celular, esencialmente en el disefio de protocolos
de micropropagacion (Agudelo-Morales et al., 2021) e inclusive se ha demostrado que
su utilizacion individual puede inducir eficientemente la organogenesis directa (Nagori
y Purohit, 2004; Randel et al., 2015). La combinacion entre AX’s y CK’s promueve
procesos como la formacion y el crecimiento de callos, generacion de brotes y
diferenciacion de érganos, €Stablecimiento de suspensiones celulares (Randel et al.,
2015), embriogénesis somatica’ (Jimenez-Terry & Agramonte, 2013). Utilizar
concentraciones de estos RCV’s en el cultivo in vitro de tejidos vegetales promueve

los efectos morfogenicos sobre distintes-tipos de explantes (Hussain et al., 2021).

2.2.2. Morfogénesis

La morfogeénesis de plantas in vitro engloba a todos los efectos regenerativos causados
por el CTV sobre los explantes, se conforma por el cultivo de células\vegetales, su
division y multiplicacion, diferenciacion y desdiferenciacion, ¢generacion de
protoplastos, tejidos y 6rganos en medios de cultivo sélidos o liquidoS especificos,
condiciones asépticas y ambientes controlados (Kumar y Kumar-Srivastava;2015). Su
control se lleva a cabo por el balance de diferentes niveles de RCV’s que influyen,en
la diferenciacion y desarrollo de las plantas, generando sistemas de desdiferenciacion
y diferenciacion celular de especies vegetales, Utiles para su aprovechamiento en

distintas areas (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2018).
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De acuerdo con Thorpe (2007), la morfogénesis tiene dos vias: puede ser directa,
cuando embriones somaticos (embriogeénesis somaética), brotes u drganos
diferenciados (organogénesis) se obtienen directamente de los explantes establecidos.
Y.-puede ser indirecta, cuando los explantes producen células desdiferenciadas en
forma de callos (callogénesis) que se usan diferenciarse posteriormente (generando
organogénesis o embriogénesis somatica) mediante subcultivos con nuevos balances
de RCV’s (Thorpe, 2007). De cualquier manera, la respuesta tiene origenes adventicios
a los explantes_los explantes utilizados (Cui et al., 2019).

2.2.2.1. Organaogénesis

Toda célula vegetal ,es*capaz de regenerar Organos u organismos completos
diferenciados desde tejides somaéticos al exponerse a RCV’s in vitro con las
condiciones adecuadas, esta’ generacion de brotes u 6rganos es conocida como
organogeénesis (Su et al., 2011)<La organogénesis en si, es una capacidad conferida
por la totipotencia o pluripotencia-eelular de las plantas para regenerarse (Phillips &
Garda, 2019).

La organogenesis puede presentarse tantd de manera directa como indirecta, es una
respuesta inducida por concentraciones de AX*s y CK’s; la organogénesis directa suele
ser aprovechada para la elaboraciop-de protocelos de micropropagacion, consiste de
la generacion de brotes directamente{de)un explante establecido in vitro (Ba et al.,
2021). En anonceas existen reportes sobre el uso'de.6-BAP de manera aislada en la
induccién de organogénesis directa (Farooq et al., 2001; Ba et al., 2021).

La organogénesis indirecta, requiere que los explantes inwitro primeramente generen
callos (células desdiferenciadas) que posteriormente sean diferenciados como brotes
en forma de hojas, peciolos, nudos, raices o cualquier otro 6rgano, dependiendo del

tipo de explante y las concentraciones de RCV’s utilizadas (Adams etal., 2021).

2.2.2.2. Embriogénesis somatica

Los embriones obtenidos de explantes se denominan embriones somaticos, debido a
su naturaleza proveniente de un tejido extraido de otro ser vivo, generalmente”en
presencia de AX’s, morfogénesis conocida como embriogénesis somatica (ES)
(Méndez-Hernandez et al., 2019). Estos embriones pueden regenerar plantas

completas y se aprovecha en el mantenimiento de germoplasma, establecimiento de
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protocolos de produccion y maduracion embrionaria, clonacion masiva de plantas y
mejoramiento genético; especialmente en plantas lefiosas con ciclos de vida perennes
(Pais, 2019).

La" capacidad de cada especie vegetal para presentar “ES” es variable, puede
presentarse de dos maneras: 1) directa cuando los explantes generan embriones
directamente desde el tejido establecido; 2) indirecta cuando inicialmente se produce
la formacidmde callos y a partir de estos surgen los embriones somaticos (Liu et al.,
2021). En ambos casos, el embrion comienza a formarse por una division celular
asimétrica de dos ejes organizados, uno que establece lo que ha de convertirse en el

eje apical y el otro en‘el.eje basal (Su et al., 2011).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
DEL ESTUDIO

Elpresente trabajo buscd establecer in vitro a la especie vegetal saramuyo (A.
squamosa L.) y sentar las bases para un protocolo de micropropagacion. Se realizé un
analisis de“diferentes protocolos de establecimiento in vitro de anonaceas (Cuadro 1)
donde se usa NaClO, como agente desinfectante, a concentraciones entre 0% y 15%,
en tiempos de"10.a 15 min. Asi mismo, puede apreciarse la repetitividad en el uso de
alcohol 70° y tenseactivo para obtener resultados exitosos en la descontaminacion de
explantes, los mismos‘que pueden mejorarse.

Los resultados superiores.al 85% de rendimiento utilizaron hipoclorito de sodio junto
a otros agentes desinfectantes, lo que dio pauta para disefiar un protocolo de
establecimiento para explantes. de saramuyo. El protocolo utilizado para este
experimento incluy6 la adicion'del tensoactivo Tween 20® (polisorbato 20).

Tween 20® es un detergente ampliamente utilizado para permeabilizar las células
vegetales, permite que “se~produzcan interacciones moleculares hidrofébico-
hidrofilicas en los fosfolipidosvde distintas*regiones de la membrana celular de las
plantas con las moléculas del detergente (Salcedo-Morales et al., 2009). Por esta razén
es utilizado como un tensoactivo que permite up€fecto mas profundo en comparacion
al uso de los agentes desinfectantes per separado”(Bueno et al., 2007). También se
utilizd etanol al 70%, que actda en la disminucion”dela tension superficial de las
membranas contaminantes al tiempo en el que desnaturaliza las proteinas, lo que
provoca lisis celular (del Rio-Carbajo y Vidal-Cortés, 2019).

Por otro lado, para distintas anondceas también se han ‘utilizado RCV’s en la
generacion de respuestas morfogénicas en tejidos cultivados in‘vitro,sprincipalmente
AX’s y CK’s a diferentes concentraciones (Cuadro 2) por lo“que se plantean
perspectivas de distintas proporciones entre ambos RCV’s para la morfegénesis en

forma de callos, brotes y/o embriones en los explantes de saramuyo.
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Cuadro 1. Agentes utilizados en algunos establecimientos in vitro de anonaceas.

(Orantes-
(Kudikal (Quezad . (Faroo (N_agor ramos y
Autor a6t al (Baetal., ay (Judith et al., getal L épez-
’ 2021) Ayra, 2020) "’ Purohit
2020) 2020) 2001) 2004) Ventura,
’ 2019)
A A A. squamosa dive?s;ifoli
Cultivo ~, reticulat senegalensi A. muricata (L.) ' q(L) a
a(L.) s (P.) (Safford)
. Apice
;'52:; Nudo Nudo Nudo meristematic Nudo Hoja  Hoja
0
Re”d:)m'e”t N/R  (8750%  80% N/R 8?%30 N/R - 100%
Tensoactivo X X
Fungicida X X X X X
Cloro X X X X X X X
Bactericida X X X X
Detergente X X X
Parafina
Antlo;qdant X X % X X
Eta[;;I 70 X X X
H20:2 X
AgNOs3 X

N/R= No reportado. Nota: El cloro se utilizé en todos los”tratamientos de

establecimiento in vitro de anonéaceas.
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Cuadro 2. Algunos reportes de morfegénesis exitosa en anonaceas in vitro.

: Medio de o : Brotes
Autor Especie Explante cultivo Citocinina Auxina Respuesta % por
explante
(Nair et al., 1984) Saramuyo (A Hejas de 2 mg/L
en (Rasai et al., squamosa L ) plantulas in MSS  6BAP+0.5 mg/L Brotes 15.6
1995) ' vitro Kin
(Rasai et al., 1994) Atemoya (A. 2 mg/L
en (Rasai et al., cherimola L. x Hipocatilos MSS BAP+0.1 mg/L Brotes 12.6
1995) squamosa L.) Kin
(Jordan, 1987, 1988)
y (Jordan et al., Chirimoya (A. . . 0.5 mg/L
1990) en (Rasai et cherimola L.) Hipocotilos T=MSL 2mg/L BA ANA Brotes
al., 1995)
. . 8.9uM(2
(Bejoy y Hariharan .
1992) en (Rasai et Guan_abana (A Hipocotilos MSS mg/L) BA+ Brotes 4.8
al.. 1995) muricata L.) 0.54 uM (0.1
’ mg/L) ANA
Nagozlzé/oil;rohlt, Egﬂzmgg I(_A) Hipocotilos MSS 5 mg/L BAP Brotes 23
(Nair et al., 1984) Hojas de 0:5 /L “ANA
en (Rasai et al., Saramuyo (A. plantulas in MSL  6BAP+Q.5 mg/L afiadida Brotes
1995) squamosa L..) vitro Kin produce
callos
(Kudikala et al., Chirimoya (A. 6.33
2020) reticulata L) Nudos MSS 2.5 mg/L BAR /3mg/L IBA  Brotes 87.40% (D.E.
0,37)
Chirimoya africana
(Baetal., 2021) (Annona Nudos MSS 2 mg/L 6BAP Brotes 91.76% 2.3

senegalensis Pers).
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Continua Cuadro 3. Algunos reportes de morfogénesis exitosa en anonaceas in vitro.

Medio de Brotes
Autor Especie Explante cultivo Citocinina Auxina Respuesta % por
explante

Chirimoya africana 58.33
(Baetal., 2021) (Annona Nudos MSS 50 mg/L IBA Raiz 0/ 2.2
senegalensis Pers). °

Saramuyo 0'6 mg/L 96.10
(Farooq et al., 2001) (A. squamosa L) Nudos MSS Kin+0.6 Brotes 0/ 3a4
-S4 ' mg/LBAP 0
(Jordan 1988) en Chirimoya Peciolos de 0.5 mg/L 0
(Rasai et al., 1995)  (A. cherimola L.) hojas MSL 2mg/L BA ANA Brotes 100 %
(Encinaet al., 1994) . . (500uM)
en(Rasaietal. ) E:]‘gr'lm‘;}’: L) P'ar\‘/ti‘#gs M MsS 10166 mg/L  Raiz  95.0% -
1995) ' ' IBA
(Kudikala et al., Chirimoya Plantulas in . 0
2020) (A. reticulata L) vitro MSS 4 mg/L IBA Raiz 73.0% 4.65+0,23
(Nair et al., 1984) Atemoya 0:5 mg/L Brotes
en (Rasai et al., (A. cherimola L. x Yemas MSS  6BAP+0.5 mg/L axilares 3a4
1995) squamosa L.) Kin
(Nair et al., 1984) Atemoya 2 mg/L Brotes
en (Rasai et al., (A. cherimola L. x Yemas MSS  6BAP+0.5 mg/L axilares 6a7
1995) squamosa L.) Kin
(Lemos y Blake, Guanabana 0.1 mg/L
1996) (A. muricata L) Nudos WPM 2 mg/L BAP ANA Brotes 35a4
(Abubacker et al., Guanabana i o
2017) (A. muricata L.) Nudos MSS 1.5Mg/L BAP 2mg/L2-4D Callos 32.0%
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Continua Cuadro 4. Algunos reportessde morfogénesis exitosa en anonaceas in vitro.

Medio de Brotes
Autor Especie Explante cultivo Citocinina Auxina Respuesta % por
explante
. 1.5 mg/L
(Abubacker et al., Guanébana 1.5 mg/L 0 .
2017) (A. muricata L) Nudos MSS BAP+|2.ii mg/L IBA Brotes 48.0%
, 2 mg/L IBA
(Abubacker etal.,  Guanabana Nudos (<) MSS  1mg/LBAP  +05mglL  Raiz  80.0% ----rmr
2017) (A. muricata L.) ANA
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El saramuyo en México es un cultivo con gran potencial para ser producido en las
zonas tropicales del pais, tanto para autoconsumo como para exportacion, sin embargo,
actualmente no ha sido aprovechado en su totalidad. EI germoplasma utilizado para
producir Saramuyo determina el éxito del cultivo y repercute en la calidad de los frutos
(Bolivar-Fernandez et al., 2009). En México su produccién se ha limitado a usar
material criollo de traspatio (Vidal Lezama et al., 2015).

Los huertos”comerciales no brindan germoplasma uniforme lo que dificulta la
estandarizacion”de, protocolos de conservacion y produccion (Agustin y Ledesma,
2014). Saramuyo‘en”México no cuenta con procesos que puedan asegurar su calidad
ni la del germoplasma utilizado para los cultivos (Cituk-Chan, 2021). No obstante, la
micropropagacion de material vegetal élite y el uso de la tecnologia que ofrece el CTV
in vitro puede dar solucién.a:este problema con el uso de distintas concentraciones de
AX’s y CK’s in vitro para generar germoplasma con caracteristicas uniformes y de
alta calidad genética (Kudikala et-als 2020).

De la misma manera, se da/pauta a supraduccion masiva a niveles industriales (Ba et
al., 2021) y por tanto, favoreeerel cultive’ de la especie y el aprovechamiento de las
propiedades nutrimentales de -sus..frutos, la actividad nutracéutica, farmacoldgica,
fitoquimica y biologica de sus metabelitos en_forma de compuestos activos fendlicos
y flavonoides hepatoprotectores, @ntioxidantes, anticancerigenos, insecticidas,
antimicrobianos y antihiperglucémicos de alto potencCial (Kumar et al., 2021).

De acuerdo con lo anterior, este trabajo aborda una solucion biotecnoldgica para
contrarrestar la problematica de la baja calidad en el germoplasma de saramuyo en
México aplicando la técnica del CTV in vitro para la obtencién de germoplasma
selecto de alta calidad, a partir de la seleccion de plantas altamente productivas con la
caracteristica de produccion tardia y ecotipos tropicales mexicanos.adecuados para
obtener explantes y uso correcto de RCV’s para inducir respuestas morfogénicas in
vitro de esta planta, de este modo, con base a los resultados obtenidos, pueden
estandarizarse los procesos de conservacion y produccion para generar masivamente
plantulas clonadas (Ba et al., 2021) controlando todas las condiciones durante, el
proceso.

Actualmente México no tiene investigaciones sobre el establecimiento in vitro de
saramuyo, del cual, a pesar de su gran potencial, es una especie fruticola sin

tecnologias de produccion. Ademas, existe poca informacion respecto a sus aspectos
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bioldgicos, botanicos y agrondémicos (Gerrero y Fischer, 2007), brecha que se buscé
atender con el presente estudio mediante el desarrollo de una metodologia para su
establecimiento in vitro e inducirle un efecto morfogénico en forma de brotes, callos
y/o embriones, utilizando balances de AX’s y CK’s.

Este/trabajo sienta las bases para escalamientos productivos de saramuyo en México a
partiride.clones selectos. Da las pautas para estandarizar las caracteristicas del cultivo,
la mejoracnagrondmica del material vegetal y el uso de metodologias
agrobiotecneltgicas en condiciones controladas, como la manipulacion de ploidias o
la transformaciGn-genética de esta especie vegetal (Encina et al., 2014). De esta
manera, este estudio repercute también en futuras investigaciones botanicas de esta
especie, la generacion desvariedades resistentes o tolerantes a varios tipos de estrés
(bidticos y abibticos), asi como de expresar mejores caracteristicas en sus frutos.
Ademas, el saramuyo presenta aportes nutrimentales destacados frente a otros cultivos
tropicales como pifia, naranja,sbanana, guayaba y guandbana (Cuadro 3). En este
sentido, por cada 100 g de pulpasdestaca por su contenido energético (94 Kcal), en el
contenido de azucares totales (20.23.g)-yzacidos grasos monoinsaturados (0.114 g) de
acuerdo con un andlisis realizado-por la WSDA “Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos” (2021).
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Cuadro 5. Contenido nutrimental de saramuyo y otros frutos tropicales (USDA, 2021).

Aporte nutrimental (100g) Saramuyo Pifia Naranja Banana Guayaba Guanabana
Energia (Kcal) 94.000 50.000 47.000  89.000 68.000 66.000
Agua (g) 73.200 86.000 86.800  74.900 80.800 81.200
Proteina () 2.060 0.540 0.940 1.090 2.550 1.000
Lipidos totales (g) 0.260 0.120 0.120 0.330 0.950 0.300
Carbohidratos () 23:600 13.100 11.800  22.800 14.300 16.840
Fibra (g) 47400 1.400 2.400 2.600 5.400 3.300
Azulcares totales (g) 20.230 9.850 9.350  12.200 8.920 13.500
Vitamina C (mg) 36.300 47.800  53.200 8.700 36.300 20.600
Tiamina (mg) 0.110 0,079 0.087 0.031 0.110 0.070
Riboflavina (mg) 0113 0.032 0.040 0.073 0.113 0.050
Niacina (mg) 0.883 0.500 0.282 0.665 0.883 0.900
Vitamina B6 (mg) 0.200 0.112 0.060 0.367 0.200 0.059
Folatos (Mg) 14.000 18.000 )» 30.000  20.000 14.000 14.000
Acidos grasos saturados (g) 0.048 0.009 0.015 0.112 0.048 0.051
Acidos grasos monoinsaturados (g) 0.114 0.013 0:023 0.032 0.028 0.090
Acidos grasos poliinsaturados (g) 0.040 0.040 0/025 0.073 0.114 0.069
Calcio (mg) 24.000 13.000  40.000 5.000 18.000 14.000
Hierro (mQ) 0.600 0.290 0.100 0.260 0.260 0.600
Magnesio (mg) 21.000 12.000  10.000 27.000 22.000 21.000
Fosforo (mg) 32.000 8.000 14.000 22,000 40.000 27.000
Potasio (mg) 247.000 109.000 181.000 358.000 417.000 278.000
Sodio (mg) 9.000 1.000 0.000 1,000 2.000 14.000
Zinc (mg) 0.100 0.120 0.070 0.150 0.230 0.100
Cobre (mg) 0.086 0.110 0.045 0.078 0.230 0.086
Selenio (ug) 0.600 0.100 0.500 1.000 07600 0.600
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1. Objetivo General

Evaluarel efecto del &cido 1-naftalenacético (ANA) y del &cido 6-bencilaminopurina
(6-BAP)en' la respuesta morfogénica in vitro de tres tipos de explantes de saramuyo
(Annona ‘squamosa L.) que den pauta para establecer un protocolo de

micropropagacion a partir de nudos, entrenudos y hojas

4.2. Objetivos Especificos

1. Establecer el métodoyde desinfeccion de los explantes para el cultivo in vitro
de saramuyo.

2. Evaluar el efecto de las concentraciones de ANA y 6-BAP sobre los explantes
de saramuyo para/seleccionar-les balances que generen mayor respuesta

morfogeénica in vitro:

4.3. Hipotesis

El balance de auxinas y citocininas adicionade‘al,medio de cultivo Murashige-
Skoog, causara un efecto morfogénico en el tejido vegetalscallos, brotes y/o embriones
de saramuyo (Annona squamosa L.) in vitro cuando se encuentren en un balance con

orden de magnitud distinto.

22



5. MATERIALES Y METODOS

54. Descripcion del &rea de estudio

El experimento se realizd en dos etapas, la primera consistid en el establecimiento de
explantes,juveniles de saramuyo en las instalaciones de la Divisién Académica de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (DACA-
UJAT) localizada=en la rancheria La Huasteca Segunda Seccion, Centro, Tabasco,
México. Localizada endas coordenadas 17° 47 13.1” N, 92° 57° 14.4” O, con altitud
de 19 m s.n.m., el clima es'célido himedo con temperatura media de 27 °C. El estudio
se realizo en condiciones centroladas dentro del Laboratorio de Sanidad Vegetal del
Centro de Investigacion de.Ciencias Agropecuarias (CICA) de la DACA-UJAT. La
segunda etapa consistio en la réplica del experimento realizado en la DACA-UJAT en
las instalaciones del Laboratoriowde-Propagacion Clonal del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan “(CICY) con~plantas de campo para evaluar el efecto
morfogénico de los RCV’s ANA'Y 6-BAPen los explantes obtenidos de estas plantas.

5.2. Disefio experimental

El experimento se dividio en dos etapas, en la“primera etapa se realizd el
establecimiento in vitro de los explantes; en la segunda etapa; de la induccion
morfogénica, en ambas etapas se utilizé el medio de cultive Murashige-Skoog (MS) a
pH de 5.7.

En la primera etapa se utiliz6 un medio de su fuerza ionica, sin.vitaminas ni RCV’s,
se evaluo el porcentaje de contaminacion y la supervivencia de los explantes con base
a su oxidacion. Los resultados se analizaron bajo un disefio_sexperimental
completamente al azar (DECA) y arreglo factorial 4x4 para cada tipo.de .explante
(hojas, nudos y entrenudos).

En la segunda etapa se utilizé el medio de cultivo MS adicionado con 2.5 g/L de ¢arbén
activado y los RCV’s ANA y 6-BAP a diferentes concentraciones, para conocer_el
efecto morfogénico que el balance causo sobre los explantes en la generacién de callos
y el nimero de brotes. Los resultados se analizaron bajo un arreglo factorial 4x4 en
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bloques completamente al azar. Para ambas etapas, la comparacion de medias utilizada
fue la prueba de diferencia minima significativa (DMS) de Fisher con a<0.05. Todos
I0s analisis se realizaron con el software estadistico SAS de escritorio version 9.4 del
afio 2014.

5.2.1.\Establecimiento in vitro

Durante la”_primera etapa se evalud el establecimiento in vitro de tres tipos de
explantes, cada“uno individualmente en un arreglo factorial 4x4 en un disefio
completamente al"azar, para tener un total de 16 tratamientos determinado por cada
interaccion de concentracion de hipoclorito de sodio con tiempo de exposicion de los

explantes durante su establecimiento (Cuadro 4).

Cuadro 6. Disefio del establecimiento in vitro de saramuyo.

Factor A:
Disefio Factorial 4x4 Concentracion de Cloro (%)
2.5 5 7.5 10
. T1 T2 T3 T4
Factor B: ;'(;’:S'fglgﬁ T5 T6 T7 T8
(min) 15 T9 T10 T11 T12
20 T13 T14 T15 T16

Para cada interaccion de Factores AXB corresponde un tratamiento (T) y su enumeracion.

Cada tratamiento constd de siete repeticiones y tresstinidades de observacion por
unidad experimental (21 explantes por tratamiento), por le~que para cada tipo de tejido
se tuvieron 336 explantes (21 en cada uno de los 16 tratamientos). Se utilizaron tres
tipos de explantes: nudos, entrenudos y hojas, cada uno con sutrespectivo anélisis
estadistico conformado por 112 unidades experimentales (7 unidades experimentales
en 16 tratamientos por tipo de explante), por lo que el experimento global consistié en
1,008 explantes (3 experimentos de 336 explantes por tipo de tejido) y.336 unidades
experimentales.

Los resultados del establecimiento se evaluaron por medio de la presencia o ‘ausencia
de contaminacion bacteriana o fungosa en las unidades experimentales de forma
porcentual, con base en el total de observaciones por tratamiento, mientras que la
supervivencia de los explantes se evaluaron por medio de la oxidacion y necrosis del

tejido establecido, de forma porcentual, con base en el total de observaciones por
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tratamiento. El estadistico realizado en el estudio se hizo a través de un analisis de
varianza (ANVA), y posteriormente la prueba de comparacion de medias Diferencia
Minima Significativa (DMS) de Fisher con a<0.05, en el programa estadistico SAS de

escritorio version 9.4 del afio 2014, asegurando la normalidad de los datos mediante la

transformacion arsinyx donde “x” corresponde a la media de cada tratamiento.

5.2.2. Induccién morfogénica

Las AX’s y CKs, actian en conjunto para la respuesta morfogénica de los tejidos
vegetales in vitro (HussSain et al., 2021) y su uso en anonaceas ha sido ampliamente
estudiado. En los explantes de saramuyo utilizados se evaluaron a cuatro niveles de
concentracion (mg/L) de-ANA y 6-BAP dentro de un arreglo factorial 4x4 con disefio
de bloques completamente@l_azar. Bloqueado por tipo de explante para evaluar la
existencia de efectos estadisticamente significativos de manera aislada por tipo de
explante y en conjunto con los REV’s.

El protocolo de establecimiento in vitro,mas exitoso para cada tipo de explante en la
primera etapa fue replicado para establecer. tejido vegetal nuevo e inducir el efecto
morfogénico en ellos mediante el balance de 6-BAP y ANA con 16 tratamientos (T) y
cinco repeticiones por cada uno, dondeiT1 funciond como control debido a la ausencia
de RCV’s (Cuadro 5).

Cuadro 7. Disefio para la respuesta morfogénica in vitro-de saramuyo.

Factor A:
Disefio Factorial de Bloques 4x4 Citocinina6-BAP (mg/L)
0.00 1.00 2.50 5.00
Auxina 0.00 T1 T2 T3 T4
Factor B: ANA 0.10 T5 T6 T7 T8
(Mg/L) 0.25 T9 T10 T11 T12
0.50 T13 T14 T15 T16

La respuesta morfogenica se evaluo por medio del bloqueo del tipo de explante, hoja
(1), nudo (2) y entrenudo (3), cada uno con 16 tratamientos. El explante se tomé,como
unidad experimental para evaluar la respuesta en funcion de la cantidad porcentual de
brotes y/o embriones producidos, asi como la de explantes con callogénesis. L0s
explantes fueron dispuestos en tubos de ensayo de manera que se tuvieron cinco

repeticiones en funcion del tipo de explante (bloque) y 15 en funcidn de la interaccion
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de los RCV’s para cada tratamiento, con un total de 240 explantes que funcionaron
como unidad experimental distribuidos en los tres blogues, cada uno con 80 unidades

experimentales (Cuadro 6).

Cuadro 8. Disposicion de explantes en el disefio morfogénico global.

Diseild Factor A:

Factorial, (\de 6-BAP (mg/L)

Bloques 4%4 0.00 1.00 2.50 5.00 TE
b 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

000 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 60
Factor ANA “.010 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 60
B: (mg/L) 0255 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 &0
050 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 60
TEB 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 240
TEG 60 60 60 60 240

Los blogues (b) se presentan come./1) Nudo, 2) Entrenudo, 3) Hoja. El total de explantes por bloque

(TEB) conforman en conjunto al total de explantes global (TEG), se observa que cada tratamiento tiene

15 repeticiones globales y 5 por blogue.

La respuesta morfogenica Se“evalué en cada tratamientos y cada tipo de explante,
donde en el caso de los tratamientos para‘elandlisis global se utilizaron 15 repeticiones
dentro de la interaccion 6-BAP x ANA vy para‘¢l analisis de blogues Unicamente las
cinco correspondientes al tipo de explante, este‘analisis fue realizado por el software
SAS de escritorio version 9.4 del afio 2014 con unfanalisis de varianza (ANAVA) y la
prueba de diferencia de minima significativa de Fisher‘con 0.<0.05, para asegurar la

normalidad de datos obtenidos para las variables de respuesta, las medias obtenidas se

transformaron haciendo uso de arsin/x para cada tipo de explante.

5.3. Flujograma del experimento

A continuacién se presenta el diagrama de flujo de la metodologia<experimental

utilizada en este trabajo (Figura 3).
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Elaboracion del medio

Seleccidn de la planta

Establecimiento in

de‘cultivo Murashige- ——=| madre y obtenciébnde ——| vitro de los explantes
Skoog explantes de saramuyo
V/
Establecimiento.de los
explantes en‘medio 5 Anélisis y reporte de

adicionado con
balances de RCV/'s

resultados

Figura-3. Flujograma del experimento.

5.3.1. Elaboracion del medio de-cultivo MS

Se elabor6 medio de cultivo«MS (Murashige-Skoog) utilizando la formulacion de

sales, marca Caisson Labs® lote-011600271 adicionado con 30 g/L de sacarosa y 3.2

g/L de gelificante agar, y para el medig adicionado con las vitaminas del medio MS se

utilizo la mezcla vitaminica de la misma marca_eon lote 02161019 en forma liquida

con 1 mL/L. El analisis de descontaminacion durante el establecimiento de los

explantes in vitro no requirio la adicion de RCV’s, mientras que para el analisis del

efecto morfogénico de los RCV sobre los explantes, el medio se adicioné con ANA 'y

6-BAP, el pH se ajustd a 5.7 con HCl y NaOH 1 N, utilizande un potenciémetro

(Oakton® modelo PC 700). Los medios de cultivo y materiales utilizados fueron

esterilizados en autoclave (1.5 PSI durante 20 minutos).

5.3.2. Colecta del material vegetal

La colecta se realizé utilizando tijeras comunes flameadas con etanol 70 %, realizando

el corte a la altura del dltimo nudo con apariencia juvenil (entre el tercero y séptimo

hacia la base del brote) (Figura 4).
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Figura 4. Seleceion y;colecta de explantes.

Los explantes utilizados para este~fin se_obtuvieron de plantas selectas, con
caracteristicas sobresalientes, tales ¢omo el oler, color, sabor, aceptabilidad del
mercado del fruto, su productividad y+epoca de produccion. Las plantas utilizadas
tienen la particularidad de atemporalidad y florecen y<fructifican durante el otofio.
Los explantes de la primera etapa fueron colectados de plantas juveniles menores a 5
afios, obtenidas de Yucatan, México, establecidas en invernaderos de la Division
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Juarez Autonoma de
Tabasco. Los explantes de la segunda etapa fueron colectados de campo del Instituto
Tecnologico de Conkal, proporcionado por el M. C. Daniel Cituk Chan;y del Jardin
Botanico Regional “Roger Orellana” del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan, proporcionadas por la M. C. Clarisa Jiménez Bafiuelos y el M."C¥Miguel
Herrera Alamillo, de esta manera se asegurd que la calidad del material vegetativo
utilizado para el establecimiento y micropropagacion fuese de interés.

Los explantes utilizados provinieron de los brotes de la temporada de agosto-diciembre
2022, con edad menor de un afio y en estado vegetativo de crecimiento, caracterizados
por un color verde mas vigoroso que el del resto de la planta y apariencia lisa no muy
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lignificada. Se utilizaron explantes con diametro menor a 7 mm en el caso de nudos y
entrenudos, para el caso de las hojas se utilizaron aquellas de 9.0 cm o0 menos, con
color verde lima, sanas y en pleno desarrollo. Los explantes fueron manipulados dentro
de‘una campana de flujo laminar y diseccionados en nudos, entrenudos y secciones de
hojas de 1 cm de didmetro para cada tratamiento utilizando pinzas de diseccion y

bisturi de mango No. 4 y puntas No. 22.

5.3.3. Establecimiento de los explantes

Los explantes colectades de la planta madre fueron desinfectados en el laboratorio de
sanidad vegetal del CICA-DACA, via una desinfeccion de contaminantes superficiales
con H>O para eliminar trazas de polvo y otros agentes, posteriormente se siguio el
protocolo de establecimiente’(Eigura 5) dentro de una campana de flujo laminar Nivel
.

HZOest
H,O+Detergente . Etanol 70%
. —> 0.5 min —> )
1 min 1 min
3'veces
|
V/
HZOest Cloro Hzoest
0.5 min —>| “(Tratamient0s)., —> 0.5 min
3 veces +Tween 20 3 veces
|
V/
Siembra
7 recipientes de
3 explantes cada
uno

Figura 5. Protocolo de establecimiento in vitro de explantes de ‘saramuyo.

5.3.4. Evaluacién de establecimiento in vitro

Las unidades experimentales fueron evaluadas durante cuatro semanas una vez por

semana para determinar la presencia 0 ausencia de contaminacion fungica y/o
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bacteriana expresada en el medio de cultivo y/o explantes. También se evalué el
porcentaje de supervivencia de los explantes por medio de la presencia o ausencia de
necrosis causada por la oxidacion en los mismos. Los datos se analizaron por medio
de‘un. ANVA vy la prueba minima significativa de Fisher (DMS) con a<0.05 en el

programa estadistico de escritorio SAS de escritorio version 9.4 del afio 2014.

5.3.5. Siembra de explantes en medio adicionado con RCV’s

Los medios de‘cultivo adicionados con los RCV’s ANA y 6-BAP (Cuadro 5) se
utilizaron como ‘medios de regeneracion celular para inducir una respuesta
morfogenica del explanté, estos se sometieron al tratamiento de establecimiento con
mejores resultados para#Cada-tipo de explante, es decir, aquél que no presento
contaminacion o present6d fas€entaminacion minima después de un mes de haber
realizado la primera etapa del ‘experimento en su establecimiento in vitro (Febrero-
Junio 2022).

5.3.6. Modelo estadistico y anélisis de restdltados

El modelo estadistico de la primerajetapa ‘(establecimiento de los explantes) del

experimento utilizé un DCA con arreglo-factorial 4x4 para cada tipo de explante:

Yije = 1+ a; + B + (aB)ij €k
Donde:
Yijx: Cada una de las observaciones en los i-j-ésimos en las kK~gsimas repeticiones
i: Los 4 niveles del factor A (concentracion de cloro)
j: Los 4 niveles del factor B (tiempo de exposicion)
k: ElI nimero de repeticion.
n: La media general.
ai: El i-ésimo efecto del factor A.
Bj: El j-ésimo efecto del factor B.
(ap)ij: El i-j-ésimo efecto de la interaccion de los factores concentracion-tiempo-de
exposicion.

&ijk: El efecto del error aleatorio en el i-j-ésimo efecto de la k-ésima repeticion.
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El modelo estadistico de la segunda etapa (induccion de morfogénesis) del
experimento utilizd un arreglo factorial 4x4 con disefio de bloques aleatorizados
completamente:

Vi =u+a;+ B+ (aB)ij + vi + €ijn
Donde:
Yiji - Cada(Una de las observaciones en los i-j-ésimos tratamientos de los k-ésimos
bloques y I-ésimas repeticiones
i: Los 4 niveles delyfactor A, la concentracion de ANA
j: Los 4 niveles del factor B, la concentracion de 6-BAP
I: Las tres repeticiones del experimento
k: El nimero de bloques,.déterminado por 3 tipos de explantes
n: La media general
«;: El i-ésimo efecto de las conCentraciones de auxina
B;: El j-ésimo efecto de los tiempos de citocinina
af;;: El i-j-ésimo efecto de-lazinteraccion de los RCV’s
Yk: El k-ésimo efecto del blogueo, al tipa.desexplante
giji: El efecto del error aleatorio en ‘el i-j-ésimo efecto del k-ésimo bloque en la I-

ésima repeticion
Las hipotesis estadisticas de investigacion para la etapade establecimiento son:

Factor A ={ Hoiay = a; = a5 ='a, }

Hi: a; # 0 para almenos‘un'i

Ho:b1:b2:b3:b4 }

Factor B = {Hl; b; # 0 para almenos un j

Interacciéon AxB

HO: a1b1 = a1b2 = a1b3 = a1b4 == a2b1 == a2b2 = a2b3 = a2b4,
= | = azb; = azb, = azb; = azb, = a,b; = asb, = ayb; = a,b,
Hy: b; # 0 para almenos un j

Las hipotesis estadisticas de investigacion para la etapa morfogénica son:
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Factor A ={ Hoiay = a; = a3 = a, }

Hi:a; # 0 para almenos un i

H,:b;=b,=b:=b
FactorB={ o™ 2 3 4 }

Hy: b; # 0 para almenos un j

Ho:y1 =v2 = V3 }
Hi:yr # 0 para almenos un k

Factory = {
Interaeciomn AxB

HO: a1b1 = a1b2 = a1b3 = a1b4 = a2b1 = a2b2 = a2b3 = a2b4
— = a3b1 - a3b2 = a3b3 = a3b4 = a4b1 = a4b2 = a4b3 = a4b4
Hi: a;b; # 0 para almenos un i,j

El analisis estadistico se realizé mediante el uso de analisis de varianza (ANAVA)
realizado por el programa-estadistico SAS para Windows, version 4.9 del afio 2014,
donde también las mediasfueron sometidas a una prueba de diferencia minima

significativa de Fisher con significancia del’error de 5 % (0<0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Establecimiento in vitro de los explantes de saramuyo

El establecimiento de explantes presentd diferentes respuestas a los efectos de los
factores, individuales, tanto para la descontaminacién de los explantes como para su
superviveneia. Dicha respuesta puede abordarse desde diferentes puntos de vista de
acuerdo a lagnteraccion planta-microorganismo (Dutta et al., 2014), el tipo de explante
(Dar et al., 2032) o bien, el agente desinfectante utilizado en forma de hipoclorito de
sodio (Cloralex®) (Paud et al., 2012).

6.1.1. Descontaminacion ge explantes

Para cada tipo de explante (hoja,vnudo y entrenudos) se observo un efecto altamente
significativo (p<0.05) para‘el factor de la concentracion de hipoclorito de sodio
(NaClO) e interaccion, mientras que eltiempo de exposicion al hipoclorito de sodio
presentd significancia (p<0.05)“en hojas.y.entrenudos (Cuadro 7). Esto sugiere que,
bajo las condiciones experimentales, la sconcentracion de cloro utilizada es
determinante para la eliminacion de_microorganismos en los explantes. Mientras que
el tiempo es un factor de importancia-para la descontaminacion de los explantes de
entrenudos y hojas, pero sin efectos significativos para el explante de nudos (p<0.05).

La contaminacion del explante en el establecimiento in‘vitro es una problemaética
recurrente (Rojas-ldrogo et al., 2020). Especialmente al tratarse\de especies lefiosas o

forestales (Hine-Gomez y Valverde-Cerdas, 2003).
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Cuadro 9. Analisis de varianza del efecto del factor en la descontaminacion de los
explantes.

Descontaminacién

Efecto Suma de Cuadrado F p Significancia
cuadrados medio
Nudos
NaClO 1.21296751 0.40432250 8.45 <.0001 *x
Tiempo 0.34153015 0.11384338 2.38 0.0745 NS
Interaccion'»” 7.34044459 0.81560495 17.04 <.0001 il
Entrenudos
NaClO 2.36974303 0.78991434 10.55 <.0001 *x
Tiempo 0.84643389 0.28214463 3.77 0.0132 *
Interaccion  4.75982884., 0.52886987 7.06 <.0001 *x
Hojas
NaClO 0.89996612 029998871 7.91 <.0001 *x
Tiempo 0.74454101 _0.24818034 6.54 0.0005 il
Interaccion  8.90180361°0:98908929  26.06 <.0001 *x

Simbologia: NS No significativawfrente al P-valor>0.05; * significancia estadistica (Fisher
p<0.05>0.01); y ** (Fisher p<0.01).

En este experimento no hubo presencia de contaminacion bacteriana, pero si se
observo contaminacion por hongos del género Fusarium spp. y Aspergillus spp.
expresada después de los 10 dias de establecer los €xplantes y siguié apareciendo

indistintamente hasta la cuarta semana del experimento.

Pocos estudios de Annona spp. in vitro reportan los métodos.de establecimiento
utilizados para la descontaminacion de los explantes, por lo que es cemun encontrar
reportes de micropropagacion que pasan directamente a los analisis morfogénicos. Sin
embargo, para contrastar los resultados en la descontaminacion de los explantes de
saramuyo de este experimento se pueden utilizar algunos reportes dentro del, género
Annona. Por ejemplo, los resultados obtenidos para saramuyo difieren ‘de los
resultados obtenidos por Garcia-Aguila et al (2012), quienes evaluaron nudos’de
guanadbana (Annona muricata L.) en los que no existio presencia de hongos y si-de

bacterias durante los primeros 15 dias de cultivo.
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Ba et al (2021) por otro lado, reportaron contaminacion de explantes nodales de
Annona senegalensis (Pers.) desde el tercer dia después del establecimiento, distinto a
10 reportado para Annona diversifolia (Saff.) por Orantes-Ramos y Ldpez-Ventura
(2019). Dichos autores no mencionan el inicio de la expresion de contaminantes pero
indigan.su aparicion hasta la quinta semana posterior al establecimiento, esta expresion
tardialde 'contaminacion suele atribuirse a microorganismos endofitos (Rojas-ldrogo
et al., 2020):

La contaminaCién. fungica de los explantes de saramuyo establecidos para este
experimento creCig directamente del tejido utilizado, algo comun cuando se trata de
hongos endofitos que.no pueden eliminarse completamente por un agente esterilizante,
por lo que se requierecentonces, el uso de fungicidas sistémicos (Daud et al., 2012).
Capaces de actuar en el interior-del tejido vegetal utilizado como explante. Igualmente,
la forma y fisiologia de los explantes influyen en su respuesta a los efectos de los
tratamientos, los tres explantes utilizados tuvieron diferentes tasas de contaminacion
de acuerdo con las medias obtenidas, los explantes que presentaron mayor dificultad

para establecerse axénicamente fueron, los entrenudos, seguidos por los nudos y las

hojas (Figura 6).

1) Nudos 2) Entrenudos 3) Hojas

Figura 6. Crecimiento de la contaminacion fungica en los tres tipos de
explante de saramuyo utilizados.

Dar et al (2012) mencionan que, debido a su disposicion fisica, el origen del.peciolo y
la continuacion del tallo crean una forma en “V” de los nudos que crean una barrera
capaz de contener microorganismos y protegerlos de las corrientes de agua durante_la
descontaminacién, mientras que los entrenudos y hojas, al ser de superficies lisasy
regulares son mas sencillos de limpiar superficialmente. Al respecto, es importante

resaltar que las hojas son explantes mas delgados y menos lignificados que los nudos
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y los entrenudos, lo cual también explica la alta mortalidad de estos frente a los nudos

y los entrenudos por efecto de la clorosis.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio difieren a los resultados
reportados por Dar et al (2012), pues para el caso de Hibiscus rosa-cinensis (L.) se
reporta_una diferencia del 3% entre el método més eficiente en la descontaminacion,
de nudos«(100%) contra entrenudos (97%). En el presente estudio, con saramuyo, se
tuvo una diferencia del 9.52% entre los métodos mas eficientes para descontaminar
entrenudos (90.48%) contra nudos (100%) (Dar et al., 2012).

Puede explicarseytambién desde un punto de vista sistémico, pues al tratarse de
contaminacion endéfita se deduce que la concentracion del agente desinfectante
utilizado, hipoclorito dessodio comercial (Cloralex®), no fue eficaz para eliminar las

esporas del hongo contaminante presentes entre las células.

Resultados similares son reportados por Rojas-ldrogo et al (2020) en explantes (hojas,
hojas con peciolo, peciolos, nudos"y entrenudos) de dos especies de Peperomia,
quienes documentaron mayor.contaminacion fungica en los entrenudos que los nudos
axenificados con hipoclorito”de sodio (Cloralex®). Lo anterior, se puede explicar
debido a la colonizacién del tipo de tejidogpor el micelio, pues los hongos endofitos
pueden movilizarse tanto intercelularmente ceme intracelularmente entre los tejidos
para colonizar una planta. En este sentido, la infeeCién pudo darse de dos maneras, via
horizontal (reportado principalmente én &rboles), etando una planta huésped es
infectada por su entorno (heridas, insectos o de una planta a otra por diseminacion de
esporas); o via la vertical, que se da cuando el hongo se transmite a la descendencia de
la planta huésped mediante la infeccion de los embriones dentro-de las semillas, esto
se da debido a que la infeccion con el hongo no es mortal paravla planta y muchas
veces, asintomética (Modi et al., 2020).

Por otro lado, si se toma en cuenta la interaccion planta-microorganismo<n funcion
del tejido usado, se sabe que existen microorganismos enddfitos que colenizan las
ramas de forma intercelular e intracelular. Por ejemplo, en el género Fusarium,
Fusarium moniliforme en maiz, se puede encontrar intracelularmente en nudos..e
intercelularmente en raices, entrenudos y hojas, lo que puede explicar el crecimiento

fangico en los explantes de hojas dado desde el sistema vascular (Dutta et al., 2014).
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Dar et al (2012) sugiere que el mayor foco de infeccion fangica se da en el centro de
los nudos, la colonizacion intercelular en otros sitios de la planta se debe al crecimiento
hifal para llegar a nuevos puntos de colonizacion, aptos para invadir las células de los
nudos, o bien, los frutos y semillas de la siguiente generacion de plantas. Continuando
coneste planteamiento, el corte realizado para los nudos de este experimento generd
menor posibilidad de contaminacion, ya que al segmentar en forma de “Y” se conserva

un foco de infeccion, aparentemente mejor axenificado respecto a los entrenudos.

En este expefimento los entrenudos tuvieron mayor posibilidad de contaminacion
debido a que su@Segmentacion incluy6 la zona central de nudo superior e inferior del
explante, y elimin@_unicamente las yemas axilares, duplicando los focos potenciales
de infeccion de los entrenudos frente a los que tuvieron los nudos. Por tanto, la
recomendacion para futures experimentos seria realizar el corte de los entrenudos al

menos unos 2 mm de distanCiasrespecto a la zona central de los nudos.

6.1.2. Supervivencia de‘explantes

La respuesta obtenida en la supervivencia presenté diferencias altamente significantes
para los tres tipos de explantes utilizados en“este experimento. En este sentido, se
obtuvo una supervivencia de 53.38%,.72.43% y 42:86% para los nudos, entrenudos y
hojas respectivamente. De igual manera el efecto del<Claro, el tiempo y la interaccion
de ambos factores representd una alta significancia en”las respuestas del dafio al

explante y la supervivencia de los mismos (Cuadro 8).
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Cuadro 10. Cuadro ANAVA del efecto del factor en la supervivencia de los explantes.

Supervivencia

Efecto Suma de Cuadrado F p Significancia
cuadrados medio
Nudos
NaClO 2.47572440 0.82524147 29.19  <.0001 *k
Tiempo 1.67481818 0.55827273 19.75  <.0001 *x
Interaccion »~1.07322580 0.11924731 4.22 0.0001 *k
Entrenudos
NaClO 412437818 1.37479273 29.82  <.0001 *x
Tiempo 1.66550731 0.55516910 12.04  <.0001 *k
Interaccion  2.43570204 _ 0.27063356 5.87 <.0001 **
Hojas
NaClO 7.80822241 260274080 56.97  <.0001 *k
Tiempo 3.32888223, 1.10962741 24.29  <.0001 *x
Interaccion  14.27442214--1.58604690 34.71  <.0001 ol

Simbologia: NS No significativa \frente a @Fisher p>0.05; * significancia estadistica (Fisher
p<0.05>0.01); y ** (Fisher p<0.01).

Los resultados del dafio por clorosis o supervivencia de explantes con respecto a la
interaccion tiempo-hipoclorito de sodie” concuerdan, con la respuesta reportada en
explantes (apices y nudos) de guanabana (Ramirez-Villalobos et al 2002). Al respecto,
conforme aumenta la concentracién y el tiempo de expesieion al agente axenificante
se incrementa el dafio. Por lo tanto, en el presente estudio‘el T1 (2.5% de NaCIlO por
5 min) obtuvo el menor dafio por el agente axenificante, mientras.que el T16 (10% de

NaClO por 20 min) mostr6 el mayor dafio.

De esta forma, para los nudos se documenté un rango de dafio desde 33:33%, para el
T1, y hasta 95.24% para el T16; para entrenudos se registré un dafio des14:29% para
T1, mientras el T16 causo 95.24% de dafio. Finalmente, en hojas el dafio @seilé entre
0% (registrado en T1) a 100% (causado por T16). Asimismo, se observo una diferencia
entre el menor y mayor dafo del 61.91% en nudos; 80.95% en entrenudos y 100%€en

hojas.
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La supervivencia de los explantes depende del dafio recibido y la respuesta oxidativa
del tejido, activando enzimas como tirosinasas y polifenoxidasas que actdan sobre
tirosinas y polifenoles oxidandolos hasta quinonas, sustancias fitotoxicas capaces de
polimerizarse y afectar proteinas que inhiban su metabolismo y les generen un
ennegrecimiento progresivo (Orantes-Ramos y Lopez-Ventura, 2019). Sin embargo,
el dafio\en el explante no es lo mismo que necrosis, pues en explantes nodales de
Annona muricata (L.) se ha reportado la brotacion in vitro de yemas axilares a pesar

del dafio recibido por el método de establecimiento (Garcia-Aguila et al., 2012).

6.1.3. Seleccién del*protacolo de establecimiento

La seleccion del protocolo deestablecimiento se determiné para cada tipo de explante
a través de los tratamientos cen'mayor descontaminacion y menor dafio en cada tipo

de tejido o explante (Cuadro 9):

Cuadro 11. Respuesta de’los explantes-aslos tratamientos utilizados.

Tratamiento Descontaminacion _ Dafio al explante _

Nudos Entrenudos Hojas Nudos  Entrenudos Hojas
Tl 19.10 23.8.k 66.7 e 33.3a 143 a 0.0a
T2 33.3n 7149 100.0a 1 23.8b 47.6 f 81.0f
T3 714 f 85.7c¢ 6199 33.3c 476 f 100.0 j
T4 76.2d 61.9h 81.0d 524 i 57.1i 76.2d
T5 714¢e 90.5b 100.0 a 384 f 42.9d 81.0e
T6 6199 90.5b 33.3i 33.0d 33.3c 52.4b
T7 61.9 h 85.7d 100.0 a 524 47.6¢e 57.1c
T8 47.6 k 57.1j 81.0d 57.1m 1.4 1 100.0 j
T9 57.1] 71.4f 95.2 Db 4299 57.1h 85.7¢
T10 57.1i 57.1i 95.2b 47.6 h 71.49 100.0 j
T11 76.2d 90.5a 100.0a  47.6h 28.6b 90.5h
T12 85.7 b 90.5b 524h 524K 52.4 ¢ 100.0 j
T13 81.0c 85.7 d 85.7c¢ 61.9n 714k 100.0 j
T14 100.0 a 90.5b 66.7 f 476 e 714 95.2.i
T15 52.4 | 76.2 e 6199 57.11 76.2m 95.24
T16 38.1m 90.5a 81.0d 9520 95.2n 100.0j

Las literales distintas entre columnas demuestran la diferencia estadistica (Fisher, p<0.05) en los

tratamientos para cada tipo de explante.
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Nudos: En nudos T14 (5.0% NaClO-20 min) presenté 100% de descontaminacion, y
47.62% de dafio a los explantes, este tratamiento utiliza el mismo porcentaje de
hipoclorito de sodio y el doble de tiempo que lo reportado para segmentos nodales de
guanabana en su mejor tratamiento cuya contaminacion fue superior del 60% y la

supervivencia del 30% (Quezada y Ayra, 2020).

Entrenudes; T11 (7.5% NaClO-15 min) tuvo un éxito de descontaminacion del 90.48%
con Unicamente.28.57 % de dafio al explante. Hasta el momento no hay reportes de la
contaminacion delsestablecimiento in vitro de entrenudos de Annona squamosa (L.),
sin embargo, sethan obtenido resultados exitosos para otras especies de Annona en la
etapa morfogénica'(Lemos y Blake, 1996; Rasai et al., 1995). Los resultados respecto
al menor dafo del explante frente a los nudos difiere de lo reportado para entrenudos
de Hibiscus rosasiensis, dondela mejor relacion descontaminacion-supervivencia fue
de 10% de hipoclorito de sodiedurante 15 minutos. Igualmente, el uso de entrenudos
en cultivo in vitro de otras especies ha sido ampliamente reportado, por ejemplo
Strongolydon macrobotrys.(Rosenberg et al., 1953), Peperomia albovittata y P.
galioides (Rojas-Idrogo et-al;72020) y Solanum chaucha (Gozalo-Véasquez y Diaz-
Pillasca, 2022).

Hojas: Para hojas el T7 (5.0% Na€l0O-10 min) con 100% de descontaminacion y un
dafo al explante del 57.14% en algunas-secciones.de las hojas, sin necrosar al tejido,
siendo asi el tipo de explante que presentd la mayor.tasa de exito, seguido por nudos
y entrenudos, al mismo tiempo, presentaron el mayor dafo recibido por el hipoclorito

de sodio, seguido por los entrenudos y nudos (Figura 7).
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Figura 7. Histogramas de medias totales de a) descontaminacion y b) dafio al

explante por tratamiento. Las literales indican respuestas a los tratamientos
estadisticamente distintos (Fisher, p<0.05) entre los mismos tipos*de explante.
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6.1.4. Efecto factorial sobre el establecimiento in vitro de saramuyo

El'analisis factorial en cada factor evaluado de forma individual sobre cada tipo de
explante mostro diferencias estadisticas significativas entre los factores involucrados

en el anélisis,con valor Fisher p<0.05 (Figura 8).

a) Descontaminacion
100 a
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60

40

Porcentaje
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FAl FA>” ~FA3 (A4 FB1 FB2 FB3 FB4
Factor ymivel del factor

b) Dane al explante
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Porcentaje
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FAl FA2 FA3 FA4 FBlI FB2 FB3" FB4
Factor y nivel del factor

B Nudos M Entrenudos B Hojas

Figura 8. Histogramas de la respuesta frente a los factores por tipo explante en a)
Descontaminacion y b) Dafio al explante. Las literales indican diferencias estadisticas entre
los mismos tipos de explante. FA= Concentracion de NaClO; FB=Tiempo, los nimeros 1-4
representan los niveles de cada factor.
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La diferencia entre medias sobre los explantes de nudos y entrenudos se distribuyeron
en dos niveles de significancia, mientras que las hojas no tuvieron diferencia, pues
ambos factores influyeron con igual significancia en el establecimiento in vitro de los
explantes tanto para la respuesta a la contaminacion del tejido establecido como el

dafe provocado en los mismos (Cuadro 10).

Cuadro 12, Efecto de los factores en el establecimiento in vitro de saramuyo.

. Descontaminacion Dario al explante
Tratamiento . .
Nudos Entrenudos Hojas Nudos Entrenudos Hojas
Factor A 2.5%_> 50.0 b 60.7 b 774a 357a 41.7 a 64.3a

Factor A5.0% “..60.7 ab 81.0a 95.2a 45.2a 48.8 a 727D
Factor A7.5%  69-ab 77.4 ab 85.7a 47.6a 52.4a 94.1b
Factor A 10.0% 67.9.ab 85.7a 73.8a 655D 78.6 b 97.6 b
Factor B 5 min 57.1% 679a 86.9a 44.1a 46.4a 66.7 a
FactorB10min 63.1a /7.4a 90.5a 38.1a 56.0a 82.1a
Factor B15min 65.5a 845 a 81.0a 476a 50.0a 85.7 a

Factor B20 min  619a 75.0.a 73.8a 64.3b 69.1b 94.1a
Las literales distintas entre columnas demuestran la diferencia estadistica (Fisher, p<0.05) entre

tratamientos para cada tipo de explante.

Con los resultados obtenidos y la diferencia<€neontrada entre los tratamientos, fue
posible realizar un analisis de correlacion de”Pearson para identificar el factor

determinante para las variables de respuesta (Cuadro41).

Cuadro 13. Correlacion de factores del experimento sobre’los explantes in vitro.

Factor: Tiempo Factor: Coneentracion NaClO
N E H N E H

-0.1273 0.1612 -0.8718 0.3203 0.3296 0.0002

0.3937 0.2739 <0.0001** 0.0282* 0.0222*,) 0.9988
Dafio 0.2181 0.3468 -0.0484 0.5029 0.5429 0.2758

0.1408 0.0158*  0.7465 0.0003** <0.0001** " 0:0606
Simbologia: N: Nudo; E: Entrenudo, H: Hoja. *significancia estadistica alta (Fisher p<0:05>0.01); y

Descontamina
cioén

**significancia estadistica muy alta (Fisher p<0.01).
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Para el caso de los nudos, se observo una correlacion negativa en el tiempo frente a la
descontaminacion de los explantes (-0.1273), al tiempo en el que no representa
significancia estadistica (0.3937). Posee también una correlacibn moderadamente
positiva ante la respuesta del explante en el dafio generado (0.2181), sin embargo, sin
presentar significancia estadistica relevante (0.1408). Por otro lado, el factor de la
concentracion de NaClO para nudos si representa significancia para ambas respuestas,
teniendo asiruna correlacién baja (0.3203) en el efecto de la concentracion de NaClO
para la desedntaminacion con significancia alta (0.0282); y correlacion moderada
(0.5029) con muy-alta significancia (0.0003) en el dafio ocasionado al tejido de los

nudos.

Para entrenudos, se observo una correlacion positiva y muy baja (0.1612) en el tiempo
frente a la descontaminagion, de los explantes sin ser estadisticamente significativa
(0.2739). Para el factor de Ia concentracion de NaClO en entrenudos, sin embargo, se
presentd una correlacion positivabaja (0.32396) de alta significancia (0.0222) respecto
a la descontaminacion; y correlacion moderada positivamente (0.5429) en el dafio al

explante en forma de entrenudos con muy alta significancia estadistica (<0.0001).

Finalmente, el establecimiento de hojas presentd diferencias ante el establecimiento
de los dos tipos de explantes antéeriores, posiblemente debido a la naturaleza no
lignificada de este explante, pues el factor tiempo en la descontaminacién presentd una
correlaciéon negativa muy alta en el tiempo (-0.8718) donde demostré una muy alta
significancia estadistica (<0.0001) dentro del experimentoyy las condiciones utilizadas,
respecto al dafio del explante, el factor tiempo también tuvo una correlacion negativa
moderada (-0.0484) sin poseer significancia estadistica (0.7465). Por otro lado, el
factor de la concentracion de NaClO en la introduccion de hojastin vitro no demostrd
ser determinante para este tipo de explantes, pues obtuvo una correlacion positiva muy
baja en la descontaminacion (0.00023) sin significancia estadistica (0,9988), mientras
que respecto al dafio presentdé una correlacion moderada (0.2758),stambién sin

presentar una significancia estadistica de interés (0.0606).
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6.2. Balance de auxinas y citocininas sobre la respuesta morfogénica in
vitro de los explantes de saramuyo

&

@ante el anélisis de esta etapa la morfogénesis fue una respuesta no considerada
‘s

dtﬁ e la primera etapa del experimento (establecimiento), sin embargo, se presento
en Ios&ﬂantes juveniles (Figura 9) introducidos aun sin afiadir RCV’s ex6genos al

medio ;«eﬁn una concentracion ionica del 50% total del medio MS.

3o
/

d muestran callogénesis, c, e y f muestran brotes.

Figura 9. Morfogénesis en explantes juveniles. a, b, y %
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Esta respuesta fue evaluada en funcion del efecto de los factores (explante, cloro,
tiempo) y tratamiento ante la respuesta en forma de callos y brotes morfogénicos,
omitiendo embriones debido a la ausencia de los mismos, evaluados a la cuarta semana
del establecimiento de los explantes (Cuadro 12).

Cuadro. 14. ANAVA de la morfogénesis de explantes juveniles durante la etapa de

establecimiento sin reguladores exdgenos y con medio de cultivo MS al 50% de
concentracion.

Morfogeénesis en explantes juveniles

Efecto Suma de Cuadrado F p Significancia
cuadrados medio
Callos
Explante 3.39729825 1.69864912 32.13 <.0001 *x
NaClO 0.28063290 0.09354430 1.77 0.1529 NS
Tiempo 0.44486374 0:14828791 2.80 0.0399 *
Interaccion  1.77964100 0.19773789 3.74 0.0002 il
Brotes
Explante 0.020293680:01014684 3.15 0.0444 *
NaClO 0.01240169 -0.00413390 1.28 0.2808 NS
Tiempo 0.03044051 0101014684 3.15 0.0254 *
Interaccion ~ 0.03720507 0.00443390 1.28 0.2460 NS

Simbologia: NS No significativa frente a Fisher p>0.05;** significancia estadistica alta (Fisher
p<0.05>0.01); y ** (Fisher p<0.01).

Los resultados obtenidos, de acuerdo al ANAVA, el tipo de explante fue
estadisticamente significativo cuando se obtuvo la respuesta.morfogénica con las

condiciones de este experimento (Figura 10), asi mismo, el tratamiento utilizado.
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Figura 10. Porcentaje de morfogénesis de acuerdo con’el’'explante
en MS al 50% de concentracidn ionica sin RCV’s en“forma de:
a) Callos, y b) Brotes.

Para ambos casos, tanto brotes (organogénesis directa) como callos (callogénesis), la
concentracion de cloro no fue un efecto significativo, no siendo asi el casoe-dektiempo,

que presento diferencia estadistica en ambos tipos de morfogénesis (Figura 11).
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Efecto de los factores Ay B en la morfogénesis
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Figura 11. Efecto de los factores”A_(Concentracion de NaClO) y B (Tiempo de
exposicion) sobre la respuesta morfogénica total de los explantes juveniles de saramuyo.

Siendo ademas que la respuestaipresentada‘anteriormente (Figura 7 y Figura 8) fue
apenas alrededor del 10% de los explantes, observados desde un punto de vista global
del experimento, sin embargo, lal respuestas“morfogénica en las condiciones
experimentales se vio influenciada eén mayor ‘magnitud por el efecto de los
tratamientos, con el valor méaximo de respuesta en un‘38.1% de callogénesis obtenida
en el T12 nudos y morfogénesis directa en forma de brotes.a partir de este mismo tipo
de explante (nudos) en dos de dieciséis, a la vez, se obtuva callogénesis con mayor
frecuencia en los tratamientos realizados para entrenudos, con respuesta callogénica

en trece de los dieciseéis tratamientos (Cuadro 13).
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Cuadro 15. Porcentaje morfogénico por tratamiento.

Tratamiento Callogénesis _ Organogénesis (brotes) |

Nudos Entrenudos Hojas Nudos Entrenudos Hojas
T1 95def 19.1abcd 0.0a 0.0b 00a 0.0a
T2 0.0f 28.6 ab 00a 00b 0.0a 0.0a
T3 4.8 ef 9.5 cde 00a 00b 00a 0.0a
T4 28.6ab 14.3cde 00a 0.0b 00a 0.0a
T5 19.1bcd 33.3a 00a 00b 00a 0.0a
T6 48ef 19.1abcd 0.0a 00b 00a 0.0a
T7 4.8ef 9.5 cde 00a 0.0b 00a 0.0a
T8 0.0.f 4.8 de 00a 00b 00a 0.0a
T9 0.0f 4.8 de 00a 00b 0.0a 0.0a
T10 23.8bc 7 0.0f 0.0a 95a 0.0a 0.0a
T11 14.3cde 95 ¢cde 00a 00b 00a 0.0a
T12 38.1a 4.8.de 00a 00b 00a 0.0a
T13 9.5def" / 19.1 abcd. 0.0 a 00b 00a 0.0a
T14 4.8 ef 0.0.f 00a 4.7 ab 0.0a 0.0a
T15 4.8 ef 0.0f 0.0.a 00b 0.0a 0.0a
T16 0.0f 23.8 abc 0.0a 00b 0.0a 0.0a

Las literales distintas demuestran la difereficia‘estadistica«(Fisher, p<0.05) entre tratamientos para cada

tipo de explante.
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Las hojas no presentaron respuesta morfogénica en esta etapa lo cual puede atribuirse
a la actividad vegetativa y contenido endogeno de RCV’s en los explantes y la ausencia
de RCV’s en el medio. Cabe resaltar que nudos y entrenudos presentaron callogénesis
de“manera diferencial entre tratamientos, mientras que la morfogénesis directa en
forma _de brotes solo fue observada en nudos, aunado a lo anterior, los brotes
Unicamente se presentaron en los tratamientos 10 y 14 de los nudos, con una incidencia

menor al 1% \(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de morfogénesis en-forma de
a) Callos y b) Brotes en cada tipo de explante. 1-16 representan el Tratamiento.
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Esta respuesta puede atribuirse al estrés abidtico causado por la abrasién del NaCIO
sobre los explantes, aunado a su estado vegetativo y el contenido endogeno de RCV’s
en nudos y entrenudos, encargados de transportar los mismos hacia el apice en
desarrollo desde el sistema vascular de los tallos de saramuyo en las plantas madre (Li
et alt, 2021). A la vez, las hojas tendrian menor concentracion de RCV’s debido a su
diferenciacion, priorizando un mayor contenido de nutrientes dirigidos de la misma
forma a losrtallos para su transporte a la planta y al apice meristeméatico (Agudelo-
Morales et al’, 2021; Méndez-Hernandez et al., 2019).

La formacion de callos en los entrenudos, posiblemente causados como método de
cicatrizacion, al igual.que los callos formados en los nudos, formados en los extremos
del corte del tallo, mientras que los brotes generados en los nudos surgieron de los
cortes en el peciolo, desla.misma manera, puede deberse a la vascularizacion y
transporte de los explantes al_apice mas cercano de los nudos, donde se encontraban
las hojas, por tanto, la cicatrizacién de la herida en el corte detendria el flujo de RCV’s
que seria redirigidos haciasel sistema vascular del apice de la hoja en el peciolo

seccionado o la yema axilar-(Garcia-Aguila et al., 2012).

Los resultados del presente trabajo, en la“primera etapa, no pudieron replicarse con
plantas adultas para la segunda‘etapa en el{Laboratorio de Propagacion Clonal del
CICY, Mérida, Yucatan, ya que les-explantés presentaron callogénesis en menor
medida, los explantes presentaron exudados durantedas evaluaciones hasta las cuatro
semanas; los exudados pueden atribuirse al estrés de“les explantes, asi como a la
presencia de auxinas tanto del explante como del medio de,cultivo, pues estos RCV’s
fomentan la exudacién de compuestos en plantas lefiosas e inhibe los brotes laterales

y de raices (Agudelo-Morales et al., 2021).

El efecto individual de los RCV’s en el medio de cultivo no fuesSignificativo en
explantes adultos, por otro lado, sus interacciones o los tratamientos (mostrados en el
Cuadro 6), generan un efecto altamente significativo, asi como un efecto.significativo
proveniente del tipo de explante utilizado (Cuadro 14), estos resultados impliean un
rechazo de la hipétesis propuesta bajo las condiciones del experimento debido a la

obtencion de solo un tipo de morfogénesis.
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Cuadro 16. ANAVA de la etapa 2; para la evaluacién del efecto de los RCV y
explantes en la respuesta morfogénica in vitro de saramuyo.

Morfogénesis en explantes adultos

Efecto Suma de Cuadrado F p Significancia
cuadrados medio
Callos
6-BAP (CK) 0.03333333 0.01111111 0.10 0.9607 NS
ANA (AX) _ 0.23333333 0.07777778 0.69 0.5589 NS
Explante 1.80833333 0.90416667 8.02 0.0 04 *x
CKxAX  6.406000000 0.36000000 3.19 <.0001 *x

Simbologia: NS No significativa frente a Fisher p>0.05; * significancia estadistica alta (Fisher
p<0.05>0.01); y ** (Fisher p<0.01).

Los explantes obtenidos de plantas adultas respondieron a los balances de RCV
utilizados en forma de callos (Figura 13) y exudados, este ultimo se tomd en cuenta
como una de las variables’ de_ respuestay propuestas debido a no ser una respuesta

morfogénica sino una generada-por estrés:

Callogénesis.de eXplantes adultos

30 a
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N

Nudos

Entrenudos
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Figura 13. Efecto del tipo de explante en la callogénesis obtenida de
explantes adultos.
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El efecto de los RCV’s de manera individual tuvo una respuesta por debajo del 30%
de los explantes en los cuatro niveles utilizados en el experimento, sin diferencias

estadisticamente significativas (Figura 14).
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Figura 14. Respuesta global de explantesradultos a los niveles de RCV’s.

Para estos resultados, el porcentaje de respuestade los explantes a los tratamientos fue
inferior del 50% con el tratamiento 8. (10%+NaClO-20 min), compuesto por una
concentracion en balance de RCV’s de5.0 mg/L dé 6-BAP y 0.1 mg/L de ANA, como
el tratamiento de mayor respuesta morfogénica global (Figura 15).
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Figura 15. Respuesta global de los explantes a los efectos del tratamiento.
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Al analizar individualmente cada tipo de explante (Cuadro 15), se tuvo que el efecto
de ANA represento una alta significancia estadistica, de 0.0202 en nudos, 0.0 40 en
entrenudos y 0.0 37 en hojas, asimismo, el balance en conjunto a 6-BAP de los
tratamientos implica un efecto estadistico significativo para el caso de los nudos (0.0
01),40 gue concuerda con el efecto de las citocininas en la morfogénesis obtenida por
Gupta etal (1984) con explantes de saramuyo en medio adicionado por citocininas en
concentraciones de 6-BAP 0.5 mg/L y 6-BAP 0.5mg/L+Kinetina 0.5mg/L frente a los
resultados obtenidos en el tratamiento 2 para nudos (1 mg/L de 6-BAP sin ANA) de
este experiment0_que presentd un 60% de respuesta morfogénica al utilizar citocinina
de manera aisladaiy“las.entrenudos presentaron una respuesta estadistica altamente
significativa tanto para elsefecto de ANA como para su interaccion con 6-BAP, en
ambos casos, el efecto aislado de 6-BAP no causo un efecto estadistico significativo
(0.1274 para nudos; 0.7375_para entrenudos).

Cuadro 17. ANAVA de la callogenesis por tipo de explante en explantes adultos.

Callogenesis en explantes adultos

Efecto Suma de Cuadrfaldo F p Significancia
cuadrados medio
Nudos
6-BAP 0.25000000 0.08333333 1.99 0.1274 NS
ANA 0.45000000 0.15000000 359 0.0202 *
Interaccion  5.95000000 0.39666667 9.48 <.0001 **
Entrenudos
6-BAP 0.13750000 0.04583333 0.42 07375 NS
ANA 1.63750000 0.54583333 5.03 07040 *k
Interaccion  5.08750000 0.33916667 3.13 0.013 il
Hojas
6-BAP 0.33750000 0.11250000 3.22 0.0306 *
ANA 0.53750000 0.17916667 5.13 0.037 v
Interaccion  1.48750000 0.09916667 2.84 0.030 A&

Simbologia: NS No significativa frente a Fisher p>0.05; * significancia estadistica (Fisher
p<0.05>0.01); y ** (Fisher p<0.01).

No obstante, para el caso de los explantes obtenidos de hojas, el efecto de 6-BAP causd

un efecto estadistico significativo (0.0306), y en entrenudos, donde el efecto de ANA
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(0.0 40) y el efecto del balance entre ambos RCV’s (0.0 13), esto causé un efecto
estadistico altamente significativo en la morfogénesis en forma de callos. De la misma
forma, medios adicionados solo por citocininas causaron un efecto morfogénico de
brotes en nudos de A. reticulata (Kudikala et al., 2020) mientras que para A. muricata
(L.)Aa combinacién de una citocinina (6-BAP 1.5 mg/L) y un auxina sintética (2,4D a
2.0 mgfL)) generd la produccion de callos, la combinacion de 6-BAP 1.0 mg/L,
Kinetina 05,mg/L e IBA 1.5 mg/L propicié el desarrollo de brotes axilares y la
combinacion“de. IBA 2.0 mg/L, ANA 0.5 mg/L y 6-BAP 1.0 mg/L la formacién de
raices (Abubacker-y Deepalakshmi, 2017), similar a explantes de segmentos de hoja
de A. sqguamosa “expuestos a 6-BAP y Kinetina han respondido con formacion de

brotes y enraizandolos utilizando medio adicionado por IBA (Chugh y Kumar, 2022).

Al analizar globalmente los blogues se tienen medias globales (interbloques, consultar
ANAVA del Cuadro 14) inferiores a las analizadas individualmente (intrabloques,
consultar ANAVA del Cuadro_15), de la misma que a nivel fisioldgico, los nudos,
entrenudos y hojas tienen disposiciones distintas para reaccionar ante los estimulos
ocasionados por los RCVZs;=por lo que/nudos, entrenudos y hojas respondieron de

manera distinta a los estimul@s‘generadas por cada balance de RCV’s.

Los tratamientos con mayor porcentaje de éxito segun el tipo de explante utilizado
fueron T8 con un 80% de respuesta callegénica®n nudos, T13 con un 80% de respuesta
callogénica en entrenudos y los tratamientos T9 y T11 con 40% cada uno de respuesta

callogénica en hojas (Figura 16).

Callogénesis en explantes adultos

Porcentaje
f=+]
2
2

ab

a bba bIa
15 16

Tratamiento

BNudos mEntrenudos m Hojas

Figura 16. Callogénesis en explantes adultos segun el tipo de explante por
el efecto de los tratamientos.
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Por lo anterior, fue posible elaborar manualmente una matriz con los mejores
resultados de para ejemplifica la distribucion de las mejores respuestas morfogénicas
portipo de explante de acuerdo a las interacciones de RCV’s (Cuadro 16).

Cuadro 18. Matriz de las mejores respuestas estadisticamente distintas por
tratamiento,y tipo de explante.

Matriz 6-BAP (mg/L)
de Tratamientos 0.0 1.0 25 5.0
— 0.0 1) ----- 2) 60%°%  3) ----- /)
:@ 010 %) - 6) ------ 7) 20%%  8) 80%?\
< 0.25 9) 40%%H 10) ----- 11) 40%%  12) -----
<ZE 0.50 13) BO%Nye  14) ----- 15) ------ 16) -----

Nota: Por fines de sintesis, se omitierorlos resultados por debajo de la media minima significativa para
cada tratamiento y se utilizaron solo 10s porcentajes diferenciados del resto como mejores tratamientos
(consultar figura 13), donde N: Nudo,E: Entrenudo y H: Hojas.

Se observa que la respuesta obtenida_de los nudos fue independiente a las
concentraciones de ANA y 6-BAP adicignadas al medio de cultivo, mientras que la
respuesta en las hojas se encuentraubicada al'centro de los tratamientos, lo que podria
indicar la incidencia del efecto en balanee de 10S RCV’s para generar la morfogénesis.
Por otro lado, la respuesta maxima de nudos y entrenudos se encuentra aislada con
adicion de auxina (0.5 mg/L) sin citocinina. Al misma.tiempo, los tratamientos 6, 7'y
8 que no presentaron diferencias estadisticas frente a 1os,d0$ mejores tratamientos, se
encontraron al centro de la matriz, con un balance similar a la=tespuesta generada en
hojas y nudos, lo que puede indicar que las respuestas morfogénieas,obtenidas se deben
principalmente al efecto de los reguladores enddgenos estimulados por‘los reguladores
externos del medio de cultivo en plantas adultas bajo las condiciones experimentales.

Las plantas adultas del género Annona, pierden su capacidad totipotential‘conforme
avanza su edad, de acuerdo a lo mencionado para guanabana (Annona muricata L.),
los cambios morfogénicos, niveles hormonales y la progresion de la perdidasen, la
capacidad totipotente de las células, inhiben la actividad morfogénica in vitro de los
explantes adultos al mantenerlos latentes, mueren o desarrollan callos (Garcia-Aguila
et al., 2012). Se toma en cuenta ademas, el estado vegetativo de la planta madre, pues

la etapa de floracién-fructificacion (tardia) de la planta madre de los explantes adultos
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pudo influir en la inhibicién de los reguladores en el medio de cultivo y generacién de
callos, pues durante la floracién actia junto a los RCV’s mencionados, las gibrelinas,
mismas que se asocian a la inhibicion y retardamiento del crecimiento vegetativo de
meristemos (P. Kumar et al., 2022; Su et al., 2011), mismo regulador que es activado
por estrés abiotico (como temperatura, salinidad o estrés osmatico) (Agudelo-Morales
et al.,(2021), mismo que fue realizado por el uso de NaCIlO y las heridas ocasionadas

por abrasiomen el tejido.

Lo anterior indica.que bajo las condiciones experimentales utilizadas, los explantes de
saramuyo tiendema desarrollar callos in vitro, especialmente al tomarlos de plantas
adultas, sin embargo, uSar explantes provenientes de plantas juveniles o rejuvenecidas
puede ser una alternativa, mas eficiente para obtener brotes. Como expectativa se
plantea obtener explantes:obtenidos via clonacion tradicional de plantas seleccionadas,
mediante injertos o estacas, .de manera que se incentive el estado vegetativo de
desarrollo en las plantas madre ‘conservando la genética de la planta original y asi
obtener morfogénesis en explantes “juveniles” de plantas adultas rejuvenecidas en la

matriz experimental de los“balances con/ RCV’s.
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7. CONCLUSIONES

IZos explantes de saramuyo juveniles demostraron una descontaminacion sencilla de
bacterias, exhibiendo dificultades en la descontaminacion fangica. Los resultados de
la’primera etapa demuestran que la axenificacion (descontaminacion) se consiguio de
manera\ exitosa en los tres tipos de tejido. Asimismo, los explantes mostraron
respuestas morfogénicas en forma de callos y brotes bajo las condiciones evaluadas.
Las hojas en _este experimento demostraron ser menos eficientes para generar
morfogénesis en'todos los tratamientos, mientras que los callos se generaron en nudos,
entrenudos y algunes, tratamientos de hojas. La organogénesis directa en forma de
brotes solo se presentd en explantes juveniles en forma de nudos. Por tanto, se rechaza
la hipdtesis respecto a la‘adicion de RCV’s al medio de cultivo para generar brotes y/o
embriones y se le atribuye\la respuesta morfogénica en forma de callogénesis al
balance de RCV’s propios del estado fisiologico de los explantes.

La morfogénesis obtenida es capaz de dar pauta a la etapa de micropropagacion y
establecer lineas clonales de-produccion. Los explantes de saramuyo in vitro obtenidos
pueden subcultivarse en suspensiones para futuras evaluaciones de metabolitos
secundarios, asimismo, aislamiento de microorganismos endéfitos para identificar sus

interacciones con saramuyo Yy potenciales aplicagiones en otros sectores.

Los resultados obtenidos pueden dar pauta a futuros ensayos con la utilizacion de
medio de cultivo MS con adecuaciones y la utilizacion.de-RCV’s en distintos balances
para evaluar la respuesta de explantes de obtenidos ¢dg)selecciones juveniles o
rejuvenecidas y extraccion de metabolitos secundarios. La.ebtencién de explantes
axenicos fue un éxito respecto a la obtencion de material genétice:tde saramuyo in vitro
con capacidad morfogénica y se reafirma la necesidad de utilizar explantes juveniles
para este fin.

58



8. REFERENCIAS

Abubacker, N., & Deepalakshmi, T. (2017). In vitro Direct Regeneration of Annona
muricata L. from Nodal Explant. Biosciences, Biotechnology Research Asia,
14(1),"123-128. https://doi.org/10.13005/bbra/2426

Adams, T."-K#Masondo, N. A., Malatsi, P., & Makunga, N. P. (2021). Cannabis
sativa : From Therapeutic Uses to Micropropagation and Beyond. Plants, 1-34.

Agudelo-Morales;y C..E., Lerma, T. A., Martinez, J. M., Palencia, M., & Combatt, E.
M. (2021). Phytohormones and Plant Growth Regulators - A Review. Journal of
Science with Technelogical Applications, 10, 27-65.
https://doi.org/10.34294/).jsta.21.10.66

Agustin, J. A., & Ledesma, S7'D..S. (2014). Conservacion y uso de los recursos
genéticos de Annonaceae en México. Revista Brasileira de Fruticultura,
36([Eds.] 1), 118-1247https://doi.org/10.1590/S0100-29452014000500014

Ba, O., Diémé, A., & Sy, M«Q. (2021)./In.Vitro Clonal Propagation from Adult
Material of a Savannah Species of Secio-Economic Importance: Annona
senegalensis Pers. Agricultural’Sciences, 12(04), 370-386.
https://doi.org/10.4236/as.2021+124024

Bolivar-Fernandez, N., Saucedo-Veloz, C., Solis-Pereira, S., & Sauri-Duch, E.
(2009). Maduracion de frutos de saramuyo (Annona-squamosa L.) desarrollados
en yucatan, México. Agrociencia, 43(2), 133-141.

Bueno, M. S., Feldman, S. R., & Ortiz, J. P. (2007). Desinfeceign de cariopses y
regeneracion de plantas de Spartina argentinensis. Ciencia€ lnvestigacion
Agraria, 34(3), 231-236. https://doi.org/10.4067/s0718-16202007000300007

Chaturvedi, H. C., Jain, M., & Kidwai, N. R. (2007). Cloning of medicinal plants
through tissue culture-A review. Indian Journal of Experimental Bielogy,
45(11), 937-948.

Chugh, P., & Kumar, A. (2022). Novel Plant Growth Regulators in In Vitro
Establishment of Horticulture and Plantation Crops. In S. Gupta & P.
Chaturvedi (Eds.), Commercial Scale Tissue Culture for Horticulture and
Plantation Crops (1st ed., pp. 65-84). Springer, Singapore.
https://doi.org/https://doi.org/10.1007/978-981-19-0055-6_4

59



Cituk-Chan, D. E. (2021). Manual de propagacién y produccién de saramuyo
(Annona squamosa L.) (Instituto). 2015.

Cui, Y., Deng, Y., Zheng, K., Hu, X., Zhu, M., Deng, X., & Xi, R. (2019). An
efficient micropropagation protocol for an endangered ornamental tree species
(Magnolia sirindhorniae Noot. & Chalermglin) and assessment of genetic
uniformity through DNA markers. Scientific Reports, 9(1), 1-10.
https:/{doi.org/10.1038/s41598-019-46050-w

Dar, C. T., Abdullah, J. O., Namasivayam, P., & Roowi, S. H. (2012). Sterilization of
Hibiscus rosa=sinensis L. Vegetative Explants Sourced from Plants Grown in
Open Environment.and Influences of Organic Ingredients on In Vitro Direct
Regeneration. Amerigan Journal of Plant Sciences, 03(06), 791-798.
https://doi.org/10.4236/ajps.2012.36095

Daud, N. H., Jayaraman, S., & Mohamed, R. (2012). Methods paper: An improved
surface sterilization technigue for introducing leaf, nodal and seed explants of
Aquilaria malaccensis from-ield sources into tissue culture. Asia-Pacific
Journal of Molecular Biology and-Biotechnology, 20(2), 55-58.

del Rio-Carbajo, L., & Vidal-Cortés, P{ (2019). Tipos de antisépticos, presentaciones
y normas de uso. Medicina-Intensiva, 43,7-12.
https://doi.org/10.1016/j.medin,2018.09.013

Dutta, D., Puzari, K. C., Gogoi, R., &Dutta, P. (2014). Endophytes: Exploitation as a
Tool in Plant Protection. Arch. Biol. Technol."; 57557(5), 621-629.
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-8913201402043

Encina, C. L., Martin, E. C., Lopez, A. A., & Padilla, I. M..G. (2014). Biotechnology
applied to Annona species: a review. Revista Brasileiradde ruticultura,
36(spel). https://doi.org/10.1590/s0100-29452014000500002

Faroog, S. A., Farooq, T. T., & Rao, T. V. (2001). Micropropagation.ef\Annona
squamosa L. Using Nodal Explants. In Pakistan Journal of Biolagical Sciences
(\Vol. 5, Issue 1, pp. 43-46). https://doi.org/10.3923/pjbs.2002.43.46

Garcia-Aguila, L., Alvarez, J. M., Alvarado-Cap0, Y., & Gonzélez, M. (201.2).
Establecimiento in vitro de segmentos nodales de plantas jovenes de Annopa
muricata L . plants. 12(4), 229-234.

Gerrero, E. D. J., & Fischer, G. (2007). Manejo integrado en el cultivo de anon
(Annona squamosa L.). Revista Colombiana de Ciencias Horticolas, 2, 154
169. https://www.mendeley.com/catalogue/41fe47b6-59d9-3de5-89e7-

60



1562971bb35b

Gozalo-Vasquez, A. D. C., & Diaz-Pillasca, H. B. (2022). Efecto de tres medios de
cultivo en la propagacion in vitro de Solanum chaucha Juz. & Bukasov. Aporte
Santiaguino, 15(1), 9-21. https://doi.org/10.32911/as.2022.v15.n1.863

Gupta, N., Jain, V., Joseph, M. R., & Devi, S. (2020). A review on Micropropagation
Culture Method. Asian Journal of Pharmaceutical Research and Development,
8(1), 86-93. http://dx.doi.org/10.22270/ajprd.v8i1.653%0Ahttp://ajprd.com

Gupta, P. Kg'Shirgurkar, M. V, & Mascarenhas, A. F. (1984). In vitro organogenesis
from leafexplants of Annona squamosa Lin. Plant Cell Tissue Organ Culture,
3104, 29-40.

Hine-Gomez, A., & Valverde-Cerdas, L. (2003). Establecimiento in vitro de
Cryptomeria japonica (Taxocidaceae). Revista de Biologia Tropical, 51(3-4),
683-690.

Hussain, S., Nanda, S., Zhang, Jg"Rehmani, M. I. A., Suleman, M., Li, G., & Hou, H.
(2021). Auxin and cytokinin-interplay during leaf morphogenesis and
phyllotaxy. Plants, 20(8), 1-14..https://doi.org/10.3390/plants10081732

Jiménez-Terry, F., & Agramonte;"D. (2013). Cultivo in vitro y macropropagacion
como via de sostenibilidad-de.la propagacion de especies forestales. Resefia
Bibliografica Biotecnologia Vegetal, 13(1), 397.

Judith, C. E., Martin, H. L., & Alberto; G. L. (2020). Uso de L-Cisteina para el
control de oxidacion in vitro de Annona muricatad_. Use of L-Cysteine for the
control of in vitro oxidation of Annona muricataL. Revista Multidisciplinaria
de Avances de Investigacion, 6, 1-6.

Karakas, F. P. (2020). Efficient plant regeneration and callusfinduction from nodal
and hypocotyl explants of goji berry (Lycium barbarum L{)‘and comparison of
phenolic profiles in calli formed under different combinations of.plant growth
regulators. Plant Physiology and Biochemistry, 146(July 2019), 384:-391.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2019.11.009

Kishore, K., Shukla, A. K., Babu, N., Sarangi, D. N., & Patanayak, S. (2012):
Pollination biology of Annona squamosa L. (Annonaceae): Evidence for
pollination syndrome. Scientia Horticulturae, 144, 212-217.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2012.07.004

Kudikala, H., Jogam, P., Sirikonda, A., Mood, K., & Allini, V. R. (2020). In vitro

micropropagation and genetic fidelity studies using SCoT and ISSR primers in

61



Annona reticulata L.: an important medicinal plant. Vegetos, 33(3), 446-457.
https://doi.org/10.1007/s42535-020-00128-3

Kumar, M., Changan, S., Tomar, M., Prajapati, U., Saurabh, V., Hasan, M., Sasi, M.,
Maheshwari, C., Singh, S., Dhumal, S., Radha, Thakur, M., Punia, S., Satankar,
V., Amarowicz, R., & Mekhemar, M. (2021). Custard apple (Annona squamosa
I9)leaves: Nutritional composition, phytochemical profile, and health-promoting
biological activities. Biomolecules, 11(5).
https://d01.0rg/10.3390/biom11050614

Kumar, P., & Kumar-Srivastava, D. (2015). Biotechnological applications in in vitro
plant regeneration studies of broccoli ( Brassica oleracea L . var . italica ), an
important vegetable erop. Biotechnology Letters.
https://doi.org/10.2007/s10529-015-2031-x

Kumar, P., Singh, V., Johar, V., Kumar, A., & Kadlag, S. S. (2022). Uses of Plant
Growth Regulators and Biefertilizers in Fruit Crops: A Review. International
Journal of Environment and-Climate Change, July, 314-326.
https://doi.org/10.9734/ijecc/2022/v12i11130977

Kumari, S., Bakshi, P., Sharma,A., WaliyV. K., Jasrotia, A., & Kour, S. (2018). Use
of Plant Growth Regulators-for Improving Fruit Production in Sub Tropical
Crops. International Journalof-€urrent.Microbiology and Applied Sciences,
7(03). https://doi.org/10.20546/ij¢mas.2018.703.077

Lemos, E. E. P., & Blake, J. (1996). Mieropropagation«of juvenile and mature
Annona muricata L . Micropropagation of juvenile and mature Annona. Journal
of Horticultural Science and Biotechnology, 71(3), 395-403.
https://doi.org/10.1080/14620316.1996.11515420

Ledn-Méndez, Glicerio, ;, Pajaro-Castro, Nerlis, ;, & Granados-Conde, C. (2020).
Annonaceae squamosa una fuente de acetogeninas en la actualidad\Annonaceae
squamosa a source of acetogenins today. Ciencia y Salud Virtual;12(2), 88—
101. https://doi.org/10.22519/21455333.1289

Li, S. M., Zheng, H. X., Zhang, X. S., & Sui, N. (2021). Cytokinins as central
regulators during plant growth and stress response. In Plant Cell Reports-(\ol.
40, Issue 2, pp. 271-282). Springer Science and Business Media Deutschland
GmbH. https://doi.org/10.1007/s00299-020-02612-1

Liu, K., Li, H., Li, W., Zhong, J., Chen, Y., Shen, C., & Yuan, C. (2017).

Comparative transcriptomic analyses of normal and malformed flowers in sugar

62



apple (Annona squamosa L..) to identify the differential expressed genes
between normal and malformed flowers. BMC Plant Biology, 17(1), 1-13.
https://doi.org/10.1186/s12870-017-1135-y

Liu, Y., Sun, Y., Ye, M., Zhu, L., Zhang, L., & Zhu, S. (2021). Improvement in
storage quality of postharvest tomato fruits by nitroxyl liposomes treatment.
Food Chemistry, 359(December 2020), 129933.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129933

Loyola-Vargas,.V. M., & Ochoa-Alejo, N. (2018). An Introduction to Plant Tissue
Culture: Advances and Perspectives. Plant Cell Culture Protocols, 1815, 3-13.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-8594-4 1

Ma, C., Chen, Y., Chen, Jy Li, X., & Chen, Y. (2017). A Review on Annona
squamosa L.: Phytechemicals and Biological Activities. American Journal of
Chinese Medicine, 45(5); 933-964.
https://doi.org/10.1142/S0192415X17500501

Méndez-Hernandez, H. A., Ledezma-Rodriguez, M., Avilez-Montalvo, R. N.,
Juérez-Gomez, Y. L7, Skeete, A.Avilez-Montalvo, J., De-La-Pefia, C., &
Loyola-Vargas, V. M. (2019). Sighaling overview of plant somatic
embryogenesis. Frontiers+n'Rlant Science, 10(February), 1-15.
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00077

Miller, C. O., Skoog, F., Von Saltza, M. H., & Strong, F. M. (1955). KINETIN, A
CELL DIVISION FACTOR FROM DEOXYRIBONUCLEIC ACID1. Journal
of the American Chemical Society, 77(5), 1392.

Modi, A., Kanani, P., & Kumar, A. (2020). Fungal endophytes-induced gene
expression studies in biotic and abiotic stress management..ln Microbial
Endophytes: Functional Biology and Applications. Elsevierinc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819654-0.00010-7

Monja-Mio, K. M., & Robert, M. L. (2013). Direct somatic embryogenesis of Agave
fourcroydes Lem. through thin cell layer culture. In Vitro Cellular and
Developmental Biology - Plant, 49(5), 541-549. https://doi.org/10.100//511627-
013-9535-7

Nagori, R., & Purohit, S. . (2004). In vitro plantlet regeneration in Annona squamosa
through direct shoot bud differentiation on hypocotyl segments. Scientia
Horticulturae, 99(1), 89-98. https://doi.org/10.1016/S0304-4238(03)00084-0

Orantes-Ramos, H. A., & Ldpez-Ventura, Y. E. (2019a). Evaluacion de medios de

63



induccidn in vitro a callo vegetal en explantes foliares de Annona diversifolia
Safford ( Magnoliales : Annonaceae ) Evaluation of in vitro induction means to
plant callus in foliar explants of Annona diversifolia Safford ( Magnoli. 2, 22—
30.

Orantes-Ramos, H. A., & Lopez-Ventura, Y. E. (2019b). Evaluacion de medios de
induccidn in vitro a callo vegetal en explantes foliares de Annona diversifolia
Saffordy( Magnoliales : Annonaceae ) Evaluation of in vitro induction means to
plant callus.in foliar explants of Annona diversifolia Safford ( Magnoli. Revista
Multidisciplinaria de La Universidad de El Salvador, 2, 22-30.

Pais, M. S. (2019)..Somatic embryogenesis induction in woody species: The future
after OMICs data assessment. Frontiers in Plant Science, 10(March).
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00240

Phillips, G. C., & Garda, M. (2019). Plant tissue culture media and practices: an
overview. In In Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant (\Vol. 55,
Issue 3, pp. 242-257). Springer:New York LLC.
https://doi.org/10.100//s11627-019-09983-5

Quezada, M., & Ayra, G. M. (2020). Establecimiento in vitro de segmentos nodales
de guanabana (Annona muricata L.) enda estacion experimental Sapecho-
Bolivia. Revista de Investigacione Innovacion Agropecuariay de Recursos
Naturales, 7, 62—68.

Ramirez-Villalobos, M., Urdaneta, A., & Ledn de Si€rralta, S. (2002).
Establecimiento in vitro de explantes adultos del{guanadbano (Annona muricata
L.) tratados con hipoclorito de sodio. Revista de La‘'Facultad de Agronomia,
19(1), 1-8.

Randel, M., Chong, B., & Pérez, N. (2015). Organogénesis in Vitro en el género
Digitalis In vitro organogenesis in Digitalis genus. Biotecnologia-Vegetal,
15(4), 195-206.

Rasali, S., George, A. P., & Kantharajah, A. S. (1995). Tissue culture of Annona spp .
( cherimoya , atemoya , sugar apple and soursop ): A review. Scientia
Horticulturae, 62(94), 1-14.

Rojas-Idrogo, C., Olivera-Morante, M. I., & Delgado-Paredes Guillermo E. (2020).
In vitro propagation of Peperomia albovittata and Peperomia galioides by
organogenesis. Biotecnologia Vegetal, 20(2), 92—-103.
https://search.scielo.org/?lang=es&count=15&from=0&output=site&sort=&for

64



mat=summary&fb=&page=1&q=+%22In+vitro+propagation+of+Peperomia+al
bovittata+and+Peperomia+galioides+by+organogénesis%22

Rosenberg, S., Zitcer, E., & Kirk, P. L. (1953). Tissue Culture Studies. Journal of
General Physiology, 37(2), 231-238. https://doi.org/10.1085/jgp.37.2.231

Roychoudhury, A., & Aftab, T. (2021). Phytohormones, plant growth regulators and
signaling molecules: cross-talk and stress responses. Plant Cell Reports, 40(8),
1301-2303. https://doi.org/10.1007/s00299-021-02755-9

Sakazaki, R#T.,.Aratjo, W. F., Neto, J. L. L. M., Chagas, P. C., Chagas, E. A,
Murga-Orrille, H., Bardales-Lozano, R. M., & Abanto-Rodriguez, C. (2019).
Shade nets and“Substrates in seedling production of Annona squamosa L. In the
Roraima Cerrado. Semina:Ciencias Agrarias, 40(6).
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2019v40n6p2535

Salcedo-morales, G., Trejo-fapia, G., Blanca, P., Jesus-sanchez, A. De, Arenas-, M.
L., & Jiménez-aparicio, O.A; R. (2009). Establecimiento de un protocolo de
permeabilizacion con detergentes que incrementa la eficiencia en la produccion
de betacianinas en cultivos de células de Beta vulgaris L. Interciencia.

Sanchez Ruiz, F. H., Furuya Meguro, A_T., Arroniz Padilla, S., Gomez Moreno, A.,
& Gomez, L. (2009). Comparacion dea‘accion bactericida de hipoclorito de
sodio y microcyn 60. Revista’Odentoldgica Mexicana, 13, 9-16.

Singh, A. K. (2019). Early History ofCrops Presenice / Introduction into India : IV .
Ananas comosus. Asian Agri-History, 23(January), 37-48.
https://www.researchgate.net/publication/330555239

Sivaji, M., , M. Pandiyan, M. Yuvaraj, T. Thilagavathi, R..S. and M., &
Suganyadevi. (2020). Micropropagation — Tissue Culture Banana. Vigyan
Varta, 1(3), 28-32.

Su, Y. H,, Liu, Y. B., & Zhang, X. S. (2011). Auxin-cytokinin interaction regulates
meristem development. Molecular Plant, 4(4), 616-625.
https://doi.org/10.1093/mp/ssr007

Thakur, O. (2022). Recent advances of plant growth regulators in vegetable
production: A Review. The Pharma Innovation Journal, 11(3), 17261731«

Thorpe, T. A. (2007). History of plant tissue culture. Molecular Biotechnology,
37(2), 169-180. https://doi.org/10.1007/s12033-007-0031-3

Tridge, 1. (2023). Tridge. Tridge Exhibition 365 Fresh Custard Apple Global Market.

https://www.tridge.com/intelligences/custard-apple/price

65



USDA. (2021). Nutritional compound of crops. United State Department of

Agriculture.
Cﬁdal Lezama, E., Vidal Martinez, N. A., & Vidal Hernandez, L. (2015). Anonéceas:
' > /plantas antiguas, estudios recientes.

66





