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Resumen

La guandbana (Annona muricata L.) es muy apreciada por sus cualidades organolépticas
y nutritivas de su fruto. El empleo del cultivo in vitro de tejidos para la propagacion
vegetativa de arboles de guandbana, puede contribuir a incrementar la disponibilidad de
plantas para el desarrollo de plantaciones en campo, ademés de que es una forma de
obtener poblaciones morfolégicas y genéticamente estables en frutales. Por ello, es
necesario desarrollar métodos eficientes para el establecimiento in vitro, ya que se
presentan dificultades en este proceso, por lo que este trabajo tuvo como objetivo evaluar
el efecto de diferentes concentraciones de L-Cisteina y polivinilpirrolidona (PVP) para
controlar la oxidacion en explantes in vitro de guanabana. Primeramente, se realizé un
protocolo de desinfeccion de tejido vegetal de guanabana, para posteriormente
establecerlo en condiciones de in vitro. Se sembraron en tubos de ensayo con 10 ml de
medio nutritivo MS al 50 %, 20 g/| de sacarosa, pH 5.8 y combinaciones de L-Cisteina con
PVP. Se evalué el grado de oxidacion, contaminacion y la sobrevivencia de los explantes.
Se concluy6 con estos resultados qué concentraciones 50 mg/L L-Cisteinay 1 g/L PVP
mostraron el menor indice de oxidacion, aungue con menor porcentaje de sobrevivencia.
En contraste, concentraciones de 150 mg/L L-Cisteina con 1 g/L PVP, 10 mg/L L-Cisteina
con 5 g/L PVP y 50 mg/L L-Cisteina con 5 g/L PVP mostraron el mayor indice de
sobrevivencia, pero mayor oxidacion. Los resultados anteriores sugieren que en estudios
posteriores habra que seguir realizando combinaciones de L-Cisteina con PVP con el
proposito de evitar la oxidacion y aumentar la sobrevivencia de los explantes de
Guanabana.

Palabras clave: L- Cisteina, guanabana, oxidacion fendlica, PVP.

JEL Classification System: C9; Mathematics Subject Classification (2020): 61P99

Abstract

The soursop (Annona muricata L.) is very appreciated for its organoleptic and nutritive
qualities of its fruit. The use of in vitro culture of tissues for the vegetative propagation of
guanabana trees, can contribute to increase the availability of plants for the development
of plantations in the field, besides that it is a way to obtain morphological and genetically
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stable populations in fruit trees. For this reason, it is necessary to develop efficient
methods for in vitro establishment, since there are difficulties in this process, so this work
aimed to evaluate the effect of different concentrations of L-Cysteine and
polyvinylpyrrolidone (PVP) to control oxidation in guanabana in vitro explants. Firstly, a
disinfection protocol was carried out on guanabana plant tissue, to be subsequently
established under in vitro conditions. They were seeded in test tubes with 10 ml of 50%
MS nutrient medium, 20 g/l of sucrose, pH 5.8 and combinations of L-Cysteine with PVP.
The degree of oxidation, contamination and survival of the explants was evaluated. It was
concluded with these results that concentrations 50 mg/L L-Cysteine and 1 g/L PVP
showed the lowest oxidation index, although with a lower percentage of survival. In
contrast, concentrations of 150 mg/L L-Cysteine with 1 g/L PVP, 10 mg/L L-Cysteine with
5 g/L PVP and 50 mg/L L-Cysteine with 5 g/L PVP showed the highest index of survival,
but greater oxidation. The previous results suggest that in subsequent studies it will be
necessary to continue making combinations of L-Cysteine with PVP to avoid oxidation and
increase the survival of the soursop explants.

Keywords: L- Cysteine, soursop, phenolic oxidation, PVP.

1. INTRODUCCION

a guanabana (Annona muricata L.), es una planta de la familia Anonacea, de importancia

econdmica debido a su creciente demanda, atribuido a las caracteristicas organolépticas y

nutritivas de su fruto (Acosta et al., 2011), ademas de que en los Ultimos afios se han publicado
diversos estudios que revelan que sus compuestos tienen actividad antitumoral, antihelmintica,
antimalarica, antiprotozoaria, insecticida, antimicrobiana, antifingica e inmunodepresiva (Rajesh y kala,
2015). La guandbana hasta ahora se ha propagado de forma convencional utilizando métodos de
propagacién vegetativa y por semilla. EI empleo del cultivo in vitro de tejidos para la propagacién
vegetativa de arboles de guanabana, puede contribuir a incrementar la disponibilidad de plantas para el
desarrollo de plantaciones en campo, ademas que es una forma de obtener poblaciones morfol6gicas
y genéticamente estables en frutales (Bring, 2000). Sin embargo, esta especie ha presentado grandes
dificultades para el establecimiento in vitro debido a su alto grado de oxidacion fendlica (Azofeifa, 2009),
ademas de otras dificultades observandose alta contaminacion microbiana y bajos porcentajes de
brotacion de las yemas (Bring, 2000), que resultan ser una de las principales limitantes, con importantes
implicaciones practicas y econémicas.

Por otro lado, el PVP es una poliamida, que inicialmente se utiliz6 como adsorbente en la técnica de
separacion por cromatografia de sustancias acidas aromaticas, aldehidos y fenoles. Para el caso de los
fenoles, estos son adsorbidos a través de uniones hidrégeno, previniendo su oxidacion y polimerizacion
(George 1996). El PVP ha sido utilizado en la prevencion del oscurecimiento de tejidos, ya sea, aplicado
como enjuague al explante o mediante su incorporacion al medio de cultivo. EI PVP se ha aplicado como
tratamiento al momento de separar el explante de la planta donadora (Amin y Jaiswal 1988), como
pretratamiento anterior o posterior al proceso de desinfeccion (Gannoun et al. 1995, Figueiredo et al.
2001). También se han utilizado los antioxidantes para el cultivo de células vegetales in vitro el acido
ascorbico (AA), acido citrico (AC) y la cisteina (CIS), este ultimo se ha utilizado en café a una dosis de
10-50 mg/L (Monco et al., 1977), en cafia de azlUcar a una concentracion de 100 mg/L (Villalobos y
Arias, 1987) y en Musa a una concentracién de 50 mg/L (Jarret et al., 1985), evitando la oxidacion de
los explantes.

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones de L-cisteina y
PVP para controlar la oxidacion en explantes in vitro de guanabana, se evalu6 el grado de oxidacién,
contaminacion y la sobrevivencia de los explantes in vitro.
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2. MATERIALES Y METODOS

Se recolecté material vegetal de arboles de guanabana que se encuentran en campo en Compostela,
Nayarit. Se les realizé un pretratamiento con fungicida y antibiético, se asperjaron con Captan 2 g /L,
Benomilo 1 g/L y Estreptomicina 2 g/L. Las aspersiones se hicieron cinco, tres y un dia previo a la
recoleccion del material vegetal. Los explantes se colocaron en frascos con agua bidestilada para
posteriormente trasladarlas al Centro Nacional de Recursos Genéticos del INIFAP (CNRG-INIFAP). En
el Laboratorio de cultivo in vitro y crioconservacion, se realizaron los protocolos de establecimiento. Se
lavaron con agua corriente y jabon. Se colocaron en alcohol al 70% durante 2 min, después en una
solucién de cloro comercial (5.25% de hipoclorito de sodio) al 30%, durante 15 min y finalmente se
lavaron cuatro veces con agua destilada estéril. Se sumergieron en acido ascoérbico al 1% durante 1 h.
Se sembraron en tubos de ensayo con 10 ml de medio nutritivo MS al 50%, 20 g/l de sacarosa, pH 5.8
y combinaciones de L-Cisteina con PVP, ver Tabla 1. El experimento se realizé en un disefio factorial
completamente al azar 2x2 con diez repeticiones cada uno. Los datos se sometieron a un analisis de
varianza y una prueba de comparacion de medias minima significativa (LSD, a=0.05) utilizando el
paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc., 2002). La evaluaciéon de oxidacién, contaminacion y
sobrevivencia se realizé 10 dias después del establecimiento del ensayo. Los valores que se tomaron
fueron: oxidado o no oxidado, contaminado, no contaminado explante vivo o explante muerto.

Tabla 1. Concentraciones de L-cisteina y PVP agregadas al medio.

Tratamiento L-Cisteina PVP
Control - -

1 10 mg/L 5g/L
2 50 mg/L 5g/L
3 100 mg/L 5g/L
4 150 mg/L 5¢g/L
5 10 mg/L 1g/L
6 50 mg/L 1g/L
7 100 mg/L 1g/L
8 150 mg/L 1g/L

3. RESULTADOS

Durante la evaluacién se observé que en el tratamiento control presentaba una tonalidad marrén
obscuro en todo el explante y en la base de los segmentos nodales podia observarse el obscurecimiento
del medio de cultivo como consecuencia de la exudacion de compuestos fendlicos, en los demas
tratamientos se pudo observar la ausencia de este oscurecimiento y los explantes que no presentaron
contaminacion se observaron de un tono verde intenso, aunque los extremos de todos los explantes se
encontraban ligeramente oxidados.

Después del establecimiento se observé que el tratamiento con mayor sobrevivencia fue 10 mg/L de L-
Cisteina con 5 g/L de PVP (Tratamiento 1), el de 50 mg/L de L-Cisteina con 5 g/L de PVP (Tratamiento
2) y el tratamiento con 150 mg/L de L-Cisteina con 1 g/L de PVP (Tratamiento 8). Sin embargo, estos
tratamientos no presentaron menor oxidacion de los explantes. En cuanto a la contaminacion, se
observd que el tratamiento 50 mg/L de L-Cisteina con 1 g/L de PVP (Tratamiento 6) presenté mayor
contaminacion y menor oxidacion, pero con un menor porcentaje de sobrevivencia de los explantes. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados del establecimiento de Annona muricata.
Tratamiento Oxidacién Contaminacién Sobrevivencia

Control 2.6000ab 1.0000c 1.7000abc
1 2.8000a 1.4000ab 1.9000a
2 2.8000a 1.1000bc 1.9000a
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3 2.2000abc 1.3000abc 1.6000abc
4 2.2000abc 1.4000ab 1.6000abc
5 2.0000bc 1.1000bc 1.5000bc
6 1.8000c 1.6000a 1.4000c

7 2.6000ab 1.2000bc 1.8000ab
8 2.7000ab 1.3000abc 1.9000a

Letras distintas en la misma columna son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05); n = 5. Simbologia de tratamientos: (T1= 10
mg/L de L-cisteina con 5 g/L de PVP), (T2= 50 mg/L de L-cisteina con 5 g/L de PVP), (T3= 100 mg/L de L-cisteina con 5 g/L de
PVP), (T4= 150 mg/L de L-cisteina con 5 g/L de PVP), (T5= 10 mg/L de L-cisteina con 1 g/L de PVP), (T6= 50 mg/L de L-cisteina
con 1 g/L de PVP), (T7= 100 mg/L de L-cisteina con 1 g/L de PVP), (T8= 150 mg/L de L-cisteina con 1 g/L de PVP).

4. DISCUSION

La L-Cisteina es un aminoacido que las plantas tienen en bajas cantidades para un crecimiento y
desarrollo normal (Cisne et al., 2005) y de acuerdo con George y Sherrington (1984), la L-Cisteina no
previene la oxidacion, sino que actda en la rapida remocién de cualquier quinona que se forma.

Cuando se coloca la L-Cisteina en el medio de cultivo in vitro puede tener dos efectos diferentes segun
la modalidad de esterilizacién (Nitsch y Nitsch, 1957); cuando se esteriliza con filtro, es inhibidor a nivel
de 1-2 umol, y cuando se usa la autoclave, aparentemente se descompone y actlla como una fuente de
azufre. Cisne et al. (2005) menciona que en explantes de mora de Castilla establecidas in vitro con
concentraciones de mayores a los 100 mg/l, fue téxica provocando la muerte de los explantes aun y
cuando se esterilizo en la autoclave. En este trabajo la L-Cisteina se esterilizé por medio de la autoclave,
se observé que en concentraciones 50 mg/L L-Cisteina y 1 g/L PVP tuvieron una menor oxidacién, sin
embargo, se menciona en otros trabajos que la cantidad de luz que les llega a los explantes y la
presencia de L-Cisteina influye en la oxidacion del explante. Por ejemplo, el requerimiento de L-Cisteina
mas la presencia de luz para controlar la oxidaciébn como en el establecimiento de apices meristematicos
de platano la oxidacion se controlé con L-Cisteina a una concentracion de 4.0 mg/l (Reyes, 2001). En
este trabajo no se evalud la presencia o ausencia de luz, sin embargo, si se vieron diferencias
significativas en la concentracion de L-Cisteina con 16 horas luz y 8 de oscuridad, condiciones en que
permanecieron los explantes.

Para las yemas apicales de Cedrus atlantica, el medio de cultivo WPM junto con el carbén activado (1
g L-1) y L-Cisteina (25 mg L-1), resultaron adecuados para evitar el proceso de oxidacion de los
explantes (Montes-Salazar, 2016). Por lo que la utilizacién de la L-Cisteina en el medio de cultivo
favorece a los explantes para disminuir la oxidacién, sin embargo, no para todas las especies resulta
favorable. En este trabajo se observd que la presencia de concentraciones altas de L-Cisteina promueve
la sobrevivencia, sin embargo, no baja el porcentaje de oxidacién en los explantes y la presencia de
contaminacion es alta. Se observa mayor contaminacion en explantes con mayor oxidacion. La fuente
de contaminacién podria ser cuando se establecid, en donde no se elimind totalmente los
microorganismos de los explantes o que el explante tenga algin hongo o bacteria endégena. En este
caso se observa que la concentracion de 50 mg/L L-Cisteinay 1 g/L PVP aumentan la contaminacion,
sin embargo, con 10 mg/L de L-Cisteinay 1 g/L de PVP y 50 mg/L de L-Cisteina con 5 g/L de PVP
presenta menor contaminacion.

Otra opcion es la de aplicar L-Cisteina directamente al explante para reducir la oxidacion fendlica como
en el caso de fresa cv Aiko, en donde se aplic6 L-Cisteina (4 g/L) directamente al tejido antes de la
siembra, manteniendo el tejido en presencia de luz (Sadnchez-Cuevas, 2004). Las enzimas involucradas
en la biosintesis y la oxidacién de fenoles se incrementan con la luz, por lo que es conveniente mantener
los explantes en la oscuridad unos dias antes de pasarlos a una intensidad luminica baja.

Por otro lado, los explantes de fresa tratados con PVP en dosis de 5% (con y sin luz) y 10% sin luz no
sobrevivieron, asi como los que no recibieron antioxidante alguno y permanecieron en la oscuridad
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(control sin luz) (Sanchez-Cuevas, 2004). Estos resultados son similares a los que reportan Sanchez-
Cuevas et al.,, (2001) quienes reportaron resultados de sobrevivencia del 80% de explantes de
pimentero, libres de oxidacién, con la adiciéon de PVP (0.5y 1.0 g/L) en presencia de luz.

Esto indica que es importante realizar combinaciones de antioxidantes con L-Cisteina para lograr un
alto porcentaje de sobrevivencia y bajo porcentaje de oxidacion, realizando también ensayos en
presencia y ausencia de luz.

5. CONCLUSIONES

Se determind que las concentraciones de 50 mg/L L-Cisteinay 1 g/L PVP mostraron el menor indice de
oxidacién, aunque con menor porcentaje de sobrevivencia de los explantes, por lo que hay que seguir
realizando combinaciones de L-Cisteina con PVP para evitar la oxidacion y aumentar la sobrevivencia
de los explantes de Guanabana.
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