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RESUMEN

Los reguladores del crecimiento inducen cambios en las células y 6rganos vegetales y una de ellos es la
desdiferenciacion. La guandbana presenta inconvenientes en su propagacién convencional por lo cual debe
ser investigado en condiciones in vitro. Por eso el interés de desdiferenciar el tejido endospérmico de
Annona muricata utilzando 2,4-D y BAP. Se introdujo el explante en el medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962) que contenia 2,4-D (5 ppm) y después de 10 dias se cambi6 el explante a un medio que contenia
BAP (10 ppm). A los 30 dias no hubo variacién en su peso fresco, pero si se observo divisiones celulares.
Se concluye que si es posible inducir la desdiferenciacién en el tejido endospérmico de guanabana.
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ABSTRACT

Growth regulators induce changes in plant cells and organs and one of them is dedifferentiation. Soursop
has drawbacks in its conventional propagation, which is why it must be investigated under in vitro conditions.
Hence the interest in dedifferentiating the endosperm tissue of Annona muricata using 2,4-D and BAP. The
explant was introduced into Murashige and Skoog’s (1962) culture medium containing 2,4-D (5 ppm) and
after 10 days the explant was changed to a medium containing BAP (10 ppm). At 30 days there was no
variation in its fresh weight, but cell divisions were observed. It is concluded that it is possible to induce
dedifferentiation in the endospermic tissue of soursop.
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INTRODUCCION

Las estrategias utilizadas en el mejoramiento del crecimiento vegetal, teniendo como base el
uso de los reguladores del crecimiento, ha permitido controlar de manera especifica los procesos
celulares. Estos reguladores potencializan el proceso de cultivo, in vitro o ex vitro, en los
organismos vegetales y asi poder eliminar muchas de las probleméticas que se presentan en los
cultivos como la presencia de fitopatdgenos microbianos, entomopatégenos, cambios ambien-
tales, cambios en el medio de cultivo, entre otros.

El proceso celular en la que inciden los reguladores es la diferenciacion, la cual comprende los
cambios morfoldgicos vy fisioldgicos que permiten la especializacion de las células y la formacién
de los diferentes tejidos y 6rganos de la planta. Sin embargo, en condiciones de laboratorio in
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vitro, ese mecanismo se puede volver a diferenciar (desdiferenciar) en el cual pierden su destino
celular y reinician la division celular (Taiz & Zeiger, 2002) para obtener un nuevo tejido, sea de
cualquier planta o de cualquier 6rgano de la planta, la Unica condicion es que se inicie de células
vivas (Azcon-Bieto, 2013; Sheres, 2001).

Para lograr este mecanismo in vitro se necesitan los reguladores del crecimiento, las cuales se
deben afadir a los medios de cultivo; segun los requerimientos de los diferentes medios y los
objetivos que se persigan. Asi las auxinas, sus principales puntos de accion se encuentran a nivel
celular, donde tienen la capacidad de dirigir e intervenir en los procesos de divisién, elongacion y
diferenciacién celular (Garay-Arroyo et al., 2014; Vanneste & Friml, 2009) y las citoquininas que
tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacién y divisién celular (Yong et al.,
2009).

El guandbano (Annona muricata Linnaeus), Annonaceae, es un arbol tropical cuyo centro de
origen se encuentra en Colombia y Brasil y crece entre los 0-1000 m.s.n.m. (Guapacha, 2006).
Esta especie produce un fruto de interés alimenticio e industrial y se puede propagar por semilla,
estacas, acodo o por injerto (Cabra et al., 2002). Las semillas del guanabano son lisas, de color
marrén o crema y de forma elipsoidal a ovoide con endospermo blanquecino. La propagacion por
semilla y de otras especies de Annonaceae resulta dificil y erratica por cuanto la germinacion y
emergencia ocurre de manera desigual e irregular a lo largo de un periodo de tiempo prolongado
(Leyva et al., 2018; Acosta et al., 2011).

Se revisaron algunas experiencias in vitro como las realizadas en hojas mediante la
organogénesis (Ferreira et al., 2011), micropropagacion por segmentos nodales segun Garcia-
Aguila et al., (2012); Echenique & Mollo (2020); Rivero et al., (2001); Ramirez et al., (2002). Con
lo expuesto es nuestro interés propagarlo in vitro, mediante la regeneracion, para ello primero es
necesario conocer la respuesta del explante, por ello nos propusimos evaluar la desdiferencién del
tejido endospérmico de guanabana cuando se utiliza 2,4-D y bencil amino purina (BAP).

MATERIAL Y METODOS

Como material biolégico utilizamos 100 semillas de guanabana obtenidas de aproximadamente
10 frutos maduros provenientes de la ciudad de Huaranchal, provincia de Otuzco, region La
Libertad. El medio nutritivo que se utilizé fuel el de Murashige y Skoog, (1962, MS), suplementado
con sacarosa (3%) y agar-agar (3%); el pH vari6 entre 5.5 — 6.5. Extraido el endospermo e
introducido en secciones longitudinales (Fig. 1a), un primer tratamiento fue con 2,4-D (1 ppm) y
después de 10 dias en oscuridad, el explante fue trasladado a un segundo tratamiento que tenia
BAP a 10 ppm y adecuado con un fotoperiodo de 16:8. Se evalué el desarrollo del tejido a los 30
dias, observando cortes histologicos al micrétomo. Para ello los explantes, primero, fueron fijados
en solucion AFA (40% de formaldehido, 10% de acido acético glacial y 50% etanol) y luego fueron
tratadas con una serie de alcoholes que varié del 30 % al 100% para finalmente ser embebidas en
parafilm. Los cortes transversales se hicieron con un microtomo (el grosor y el angulo de la
cuchilla fue de 7um y 11° respectivamente) y para la coloracion se utilizé cristal violeta. Las
observaciones microscopicas fueron fotografiadas con ayuda de un microscopio Olympus que
tenia acoplado una cémara digital. Se registr6 el peso fresco del explante y el nuevo tejido
formado (meristemoides). Los pesos se procesaron aplicando promedio, desviacion estandar y
coeficiente de variacion, utilizando para ello el programa InfoStat con p<0.05.

RESULTADOS

En la Tabla 1 apreciamos los valores promedios de los pesos del endospermo de “guanabana”
en fresco, antes y después del tratamiento. No hay diferencias significativas en los tejidos porque
no se observaron callos y el proceso de divisién celular recién comenzaba segun se observa en
Fig. 1.
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Tabla 1. Valores promedios de los pesos del endospermo de Annona muricata “guanabana”, antes y
después del tratamiento con 2,4-D y BAP

Py P,
Promedio 0,05979 0,04431
DE 0,01464 0,01092
Ccv 24,5 24,7

Px= peso fresco de endospermo  Py= peso fresco después de tratamientos

C

Fig. 1. A. Obtencion de los endospermos de semillas de guandbana, B. Células normales del endospermo,
C. Células en divisién del endospermo. Corte histoldgico, coloreado con cristal violeta (B y C).

En la figura 1A observamos microscépicamente un corte histolégico del tejido endospérmico la
cual presenta células grandes poliédricas con citoplasma denso en la cual esta la materia organica
almacenada (carbohidratos, proteinas y aceites), segun Solis-Fuentes et al., (2010), en la Fig. 1C
se resalta el crecimiento del tejido meristematico con células pequefias, citoplasma extendido en
toda la célula y en division (flechas). El tratamiento con 10 mg/L de BAP estimul6 desarrollo del
tejido meristematico y se generaron a partir de los quince dias de estar expuestos en BAP.

DISCUSION

Los cambios en los tejidos se deben a la adquisicién de caracteristicas celulares similares a las
de las células meristematicas y al desarrollo de una morfologia de células diferenciadas. Estos
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cambios en la morfologia celular han sido tomados como evidencia del proceso de
desdiferenciacion. Por otro lado, estos cambios en la estructura celular no necesariamente
equivalen a un regreso a un estado fundamentalmente embrionario 0 a una etapa de desarrollo
temprana en el linaje usual de la célula (Rueda, 2019).

Se debe considerar ademas que la concentracion endégena de auxinas en el explante es de
gran importancia, asi explantes con altos niveles enddgenos de auxinas muestran una mayor
induccién generalmente a la respuesta in vitro. Y si le agregamos mas auxina, en este caso el 2,4-
D debemos esperar cambios que inicien la desdiferenciacion (Finet & Jaillais, 2012). Actualmente
el 2,4- D es la auxina mas utilizada por su fuerte actividad, contribuye no sélo a la eficiencia de la
embriogénesis somatica, sino que también induce estrés y esto es lo que promueve la
desdiferencién. Se ha corroborado que la mitad de los factores de transcripcion estan
relacionados con el estrés que ocasiona el 2,4- D durante la iniciacion de la embriogénesis
somética en Arabidopsis thaliana (Fhér, 2015; Normanly, 2010; Tanaka et al., 2006). A estos
cambios se hace necesario la combinacion con una citocinina para romper el balance hormonal
enddgeno y estimular una mayor formacion de callo (Urrea et al., 2001). En este proceso, las
células se vuelven competentes para responder ante cualquier estimulo organogénico o
embriogénico (Olmos et al., 2004).

La experiencia demostro que el tejido es competente a los cambios (desdiferenciacion), por lo
cual se hace necesario ensayar con mas combinaciones de auxina-citoquinina.

CONCLUSIONES

Se demostré que con los reguladores del crecimiento utilizados se puede desdiferenciar el tejido
endospérmico de guanabana y ademas las células, de este tipo de explante, son competentes
para el cambio de ruta, ya establecidas, en estas células somaticas.
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