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Resumen
Annona muricata (guanábana) es una planta cultivada por la calidad nutritiva y organoléptica de su
%ruto. &o obstante el carãcter recalcitrante de las -emas vegetativas de esta especie ha di7cultado la micropropagación de material seleccionado por su alta productividad.  <sta investigación tuvo como ob=etivo evaluar medios de cultivo combinados con la t>cnica de microin=ertación seriada para promover el desarrollo vegetal in vitro de A. muricata. <n medios de cultivo especi7cos para cada material vegetal, se sembraron semillas - estacas para la %ormación de microin=ertos; luego se aplicaron tres tratamientos de microin=ertación GHI, HJ, HKL - un control, donde el nMmero indica las veces en las Nue una estaca es in=ertada en un portain=erto. HI es una microin=ertación mono%ãsica o estacas microin=ertadas en un portainjerto. M2 son estacas microinjertadas dos veces, es decir, permanecen en dos portainjertos diferentes con un lapso de un mes entre cada traspaso. M3 son estacas microinjertadas tres veces, es decir, permanecen en tres portainjertos diferentes con un lapso de un mes entre cada traspaso. Las estacas fueron separadas del portainjerto y sembradas en medio de cultivo para evaluar su revigorización; se realizaron pruebas de Anova - Freedman para los datos param>tricos - no param>tricos, respectivamente.  Tos resultados indicaron Nue la microin=ertación mono%ãsica es su7ciente para estimular el desarrollo in vitro de material adulto de A. muricata; sin embargo, en los tratamientos no se logró el desarrollo de un sistema radicular adecuado.
Palabras clave:  Annona  muricata,  compatibilidad  de  in=erto,  guanãbana,  in=erto,  propagación  de 
plantas, regeneración in vitro, revigorización.
Abstract
Annona muricata is grown due to the nutritional and organoleptic quality of the fruit. The recalcitrance of the vegetative buds of this species has hindered the micropropagation of selected material according to its high productivity. This research aimed to evaluate culture medium combined with the technique of serial micrografting to promote in vitro plant growth of Annona muricata. In speci7c culture media %or each plant material, seeds and cuttings were planted for the formation of micrografts. Three micrografting treatments were applied (M1, M2, M3) and a control, where the number indicates the times when a shoot is micrografted onto a rootstock. M1 is a monophasic micrografting or cuttings micrografted in one rootstock. M2 are micrografted cuttings for two times, that is, these remain on two different rootstocks with a lapse of one month between each transfer. M3 are micrografted cuttings three times, that is, these remain in
three different rootstocks with a lapse of one month between each transfer. The shoots were separated from the rootstock and planted in culture medium to assess their reinvigoration, ANOVA and Freedman tests were performed for parametric and nonparametric data respectively. The results indicated that the monophasic microgra%ting is su%7cient to stimulate the in vitro development o% adult material o% Annona muricata; however, none of the treatments was able to develop a root system in the shoots.
Key words: Annona muricata, graft, graft compatibility, in vitro regeneration, plant propagation, rein- vigoration, soursop.
Introducción
Annona muricata L. (guanábana, en Colom- biaL es una planta originaria del neotrópico, perteneciente a la familia de las anonáceas y distribuida ampliamente en la región tropical.
<n Colombia, la %ruta de esta especie es mu- apetecida por su excelente sabor y por sus bene7cios como %uente de 7bra, calcio, %ós%oro y vitamina C; además de poseer propiedades medicinales y sustancias como las acetoge- ninas que tienen actividad como anticancerí- gena y biopesticida (Badrie y Schauss, 2010).
<n  varios estudios GAlzate, J00J; Per- domo-Aguirre; 2001; Bridg, 2000) se ha de- mostrado la di7cultad para su propagación in vitro debido a la oxidación, la latencia - la
%enolización de explantes, asi como problemas para la %ormación de raices. Tas -emas de ãr- boles adultos de A. muricata tienen problemas para su desarrollo in vitro; lo que se explica por la edad de los árboles fuente del explante. Cuando madura, la planta presenta cambios progresivos como la pérdida de la capacidad morfogénica y de su totipotencialidad, en los niveles hormonales, en el tipo de crecimiento
- en la capacidad para fiorecer.  Ademãs, el tejido vegetal de plantas adultas tiende a per- manecer latente, desarrollar callo -/o morir.
<stos cambios se van consolidando a trav>s de sucesivas generaciones celulares.  <l te=i- do vegetal de plantas =óvenes tiene un ma-or potencial para regenerar órganos - plãntulas in vitro, a partir de un pequeño explante.
Las microinjertaciones monofásica y se- riada son técnicas utilizadas para regenerar plantas a partir de tejido vegetal con proble- mas de propagación in vitro o proveniente de árboles adultos. La primera fue desarrollada en la d>cada de los años ochenta del siglo XX
- es una t>cnica de propagación in vitro Nue consiste en unir un portainjerto (plántula decapitada) con una estaca que contenga

al menos una yema para que continúen su desarrollo como una sola planta (Burger, I985L.  Ta microin=ertación seriada consiste en la rein=ertación  n veces de una estaca, en espera de que cada nuevo portainjerto le con7era caracteristicas =uveniles a la estaca
- pueda generar nuevos brotes in vitro, %enó- meno conocido como revigorización.  He=ia et al. GJ000L lograron la producción in vitro de material de A. muricata usando la técnica de microin=ertación mono%ãsica, no obstante, la yema extraída de la planta madre correspon- de a la copa del microinjerto que luego sale al campo, por lo cual no existe una multiplica- ción in vitro de esta especie.  Las técnicas de microin=ertación actualmente son utilizadas para revigorizar material adulto con proble- mas de propagación in vitro, producción de plantas libres de virus y estudios de compati- bilidad del injerto (Meera y Manjushri, 2006).
<l ob=etivo de esta investigación %ue evaluar varios medios de cultivo combinados  con la t>cnica de microin=ertación seriada para promover la revigorización - multiplicación in vitro de material adulto de A. muricata.
Materiales y métodos
Material vegetal
Para la %ormación de plantas por in=ertación convencional se utilizaron árboles adultos de A. muricata (de más de veinte años) seleccio- nados por su productividad.  <stas plantas fueron mantenidas en casa de malla durante cuatro años y constituyeron las plantas ma- dre de las cuales se extrajeron las estacas utilizadas en esta investigación.  Ta unidad experimental correspondió a cada estaca se- mileñosa de 2 cm de alto que contenía una
-ema axilar. Para la extracción de la semilla se seleccionaron frutos por su apariencia sa- ludable - buen estado de maduración.
Formación del microinjerto
De acuerdo con la metodología de Mejía et al. (2000), tanto las semillas como las estacas de A. muricata L. fueron desinfectadas su- per7cialmente utilizando detergente, etanol al 70% e hipoclorito de sodio al I%.  <n la cabina de fiu=o laminar, se removió la testa de las semillas para %acilitar su germinación. Se sembraron 460 semillas en medio de cultivo (Cuadro 1) y luego de 45 días se seleccionaron como material óptimo para servir de portain- jerto las plántulas normales no contaminadas
- con diãmetro en la base del tallo    4 mm.
<n la cabina de fiu=o laminar se sembraron
240 estacas en medio de cultivo apropiado (Cuadro 1), que se mantuvieron en oscuridad por cinco días y con luz natural por diez días, al cabo de los cuales se seleccionaron las es- tacas saludables - libres de contaminación. Para la %ormación del microin=erto, se decapitó la plántula y se hizo un corte longitudinal en el centro de la base (portainjerto); por otro lado, la base de la estaca se cortó en %orma de
‘V’ para %avorecer el acople de los conductos vasculares.   Finalmente se unieron ambas partes que conforman el microinjerto, el cual se sembró en medio de cultivo liNuido.  Se registraron los porcenta=es de germinación para semilla, contaminación,  mortalidad - latencia del material vegetal.
Microinjertación seriada
<n un diseño completamente al azar se rea- lizaron tres tratamientos de microin=ertación en serie (M1, M2 y M3) más un control.  M1 consistió en una microin=ertación mono%ãsica o estacas microinjertadas en un portainjerto. M2 consistió en estacas microin=ertadas dos veces, es decir, permanecen en dos portain-

jertos diferentes con un lapso de un mes entre cada traspaso. M3 o estacas microinjertadas tres veces, permanecieron en tres portainjer- tos diferentes con un lapso de un mes entre cada traspaso.  <l tratamiento control con- sistió en estacas sin microin=ertar extraidas directamente de la planta madre y sembra- das en el medio de elongación de brotes.  Se utilizaron, en promedio, 17 estacas por tra- tamiento y tres repeticiones del experimento para un total de I99 estacas.   Al 7nalizar la microin=ertación seriada se contabilizó el porcentaje de estacas con brotes, latencia de la -ema, mortalidad - contaminación.
Prueba de revigorización
Con el objeto de probar si la microinjerta- ción en serie incentiva el desarrollo vegetal, se tomaron y separaron estacas del portain- jerto de todos los tratamientos, las cuales fueron sembradas en un medio de elonga- ción de brotes durante 60 dias - de enrai- zamiento por un tiempo igual de 60 días (Cuadro 1).  Se tomaron datos del número de brotes, elongación promedio del brote, número de nudos por estaca y de hojas. Los datos fueron registrados a 0, 15, 60 y 120 dias de 7nalizados los tratamientos.  <stas variables fueron analizadas  utilizando el programa Statistica versión 6.0. Se realizó una prueba de Anova de medidas repetidas
- una prueba de †u‡e- modi7cada GUne- qual N HSD) para los datos paramétricos
- las pruebas de Freedman  - coe7ciente de correlación  de Kendall para los datos no paramétricos (número de brotes).   Las estacas no microinjertadas (control) fueron excluidas del análisis comparativo por no presentar respuesta mor%ológica.
Cuadro 1. Caracteristicas de los medios de cultivo en las %ases del proceso de propagación.
	Componentes del medio
	
	Sistema de cultivo
	

	(mg/lt)
	estacas
	semillas y enraizamiento
	microinjertos
	Elongación de brotes

	Sales Murashige & Skoog (1962)
	IX
	0.5X
	0.5X
	IX

	Acido Giberelico
	–
	1*
	–
	–

	Benzil-aminopurina
	1
	–
	–
	0.5

	Myoinositol
	50
	25
	25
	50

	Caseina
	200
	100
	100
	200

	Sacarosa
	20,000
	10,000
	10,000
	20,000

	Agar
	4700
	4700
	–
	4700

	pH
	5.75
	
	
	


  <sterilización: 
IJI °C durante J0 min. 

*Cantidad de ácido giberelico aplicado para la siembra de semillas y no para el medio de enraizamiento.
Resultados y discusión
Formación del microinjerto
Los resultados de la metodología utilizada para formar microinjertos se detallan en el Cuadro J. Tas estacas mostraron %ormación de compuestos %enólicos GoxidaciónL aunNue no fue un impedimento para la superviven- cia de las mismas.  La muerte de estacas se presentó por el daño al material vegetal en el momento de la desin%ección super7cial.  Ta adición de BAP GI mg/ltL en el medio de cul- tivo para estimular el desarrollo de brotes no produ=o e%ecto mor%ológico en las estacas sem- bradas antes del inicio de los tratamientos.
Con base en los porcentajes de material óptimo para la microin=ertación G7J% de por- tainjertos y estacas sanas producidos, y 95% de microinjertos con buen acople), este proce- so tiene una efectividad de 68%, es decir, que por cada 100 unidades de material vegetal sembrado se originan 68 microinjertos (Foto IL.  <ste  porcenta=e  es %avorable  si tenemos en cuenta el bene7cio de la producción de material sano para cultivo.
Microinjertación seriada
Los porcentajes de estacas con brotes, yemas latentes, mortalidad - contaminación %ueron similares en los tratamientos (P > 0.05) como se muestra en el Cuadro K. <n promedio, 6I% del material vegetal desarrolló brotes, I9% per- maneció latente, IK% murió - 7% se contami-
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Foto 1.    Hicr oin=ertación  de  Annona  muricata .  (a) germinación  de la semilla, GbL  estaca in vitro, GcL sitio de unión del microin=erto - GdL microin=ertos.
nó. Ta microin=ertación en serie no incrementa el riesgo de contaminación de las estacas ni la muerte del explante debida al estrés por el traspaso a un nuevo patrón.  <l rompimiento de la latencia en las -emas se presentó Mnica- mente cuando las estacas se unieron al primer portain=erto - no se incrementó a medida Nue aumentaron  las microinjertaciones,  como
Cuadro 2. Porcenta=es de germinación, contaminación, mortalidad, latencia - material vegetal óptimo usado para la %ormación del microinjerto
Variables evaluadas (%)
 
Material vegetal 

 
Semilla 
Estaca 
Microinjerto 

Germinación 
82 

– 
 – Contaminación 
 8 
16 
0
Mortalidad 
0 
12 
5
Latencia 
10 
72 
0
  *Haterial óptimo 
72 
72 
95 

*Se re7ere a los portain=ertos Gen semillaL, estacas sanas - microin=ertos con buen acople, generados en el proceso.
Cuadro 3. Proporción de estacas de Annona muricata con brotes, latencia, mortalidad - contaminación acumulada al 7nalizar los tratamientos.
	Tratamiento
	n
	Estacas con
	Latencia
	Mortalidad
	Contaminación

	 
brotes (%) 
(%) 
(%) 
(%) 


	M1
	49
	65
	17
	12
	6

	M2
	52
	63
	17
	14
	6

	M3
	52
	58
	19
	15
	8

	 Control 
46 
0 
57 
28 
15 



se esperaba.  Las estacas que no recibieron tratamiento de microin=ertación GcontrolL no desarrollaron brotes (Foto 2) y las caracte- rísticas no-deseables  se duplicaron, en el caso de la mortalidad - contaminación, - se triplicaron en el caso de la latencia.
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Foto 2. 
Material vegetativo de Annona muricata revigorizado por microin=ertación en serie.
De izquierda  a derecha:  Control,  M1, M2, M3 = tratamientos  aplicados, descritos en Materiales y métodos.

Prueba de revigorización
<n general el desarrollo vegetal %ue a%ectado por el cambio de las estacas al medio de en- raizamiento realizado sesenta días después de los tratamientos de microin=ertación, a excepción del nMmero  de ho=as  Nue decre- ció antes del cambio del medio GFoto IL.  Ta longitud del brote, el número de nudos y el número de hojas variaron con el tiempo (P <
0.00IL GFigura IL pero no ocurrió lo mismo para los tratamientos ni para la interacción tiempo x tratamientos (P > 0.05) (Cuadro 4). Resultados similares se presentaron para el número de brotes (P < 0.001, Coef. K = 0.33, r
˜ 0.KJL, lo cual con7rma Nue los tratamientos de microin=ertación no di7eren entre si.
<l rompimiento de la latencia, presentado sólo cuando las estacas se unieron al primer portain=erto en todos los tratamientos, signi7- ca Nue una sola microin=ertación es su7ciente para estimular el máximo número de yemas que pueden entrar en un proceso de organo- g>nesis.  <l nMmero de brotes, la longitud -
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Figura 1. Cambios  en el tiempo en la longitud,  número  de brotes,  hojas y nudos en estacas  de Annona  muricata
revigorizadas.  M1, M2, M3 = tratamientos aplicados, descritos en Materiales y métodos.
Cuadro 4. Anova de medidas repetidas de las variables mor%ológicas estudiadas.
	Efecto
	Medida
	Suma de cuadrados
	Grados de libertad
	Cuadrado medio
	F
	P <

	Intersección
	Longitud
	1542.550
	1
	1542.550
	205.959
	0.000

	
	Hojas
	290.550
	1
	290.550
	78.059
	0.000

	
	Nudos
	12167.497
	1
	12167.497
	302.170
	0.000

	Tratamientos
	Longitud
	14.606
	2
	7.303
	0.975
	0.384

	(microinjertaciones)
	Hojas
	17.053
	2
	8.527
	2.291
	0.111

	
	Nudos
	24.420
	2
	12.210
	0.303
	0.740

	<rror
	Longitud
	404.438
	54
	7.490
	–
	–

	
	Hojas
	200.999
	54
	3.722
	–
	–

	
	Nudos
	2174.422
	54
	40.267
	–
	–

	Tiempo
	Longitud
	86.157
	3
	28.719
	25.2681
	0.000

	
	Hojas
	61.1487
	3
	20.3829
	28.4222
	0.000

	
	Nudos
	1148.82
	3
	382.94
	42.3898
	0.000

	Tiempo*Tratamiento
	Longitud
	2.659
	6
	0.443
	0.3898
	0.8847

	
	Hojas
	3.4535
	6
	0.5756
	0.8025
	0.5692

	
	Nudos
	21.47
	6
	3.58
	0.3961
	0.8808

	<rror
	Longitud
	184.126
	162
	1.137
	–
	–

	
	Hojas
	116.178
	162
	0.7171
	–
	–

	
	Nudos
	1463.48
	162
	9.03
	–
	–


el número de nudos expresaron su mejor de- sarrollo a los sesenta días del cultivo después de la revigorización.   &o obstante, cuando se cambió el medio para inducir el enraiza- miento del material vegetal, dichas variables decrecieron. <l sostenimiento - %ormación de nuevas hojas es viable mientras los brotes se encuentran unidos al portainjerto.  Cuando los brotes son sembrados directamente en el medio de cultivo, las reservas acumuladas permiten el sostenimiento de las hojas en los primeros quince días, posteriormente éstas se reducen progresivamente hasta desaparecer (Foto 1).
Se observó un deterioro en el crecimiento al 7nalizar el tiempo de estudio - en ninguno de los casos los brotes generados por microin-
=ertación en serie desarrollaron raices en el medio de cultivo utilizado.   Por lo general los medios de enraizamiento son pobres en nutrientes para inducir en la planta el desa- rrollo de raíces y la búsqueda de nutrientes.
<l medio para inducir la %ormación de raices tenia una concentración ba=a de sales - vita- minas y carecía de hormonas.  Debido a que el material vegetal en esta investigación no tuvo la capacidad de desarrollar un sistema

radicular, los explantes perdieron masa ve- getal por la poca disponibilidad de nutrientes en el medio.
<l enraizamiento es %undamental en el proceso de propagación in vitro de plantas - la microin=ertación en serie promueve la %orma- ción de raices en varias especies di%iciles de propagar in vitro como Garcinia indica (Mee- ra y Manjushri, 2006) y Faidherbia albida (Danthu et al., 2002).  No siempre hay resul- tados positivos con esta metodología, puesto que el tipo de explante, las concentraciones hormonales y de sales en los medios también infiu-en en el desarrollo vegetal in vitro de las plantas, como es el caso de Pista vera (Can et al., 2006) y Castanea satina Mill (Fernández- Torenzo - Fernãndez-Tópez, J005L.
Conclusiones
t Ta microin=ertación de una serie o mo- no%ãsica es su7ciente para incentivar el desarrollo vegetal in vitro de A. muricata y el incremento de las series en esta técnica no produce un bene7cio adicional.
t Los medios utilizados con la técnica de microin=ertación no lograron inducir un
desarrollo radicular en esta especie; es probable que el tipo de explante utilizado haya sido ontogénicamente muy maduro y hubiese requerido de técnicas de revi- gorización mãs comple=as para lograr su competitividad radicular.
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