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RESUMEN

La guanabana, es un cultivo fruticola de alto valor econdmico y nutricional en el
Ecuador, sin embargo, su propagacion in vitro presenta desafios significativos
debido a la alta contaminacién microbiana y a la oxidacion fendlica. El presente
estudio tuvo como objetivo principal evaluar el efecto del gel de Aloe vera como
agente desinfectante y fitorregulador en la micropropagacion de segmentos
nodales de guanabana, buscando optimizar los protocolos existentes. Se
establecieron distintos protocolos de desinfeccién utilizando concentraciones de gel
de Aloe vera al 10%,15% y 20% contrastando con una solucion de hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1%. Los resultados indicaron que el gel de Aloe vera redujo
parcialmente la contaminacion fungica; sin embargo, no fue posible el control por
contaminacion bacteriana, ni la prevencion de la oxidacion, lo que resulté en la
inviabilidad de los explantes. Asimismo, no se observo un efecto fitorregulador, ya
que la carga por contaminacién enddfita fue persistente, lo que imposibilité el
desarrollo de brotes. El hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% mostré un mejor control
en la reduccion de la contaminacion fangica con 92% de explantes libres a los 21
dias de evaluacion; no obstante, no control6 la oxidacion, ni la contaminacion
bacteriana. Por medio de esta investigacion, se comprob6 que el gel de Aloe vera
no present6 una contaminacion cero en los explantes, ni un control de la oxidacion
fendlica, ya que para evaluar el efecto como fitorregulador es necesario las
condiciones fisicas adecuadas del tejido vegetal que permitan el desarrollo de los
explantes.

Palabras clave: Annona muricata, Contaminacion, Enddfito, Explantes, Oxidacion.
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ABSTRACT

Soursop is a fruit crop of high economic and nutritional value in Ecuador; however,
its in vitro propagation presents significant challenges due to high microbial
contamination and phenolic oxidation. The main objective of the present study was
to evaluate the effect of Aloe vera gel as a disinfectant and phytoregulatory agent in
the micropropagation of soursop nodal segments, seeking to optimize existing
protocols. Different disinfection protocols were established using concentrations of
Aloe vera gel at 10%, 15% and 20% contrasting with a 1% sodium hypochlorite
(NaClO) solution. The results indicated that Aloe vera gel partially reduced fungal
contamination; However, control for bacterial contamination or prevention of
oxidation was not possible, which resulted in the nonviability of the explants.
Likewise, a phytoregulatory effect was not observed, since the load due to
endophytic contamination was persistent, which made the development of shoots
impossible. Sodium hypochlorite (NaClO) at 1% showed better control in reducing
fungal contamination with 92% of explants free after 21 days of evaluation;
However, it did not control oxidation or bacterial contamination. Through this
research, it was proven that the Aloe vera gel did not present zero contamination in
the explants, nor a control of phenolic oxidation, since to evaluate the effect as a
phytoregulator it is necessary to have adequate physical conditions of the plant
tissue that allow the development of explants.

Key words: Annona muricata, Contamination, Endophyte, Explants, Oxidation.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes del problema

La guandbana (Annona muricata L.) es una especie que presenta gran
popularidad en la industria agricola y farmacéutica debido a sus propiedades
nutricionales, delicioso sabor y contenido en calcio, fosforo, vitaminas y fibra.
Ademas de sustancias como las acetogeninas con actividad citotéxicas en células
cancerigenas (Echenique y Mollo, 2020).

Este cultivo esta restringido por su método de reproduccion por semillas. La
aplicacion de la tecnologia de cultivo de tejidos in vitro para la propagacion masiva
de arboles promisorios surge como una alternativa viable para incrementar la
disponibilidad de plantas para el desarrollo de plantaciones en campo (Echenique
y Mollo, 2020).

El gel de Aloe vera tiene un efecto inhibitorio con propiedades que ayudan a
prevenir la contaminacién como en el crecimiento micelial de Colletotrichum musae;
Navarro et al. (2019) demuestran que la aplicacion de gel de Aloe vera funciona
como un fungicida que tiene una capacidad del 81% de inhibicion en Colletotrichum
musae con 2.0 ml de Aloe vera, presenta una leve resistencia, por lo que se
recomienda ampliar la investigacion con el uso de gel de Aloe vera.

En las técnicas de cultivo in vitro es esencial el uso de agentes solidificantes
como el agar en complemento con los reguladores de crecimiento, por lo que
presentan una gran demanda y sus costos son elevados, por lo cual disminuye la
propagacion masiva de plantas; Despaigne (2021) demuestra que el gel de Aloe
vera tiene potencialidades para ser utilizado como sustrato en el cultivo in vitro de
Coffea canephora y se recomienda utilizar dosis de 0.5 ml para mejores resultados
y asi poder sustituir el uso de gel convencional por el gel de Aloe vera, ya que
proporciona un medio nutritivo para el crecimiento de los tejidos vegetales.

1.2 Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

El cultivo de guandbana se puede propagar a través de semillas o
propagacion vegetativa, pero presenta dificultades a través de su reproduccién por
semillas limitando su produccién, con variaciones en la calidad del fruto, altura y
con produccion tardia (Echenigue y Mollo, 2020).

La iniciacién o establecimiento in vitro de guanabana se ha visto afectada

debido a la contaminacién por hongos y bacterias, ademas de presentar problemas
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por la oxidaciéon fendlica de los explantes, por o que se debe realizar mas
investigaciones en cada una de estas etapas de micropropagacion (Cruz et al.,
2020).

El gel de Aloe vera posee accidn antimicrobiana porque esta compuesto por
saponinas, flavonoides, taninos, &cido ascorbico, entre otros compuestos que han

permitido comprobar su efectividad fungistatico en el control de Colletotrichum
gloeosporioides (Peralta et al., 2023).

1.2.2 Formulacién del problema

¢, Cudl es el impacto que ejerce el extracto de Aloe vera en los protocolos de
desinfecciébn y medios de cultivo en el establecimiento in vitro de segmentos
nodales de guanabana?

1.3 Justificacion de la investigacion

Los productos agricolas tienen una considerable demanda debido al gran
consumo en Ecuador. Entre ellos, el cultivo de frutales es de interés comercial por
su aporte en vitaminas y minerales, por lo cual el desarrollo de técnicas de cultivo
in vitro se implementa en arboles frutales como en el cultivo de guanabana, en
particular, destaca por su valor nutricional y sus beneficios para la salud.

La técnica de propagacion in vitro es de gran utilidad porque permite el
cultivo de tejido para la obtencién de plantulas con caracteristicas adecuadas y
sanidad de esta especie (Annona muricata), ya que las semillas son recalcitrantes,
lo que se traduce en un prolongado periodo de germinacion y una elevada
susceptibilidad a enfermedades y plagas.

Para la obtencion de plantas sanas y libres de agente microbianos el cultivo
in vitro es una técnica muy utilizada que consiste en cultivar plantas en un medio
aséptico que permiten a su vez controlar dentro de un frasco de vidrio.

El gel de Aloe vera posee una importante capacidad antimicrobiana porque
estd compuesto por antraquinonas que se encargan de la proteccion contra
patogenos, sobre todo tiene la capacidad de actuar como un fitorregulador natural
por la presencia de gibelinas y acido salicilico.

1.4 Delimitacién de la investigacion
Espacio: Esta investigacion se desarrollo en el laboratorio de biotecnologia,
Campus Universitario “Dr. Jacobo Bucaram Ortiz” Guayaquil.

Tiempo: La elaboracion del proyecto tuvo una duracion seis meses
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Poblacién: Este trabajo de investigacion fue dirigido a los fruticultores principal
productores a nivel nacional del cultivo de guanabana.
1.5 Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano y propagativo con gel de Aloe vera en el
crecimiento de plantas in vitro de segmentos nodales de guanabana.
1.6 Objetivos especificos

eEstablecer protocolos de desinfeccion y de propagacion para explantes de
guanabana in vitro.

eEvaluar el efecto antimicrobiano del extracto de Aloe vera en la desinfeccion
de explantes de guanabana in vitro.

eAnalizar el impacto fitorregulador del extracto de Aloe vera en la
propagacion de explantes de guanabana en condiciones controladas.
1.7 Hipotesis

Uno de los protocolos utilizado reduce la contaminacion de los explantes a
nivel in vitro y el tipo de medio de cultivo influye en el crecimiento vegetativo de los

segmentos.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Estado del arte

El gel de Aloe vera presenta una capacidad biofungica. se puede comprobar
en la investigacion de Reyes (2022) que el uso de jabdn liquido povidona, 10% p/v
gel Aloe vera, alcohol al 70%, 1.25% v/v NaClO es el protocolo de desinfeccidbn méas
eficaz, mostrd resultados favorables como el nimero y tamafio de explantes
adecuados, asi como la baja contaminacion del 3% y una mortalidad del 10% a los
28 dias post-siembra, lo que permite el adecuado desarrollo de los explantes de
babaco in vitro. Existen diversos productos utilizados que son a base de
fitorreguladores sintéticos, aunque estos presentan dificultades para ser adquiridos,
para ellos se ha presentado como alternativa el uso de especies vegetales que
tienen la capacidad de actuar como un fitorregulador natural en la propagacion de
otras especies, Esto indicaron Tucuch et al. (2022) con el uso del gel de Aloe vera
para produccion de plantulas de Capsicum Chinense; dio como resultado un
desarrollo radicular del 18%, con una altura y biomasa fresca total alrededor del
13% el didametro del tallo y numero de hojas.

Establecer protocolos efectivos de desinfeccion para controlar la
contaminacion por microorganismos endofitos representa un reto considerable en
los cultivos in vitro. Segun Rodriguez et al. (2021), estos microorganismos endofitos
pueden permanecer en estado latente dentro de los tejidos vegetales y se activan
en respuesta a la senescencia o el estrés del hospedador. El uso de antibiético en
los protocolos de desinfeccion ha permitido un control de la contaminacion
bacteriana conforme a lo investigado por Echenique y Huanca (2022), donde el
antibiotico Eritromicina ayuda a minimizar las pérdidas ocasionadas por bacterias,
ademas Garcia y Comstock (2018) indican que el uso de antibiético al controlar la
bacteria, tienen menor capacidad de competir, dejando recursos disponibles para
gue los hongos puedan proliferar y multiplicarse.

Segun Jaramillo et al. (2017) sobre el efecto biofungicida del gel de Aloe
vera, en el agente causal de la sigatoka negra en Musa , donde los resultados
arrojaron que el gel de Aloe vera presentd una moderada actividad antifungica en
el crecimiento Micelial de Mycosphaerella fijiensis con un porcentaje de inhibicién
Micelial del 44.84% a diferencia del testigo con un PIM del 73.10% , por lo que

indica el autor que el extracto podria ser adecuado para el control de Sigatoka



20

Negra y que es importante experimentar con diferentes concentraciones a las ya
estudiadas.

En la propagacion in vitro de guanabana es esencial, porque permite un
mayor numero de plantas para el establecimiento de cultivos en campo para
obtener plantas con caracteristicas deseadas, por lo que es importante desarrollar
protocolos eficientes para el establecimiento in vitro, porque este cultivo presenta
dificultades en este proceso. Mongelos et al. (2020) Indicaron que el hipoclorito de
sodio al 5%, con un tiempo de inmersion de cinco minutos presentd un 62.5% de
explantes viables y un 37.5% de contaminacion por hongos y bacterias, respecto a
la oxidacién se constat6 que el protocolo aplicado, dio un 100% en la oxidacion en
diferentes niveles, asociadas a los compuestos fendlicos por lo que se concluye
gue no esta relacionado a los protocolos de desinfeccién. Ademas, Se puede
comprobar el comportamiento de inhibicion con la ayuda del extracto de Aloe vera
frente a la bacteria Sthaphylococcus aureus con concentraciones de 40 y 50% con
halos de inhibicién de 4.22 mm y 9.34 mm, permitié inhibir esta bacteria en un
periodo de 24 horas, esta capacidad inhibitoria es atribuida a las antraquinonas y
al acemanano (Hernandez y Nieto, 2018).

El uso de reguladores de crecimiento para la propagacion in vitro es esencial,
porque estos estimulan el desarrollo de explantes. Segun Lépez (2018), el uso de
fitohormonas como ANA y AIB permiten el enraizamiento de esquejes de
guanabana, para el aumento de plantas propagadas, aplicaron un tratamiento T2
en concentracion de 3000 mg/Kg demostraron un resultado FC (83%), PE (75%),
NR (2.3), NB (2.44) y LB (2.50 cm) con resultados superiores en comparacion con
los otros tratamientos.

Se comprobé que la aplicacién de extracto de Aloe vera tiene eficacia al 4%
y 6% dio como resultado valores de (15 — 16 cm) en altura de la planta, (6- 7) # de
hojas y (0.7 — 0.8 mm) didmetro del seudo tallo , para el nimero de raices el 6%
del uso de Aloe vera obtuvo (ocho raices), y para la longitud de las raices las
aplicaciones foliares con el 4 y 6% de Aloe vera los mejores resultados con (13 cm.)
tuvo efectividad en el enraizamiento de vitro plantas de banano por las propiedades
nutricionales que presenta el gel de Aloe vera, también se verificod que el uso de gel
de Aloe vera permite proporcionar un buen desarrollo a las plantas , por la presencia

de triptéfano que es precursor del acido indol-3-acético en la que se puede
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encontrar fitohormonas esenciales como auxinas y giberelinas , que promueven la
divisiéon celular (Garcia et al., 2020).
2.2 Bases teoricas

2.2.1 Importancia de la guanabana en el Ecuador

Existe un gran reto para la exportacion de productos agricola no tradicionales
dentro un mercado globalizado, sin embargo, el poder iniciar dentro de este
mercado ha tenido una historia que incluye la transformacion desde la parte rural
hasta politica, social y cultural (Triviiio, 2018).

En el Ecuador el cultivo de guanabana es muy apetecido por sus costos
dentro del mercado. Es uno de los principales cultivos en las provincias como Santa
Elena y Guayas, en algunos sitios esta tecnificado; en las comunidades del sur de
Manabi y parte de Santo Domingo de los colorados se dedican a recolectar esta
fruta de forma organica, lo que indica que es un cultivo de gran importancia en el
Ecuador (Baquerizo, 2023).

2.2.2 taxonomia de la guandbana (Annona muricata)

En la taxonomia de la guanabana (Annona muricata) pertenece al reino
vegetal y se encuentra en la division Spermatophytia, que agrupa a las plantas que
producen semillas. Ademas, es una angiosperma, lo que significa que es una planta
con semillas que produce flores. En la clasificacion de las angiospermas, se
encuentra en la clase Dicotiledonea, en la subclase Archychiarnydeae. El orden al
gue pertenece es Ranales, y se ubica en la familia Anonaceae. La guanabana se
agrupa bajo el género Annona y se identifica como la especie Muricata (Meza y
Bautista, 2004).

2.2.3 Descripciéon morfolégica

2.2.3.1. Raiz

El rizoma es ramificado y firme, extendiéndose en un principio alrededor del
tronco a una profundidad aproximada de 30 cm. El sistema de raices se expande,
con la capacidad de soportar raices de hasta un metro de profundidad en suelos
Optimos durante periodos secos (Ayon et al., 2023).

2.2.3.2. Tallo

Los tallos viejos son gruesos, de color marrén claro, compactos, sin lentes 'y
rumiantes; Los tallos jéovenes son regordetes, verdes, compactos, pubescentes,
rodeados por una capa de pelos simples, densos, transparentes, flexibles y sin

glandulas (Baquerizo, 2023).
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2.2.3.3. Hojas

Hojas elipticas-ovaladas, de 2 a 6 cm de ancho, de 6 a 12 cm de largo, por
lo general puntiagudas en la punta, afiladas o ligeramente redondeadas en la base,
de color verde oscuro, brillantes en la parte superior (Teran et al., 2019).

2.2.3.4. Flor

Sus flores son solitarias, tripartitas, perfectas; Tallos regordetes, curvos y
pubescentes rodeados por una gruesa capa de pelos transparentes, de hasta 6-9
mm de largo. Caliz trilobulado, triangular, coridceo a carnoso, marron oscuro por
fuera, verde lechoso por dentro, vena principal no distinta, 4-6 mm de largo, 4-5 mm
de ancho, rama de 7-10 mm de didmetro durante la floracion. Corola 3(-6)
lobuladas, bilobuladas, l6bulos deltoides carnosos, marron oscuro distalmente
conicos. Tiene muchos estambres. El superovario consta de muchos carpelos
contiguos o continuos; estilo carnoso, sésil o peciolado (Leiva et al., 2018).

2.2.3.5. Fruto

Es un fruto de la familia Annonaceae. Es de color verde, ovalado, cubierto
de puas muy especiales, la pulpa es blanca, dulce, fragante y el hueso es liso y
negro, su diametro puede alcanzar los 50 cm y el peso puede alcanzar los tres
kilogramos; Su origen no esta claro, pero es tradicional en algunos paises
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

2.2.3.6. Condiciones ambientales

2.2.3.6.1. Luminosidad.

Este frutal requiere de gran iluminacion, porque cuando las plantas se
desarrollan bajo sombra se elongan y trastornan su correcto crecimiento. luz
minima requerida es de 2000 horas de luz/afio (Orlando et al., 2016).

2.2.3.6.2. Temperatura.

La temperatura es un factor clave para el desarrollo y la produccion de las
plantas de guanabana esta especie resistente al frio requiere un clima mas tropical,
hamedo y célido (23 a 30°C) caracterizado por altitudes inferiores a los 1000 m
sobre el nivel del mar (Sierra et al., 2022).

2.2.3.6.3. Precipitacion.

1200 a 1500 mm / afo

Altitud: 300 a 700 msnm (Anaya et al., 2021).



23

2.2.3.6.4. Humedad relativa.

En el cultivo de guandbana la humedad relativa alta puede provocar que sea
mas susceptible a la antracnosis, logrando dafios en la cosecha, mientras que una
humedad relativa baja, afecta la polinizacion y niveles de produccion (Orlando et
al., 2016).

2.2.3.6.5. Suelos.

La guanabana es una planta que prefiere la luz solar directa, se adapta bien
a suelos humedos y ricos en humus, pero también puede crecer en suelos arenosos
y arcillosos. Ademas, tiende a prosperar en suelos con abundantes nutrientes
(Leiva et al., 2018).

2.2.3.7. Principales enfermedades de la guanabana

2.2.3.7.1. Diplodia (Diplodia Sp).

La pudricién de la raiz es una enfermedad provocada por varios hongos
fitopatégenos entre ellos Diplodia sp., se suele desarrollar en suelos pesados, mal
drenados y con un alto contenido de materia organica. Este hongo se adaptada a
la alta humedad, lo que lo hace mas notorio durante la temporada de lluvias (Davila
et al., 2016).

2.2.3.7.2. Antracnosis (Colletotrichum gloesporioides Penz).

Esta enfermedad es de importancia econémica porgue causa necrosis y
pérdida de brotes, hojas, inflorescencias y frutos durante todo el afio. En la
inflorescencia se desarrollan lesiones marrones o negras en los pétalos, lo que
provoca la caida temprana de los pétalos y la desaparicion completa de la
estructura floral (Ayén et al., 2023).

2.2.4 Propagacion

2.2.4.1. Sexual

La reproduccion sexual es el método primordial para propagar la guanabana
(Annona muricata). Se recomienda obtener semillas de frutas provenientes de
arboles sanos y productivos. Los arboles jévenes pueden ser trasplantados al area
de siembra permanente cuando alcanzan una edad de aproximada de tres meses
(Tencio, 1992).

2.2.4.2. Asexual

El método de propagaciéon asexual mas frecuente es el injerto, con un énfasis

especial en el injerto de yema y el injerto de enchapado. Ademas, los métodos de
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corona y pua lateral son con frecuencia utilizados de forma comercial (Bonilla,
2022).

2.2.4.3. Injerto

El injerto es un método que se utiliza con frecuencia en la agricultura para
combinar dos partes distintas de una planta: la parte aérea en desarrollo de la planta
(injerto), y el sistema radicular (patrén). La técnica de injerto por empalme, también
conocida como injerto convencional, se distingue por su alta velocidad y capacidad
para completar un nimero importante de injertos en una sola hora (Alomia et al.,
2022).

2.2.4.4. Estacas

Las estacas tienen un papel esencial, ya que los esquejes de este frutal en
estado juvenil ofrecen una serie de beneficios, que incluyen mayor productividad,
uniformidad en las plantaciones, simplicidad en el procesamiento y la capacidad de
replicar genotipos distintivos. Ademas, permite que la reproduccién comience antes
de la madurez del arbol, lo que resulta beneficioso para preservar genotipos
idénticos a la planta madre y es un proceso comun en la horticultura que permite
obtener un mayor nimero de plantas (Pérez et al., 2018).

2.2.5 Micropropagacion in vitro

El método mas relevante para el cultivo de tejidos vegetales es la
micropropagacion. El cultivo de meristemas puede dar como resultado plantas
genéticamente idénticas a la planta madre, gran escala de especies de alto valor,
especies en peligro de extincion y nuevas variedades o especies con reproduccién
natural limitada (Gonzales et al., 2019).

2.2.5.1. Etapas del cultivo in vitro

2.2.5.1.1. Fase O: Preparacion de la planta madre.

Se debe elegir una planta con buenas caracteristicas en salud, vitalidad e
intensidad al estrés (es decir, resistente a enfermedades causadas por hongos y
virus) de esta manera se obtienen cultivos libres de contaminacién (Luna et al.,
2023).

2.2.5.1.2. Fase 1: Desinfeccion del material.

En la fase de desinfeccion para propagacion in vitro de guanabana los
explantes fueron sometidos a un pretratamiento mediante la aspersion de Captan
2.0 g/l, Benomilo 1.0 g/l y Estreptomicina 2.0 g/l. En el laboratorio se lavan los

explantes con agua corriente y jabon, se sumerge la muestra vegetal en alcohol al
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70% durante dos minutos. Se sumerge en una solucion de NaClO al 30% durante
15 minutos y se enjuaga cuatro veces con agua destilada estéril para sumergir la
muestra en acido ascorbico al 1% durante una hora (Cruz et al., 2020).

2.2.5.1.3. Fase 2: Introduccion de material in vitro.

En la fase dos para la Introduccion de material in vitro después de que se
realiza la desinfeccidn superficial, se debe colocar en un medio estéril el material
vegetal seleccionado, con el fin de mantener el proceso de forma aséptica. Entre
una semana o 15 dias, se da un proceso de germinacion o regeneracion de nuevos
tejidos vegetales, es asi como inicia el proceso del cultivo in vitro (Cabral et al.,
2022).

2.2.5.1.4. Fase 3: Multiplicacién.

En la etapa de multiplicacién de Quishuar Las semillas o parte vegetativa no
deben tener fragmentos de plantas de 2-3 cm de largo. Se utilizan diferentes medios
(MS o WPM) para transferir los fragmentos, con o sin el uso de hormonas. Las
hormonas BAP (benciladenina) y acido giberélico AG3 a 0.5 g/l y 0.1 g/l, esperando
de esta forma el desarrollo de nuevos brotes, para subcultivar a otro medio de
cultivo especifico (Jiménez et al., 2020).

2.2.5.1.5. Fase 4: Enraizamiento.

Durante esta fase de enraizamiento se utiliza un medio semisélido que
contiene la mitad de la concentracion de sales y otros complementos para estimular
la formacion de raices, con el objetivo de promover y facilitar el proceso de
enraizamiento en el cultivo in vitro (Jiménez et al., 2019).

2.2.5.1.6. Fase 5: Aclimatacion.

La fase de la aclimataciéon en medios de cultivo para la propagacion en
entornos in vitro se refiere a la adaptacion de las plantas, ya que algunas de estas
suelen tener estomas que no funcionan de forma adecuada y cuticulas poco
desarrolladas, por lo que esta fase es crucial. Esto se debe a la alta humedad
relativa en los frascos de cultivo y a la limitada fotosintesis que ocurre en estas
condiciones. Estos explantes son mixotréficos en cultivo in vitro, lo que significa que
apenas realizan fotosintesis y obtienen la mayor parte de su carbono organico de
los azucares afiadidos al medio de cultivo. Por lo tanto, antes de trasplantarlas a
condiciones exteriores, es necesario someterlas a un proceso de aclimatacion
gradual, que incluye proteccion contra la luz y regulacion de la transpiracion de las

estomas y la cuticula (Espinosa et al., 2019).
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2.2.6 Medios de cultivo

Los medios de cultivo para propagacion in vitro son soluciones disefiadas
para brindar condiciones nutricionales controladas a las plantas. Su utilidad abarca
la multiplicacion eficiente de plantas a partir de material vegetal, la produccién de
plantas de alta calidad libres de enfermedades, la conservacion del germoplasma,
la manipulacién genética y la investigacion cientifica en biologia vegetal. En
resumen, estos medios son herramientas esenciales en la propagacion y mejora de
plantas, asi como en la investigacion y aplicacion de la biotecnologia vegetal (Flores
et al., 2017).

2.2.6.1. Reguladores de crecimientos

Las fitohormonas son compuestos producidos por las plantas que
desempefian un papel importante en la regulacion de diversas funciones a nivel
celular. Estas sustancias, presentes en concentraciones bajas, contribuyen a la
regulacion fisiologica de la planta, incluyendo procesos como el crecimiento,
desarrollo, elongacion, floracién y fructificacion. En la propagacion de plantas, se
utilizan citoquinas, auxinas, giberelinas y brasinoesteroides como reguladores de
crecimiento. Estos compuestos son sintetizados quimicamente y se emplean en la
propagacion in vitro. A menudo, estos reguladores de crecimiento sintéticos son
mas potentes que las fitohormonas (Alcantara et al., 2019).

2.2.6.2. Auxinas

Las auxinas son fitohormonas que desempefan un papel importante en el
alargamiento y division de las células, la formacion de tejidos, la respuesta a
estimulos como la luz y la gravedad (tropismos), la reduccion de la caida de
organos, la promocion de la formacion de raices adventicias, la induccién de la
diferenciacion vascular y el control del crecimiento de los brotes apicales (Ventura
et al., 2020).

2.2.6.3. Citoquininas

La combinacién de citoquininas en concentraciones mas bajas y en un
menor numero de subcultivos promueve la formacion de yemas adventicias, su
multiplicacion y regeneracion, lo que permite emplearlo en programas de mejora
genética en bananos. La citoquinina mas utilizada es la 6-Bencilaminopurina (6-
BAP), que favorece la generacién de nuevos brotes. la citoquinina concentraciones
elevadas, puede limitar el crecimiento y aumentar la aparicion de plantas con

caracteristicas no deseadas (Bermudez et al., 2019).
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2.2.6.4. Acidos giberélicos

El acido giberélico a diversos cultivos ha demostrado ser un regulador
vegetal clave con efectos beneficiosos sobre el crecimiento y la resistencia a
condiciones adversas. Sin embargo, el efecto puede variar en funcion de varios
factores, segun la especie, el momento de aplicacion y la concentracion utilizada.
Se ha demostrado que la aplicacion poscosecha de cultivos de hortalizas y frutas
mejora la resistencia al estrés por congelacion durante el almacenamiento (Palma
et al., 2022).

2.2.6.5. Etileno

El etileno es una fitohormona esencial relacionada con la expansion vy
multiplicacion de las células, lo que provoca un estimulo en el crecimiento de las
plantas. Interviene en procesos vitales como el desarrollo de las flores, la
maduracion de los frutos y la respuesta a situaciones de estrés bidtico y abiotico.
Ademas, el etileno es conocido por su capacidad de acelerar la senescencia de los
tejidos y la caida de 6rganos vegetales (Ventura et al., 2020).

2.2.6.6. Acido abscisico

Interviene en la germinacion de las semillas, la division celular, la regulacion
de la estructura de las raices, el control de la apertura y cierre de las estomas, la
induccion de la dormancia de las semillas y la respuesta a diversos tipos de estrés,
como la salinidad, la sequia y la radiacion (Ventura et al., 2020).

2.2.7 Sabila (Aloe vera)

El Aloe vera es una planta suculenta que contiene propiedades esenciales,
utilizada desde hace miles de afos, por varias industrias entre ellos la medicina,
cosmetologia, farmacéuticas. Esta planta es cultivada en muchas partes del mundo,
por sus beneficios.

2.2.7.1. Morfologia

El Aloe vera es una planta que consta de raiz, tallo, hojas y flores durante su
periodo de floracion. Sus hojas crecen en forma de roseta alrededor del tallo y estan
protegidas por espinas. La estructura de las hojas incluye una corteza exterior
cubierta por una pelicula cuticular, que representa entre el 20% y el 30% del peso
total de la planta y puede variar en color. En el centro de la hoja esta el parénquima
0 gel, que constituye un aproximado entre el 65% y el 80% del peso total de la
planta. Durante la floracion, el tallo central produce racimos de flores tubulares

amarillas o rojas (Grindlay y Reynolds, 1986).
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2.2.7.2. Composicién quimica

El Aloe vera se caracteriza por su composicion quimica, que incluye
constituyentes fenolicos como cromonas y antraquinonas, como la aloensina,
algunas antraquinonas contenidas en la aloina con efectos antiviral y con
sustancias beneficiosas como saponinas, taninos, heterdsidos antracénicos,
esteroles, triacilglicéridos, aminoacidos, ARN, trazas de alcaloides, vitaminas
(Fernandez et al., 2012).

2.2.7.3. Obtencion del gel

Existe el método de separacion mecanica y manual y frotacién de las hojas
para la obtencion del gel de Aloe vera que consiste en cortar las hojas por sus orillas
se separa de forma manual una de las caras, para luego proceder a raspar con una
malla de acero. Este proceso es de bajo rendimiento y facil, pero la separacion
provoca que, en ocasiones, el material vegetal presente en las paredes de las hojas
entre en contacto con el gel reduciendo la calidad (Fernandez et al., 2012).
2.3 Marco legal

La siguiente investigacion se fundamenta en bases legales como leyes y
normas indicando el capitulo tercero de la constitucion de la Republica del Ecuador.
Asimismo, la Ley Orgéanica de agrodiversidad, semillas y fomento de la agricultura
sustentable y La ley Organica de sanidad agropecuaria.

2.3.1 Constitucién de la Republica del Ecuador (2008)

Art. 281.- La soberania alimentaria constituye un objetivo estratégico y una
obligacion del estado para garantizar que las personas, comunidades,
pueblos y nacionalidades alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y
culturalmente apropiados de forma permanente. Para ellos, sera
responsabilidad del estado: 3. Fortalecer la diversificacion y la introduccién
de tecnologias ecoldgicas y organicas en la produccion agropecuaria.

8. Asegurar el desarrollo de la investigaciéon cientifica y de la innovacion
tecnolégica apropiadas para garantizar la soberania alimentaria.

9. Regular bajo normas de bioseguridad el uso y desarrollo de biotecnologia,
asi como su experimentacion, uso y comercializaciéon (Constitucion de la
Republica del Ecuador, 2008, Art. 281).

2.3.2 Ley Orgéanica de Agrobiodiversidad, Semillas y Fomento de la
Agricultura Sustentable

Art 1.- Objeto. La presente Ley tiene por objeto proteger, revitalizar,
multiplicar y dinamizar la agrobiodiversidad en lo relativo a los recursos
fitogenéticos para la alimentacién y la agricultura; asegurar la produccion,
acceso libre y permanente a semillas de calidad y variedad, mediante el
fomento e investigacién cientifica y la regulacién de modelos de agricultura
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sustentable; respetando las diversas identidades, saberes y tradiciones a fin
de garantizar la autosuficiencia de alimentos sanos, diversos, nutritivos y
culturalmente apropiados para alcanzar la soberania alimentaria y contribuir
al Buen Vivir o Sumak Kawsay (p. 9).

Art 17.- De las zonas de agrobiodiversidad. La Autoridad Agraria Nacional,
en coordinacion con la Autoridad Ambiental Nacional, los Gobiernos
Autonomos Descentralizados Provinciales, institutos publicos de
investigacion y centros de educacion superior, identificaran con la
participacion de los productores y organizaciones sociales, las areas de
agrobiodiversidad que fortalezcan la proteccion, conservacién, manejo y uso
sostenible de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura,
para garantizar la soberania alimentaria (Asamblea Nacional del Ecuador,
2017, Art. 1, 17).

2.3.3 Ley Orgéanica de Sanidad Agropecuaria

Art 1.- Objeto. - La presente Ley regula la sanidad agropecuaria, mediante
la aplicacion de medidas para prevenir el ingreso, diseminacion y
establecimiento de plagas y enfermedades; promover el bienestar animal, el
control y erradicacion de plagas y enfermedades que afectan a los vegetales
y animales y que podrian representar riesgo fito y zoosanitario (p. 3).

Art 4.- De los fines. - La presente Ley tiene las siguientes finalidades:

a) Garantizar el ejercicio de los derechos ciudadanos a la produccién
permanente de alimentos sanos, de calidad, inocuos y de alto valor nutritivo
para alcanzar la soberania alimentaria;

c) Fortalecer el vinculo entre la produccion agropecuaria y el consumo local
mediante la tecnificacion de los procesos fito y zoosanitarios de control y
aseguramiento de la calidad de los productos agropecuarios (p. 4).

Art 22.- De las medidas fitosanitarias. - Para mantener y mejorar el estatus
fitosanitario, la Agencia de Regulacion y Control, implementara en el territorio
nacional y en las zonas especiales de desarrollo econémico, las siguientes
medidas fitosanitarias de cumplimiento obligatorio:

b) Campafias de sanidad vegetal, de caracter preventivo, de control y
erradicacion;

c) Diagndéstico, vigilancia y notificacion fitosanitaria de plantas y productos
vegetales;

d) Tratamientos de saneamiento y desinfeccién de plantas y productos
vegetales, instalaciones, equipos, maquinarias y vehiculos de transporte que
representen un riesgo fitosanitario (Asamblea Nacional del Ecuador, 2017,
Art. 1, 4, 22).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Enfoque de lainvestigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

Este proyecto es de tipo experimental, se aplicé enfoques explicativo y
correlacional, ya que se midi6 mas de una variable, para ayudar a describir de una
forma més profunda, eficiente el estudio que se realizd, para tener un mejor
desarrollo del proyecto y enriquecer la compresion del caso de estudio.

3.1.2 Disefio de investigacion

3.1.2.1. Investigacion descriptiva

Se recolectd datos relevantes procedente de otras investigaciones
realizadas, relacionadas con el tema de investigacion que aport6 a los objetivos de
este estudio, para obtener un analisis de datos, con el fin de comprender de una
mejor forma el caso a estudiar.

3.1.2.2. Investigacion explicativa

Se presento con detalles los sucesos dentro del desarrollo del estudio para
conocer mas acerca del proyecto, de esta manera llegar a una correcta conclusiéon
que permitié replicar el estudio con el fin de dar nuevos puntos de vistas y aportar
a las investigaciones experimentales realizadas.

3.1.2.3. Investigacién experimental

En esta investigacion se utilizo las variables independientes que determiné
el efecto en las variables dependientes lo que permitié una investigacion mas
precisa, ya que se basa en el andlisis estadistico, con el fin de aceptar o rechazar
una hipotesis, donde se aplicé tratamientos para la desinfeccién y medios de cultivo
en los segmentos nodales de guanabana.
3.2 Metodologia

3.2.1 Variables

3.2.1.1. Variable dependiente para fase | de protocolos de desinfeccion

Utilizacién de protocolos para la desinfeccion de segmentos nodales de
guanabana mediante la desinfeccion con gel de Aloe vera y productos
convencionales.

3.2.1.2. Variable independiente para fase Il de medios de cultivo

En las variables independiente se empled el uso de fitohormonas de gran
importancia como las sintéticas: giberelina (GA3), citoquinina (6-BAP) Auxinas (2,4-

D) y organicos presentes en el gel de Aloe vera que se aplicé en los medios de
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cultivo para los tratamientos que se utiliz6 como estimulantes en el desarrollo
vegetativo de segmentos nodales de guanabana.

3.2.1.2.1. Porcentaje de contaminacion (%).

Para medir la variable de contaminacion se observo de forma detallada cada
uno de los frascos con el objetivo de registrar la presencia o ausencia de
microorganismos patégenos como bacterias y hongos, con la siguiente férmula
establecida por (Borges y Estrada, 2009).

nuimero de muestras contaminadas

PC = X 1
¢=( total de muestras ) 00

3.2.1.2.2. Porcentaje de oxidacién (%).

Con el fin de determinar la oxidacion presente en los explantes para esta
variable se procedid a inspeccionar y a registrar en una libreta de laboratorio la
presencia o ausencia de oxidacion, para los protocolos de desinfeccion como para
el establecimiento de medios de cultivo, estos datos se obtuvieron por medio de la
aplicacion de la siguiente formula establecida por (Borges y Estrada, 2009).

namero de tejidos dafiados por oxidacion

P0=( )XlOO

total de tejidos analizados

3.2.1.2.3. Porcentaje de explantes viables (%).

Se llevo un registro de los explantes viables para procesos de desinfeccion
y medios de cultivo del numero de explantes viables; es decir, la cantidad de
explantes que mostraron un desarrollo saludable, con la siguiente férmula
establecida por (Borges y Estrada, 2009).

namero de explantes con crecimiento saludable
total de explantes analizados

PEV = ( ) X 100

3.2.1.3. Variable dependiente para fase Il de medios de cultivo

3.2.1.3.1. Numero de brotes.

Se realiz6 un conteo del nimero de brotes o yemas que se desarrollo a partir
de los tejidos vegetales cultivados, este proceso se realizo a intervalos especificos
(periodos de 7,14,21,28 dias).

3.2.1.3.2. Tamaiio del explante (cm).

Se llevé a cabo la medicion con una regla, la cual se extendié desde la base
hasta el punto méas alto de los brotes en crecimiento, con el fin de recolectar los

datos de una forma mas precisa (periodos de 7,14,21,28 dias).
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La eleccion de los ensayos establecidos en el presente estudio responde a
la necesidad de optimizar los protocolos de desinfeccion para la propagacion de
explantes de guanabana y asi identificar el protocolo adecuado que garantice el
desarrollo del tejido vegetal. Los protocolos fueron formulados con el objetivo de
identificar las concentraciones y tiempos de inmersion mas efectivas de agentes
desinfectantes y condiciones de tratamiento, para reducir la contaminacion fungica,

bacteriana, prevenir la oxidacion y asegurar una alta viabilidad de los explantes

(Tabla 1)
3.2.2 Tratamientos
Tabla 1.
Pre ensayos para protocolos de desinfeccion
N# de
protocolos Tratamientos
1 3 gotas /1L Tween 20 (10 min) + Alcohol 70% (30 seg) +1% NaClO (10 min) y
(8 min)
2 0.15 g/L Acido citrico (10 min) +3 gotas /1L Tween 20 (10 min) + 10%,15%

y 20% Aloe vera (30 min) + 70% Alcohol (30 seg) +1% NaClO (10 min)

0.15 g/L Acido citrico (10 min) +2 g/L Fosetyl aluminiun (5min) +3 gotas /1L
3 Tween 20+ 3ml/L povidona (10 min) + 10%,15% y 20% Aloe vera (30 min) +
70% Alcohol (30 seg) +1% NaClO (10 min)

Acido citrico 0.1 g/L (10 min) + 6 ml/L Axozystrobin (15 min), (20 min) +
4 Tween 20+ 3 ml/L povidin (10 min) + 10% Aloe vera (30 min) + 70% Alcohol
(30 seg) +1% NaClO (10 min)

0.15 g/L Acido citrico (10 min) + 2.0 g/L Captan (5 min) + Tween 20+ 3ml/L
5 povidin (10 min) + 10% y 20% Aloe vera (30 min) + 70% Alcohol (30 seg) +1%
NaClO (10 min)

0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10 min) +8 ml/L
6 Axozystrobin (8 min) +2.0 g/L Fosetyl aluminiun (5min) + 20% Aloe vera (5
min) + 70% Alcohol (1 min) +1% NaClO (5 min) +5 ml/L Hidréxido de sodio

0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10 min) +6 ml/L
Axozystrobin+2.0 g/L Fosetyl aluminiun (5min) +3 gotas Tween 20+ 3 ml/L

/ povidin (10 min) + 10%,15% y 20% Aloe vera (15 min) + 70% Alcohol (1 min)
+1% NaClO (10 min) +5 ml/L Hidréxido de sodio
0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10 min) +4.0 g/L Captan
8 (5min) +0.5 g/L Riflaxina (5 min) + 1% NaClO (8 min) +5 ml/L Hidroxido de
sodio
9 10 ml/L Axozystrobin+2.5 g/L Fosetyl aluminiun (8 min) + 1.40 g/L Riflaxina
(8 min) +3ml/L povidona (3 min) + 1% NaClO (8 min) +4 g /L Cisteina
10 10 ml/L Axozystrobin (5 min) +2.5 g/L Fosetyl aluminiun (8 min) + 1.40 g/L
Riflaxina (8 min) +4 g /L Cisteina
8.0 ml/L Axozystrobin (24 h) +2.0 g/L Fosetyl aluminiun (24 h) + 0.5 g/L
11 Riflaxina (10 min) + 20% Aloe vera (3 min) +3 % NaClO (10 min) +4 g /L

Cisteina

Elaborador por: La Autora, 2024
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La seleccién de los medios de cultivo se orientd a la optimizacién de las
condiciones para la propagacion de explantes de guanabana, mediante la
evaluacion de diversas combinaciones de reguladores de crecimiento y reactivos.
Los tratamientos se formularon con el propdsito de identificar el medio mas eficaz
para promover el crecimiento saludable de los explantes. Cada pre ensayo para
medios de cultivo se registré y comparé entre ellos, ya que los explantes segun los
tratamientos de medios, responden de manera diferente. Todos los medios estan
conformados con medios de cultivo, fungicidas y fitohormonas con el fin de

establecer un medio adecuado para la fase de propagacion (Tabla 2).

Tabla 2.

Pre ensayo para medios de cultivos

N# de Medios

de cultivo Tratamientos
1 MS 43.40 gr/L+1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L GAs + 0.5g/L Tetraciclina
2 0.53 gr/L WPM+1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L GAs+ 10y 15% Aloe
vera+0.5¢g/L Tetraciclina

3 0.53 gr/L WPM+1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L GA3 +10%y 15% Aloe

vera+ 0.5g/L Tetraciclina+ 0.1 mg CuSO4

4 0.265 gr/L WPM+1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L GA3 +10%y 15% Aloe
vera+ 0.5 g/L Tetraciclina+ 3.0 ml/L Axozystrobin

0.53 gr/lL WPM+1.5 mg/L 6-BAP+2.0 mg/L 2.4-D +4 mg/L GAs

5 +0.5 g/L Tetraciclina+ 3.0 ml/L Axozystrobin + 2.5 g/L Carbdn
activado
0.53 gr/L WPM+1.5 mg/L 6-BAP+2.0 mg/L 2.4-D +4 mg/L GAs
6 +0.5 g/L Riflaxina+ 2.5 g/L Carbén activado +1.32 ml/L

Azoxystrobin+ 2 g/L Fosetyl

0.53 gr/L WPM+1.5 mg/L 6-BAP+2.0 mg/L 2.4-D +4 mg/L GA3 +5
7 g/L Riflaxina+ 1.0 g/L Carbon activado +13.2 ml/L Azoxystrobin+ 2
g/L Fosetyl

Elaborado por: La Autora, 2024

3.2.3 Disefio experimental

Se aplico un disefio completo al azar (DCA) para las dos fases del proyecto
con cuatro tratamientos y cinco repeticiones para protocolos de desinfeccion y
medios de cultivo (20 unidades experimentales) cada unidad experimental fue
conformada por cinco réplicas, un explante por réplica, en total se utilizé6 cien

explantes.



34

3.2.4 Delimitacion experimental

Tabla 3.
Ensayo para la fase | de protocolos de desinfeccion
Variables Descripcion
Tipo de siembra In vitro
Numero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 5
Numero de réplicas por repeticion 5
Numero de unidades experimentales 20
Numero total de explantes 100
Elaborado por: La Autora, 2024.
Tabla 4.
Ensayo para la fase Il de establecimiento en medios de cultivo
Variables Descripcion
Tipo de siembra In vitro
Numero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 5
Numero de réplicas por repeticion 5
Numero de unidades experimentales 20
Numero total de explantes 100

Elaborado por: La Autora, 2024

3.2.5 Recoleccion de datos

3.2.5.1. Recursos

3.2.5.1.1. Recursos bibliogréficos.

Se investigdb en otros proyectos digitales como tesis, libros, informes,
articulos cientificos en revistas de alto impacto.

3.2.5.1.2. Materiales y herramientas.

Se utilizé materiales como frascos de vidrio, tubos de ensayo pinzas, bisturi,
matraz, vasos de precipitacién, papel de aluminio, plastico film, cloro, agua
destilada, cajas de cartdén, agar, microscopios, ph-metros, cuarto de crecimiento,
balanza analitica, autoclave, camara de flujo laminar, medidor de pH, entre otros
materiales de laboratorio.

3.2.5.1.3. Material experimental.

Las plantas de guanabana y la sabila, el alcohol al 70%, NaClO al 5%, jabén
liquido-povidin.

3.2.5.1.4. Recursos humanos.

Tesista y tutor del proyecto.
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3.2.5.1.5. Recursos econémicos.

Tabla 5.

Valoracion econémica

Materiales Valor total ($)
Medios de cultivo 50
Azucar 1
Agar-agar 15
2,4-D 40
6BAP (citoquinina) 80
Cloro al 5% 3
Alcohol 70% 8
Alcohol 96% 3
Jabon liquido povidyn 120 ml 8
Cisteina 66
Carbén activado 80
Otros materiales 120
Total $474

Elaborado por: La Autora, 2024

3.2.5.2. Métodos y técnicas

3.2.5.2.1. Métodos.

e Meétodo inductivo

Este método inductivo que se aplico en el proyecto posibilitd la evaluacion
de los resultados con el propdsito de cumplir con los objetivos e hipétesis
establecidas, por medio de la observacién y la experimentacion de los datos
recolectados, para analizar la informacién que permitio validar la investigacion.

e Método deductivo

Este método permitié la observacion detallada de casos especificos que se
han evaluado para la comprobacion de las hipétesis, con el fin de realizar un analisis
mas rapido. El aplicar este método, se garantizé un proceso que se dirige desde lo
general a lo particular, basado en los resultados y no en interpretaciones subjetivas.

e Meétodo sintético

El empleo de este método facilitd la conexion coherente de los resultados
obtenidos en el estudio, la construccion de la discusion y conclusiones en el
contexto general del proyecto , por medio de la observaciéon de diferentes fases y
factores que influyen en el desarrollo del proyectos , como el tipo de medio de
cultivo , la concentracion de nutrientes y fitohormonas , y las condiciones

ambientales controladas.
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3.2.5.2.2. Técnicas.
Manejo del ensayo

eProcesos del proyecto experimental

Se selecciono6 cada segmento con su yema axilar a partir de la yema terminal
de la rama, tomando en cuenta caracteristicas fenotipicas, produccion y estado
fitosanitario de la planta.

Para los tratamientos en protocolos de desinfeccidn los explantes tratados
se colocaron en medios de cultivo como WPM, Murashige y Skoog en complemento
con los reguladores de crecimiento y agar. Los protocolos de desinfeccion para
todos los tratamientos son con Azoxystrobin, Fosetil aluminio, jabdn liquido-povidin
con tween 20, Alcohol al 70%, e NaCIO al 1% y gel de Aloe vera al 10,15 y 20%.

eObtencion del gel de Aloe vera

Para obtener el extracto de Aloe vera, primero se selecciond una hoja de
sabila grande, madura y en buen estado. La hoja se lavd con jaboén liquido y se
sec0O. Se coloco la hoja en un recipiente con agua destilada durante un periodo de
ocho a 12 horas para obtener la aloina. El gel de Aloe vera se raspo de la hoja con
una cuchara. Para un gel de Aloe vera mas puro y sin residuos se paso6 por un
colador, se procedi6 a diluir con 5 ml de agua destilada junto con la aloina.

eFase I: Protocolos de desinfeccion

Para el proceso de protocolo de desinfeccion se esterilizé el agua, la solucién
preparada de gel de Aloe vera y todos los materiales dentro del autoclave.

Cada segmento con su yema axilar se cortd de uno a 2 cm, para luego en la
camara de flujo laminar, realizar los siguientes procedimientos:

Se prepar6 los fungicidas en 800 ml de agua y se agito durante cinco
minutos, seguido de tres enjuagues. El jabdn liquido povidona junto con el tween
20 se coloco en un frasco con agua, luego se agité alrededor de diez minutos, se
realizé tres enjuagues con agua destilada estéril.

Los segmentos de nodales se sumergieron durante 15 min en 10%,15% y
20% de gel de sabila.

Los explantes se colocaron en alcohol al 70% durante 1 min y luego se
enjuagd una vez con agua destilada. En un vaso precipitado de 800 ml, se procedi6
a sumergir los explantes con NaClO al 1% v/v se agit6 durante diez minutos. Se
realizé tres lavados, antes de la siembra se sumergié los explantes en hidroxido de

sodio.
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Los explantes se sembraron en sus respectivos frascos y se utilizé pinzas
que fueron esterilizadas. Se sellaron los frascos con papel de aluminio y se cubrié
con film plastico.

eFase II: Establecimiento en medios de cultivo

Se dividio en cuatro tratamientos, cada uno de los cuales involucro el uso
variado de medio WPM, gel de Aloe vera, combinado con reguladores de
crecimiento. A continuacion, se detalla la preparacion de los medios de cultivo:

En un vaso de precipitacion de 500 ml, se afiadi6 250 ml de agua
desionizada, se utiliz6 una varilla de vidrio para realizar la agitacion.

Se procedi6 a pesar los componentes del medio, tanto para la preparacion
de los medios con MS, WPM, gel de Aloe vera, los reguladores de crecimiento
sintéticos y el agar. Estos componentes fueron incorporados en el vaso de
precipitacion, a excepcion del agar, mientras se mantuvo una agitacion constante
hasta su completa disolucién.

Luego, se ajustdé el volumen hasta alcanzar los 500 ml, se agreg6 agua
desionizada con un pH de 5.7 previo a la esterilizacion.

La solucion fue calentada en un agitador magnético con control de
temperatura y se afiadio el agar. Todos los materiales se sometieron a un proceso
de esterilizacion en autoclave a 121°C y 1 atm durante un periodo de 20 minutos.

Los materiales esterilizados, se trasladaron a una camara de flujo, se
llenaron los frascos con 15 ml de la solucién de los medios preparados. Para su
posterior almacenamiento, los frascos se volvieron a sellar con papel de aluminio y
plastico film, para evitar el crecimiento de agentes patégenos.

Se manejo un fotoperiodo de 15 horas luz y ocho de oscuridad a una
temperatura de 26+ 2 °C.

eRegistro de datos

Cada semana, se registr6 todas las observaciones de las variables
correspondientes a los diferentes tratamientos junto con sus repeticiones. En el
caso de los tratamientos relacionados con los protocolos de desinfeccion, se llevé
a cabo una evaluacion semanal del progreso de cada repeticion, siete dias después
de la siembra, hasta alcanzar un periodo total de 21 dias. Durante la fase de
establecimiento en medios de cultivo. Se evalud el progreso de cada repeticion en
intervalos de siete dias después de la siembra con un periodo total de 28 dias de

desarrollo de los explantes.
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3.2.6 Analisis estadistico

Se realiz6 tablas de contingencia para los datos categoricos basados en una
matriz de S.C y C. Cero sefiala ausencia de contaminacion/oxidacion (S.O) y 1
indica presencia de contaminacién/oxidacion(O). Y para la prueba de hipoétesis se
utilizé Ji cuadrado (p<0.05) y la herramienta infoStat 2020.

3.2.6.1. Hipotesis estadistica

3.2.6.1.1. Fase | de protocolos de desinfeccion.

Ho: Los tratamientos para los protocolos de desinfeccion no mostraron
diferencias significativas en el efecto antimicrobiano de la muestra vegetal.

Ha: al menos uno de los tratamientos de protocolos de desinfeccibn mostro
diferencias significativas en la prevenciéon de la contaminacién de los segmentos
nodales.

3.2.6.1.2. Fase Il de establecimiento de medios de cultivo.

Ho: Los tratamientos para los medios de cultivo no mostraron diferencias
significativas en el crecimiento de la muestra vegetal.

Ha: al menos uno de los tratamientos para los medios de cultivo mostré

diferencias significativas en el crecimiento de segmentos nodales.
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4. RESULTADOS

4.1 Establecimiento de los protocolos de desinfeccién y propagacién

Para el establecimiento de explantes viables se consideré la ausencia de
contaminacion y oxidacion a los 21 dias de evaluacion. Los resultados indicaron
que los protocolos no redujeron por completo la contaminacion, ni la oxidacion. Sin
embargo, la capacidad antifungica vari6 entre los protocolos, el D1, con 10% de gel
de Aloe vera, mostro un 72% de explantes libres de contaminacion por hongos. De
manera similar, el protocolo D2, con 15% de gel, resulté con 72% libre de
contaminacion fungica. En contraste, el protocolo D3, con 20% de gel de Aloe vera,
minimizo la contaminacién con 84% de explantes libres de hongos. El protocolo D4,
presentd una reduccion de contaminacion por hongos del 92%.
Los resultados sugieren que los protocolos establecidos tienen la capacidad como
desinfectante para minimizar la presencia de hongos, destacando el hipoclorito de
sodio (NaClO) en el control fungico. Sin embargo, en la contaminacion bacteriana
y oxidacion los protocolos no mostraron un control en las variables evaluadas
(Tabla 6).

Tabla 6.
Porcentaje de explantes establecidos de acuerdo con la contaminaciéon y
oxidaciéon durante 21 dias de evaluacion (%).

Protocolos Hongos Bacterias Oxidacién
D1: Aloe vera 10% 72 0 0
D2: Aloe vera 15% 72 0 0
D3: Aloe vera 20% 84 0 0
D4: NaCIO 1% 92 0 0

Elaborado por: La Autora, 2024

4.1.1 Resultados del establecimiento de medios de cultivo

Para la fase de propagacion, se ajusté los pre ensayos de protocolos de
desinfeccion, con el fin de controlar los agentes contaminantes y reducir la
oxidacion, ademas se realizé pre ensayos de medios de cultivos con gel de Aloe
vera, diferentes reguladores de crecimientos y reactivos para el control de hongos,
bacterias y oxidacion. A pesar de los pre ensayos que se aplicaron, no se logro el
establecimiento de los explantes para la evaluacion de medios de cultivos para la
propagacion in vitro de guanabana, debido a la persistencia de contaminacion

enddfita y oxidacion fendlica en los explantes (Figuras 22,23,24 y 25).
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4.2 Evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto de Aloe vera en la
desinfeccién

En el proceso de desinfeccion de los explantes de guanabana se realiz6
varios pre ensayos, con diferentes reactivos para el control de la oxidacién, también
el uso de fungicidas y bactericidas, en distintas concentraciones y tiempos de
inmersion, entre ellos el uso de gel de Aloe vera al 10,15, y 20%. El establecimiento
de los protocolos se realizé con la seleccion de aquellos pre ensayos que mostraron
los mejores resultados en el control de agentes endofitos, asi como en el control de
la oxidacion. Sin embargo, al establecer los protocolos para los ensayos no se logro
un control de las bacterias, esto puede darse porgue las bacterias estan latentes
dentro de las plantas durante periodos prolongados (Tabla 7).

Tabla 7.
Establecimiento de protocolos de desinfeccion

Dias de

Tratamientos Descripciéon < -
evaluacién

0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10
min) +6 ml/L Axozystrobin+2.0 g/L Fosetyl aluminiun
D1 (5min) +3 gotas Tween 20+ 3 ml/L povidin (10 min) + 21
10% Aloe vera (15 min) + 70% Alcohol (1 min) +1%
NaClO (10 min) +5 ml/L Hidréxido de sodio

0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10
min) +6 ml/L Axozystrobin+2.0 g/L Fosetyl aluminiun 21
D2 (5min) +3 gotas Tween 20+ 3 ml/L povidin (10 min) +
15% Aloe vera (15 min) + 70% Alcohol (1 min) +1%
NaClO (10 min) +5 ml/L Hidréxido de sodio

0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10
min) +6 ml/L Axozystrobin+2.0 g/L Fosetyl aluminiun 21
D3 (5min) +3 gotas Tween 20+ 3 ml/L povidin (10 min) +
20% Aloe vera (15 min) + 70% Alcohol (1 min) +1%
NaClO (10 min) +5 ml/L Hidréxido de sodio

0.15 g/L Acido citrico + 0.1 g/L Acido ascérbico (10
min) +6 ml/L Axozystrobin+2.0 g/L Fosetyl aluminiun 21
D4 (5min) +3 gotas Tween 20+ 3 ml/L povidin (10 min) +
70% Alcohol (1 min) +1% NaCIO (10 min) +5 ml/L
Hidroxido de sodio

Elaborado por: La Autora, 2024

4.2.1 Contaminacion por hongos

Los cuatro protocolos de desinfeccion se evaluaron durante 21 dias. En lo
cual, no se evidencio diferencias significativas(p>0.05) en los periodos evaluados
de 14 y 21 dias. Sin embargo, todos los protocolos de desinfeccion presentaron

explantes contaminados a los 21 dias. El tratamiento D4, a base de hipoclorito de
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sodio (NaClO), presenté dos explantes contaminados, el D3, cuatro explantes

mientras que el D1 y D2 mostré siete explantes contaminados (Tabla 8).

Tabla 8.

Numero de explantes de contaminacion por hongos durante 21 dias de

evaluacion
Protocolos Dia 7 Dia 14 Dia 21

SC C S.C C S.C C

D1 Aloe vera 10% 21 4 20 5 18 7
D2 Aloe vera 15% 22 3 19 6 18 7
D3 Aloe vera 20% 25 0 23 2 21 4
D4 NaCIO 1% 25 0 24 23 2
Ji cuadrado P valor 0.0496 0.1301 0.2123

Valor p>0.05 no muestra significancia estadistica entre tratamientos segun prueba
Ji cuadrado. S.C: sefiala explantes sin contaminacion. C: indica explantes

contaminados.
Elaborado por: La Autora, 2024

4.2.2 Contaminacion por bacterias

A pesar de aplicar diversos protocolos de desinfeccion, se detectd

contaminacion bacteriana en los 25 explantes evaluados a los 21 dias. En los

resultados de contaminacion por bacterias, se presentd un valor p=0.0285, lo que

indica diferencia significativa entre los protocolos a los siete dias después de la

siembra in vitro. No obstante, a los 14 y 21 dias de evaluacién, no se observo

diferencias significativas (p>0.05) (Tabla 9).

Tabla 9.

NUumero de explantes contaminados por bacterias durante 21 dias de

evaluacion
Protocolos Dia 7 Dia 14 Dia 21

S.C C S.C C S.C C

D1 Aloe vera 10% 5 20 2 23 0 25
D2 Aloe vera 15% 1 24 0 25 0 25
D3 Aloe vera 20% 1 24 1 24 0 25
D4 NaClO 1% 0 25 0 25 0 25
Ji cuadrado P valor 0.0285 0.2862 0.9999

Valor p>0.05 no muestra significancia estadistica entre tratamientos segun prueba
Ji cuadrado. S.C: sefiala explantes sin contaminacion. C: indica explantes

contaminados.
Elaborado por: La Autora, 2024
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4.2.3 Oxidacion

De 25 explantes evaluados por cada protocolo de desinfeccion, se presento
una oxidacion total a los 21 dias después de la siembra in vitro. No hubo diferencias
significativas(p>0.05) entre los tratamientos para los periodos evaluados de 7,14 y
21 dias (Tabla 10).

Tabla 10.
Numero de explantes oxidados durante 21 dias de evaluacion

Protocolos Dia7 Dia 14 Dia 21
SO O S.0 0] S.0 O
D1 Aloe vera 10% 4 21 1 24 0 25
D2 Aloe vera 15% 2 23 0 25 0 25
D3 Aloe vera 20% 6 19 3 22 0 25
D4 NaCIO 1% 4 21 0 25 0 25
Ji cuadrado P valor 0.4972 0.1001 0.9999

Valor p>0.05 no muestra significancia estadistica entre tratamientos segun prueba
Ji cuadrado. S.O: sefala explantes sin oxidacién. O: indica explantes oxidados.
Elaborado por: La Autora, 2024

4.3 Anédlisis del impacto fitorregulador del extracto de Aloe vera en la
propagacion de explantes de guanabana

Durante el proceso de establecimiento para la fase de propagacion, Se
realizaron nuevos pre ensayos para desarrollar protocolos iniciales los cuales son
fundamentales para evaluar el efecto del gel de Aloe vera como fitorregulador
natural. Estos protocolos demostraron ser efectivos en el control de la
contaminacion por hongos. Sin embargo, al replicar estos protocolos para
establecer la fase de propagacion, se observé un incremento en la contaminacion
por bacterias. En consecuencia, fue necesario ajustar los protocolos establecidos y
se evidencio un cambio significativo en el incremento de contaminacion por hongos,
por esta razon se realizé un cambio de la planta madre para la recoleccion de los
explantes. Al realizar los cambios de la planta madre, la alta contaminacion por
hongo persistio, pero se redujo la contaminacion por bacterias. El uso de altas dosis
de antibidticos, como la Riflaxina en los medios de cultivos pudo haber contribuido
a la reduccion de la contaminacion por bacterias. Aunque, la persistencia en la
contaminacion endofita por hongos no favorecié la propagacion in vitro de los

explantes de guanabana (Tabla 11).
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Tabla 11.
Establecimiento de medios de cultivo
Tratamientos Descripcion Dias de
evaluacién
100% Medio WPM, 1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L 28
M1 GA3+0.5 g/L + 2.5 g/L Carbdn activado +1.32
ml/L Azoxystrobin+ 2 g/L Fosetyl+ 5 g/L Riflaxina
100% Medio WPM, 1.5 mg/L 6-BAP, 2.0 mg/L 28
M2 2.4-D, 4 mg/L GAs+ 2.5 g/L Carbdn activado
+1.32 ml/L Azoxystrobin+ 2 g/L Fosetyl+5 g/L
Riflaxina
M3 50% Medio WPM, 1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L GAs, 28
10% p/v gel de A. vera + 2.5 g/L Carbén
activado +1.32 ml/L Azoxystrobin+ 2 g/L
Fosetyl+5 g/L Riflaxina
M4 1.5 mg/L 6-BAP, 4 mg/L GAs, 15% p/v gel de A. 28

vera+0.5 g/L+ 1.25 g/L Carbén activado +1.32
ml/L Azoxystrobin+ 2 g/L Fosetyl+5 g/L Riflaxina

*MS: Murashige y Skoog, Lloyd y McCown Woody Plant Medium. Fuente:
Abubacker y Deepalakshmi (2017). Elaborado por: La Autora, 2024
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5. DISCUSION

Segun los resultados de la presente investigacion sobre el establecimiento
de protocolos de desinfeccion y propagacion con gel de Aloe vera en explantes de
guanabana, se demuestra que el protocolo D4, con jabdn liquido povidona, alcohol
al 70 e hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%, obtiene menor contaminacién con 92%
de explantes libres de hongos, aunque con 0% de explantes libres de bacterias
durante los 21 dias de evaluacion. Este resultado es significativo ya que demuestra
la capacidad del hipoclorito de sodio (NaClO) como agente desinfectante en el
control de hongos endofitos en comparacion con gel de Aloe vera al 10% con un
28% de explantes contaminados por hongos y 100% de contaminacion por
bacterias, ademas de no prevenir la oxidacion y, por lo tanto, no es posible obtener
datos concluyentes sobre la eficacia como un fitorregulador natural, por la
insuficiencia de explantes viables. Estos resultados no concuerdan con estudios
previos en explantes de babaco donde el gel de Aloe vera al 10% aplicado durante
30 minutos, con resultados favorables como el numero y tamafio de explantes
adecuados y una contaminacion del 3% a los 28 dias de post-siembra (Reyes,
2022).

A pesar de los ensayos realizados para la fase de propagacion, no es posible
establecer un protocolo idéneo para la fase mencionada. Se evidencia explantes
no viables del 0% a los 21 dias de evaluacion. Los dafios se atribuyen a la presencia
de hongos enddfitos en la planta madre. Asimismo, para comprobar la efectividad
de gel de Aloe vera como fitorregulador, es indispensable un protocolo de
desinfeccién que garantice la viabilidad o supervivencia de los explantes. Estos
resultados difieren de los hallazgos de Tucuch et al. (2022), quienes reportan que
el gel de Aloe vera favorece el crecimiento de las plantulas de Capsicum chinense,
con un desarrollo radicular del 18%.

El comportamiento de los microorganismos , durante los pre ensayos y en el
establecimiento de los protocolos de desinfeccién realizados puede atribuirse a los
cambios experimentados por la planta madre, los cuales afectan la efectividad de
los protocolos, ya que los microorganismos endogenos estan latentes en la planta,
sin causar dafios aparentes, lo cual concuerda con los estudios de Rodriguez et al.
(2021) donde indican gque los microorganismos enddfitos pueden activarse dentro
de los tejidos vegetales, debido a la senescencia o el estrés a la que esta expuesta

la planta hospedera. Por otra parte, se puede atribuir la alta infestacion por hongos
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en el presente estudio, a la aplicacion de antibidticos en los medios de cultivo que
inhiben el crecimiento bacteriano, como muestran Echenique y Huanca (2022). Ya
que, los recursos liberados por las bacterias son aprovechados por los hongos, lo
que provoca que el hongo pueda sobrevivir como indican (Garcia y Comstock,
2018).

En el presente estudio, el uso de gel de Aloe vera en concentraciones
10%,15% y 20%, demuestran capacidad para reducir la contaminacién por hongos
en explantes de guanabana, aunque no tan considerable como el hipoclorito de
sodio (NaClO). La concentracién de 10% y 15% presentan un control fangico del
72% a los 21 dias del establecimiento en comparacion con el 20% de gel de Aloe
vera con el 84%, pero la capacidad de inhibicion de Aloe vera es inferior a la del
hipoclorito de sodio (NaClO) con 92% a los 21 dias. Esto coincide con los hallazgos
de Jaramillo et al. (2017), quienes observan una actividad antifingica moderada en
Mycosphaerella fijensis con gel de Aloe vera, con un porcentaje de inhibicion
micelial del 44.84%.

La propagacion in vitro de guanabana presenta desafios significativos en la
desinfeccién de explantes. Mongelos et al. (2020) demuestran que el uso de
hipoclorito de sodio al 5% durante cinco minutos da como resultados un 62.5% de
explantes viables, aunque con un 37.5% de contaminacién por hongos y bacterias,
y un 100% de oxidacion, los autores atribuyen la oxidacion a los compuestos
fendlicos en los explantes y no a los protocolos de desinfeccion. Esto concuerda
con los resultados obtenidos en la presente investigacion, donde se utiliza una
concentracion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% durante 10 minutos. Se
obtienen resultados similares en términos de oxidacion, con un 100%. A pesar de
gue se disminuye la concentracién de NaClO. Sin embargo, se observa un 8% de
contaminacion por hongos y un 100% de contaminacion por bacterias a los 21 dias
de evaluacion. Por el contrario, Hernandez y Nieto (2018) demuestran la capacidad
del extracto de Aloe vera para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, la
inhibicion se atribuye a las antraguinonas y el acemanano. Lo que no coincide con
los resultados de esta investigacion, ya que los protocolos de desinfeccion que
incluyen gel de Aloe vera en concentraciones del 10%,15% y 20%, no logran reducir
de forma significativa la contaminacion bacteriana, con un niamero de 25 explantes

gue representa el 100% de contaminacion.
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El uso de reguladores de crecimiento en la propagacion in vitro es crucial
para el desarrollo y viabilidad de los explantes. Lépez (2018) demuestra que las
fitohormonas como el acido neftalenoacetico (ANA) y el acido indol butirico (AIB)
son efectivas para el enraizamiento de esquejes de guanabana. En su estudio, el
tratamiento T2 con una concentracion de 3000 mg/kg de estas hormonas resulta
en una tasa de formacién de callos del 83%, porcentaje de enraizamiento del 75%,
namero de raices de 2.3, niumero de brotes de 2.44 y longitud de brotes 2.50 cm.
En contraste, los resultados en la presente investigacion no son favorables, ya que,
a pesar de aplicar diversos tratamientos y condiciones, no se da la supervivencia,
ni el desarrollo de brotes en los explantes.

A pesar de que Garcia et al. (2020) evidencian que el extracto de Aloe vera
al 4% y 6% proporciona un crecimiento significativo en altura entre (15 cm - 16 cm),
namero de hojas de (6 - 7), diametro del pseudotallo (0.7 mm y 0.8 mm), una notable
cantidad y longitud de raices (13 cm), se discrepa con los resultados de esta
investigacion, ya que los explantes no logran desarrollarse de manera adecuada,
con una viabilidad del 0%, debido a la persistencia en los niveles de oxidacion y
contaminacion.

De acuerdo con los resultados en esta investigacion, al ser comparados con
estudios previos, se ha logrado constatar que el gel de Aloe vera no muestra
capacidad en el control de microorganismos endoéfitos en la desinfeccion vy
propagacion de explantes de guanabana. Se rechaza la hip6tesis general, ya que
ninguno de los protocolos reduce la contaminacion de los explantes y ninguno de

los medios de cultivo influye en el crecimiento vegetativo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

Los protocolos evaluados son fundamentales ya que proporcionan
informacion crucial que facilita la adecuacion de los métodos para la desinfeccion y
propagacion in vitro de explantes de guanabana. La desinfeccion basada en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% demuestra una alta capacidad axénica, con
mayor cantidad de explantes establecidos, libres de hongos, que supera a los
protocolos que emplean gel de Aloe vera.

El uso del extracto de Aloe vera al 20% demuestra una reduccion de la
contaminacion por hongos, con una diferencia significativa de 21 explantes entre
los siete a 21 dias de evaluacién en comparacién con las otras concentraciones.

A pesar de la falta de viabilidad en los explantes de guanabana, los
protocolos de desinfeccién con Aloe vera no afectan el estado sanitario de los
segmentos y proporcionan un aporte importante para comprender los desafios en
la propagacion in vitro de guanabana, con el objetivo de ajustar los protocolos de
desinfeccién, propagacion y mejorar las condiciones para el desarrollo de explantes
sanos. Sin embargo, debido a una alta incidencia de contaminacién por
microrganismos enddfitos, no es posible la evaluacion de los medios de cultivo.
6.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar con la optimizacion de los protocolos de
desinfeccién y propagacion, con ajustes en las concentraciones y tiempos de
inmersion del extracto de Aloe vera e implementar un tratamiento fitosanitario
exhaustivo a la planta madre, para controlar la carga de agentes enddfitos, que
pueden contribuir a la contaminacion inicial de los explantes.

Se recomienda implementar andlisis microbiolégicos frecuentes para
detectar la presencia de microorganismos desde las primeras etapas del cultivo in
vitro. Esto permitira una intervencion temprana para evitar la contaminacion
endofita.

Se recomienda realizar pruebas con gel de Aloe vera en explantes que
presenten contaminacion para verificar si tiene la capacidad de reducir o eliminar

los microorganismos patdégenos sin afectar el crecimiento vegetal.



48

BIBLIOGRAFIA

Abubacker, M., y Deepalakshmi, T. (2017). In vitro Direct Regeneration of Annona
muricata L. from Nodal Explant. Biosci Biotech Res Asia, 14(1), 123-128.
https://doi.org/10.13005/bbra/2426

Alcantara, S., Acero, J., Alcantara, J., y Sanchez, R. (2019). Principales reguladores
hormonales y sus interacciones en el crecimiento vegetal. Nova, 17(32), 109-
129. http://www.scielo.org.co/

Alomia, L., Atao, E., y Erazo, E. (2022). Prendimiento y crecimiento de injertos en
plantones de guanabana(Annona muricata L.),en  Satipo-Peru.
Agrotecnologia Amazdnica, 2(1), 252. https://doi.org/10.51252/raa.v2i1.252

Anaya, J., Hernandez, M., y Tafolla, J. (2021). La cadena productiva de
guanabana:una opcién para el desarrollo econémico en Compostela,
Nayarit. Alimentacion Contemporanea y Desarrollo Regional, 31(57), 28.
https://doi.org/10.24836/es.v31i57.1048

Archana, S., Kulapati, H., D., P., Hedge, K., Prabhulinga, G., y Noorulla, H. (2023).
Micro propagation of Annona muricata using different concentration of 6-
benzylaminopurine (BAP). Rice, 1(3), 3-5. https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-
3362735/v1

Asamblea Nacional del Ecuador. (2017, 03 de julio). Ley Organica de Sanidad
Agropecuaria. Registro Oficial del Gobierno del Ecuador. N° R.O. 027 Afio
2017. https://www.gob.ec/

Asamblea Nacional del Ecuador. (2017, 08 de junio). Ley Organica de
Agrobiodiversidad , Semillas y Fomento de Agricultura. Registro Oficial del
Gobierno del Ecuador. N° R.0.10 Afio 2017. https://www.ambiente.gob.ec/

Ayon, C., Rios, C., Esquivel, G., Lopez, G., y Estrada, M. (2023). Supresién in vitro
de patogenos fangicos de raiz en Annona muricata L. por cepas de
Trichoderma y fungicidas convencionales: Supresion de patégenos de raiz
de guanabana. Bio ciencias, 10, 11. https://doi.org/revbio.10.e1497

Baquerizo, T. (2023). Comportamiento productivo de la polinizacion artificial en el
cultivo de guanabana (Annona muricata) en rio verde,Santa Elena. [Tesis de
pregrado, Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena] Repositorio UPSE.
https://repositorio.upse.edu.ec/

Bermudez, I., Rodriguez, M., Réyes, M., y Jiménez, A. (2019). Efecto del uso

combinado de dos citoquininas en la multiplicacion y regeneracion de yemas



49

adventicias de banano cv. ‘Gros Michel’ (Musa AAA). Biotecnologia Vegetal,
19(2), 139-146. http://scielo.sld.cu/

Bonilla, L. (2022). Cultivo de guanabana. https://cedaf.org.do/

Borges, M., y Estrada, E. (2009). Uso de distintos tratamientos de desinfeccién en
el cultivo in vitro de Dioscorea alata L. clon caraquefio. Colombiana de
Biotecnologia, 11(2), 127-135. https://revistas.unal.edu.co/

Cabral, J., Armando, J., Pulido, C., y Gonzéles, M. (2022). Propagacion in vitro de
manzano a partir de embriones cigoticos maduros. Revista Mexicana de
Ciencias Agricolas, 13(4), 603-616. https://doi.org/10.29312/

Constitucion de la Republica del Ecuador. (2008). Articulo 281. [Titulo VI]. Registro
Oficial 449 del 20 de octubre del 2008. https://www.defensa.gob.ec/

Cruz, E., Hernandez, L., y Gomez, L. (2020). Uso de L-Cisteina para el control de
oxidacion in vitro de Annona muricata L. Revista Multidisciplinaria de
Avances de Investigacion, 6(3), 1-6. https://remai.ipn.mx/index.php/

Davila, A., Herrera, L., Folgueras, M., y Espinosa, E. (2016). Patogenicidad de
especies fungicas presentes en los rizomas de malanga (Xanthosoma y
Colocasia). Centro Agricola, 43(2), 49-58. http://scielo.sld.cu/

Despaigne, A. (2021). Impacto del gel de Aloe vera Mill como sustrato para el cultivo
invitro de Coffea canephora Mill (robusta). Remca, 4(1), 12-16.
https://remca.umet.edu.ec/

Dominguez, M., Hidalgo, C., Mendoza, D., Diaz, A., Ruiz, N., Gutiérrez, A., y
Guzman, C. (2019). Total phenols, flavonoids and antioxidant activity in
Annona muricata and Annona purpurea Callus Culture. Phyton-international
journal of experimental botany, 88(2), 139-147. https://doi.org/10.32604/

Echenique, M., y Huanca, W. (2022). Evaluacion de antibiéticos y fungicidas, en la
introduccién in vitro de banano (Musa acuminata) en la Estaciéon
Experimental Sapecho. Apthapi, 8(3), 2410-2417. https://doi.org/10.53287/

Echenique, M., y Mollo, G. (2020). Establecimiento in vitro de segmentos nodales
de guanabana (Annona muricata l.). Revista de Investigacion e Innovacion
Agropecuaria y de Recursos Naturales, 7(1), 62-68. http://www.scielo.org.bo/

Espinosa, A., Silva, J., Bahi, M., y Romero, D. (2019). Influencia del tamafio de las
plantas in vitro y tipo de sustrato en la aclimatacion de Morus alba L. Pastos
y Forrajes, 42(1), 23-29. http://scielo.sld.cu/



50

Fernandez, R., Arzate, I., y Chanona, J. (2012). El gel de Aloe vera: estructura,
composicién quimica, procesamiento, actividad biolégica e importancia en la
industria farmacéutica y alimentaria. Revista mexicana de ingenieria
quimica, 11(1), 23-43. https://www.scielo.org.mx/

Flores, L., Robledo, A., y Jimarez, M. (2017). Medio de cultivo y sustitutos del agar
en el crecimiento in vitro de orquideas. Revista mexicana de ciencias
agricolas, 8(6), 1315-1328. https://www.scielo.org.mx/

Garcia, L., y Comstock, L. (2018). Bacterial antagonism in host-associated microbial
communities. Science, 361(6408), 5-11. https://doi.org/ 10.1126/

Garcia, M., Hernandez, R., y Lopez, M. (2020). Extracto de Aloe vera L. en la
adaptacién de vitroplantas de platano. Instituto de Informacion Cientifica y
Tecnoldgica, 22(1), 3-9. https://www.redalyc.org/

Gonzales, D., Hernandez, E., Capote, A., y Pérez, A. (2019). Micropropagacion de
plantas de Stevia rebaudiana bertoni a partir de explantes ex vitro.
Biotecnologia Vegetal, 19(1), 53-63. http://scielo.sld.cu/

Grindlay, D., y Reynolds, T. (1986). El fendmeno del Aloe vera: Una revision de las
propiedades y usos modernos del gel de parénquima foliar.
Etnofarmacologia. Ethnopharmacology, 16(2), 117-151.
https://doi.org/10.1016/0378-8741(86)90085-1

Hernandez, P., y Nieto, Y. (2018). Efecto del extracto de Aloe vera sobre las
caracteristicas microbioldgicas, fisicoquimicas, fisicas y sensoriales de la.
[Tesis de grado, Universidad de la Salle] Repositorio La Salle.
https://ciencia.lasalle.edu.co/

Jaramillo, E., Barrezueta, S., Luna, E., y Castillo, S. (2017). Efecto biofungicida del
gel de Aloe vera sobre Mycosphaerella, agente causal de la Sigatoka negra
en Musa (AAA). Scientia Agropecuaria, 8(3), 273-278.
https://doi.org/10.17268/sci.agropecu.2017.03.10

Jiménez, L., Fonseca, M., Garcia, A., Infante, S., y Vasquez, J. (2019). Efecto de
diferentes concentraciones de Acido Indolacético (AlA) en el enraizamiento
in vitro de Dahlia sp. Inca, 40(1), 6. http://scielo.sld.cu/

Jiménez, P., Barrera, P., Huachi, L., Vera, A., y Caicedo, C. (2020). Propagacion in
vitro de Quishuar (buddleja incana ruiz&pav). La granja. Revista de Ciencias
de la Vida, 31(1), 61-71. https://doi.org/10.17163/Igr.n31.2020.05



51

Leiva, S., Gayoso, G., y Chang, L. (2018). Annona muricata L. "guanabana"
(Annonaceae), una fruta utilizada como alimento en el Peru prehispéanico.
Arnaldoa, 25(1), 127-140. http://www.scielo.org.pe/

Lépez, M. (2018). Enraizamiento de esquejes de guanabana (annona muricata
linn.) mediante la aplicacion de acido naftalenacético (ANA) y acido
indolbutirico (AIB). [Tesis de pregrado, Universidad tecnica Estatal de
Quevedo] Repositorio UTEQ. https://repositorio.uteq.edu.ec/

Luna, H., Pefia, A., y Magafia, N. (2023). Propagacion in vitro de familias de plantas
selectas de tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.). Revista
Chapingo. Serie horticultura, 28(1), 35-49. https://doi.org/10.5154/

Meza, N., y Bautista, D. (2004). Efecto de remojo y escarificacion sobre la
germinacion de semillas y emergencia de plantulas en guanabana.
Agronomia tropical, 54(3), 331-342. http://ve.scielo.org/

Mongelos, Y., Mussi, C., Duarte, N., y Diaz, M. (2020). Protocolo de desinfeccién
para establecimiento in vitro de meristema apical de banano Musa spp.
Cedamaz, 10(2), 47-50. https://revistas.unl.edu.ec/

Navarro, M., Cardenas, K., y Cevallos, A. (2019). Evaluacion del efecto fungicida
del gel de Aloe veray la cola de caballo (Equisetum arvense) frente a hongos
fitopatdogenos causantes del crown rot del banano orgénico en el Valle del
Chira - Sullana. [Tesis de pregrado, Universidad Nacional de Piura]
Repositorio UNP. https://repositorio.unp.edu.pe/handle/20.500.12676/2286

Orlando, J., Balois, R., Alia, I., Juarez, P., y Sumaya, T. (2016). Caracterizacién de
frutos de guandbana (Annona muricata L.) en Tepic, Nayarit, México. Revista
mexicana de ciencias agricolas, 7(6), 1261-1270. https://www.scielo.org.mx/

Palma, J., Parra, H., y Ordufio, N. (2022). Analisis del acido giberélico desde la
cartografia conceptual con enfoque bioético y sustentable. Acta universitaria,
32(1), 123-152. https://doi.org/10.15174/au.2022.3420

Peralta, Y., Rossi, C., Grande, C., y Chaves, C. (2023). Green management of
postharvest anthracnose caused by Colletotrichum gloeosporioides. Fungi,
9(623), 8-49. https://doi.org/10.3390/j0f9060623

Pérez, V., Masaya, N., y Sanchez, J. (2018). Efecto de diferentes concentraciones
de acido indolbutirico en el enraizamiento de estaquillas de Annona muricata
‘guanabana” en camara de subirrigacion. Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana, 27(2), 33-41. https://doi.org/10.24841/fa.v28i1.453



52

Reyes, A. (2022). Efecto bioestimulante y antiseptico del gel de Aloe vera en nudos
de babaco( Vasconcellea x heilbornii) iniciados in vitro. [Tesis de pregrado,
Universidad Agraria del Ecuador] CIA. https://cia.uagraria.edu.ec/

Réyes, D., y Fernandez, R. (2014). Actividad antimicrobiana in vitro del extracto
foliar de zabila (Aloe vera L.) en microorganismos de interés clinico. Salus,
18(3), 27-32. http://ve.scielo.org/

Rodriguez, C., Hernandez, L., Pérez:Beatriz, y Juarez, Z. (2021). Bacterias y
hongos enddfitos de la familia Cactaceae y sus aplicaciones. Revista
especializada en  ciencias  quimico-bioldgicas, 24(3), 22-24.
https://doi.org/10.22201/fesz.23958723e.2021.328

Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural. (2020). Guanabana, dulce milagro
tropical. Revista del Consumidor, 13(4), 61-70. https://www.gob.mx/

Sierra, D., Esquivel, G., y Marcia, R. (2022). Calidad de planta de Annona muricata
L. en vivero con sustratos de acceso regional en Nayarit, México.
Interciencia, 47(5), 173-180. https://www.interciencia.net/

Tencio, E. (1992). Vivero de guanabana. mag.go: https://www.mag.go.cr/

Teran, B., Alia, |, y Rosendo, B. (2019). Caracterizacion fisica,quimica vy
morfolégica de frutos de guandbana (Annona muricata L.). Agrociencia,
53(7), 1013-1027. https://www.researchgate.net/

Trivifio, D. (2018). Importancia de la produccién y exportacién de guandbana en el
Ecuador y sus perspectivas. [Tesis de pregrado, Universidad de Guayaquil]
Repositorio UG. https://repositorio.ug.edu.ec/

Tucuch, C., Cen, J., y Kancab, R. (2022). Uso de gel de Aloe vera en la produccion
de plantulas de Capsicum chinense. Biotecnia, 24(1), 116-121.
https://www.scielo.org.mx/

Ventura, R., Otiniano, A., y Huaman, L. (2020). Las fitohormonas una pieza clave
en el desarrollo de la agricultura. J. Selva Andina Biosph, 8(2), 150-164.
https://doi.org/10.36610/}.jsab.2020.080200150



53

ANEXOS

Figura 1.
Reactivos para la propagacion in vitro
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Elaborado por: La Autora, 2024
Figura 2.

Esterilizacion de los materiales

Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 3.
Planta madre de la Universidad Agraria del Ecuador

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 4.
Preparacion de ramas

Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 5.
Preparacion de medios de cultivo

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 6.
Desinfeccion de explantes
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Figura 7.
Esteriliza
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Figura 8.
Esterilizacion de frascos
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Figura 9.
Inmersidon de ramas en fungicida
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Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 10.
Revision de explantes inoculados

Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 11.
Supervision del tutor

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 12.
Verificacion de hongos en los explantes inoculados

Elaborado por: La Autora,224
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Figura 13.
Hongo presente en los explantes inoculados

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 14.
Establecimiento de protocolos de desinfeccién y medios de cultivo

Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 15.
Recoleccién de ramas

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 16.
Guia del tutor para realizacién de protocolos de desinfeccion

Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 17.
Presencia de hongo en los explantes inoculados

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 18.
Explante oxidado
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Figura 19.
Explante de protocolo de desinfeccién alos 7 dias

Nota: Segun el protocolo correspondiente; D1 10% A. vera, D2 15% A. vera,
D3 20% A. vera, D4 NaClO
Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 20.

'}
Nota: Segun el protocolo correspondiente; D1 10% A. vera, D2 15% A. vera,
D3 20% A. vera, D4 NaClO
Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 21.
Explantes de protocolo de desinfeccién 21 dias

[o2]

Nota: Segun el protocolo correspondiente; D1 10% A. vera, D2 15% A. vera,
D3 20% A. vera, D4 NaClO
Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 22.

Nota: Segun el medio de cultivo correspondiente; M1 100% Medio WPM, M2
100% Medio WPM + 2,4-D, M3 50% Medio WPM+ 10% A. vera, M4 15% A. vera.
Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 23.
Explantes del establecimiento de medios de cultivo a los 14 dias

Nota: Segun el medio de cultivo correspondiente; M1 100% Medio WPM, M2
100% Medio WPM + 2,4-D, M3 50% Medio WPM+ 10% A. vera, M4 15% A. vera.
Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 24.
Explantes del establecimiento de medios de cultivo a los 21 dias

Nota: Segun el medio de cultivo correspondiente; M1 100% Medio WPM, M2
100% Medio WPM + 2,4-D, M3 50% Medio WPM+ 10% A. vera, M4 15% A. vera.
Elaborado por: La Autora, 2024



65

Figura 25.
Explantes del establecimiento de medios de cultivo a los 28 dias

Nota: Segun el medio de cultivo correspondiente; M1 100% Medio WPM, M2
100% Medio WPM + 2,4-D, M3 50% Medio WPM+ 10% A. vera, M4 15% A. vera.
Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 26.
Preparacion del gel de Aloe vera

Elaborado por: La Autora, 2024
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Figura 27.
Referencia de la efectividad de uno de los protocolos en ardndano

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 28.
Desinfeccion superficial con Riflaxina
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Figura 29.
Medios con altas dosis de fungicidas y bactericida

Elaborado por: La Autora, 2024

Figura 30.
Tabla de contingencia a los 7 dias-protocolos: Hongos
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Figura 31.
Tabla de contingencia a los 14 dias-protocolos: Hongos
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Figura 32.

Tabla de contingencia a los 21 dias-protocolos: Hongos
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Figura 33.
Tabla de contingencia a los 7 dias-protocolos: Bacterias
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Figura 34.
Tabla de contingencia a los 14 dias-protocolos: Bacterias
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Figura 35.

Tabla de contingencia a los 21 dias-protocolos: Bacterias
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Figura 36.
Tabla de contingencia a los 7 dias-protocolos: Oxidacion
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Figura 37.

Tabla de contingencia a los 14 dias-protocolos: Oxidacién
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Figura 38.

Tabla de contingencia a los 21 dias-protocolos: Oxidacién

= =

Erz oo izmresa
TR ETEMTEN L

ShsolnniEass
HEias o AN T I ATT T O

= 1 i == - 1 Por—ernta ] e

=1 =5 =55, 00
= =5 =5, OO0
= =5 =55, 00
=1 =5 =55, OO0
Tt al 1 a0 i
PFrascnencoias rreldlabsivas a1l EoiEald
Frr oo limmraras - 212 A e o AN T T RAIT T O
TESDTEMTERTTL =1 Hi== - 1 For—aemta ] e
=1 o, =25 o =5

= o, =25 o =5
= o, =25 o =5
=1 o, =25 o =5
Tl [ |

Estodil st ico TFalorr ol =

L e 1 Caad = acdo Feo s =Tl Lo R B | = =0 SoSoDSDS
ko Cuaadradcos: FF—Ii== L S N = =0, S5o95
Coeaef _Tomntcirng o T rame L R o |
Cioeaef _TComtcirng o FPearsaor [ |

Elaborado por: La Autora, 2024



