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Sintests



Sintesis.

Para obtener plantas transgénicas en cualquier especie vegetal es necesario contar con
metodologias eficientes de transformacion y regeneracién de plantas por cultivos de tejidos.
El principal objetivo fue desarrollar una metodologia de embriogénesis somatica en un
hibrido de papaya a partir de segmentos de tallo de plantas in vitro. Como material vegetal
se emplearon plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99. Para la formacién de callos se
utilizé el medio de cultivo Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con diferentes reguladores del
crecimiento solos o en combinacion (2,4-D, ANA, AIA, 6-BAP, Kinetina). Para obtener y
multiplicar embriones somaticos se estudio el 2,4-D en diferentes concentraciones. Para la
germinacion de los embriones en etapa cotiledonal y torpedo se estudid el 6-BAP en
diferentes concentraciones. Los resultados demostraron que con el empled en el medio de
cultivo de 2,4-D solo o en combinacion con las citoquininas (6-BAP y Kinetina) no se logré
desarrollar callos con las caracteristicas deseadas a partir de los apices de las plantas in
vitro. Con el empleo del AIA combinado con 6-BAP se obtuvieron los callos con mejores
caracteristicas en cuanto a consistencia y aspectos morfoldgicos. Al emplear apices como
explantes solamente se formé el callo en la zona inferior donde se les realizaba el corte. Sin
embargo, cuando se les realizé cortes en ambos extremos el callo se desarrollé a partir de
los mismos y cubri6 la totalidad del explante. Con concentraciones desde 5 hasta 10 mg.I”
de 2,4-D se obtiene el mayor numero de embriones somaticos a partir de los callos y cuando
se elevd la concentracion del regulador de crecimiento a 15 mg.l" este valor disminuyd
significativamente. Al emplear 5 mg.I"" de 2,4-D en el medio de cultivo se logran los mejores
valores de multiplicacién y el mayor porcentaje de embriones somaticos en etapa globular, al
emplear concentraciones mayores del regulador de crecimiento disminuyé significativamente
la multiplicacion de los embriones somaticos aunque el 100% de los mismos se encontraba
en etapa globular. Se logré al 100% la germinacién de los embriones somaticos en etapa de
torpedo y cotiledonal al emplear como medio de cultivo las sales MS suplementadas con
0.15 mg.L" de 6-BAP.
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Introduccidén

En el transcurso del siglo XXIl, la humanidad tendra que enfrentar una serie
extraordinaria de retos. Segun se estima, en los proximos 30 afios, dos mil millones
de personas mas dependeran de la agricultura para su subsistencia mientras los

recursos naturales son cada vez mas fragiles (FAO, 2004).

A fin de enfrentar estos retos, sera necesario disponer de nuevos conocimientos
derivados del avance cientifico. La biotecnologia puede acelerar los programas
convencionales de propagacién masiva de plantas y de mejoramiento genético y dar

soluciones cuando los métodos convencionales fallan.

La principal variedad de papaya que se cultiva en Cuba es la Maradol roja, que a
pesar de presentar numerosas ventajas tiene entre sus limitantes, la susceptible a las
principales enfermedades virales, ademas de la rapida maduracién de los frutos post-

cosecha.

Posada et al. (2002) obtuvieron un hibrido (IBP 42-99) a partir del cruzamiento de
esta variedad con la Strawberry, este hibrido mantuvo las caracteristicas positivas de
la Maradol roja, logré mejorar algunos aspectos como: menor peso y tamafio de los
frutos y mas brix, no obstante, mantiene la susceptibilidad a los virus y la

caracteristica de frutos climatéricos.

Como una herramienta del mejoramiento genético con vistas a resolver estas
problematicas, se introducen las técnicas de transformacion genética. Para obtener
plantas transgénicas en cualquier especie vegetal es necesario contar con
metodologias eficientes de transformacién y regeneracién de plantas por cultivo de
tejidos. Para ello se han desarrollado diferentes protocolos de transformacion

genética en la variedad de papaya Maradol roja a partir de embriones somaticos
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obtenidos de embriones cigdticos inmaduros, con pistola de genes de alta y baja
presion (Pons, 2001; Mas et al., 2002), respectivamente. Sin embargo, este tipo de

explante inicial no puede ser utilizado para genotipos hibridos.

Gallardo et al. (2003) desarrollaron un protocolo de transformacion directa a partir de
los apices del hibrido de papaya IBP 42-99 con un 0.98% de eficiencia; sin embargo
aunque los resultados son alentadores obtener un alto numero de lineas para su
posterior estudio en campo, resultaria engorroso con un porcentaje tan bajo. Por
ello se requiere de protocolos eficientes de regeneracion de plantas que apoyen y
aumenten los indices de obtencion de lineas transgénicas en el proceso de

transformacion.

La embriogénesis somatica ofrece mayores posibilidades de obtener volumenes de
produccion superiores en un menor periodo de tiempo, lo cual la convierte en un
método potencialmente mas eficiente que la regeneracion via organogénesis

(Villalobos y Torpe, 1991).

La mayoria de los trabajos en la literatura cientifica consultada sobre la
embriogénesis somatica en papaya han sido desarrollados empleando como
explantes inicial embriones cigéticos inmaduros (Posada, 1995; Mahon et al., 1996;
Castillo et al., 1998; Cai et al., 1999; Del Sol et al., 2001). Sin embargo, otros autores
han desarrollado la embriogénesis indirecta a partir de tejidos somaticos: ejes
hipocotilo (Mauren y Fitch, 1993; Castillo et al., 1998), laminas foliares (Arrieta-
Espinoza, 1996), raices (Yu et al., 2001).

Tomando como Base la problematica anteriormente sefialada se planteé como

hipotesis de trabajo la siguiente:
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“Es posible mediante el empleo de secciones de tallo de plantas in vitro como
explantes iniciales establecer una metodologia de embriogénesis somatica

como una via alternativa de regeneracion de plantas de papaya.”

Para dar cumplimiento a la hipétesis planteada se definieron los siguientes objetivos:

1. Lograr la formacion de callos a partir de secciones de tallo de plantas in vitro
del hibrido IBP 42-99.

2. Obtener embriones somaticos en etapa globular a partir de los callos
formados y lograr la multiplicaciéon secundaria de estos.

3. Lograr la germinacion de los embriones somaticos obtenidos.
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2. Revision Bibliogréfica.

2.1. Taxonomiay Botanica del cultivo

Reino Vegetal
Division Anthophyta
Subdivisién Angiosperma
Clase Dicotiledonea
Orden Parietales
Familia Caricaceas
Nombre cientifico Carica papaya

Descripcién de la planta

Carica, del griego karike, nombre de una higuera, puesto por Linneo por la
semejanza de sus hojas. Papaya, adaptacion de su nombre nativo caribefo

(Botanical-online, 2005).

Se le considera una hierba gigante y no un arbol ya que no tiene madera en su tallo o
tronco, el cual en ocasiones puede alcanzar hasta 8 metros 0 mas de altura. Es un
tallo unico, recto y cilindrico. El interior del mismo es hueco y esta seccionado en las
partes mas jovenes por tabiques transversales, los cuales adquieren mayor

consistencia a medida que envejecen y a la vez cambian su coloracion.
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Normalmente no se ramifica, a menos que se le pode o que se le produzca algun

dafio mecanico (proexant, 2005).

Las hojas son grandes, palmadas, alternas y se compactan en la parte terminal del
tallo. El peciolo es largo, hueco, ligeramente curvo hacia arriba y de color verde o
morado, segun la variedad. Las hojas se caen a medida que envejecen, dando paso
a las inflorescencias y a los frutos, dejando en el tronco cicatrices caracteristicas

(Pestano, 2001).

El sistema radicular lo componen, unas pocas raices grandes, poco profundas, con
una estructura semejante a la del tallo, pero de coloracién blanca y provista de

muchas raicillas alimentadoras.

Las flores son grandes, blancas de 5 pétalos y 5 sépalos. Nacen en el tallo cerca de
la insercion de las hojas en el mismo. Pueden ser de sexo masculino, sin ovario
desarrollado; femenino, sin estambres; y hermafroditas, con estambres y ovarios. El
sexo de las flores determina el de las plantas y en consecuencia la produccién y

caracteristicas de los frutos (Sierra, 2003).

Los frutos son bayas de diferentes formas y tamafos, dependiendo del tipo de flor
que los origina, desde casi esféricos o redondeados, a cilindricos o alargados y con
pesos que oscilan entre 200 gramos y 8 kilogramos. Estan constituidos por una
corteza de color verde y rica en conductos de latex en los frutos jovenes y se tornan
amarillos cuando alcanzan su madurez. Su consistencia interna es comestible y es

rica en azucares, minerales y sustancias colorantes (InfoAgro, 2002).
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El color de la pulpa va de amarillo a rojizo, segun el cultivar. Tiene un contenido
aproximado de 80 a 85 % de agua, sobre un 10 % de azucar y el resto esta
representado por fibras, vitaminas y minerales y entre éstos principalmente el hierro y
el calcio. El contenido de caroteno o pro vitamina A, es uno de los mas altos entre
todas las frutas. En el centro se encuentran las semillas, de color negro y ovaladas,
recubiertas por una sustancia algo gelatinosa. Sobrepasan el medio millar de

semillas en un fruto de regular tamafo (Rattanapanone y Chongsawat, 2000).

2.2. Origen y distribucién

La papaya cuyo nombre cientifico es Carica papaya, pertenece a la familia de las
Caricaceas, nativa de Centroamérica, posiblemente entre el sur de México y el norte
de Nicaragua. La primera mencion de la misma fue en el afio 1535 y se le atribuye a
Oviedo quien inform6 a los reyes de Espafia haber visto plantas de papayas

creciendo en dicha region (Pestano, 2001).

Su llegada al Caribe y a Suramérica se debi6 a los marinos espanoles y portugueses.
En estos lugares se le conoce con diferentes nombres, tales como fruta bomba,
lechosa, papaya, pawpaw y otros. Su distribucion en todo el resto del mundo tropical

se logra durante el siglo XVI (Pestano, 2001).

El cultivo de la papaya en Cuba se realiza desde hace largo tiempo, aseguran
algunos investigadores que a mediados del siglo XIX ya habia evidencias de su

existencia en algunos lugares del pais. No se conoce con precision el momento en
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que fue introducida en la isla, sin embargo, se piensa en la posibilidad que haya sido

traida por los espanoles (Pefna et al. 1996).

En las décadas del 30 y el 40 del pasado siglo adquirié importancia real, fomentandose areas
en la region mas Occidental del pais. A partir de ese momento tuvo un descenso en la region
mencionada por los dafios causados por enfermedades virales y comenzé su incremento en la

region Oriental.

Con el triunfo de la Revoluciéon se trazé la politica de aumentar las areas de este
frutal, al comprender cabalmente su importancia econdmica para la nutricion humana
y otros fines. Cada afo se ha logrado incrementar o estabilizar la produccion con el

uso de cultivares nacionales (Pena etal., 1996).

2.3. Importancia del cultivo

Este cultivo esta cobrando bastante importancia econdmica a nivel mundial, debido a
que puede consumir como fruta fresca o procesarse para obtener otros productos
como dulces, jaleas, licuados y encurtidos, También, por su contenido de nutrientes
(tabla 1). Ademas posee un gran potencial de industrializacion en el area
farmacéutica, culinaria, médica, industria cervecera y bebidas no alcohdlicas (Acuia,

2005)

Algunos productos obtenidos a partir de su industrializacidon son los siguientes:

papaina, pectina, esencias, aceites, diversos medicamentos, néctares, conservas,
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miel, jalea, mermeladas, jugos, confitado, etc. También es utilizada para tratamientos
médicos de insuficiencias gastricas y duodenales, jarabes expectorantes, elaboracion

de medios de cultivo y suavizadores de chicles entre otros (Khan y Igbal, 2000).

Tabla 1. Valor nutritivo de la papaya por cada 100 gramos de porcion de fruto.

Componente Por cada 100 g de porcion
Energia 59.0 KCal
Agua 84.4 %
Proteina 10 g
Grasa 0149
Carbohidratos 13.5 g
Calcio 31.0 mg
Fosforo 17.0 mg
Hierro 1.0 mg
Sodio 2.0 mg
Potasio 337.0 mg
B — Caroteno 2431.0 ug
Vitamina B 0.15 mg
Vitamina C 69.3 mg
Vitamina B 0.08 mg
Magnesio 0.8 mg
Fibra 05g¢g

Por: Banerjee (2002).

Algunos paises de Asia, Africa y Oceania los destinan a la obtencion de latex, de
este liquido lechoso que es abundante en los frutos verdes, se extrae la papaina, la

cual se usa ampliamente como ablandador de carnes y también en la clarificacion de
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cervezas y otras bebidas. Es de gran utilidad para suavizar las lanas, asi como en el
curtido de las pieles. Tiene gran aplicacion en la fabricacién de caucho y ademas en

la preparacion de remedios caseros, etc. (Caro y Villeneuve, 2000).

Para los productores también ofrece ventajas, dentro de los frutales es de los que
inician la cosecha en poco tiempo (6-9 meses) y se puede asociar con granos

basicos, hortalizas y frutales perennes (Pestano, 2001).
2.4. Principales variedades cultivadas en Cuba.

Existen diferentes variedades de uso comercial. Entre las que figura la variedad
cubana conocida como Maradol roja, que fue obtenida por el esfuerzo combinado de
un matrimonio campesino, en la provincia de las Villas. La palabra maradol viene de
los nombres de Maria y de Adolfo, que vivian en la finca El Inglés, situada cerca del

poblado de Santo Domingo (Pestano, 2001).

El &rbol es de porte relativamente bajo y los frutos son medianos. La pulpa y cascara

son muy firmes, lo que hace a la fruta resistente al transporte, generalmente poseen
forma alargada y tamafio mediano, lo cual facilita el empaque, el peso maximo del
fruto puede ascender a 2.8 Kg. Tienen muy buen sabor y alto contenido de azucares.
El tamafo de la cavidad central de la fruta es pequefio, sobre todo en frutos de las
plantas hermafroditas. El pedunculo es corto. Existen dos tipos de frutas respecto al
color de la pulpa, la roja y la amarilla. Tiene una proporcion de 67% de plantas
hermafroditas y 33% de plantas hembras en sus descendientes. No existen machos,

en las plantas hermafroditas predomina la forma elongata (Otero, 2003).
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La variedad Mamey cuyos frutos son de tamano variable, de 1 a 5 Kg de peso,
forma cilindrica, pulpa rojiza, buena consistencia y resistencia al transporte, con
vetas amarillo-rojizas al inicio de la madurez fisiolégica. Existen plantas con los tres

sexos, sin embargo hay predominancia de individuos hermafroditas.

Otra de las variedades era la llamada Criolla, que se sembraba en la region oriental
de Cuba, con rendimientos sobre las 40 toneladas por hectarea y generalmente sin

mayores problemas fitosanitarios y con gran adaptacion por ser oriunda de esa zona.
2.5. Propagacion en Papaya

La propagaciéon de plantas consiste en efectuar su multiplicacion por medios tanto
sexual como asexual. La forma mas econdmica y facil de propagar el papayo es por
semillas. Se obtendran distintos resultados, segun se empleen semillas procedentes
de arboles femeninos fecundados con papayos masculinos o semillas procedentes

de arboles femeninos y hermafroditas (tabla 2) (Ronse y Smets, 1999).

Tabla 2 - Proporciones y resultados de cruzas y auto polinizacién de formas sexuales

de Carica papaya

POLINIZACION PROPORCION DE LA SEGREGACION
HEMBRA | HERMAFRODITA MACHO

F*M 50 50

F*H 50 50 ---

H (autopolinizado) 33 66 -

H*H 33 66 —
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H*M 33 33 33

F : Femenina M: Masculina H: Hermafrodita

Fuente: (Ronse y Smets, 1999).

Otra via de propagacion es mediante esquejes obtenidos de las ramificaciones del
arbolito de forma artificial ya que el papayo no se ramifica hasta cuando tienen tres o
cuatros afos. Los arboles viejos sufriran la operacién de desmoche o eliminacion de
la cabeza o cogollo del arbol, provocando asi la produccién de ramas o cogollos

laterales (Agronegocios, 2005).

En la actualidad se han desarrollado diferentes métodos de propagacion a partir del
cultivo de tejidos tanto por organogénesis (Hossain et al., 1993) como por
embriogénesis somatica (Posada, 1995; Del Sol et al., 2001), sin embargo por ser los
meétodos biotecnoldgicos hasta el presente mas costosos respecto a la via por
semilla botanica su empleo esta limitado solamente para genotipos hibridos que lo

justifiquen (Elder y Macleod , 2000).

2.5.1. Método tradicional

La forma tipica por su propagacion, por su eficiencia, ha sido la reproduccion sexual
(por semillas). La propagacion vegetativa por medio de estacas o injertos no brindan
los efectos deseados, las primeras son de lento desarrollo y las segundas degeneran

y no mantienen las caracteristicas deseadas.
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Para obtener semillas de calidad los frutos deben provenir del cruzamiento entre
plantas hermasfroditas, de esta manera se logra 66% de plantas hermasfroditas y
33% de plantas femeninas, con esta seleccién existe la certeza de aparicién de

plantas masculinas no productivas (Otero, 2003).

El poder germinativo de las semillas del papayo suele ser corto, por lo que se hara
una siembra lo mas cerca posible a la época de recoleccion. Esta siembra puede ser
directa sobre el terreno o previa en semillero. La siembra en semillero se hara
empleando macetas de turba y plastico negro de 10 cm de diametro y 15 cm de
profundidad. La tierra del semillero debera mantenerse humeda, cuando las plantitas
tengan unos 10-15 cm de altura (unos dos meses después de la siembra) se

transplantaran al terreno de cultivo (Agronegocios, 2005).

Para el uso de los esquejes se tomaran brotes de 25-30 cm que se cortan y se
cauterizan con agua caliente a unos 50 °C. Estos esquejes se plantan en macetas
que se colocan en lugares protegidos de los rayos solares y con humedad hasta la
emisién de raices. Este método de propagacion es muy laborioso y costoso ya que
implica el mantenimiento de plantaciones de mas de tres afos para la obtencién de

plantas madre (Sierra, 2003).

2.5.2. Cultivo in vitro

Los origenes del cultivo in vitro se remontan a 1902 con los intentos realizados por

Haberlandt al cultivar células aisladas de plantas, quien postuld el principio de la
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totipotencia celular, que es la base teorica sobre la que se sustentan todas las
técnicas del cultivo in vitro (Cabrera,1990; Brar y khush, 1994).

El cultivo de tejidos se puede definir como un conjunto de técnicas que permiten
cultivar en condiciones asépticas 6rganos, tejidos, células y protoplastos empleando
medios nutritivos artificiales (Jiménez, 1998). Es una técnica que nos brinda grandes
aportes practicos. Sus aplicaciones van desde los estudios tedricos de fisiologia y
bioquimica vegetal (Nash y Davies, 1972; Komamine et al., 1982; Lai y Yeh, 2000)
hasta la obtencion de plantas libres de patdégenos, la propagacién masiva (Vasil,
1994; Kitto, 1997), el mejoramiento genético mediante la induccién de mutaciones y
la seleccién in vitro (Pérez et al., 1998) y la ingenieria genética (Herrera- Estrella et

al., 1983).

Para la manifestacion de la totipotencia celular en los cultivos vegetales in vitro
existen dos vias, la organogénesis y la embriogénesis, la regeneracion de plantas
por una y otra via depende de las caracteristicas genéticas de los cultivos y del
manejo del cultivo in Vitro, que tiene en cuenta la manipulacién, los medios de cultivo

y otras condiciones ambientales (Gémez, 1997).

2.5.2.1. Organogénesis

La organogénesis es una manifestacion morfogenética que esta caracterizada por un
desarrollo unipolar a partir de una yema con el subsiguiente desarrollo de esta en un
brote vegetativo, donde existe siempre una conexion entre los nuevos brotes y el

tejido paterno (George y Sherrington, 1984; Ramkhelawan y Baksh, 1999; Vegas et
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al., 2003). La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacién

vegetativa y dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: Directa e indirecta.

2.5.2.2. Embriogénesis Somética

La embriogénesis somatica se define como la formacion de un embrién a partir de
células, sin la necesidad de la fusion de gametos (Merkle et al., 1995). Schoots
(1997) plante6 que al alterar las condiciones de crecimiento y someter los tejidos y
organos inoculados a condiciones no usuales, la planta puede anular o alterar la

expresion del gen relacionado a una funcién especifica en la planta.

Para inducir la embriogénesis somatica se requiere un cambio en el destino de la
célula vegetativa (somatica). Generalmente, se requiere de un tratamiento inductivo
que inicie la division celular y establezca una nueva polaridad en la célula somatica
(Parrot, 2002). Las auxinas cumplen esta funcibn y en papaya se emplea
comunmente el acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), pero otras auxinas como acido
naftalenacético (ANA) y acido Indolacético (AIA) son efectivas solas o en

combinacién con citoquininas (Jordan y Velozo, 1996).

La respuesta de las auxinas es muy compleja y para algunas especies la
combinacién con citoquininas es fundamental para estimular la formacion de callos
pero no de embriones somaticos (Gonzalez et al., 2002). Compuestos inorganicos
como potasio y compuestos organicos como prolina en el medio de cultivo se han
empleado para regular la embriogénesis o formacion de callos, pero ellos no

reemplazan a las auxinas (Yemets, 2003).
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El proceso de embriogénesis somatica ha sido descrito para un gran numero de
especies (Krishnaraj y Vasil, 1995; Li y Huang, 1996; Yang, 2001) sin embargo, la
inducciéon del embrion somatico y la regeneracion de plantas todavia no son
procesos eficientes para muchas especies. Mientras mas parecida es la expresion
génica del embridn somatico al embrién cigético, mas alta es la probabilidad de

obtener sistemas eficientes de regeneracion de plantas (Parrot, 1993).

El origen unicelular o multicelular de los embriones somaticos es un punto
controversial. Se ha ilustrado el desarrollo directo de embriones a partir de una sola
célula (Steward., 1958), pero también se han reportado muchos casos en que los
embriones se forman a partir de agregados de células meristematicas (Schoof,

1997).

La induccion de la embriogénesis somatica esta determinada por la terminacién del
patrén de expresion de los genes presentes en el tejido explante, siendo estos
reemplazados con un programa de expresion de gen o genes de la embriogénesis
somatica, en aquellas células del tejido explante, las cuales podrian dar lugar a
embriones somaticos (Evans et al., 1981; Sharp et al., 1983). Segun Parrot (1993) la
induccién del estado embriogénico incluye la induccién de los mismos mecanismos
genéticos que conllevan a la embriogénesis cigotica. Contrariamente a los embriones
cigoticos los embriones somaticos no contienen un nuevo grupo de genes, sino que

poseen la misma combinacion genética de la planta fuente del explante.

Este método es considerado como el mas eficiente para la produccién masiva de

plantas in vitro, debido a la naturaleza bipolar del embrion, la facilidad con que puede
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ser automatizado todo el proceso productivo (Maureen et al., 1990; Pires de Almeida
et al.,, 2001), altos coeficientes de multiplicacién en cortos periodos de tiempo, al
poder aplicarse los principios de la cinética microbiana y la posibilidad de encapsular
estas estructuras y obtener semilla artificial (Redenbaugh, 1986; Quiala, 2000;

Guerra et al., 2001).

Las células que son embriogénicas no estan lejos de este estado y se inducen a la
embriogénesis somatica facilmente. Estas células se les denominan células
somaticas determinadas proembriogénicamante (CsDPE) (Evans et al., 1981), los
factores de crecimiento o condiciones favorables permiten la division celular y la
expresion de la embriogénesis somatica. En contraste con las CsDPE, las células

vegetativas altamente diferenciadas requieren de grandes cambios epigenéticos.

Los reguladores del crecimiento u otros factores estresantes son imprescindibles
para la induccion de la desdiferenciacion, division celular y para determinar el estado
embriogénico (Parrot, 2002). La induccion de la embriogénesis somatica a partir de
estas células, es indirecto porque requiere de una fase de callo intermedia. La
distancia epigenética de las células del explante al estado embriogénico va a

determinar si el proceso es directo o indirecto (Roca, 1991).

2.5.2.2.1. Embriogénesis Directa

Este proceso ofrece la posibilidad de obtener embriones somaticos directamente
desde el explante utilizado sin la formacién de callo. Este desarrollo directo es una

fuerte correlacion entre el tipo de explante y la concentracion de la auxina. Diferentes
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autores han desarrollado la embriogénesis somatica directa, empleando diferentes
reguladores del crecimiento a partir de diferentes explantes, cotiledones de semillas
(Collado et al., 2004), embriones cigéticos (Fernando et al., 2001; Del Sol et al.,

2001), entre otros.

En el cultivo de la papaya la embriogénesis somatica de forma directa es la mas
utilizada tanto para los estudios de micropropagacién, como para el mejoramiento
genético utilizando las técnicas de transformacion genética (Cabrera-Ponce et al.,
1995; Posada, 1995; Mahon et al., 1996; Castillo et al., 1998; Cai et al., 1999; Del Sol

et al., 2001).

2.5.2.2.2. Embriogénesis Indirecta

El proceso de embriogénesis somatica indirecta, fue observado por primera vez en
suspensiones de zanahoria (Daucus carota) por Steward et al. (1958) y a partir de

callos creciendo en medio de cultivo semisdlido por Reinert (1958).

Existen dos tipos de embriogénesis somatica indirecta, una conocida como
embriogénesis somatica de baja frecuencia (ESBF) y otra denominada
embriogénesis somatica de alta frecuencia (ESAF). En la primera el numero de callos
con embriones somaticos es mayor, aunque, se forman pocos embriones somaticos
por callos. Los mismos aparecen aislados o en pequefos grupos y se desarrollan
completamente pasando por las diferentes etapas de desarrollo mientras que en la

segunda, los embriones somaticos no se desarrollan completamente, manteniéndose
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en estado globular, agrupados en un numero mucho mayor, apareciendo en un
numero menor de callos, lo cual ha sido observado en caoba Swietenia macrophylla
King. (Collado et al., 2004), papaya (Yu et al., 2001), guayaba (Vilche, 2000),

bananos y platano (Escalant y Teisson, 1989; Chong, 2003).
2.6. Factores que afectan la Embriogénesis Somatica
2.6.1. Genotipo

El genotipo, estado fisioldgico y edad de la planta donadora influyen en la respuesta

embriogénica del explante (Roca, 1991; Canhoto et al., 1999).

Se ha podido comprobar que genotipos que provenian de una misma especie
pueden variar en cuanto a su respuesta embriogénica, dado por la capacidad para
activar las rutas metabdlicas (Parrot, 1993). Guerra et al. (2001) estudiaron el
comportamiento de 5 genotipos diferentes de F. sellowiana en la induccién de la
embriogénesis somatica y sefalaron diferencias significativas en cuanto al numero

de embriones somaticos obtenidos a partir de cada genotipo.

La induccion y control de la embriogenesis ha sido asociada con una interaccion
entre el genotipo de la planta madre y la constitucién del medio de cultivo (Canhoto
y Cruz, 1996; Guerra et al., 1997). La influencia del genotipo para la induccién de la
embriogénesis somatica también ha sido reportada en otros cultivos tales como en
confieras (Attree y Fowke, 1993), Vitis spp (Gray, 1995), Juglans spp (Preece et al.,
1995), Theobroma cacao (Alemanno et al., 1996), y Gossypium hirsutum (Gonzalez-

Benito et al., 1997).
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2.6.2. Explante

El tipo de explante puede ser un factor fundamental que determina el fracaso o el
exito de un protocolo embriogenico (Brown et al., 1995; Krishnaraj y vasil, 1995). La
presencia de tejido maduro y mas diferenciados inhibe la expresion de la

competencia embriogénica en las células (Vasil, 1987).

Segun Parrot (1993) el tipo, estado fisiologico y los niveles de diferenciacion vy
polarizacion de los tejidos utilizados como explantes iniciales son algunos de los
factores que favorecen el desarrollo de la embriogénesis somatica. Freire (2001)
utiliza segmentos de plantas in vitro para desarrollar la embriogénesis somatica en
cafa de azucar (Sacharum ssp. Hibrido) y senalan la diferencia a la respuesta

embriogénica de los explantes al grado de diferenciacién de los tejidos.

En el cultivo de la papaya el explante mas utilizado para desarrollar la
embriogénesis somatica, son los embriones cigéticos (Cabrera-Ponce et al., 1995;
Mahon et al., 1996; Cai et al., 1999; Del Sol et al., 2001). Aunque también se han
utilizado otros tipos de explantes como, Discos de hojas (Cabrera—Ponce et al.,
1996), segmentos de hipocotilo (Castillo et al., 1998; Zhu et al., 2004), Raices (Yu et

al., 2001).

2.6.3. Medio de Cultivo

Para el desarrollo de la embriogénesis somatica el medio de cultivo mas empleado

es el Murashige and Skoog (1962) con algunas modificaciones. Aunque, también
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autores como Jordan y Velozo (1996) emplearon el medio de cultivo Nitsch y nitsch

(1969).

La mayoria de los investigadores para desarrollar la embriogénesis somatica en
especies dentro de la familia Caricacea emplean la 2 de la concentracién de las
sales MS y como regulador de crecimiento 2,4-D en concentraciones desde (1 — 10
mg.I") (Fitch, 1990; Posada, 1995; Zhu et al., 2004). Sin embargo, otros autores
dentro de esta familia han utilizado como reguladores del crecimiento ANA, AlA, 6-
BAP, Kinetina y Zeatina (Jordan y Veloso, 1996; Cabrera-Ponce et al., 1996; Yu et

al., 2001).

La induccion de la embriogénesis somatica esta relacionada con la mutilacién del
ADN (Berdasco et al.,, 2002). LoSchiovo et al (1989) sefalan que existe una
correlacion positiva entre la cantidad de ADN metilado y la cantidad de auxina

exdgena.
2.6.4. Condiciones de Cultivo

Se ha comprobado que para algunas especies es fundamental la induccion de la
embriogénesis somatica en ausencia de luz, cafia de azucar (Quiala, 2000; Freire,

2001), platanos y bananos (Daniels, 2002; Chong, 2003).

En el género Carica muchos de los trabajos realizan todo el proceso de
embriogénesis somatica en ausencia de iluminacion (Mahon et al., 1996; Cai et al.,

1999; Del Sol et al., 2001), sin embargo otros autores desarrollan la etapa de
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formacion de callos en presencia de iluminaciéon (Hossain, et al., 1993; Jordan y

Velozo, 1996).

La atmdsfera gaseosa es un factor importante en el desarrollo de la embriogénesis
somatica (Abdelmalek y Francine, 1999). Rustant et al (1990) incrementaron la
capacidad embriogénica de los explantes al adicionar inhibidores del ethileno.
Barbon (2001) incrementan el numero de embriones somaticos al disminuir las

concentraciones de didxido de carbono en los frascos de cultivo.

2.7. Embriogénesis Somatica Secundaria o Repetitiva

La proliferacion de células embriogénicas es aparentemente influenciada por un
numero de factores, algunos de los cuales pueden ser controlados durante el
proceso y otros que todavia no han sido definidos, siendo muchos de estos los

mismos que afectan el proceso de induccion de la embriogénesis (Gray, 1995).

El factor mas frecuente asociado a la continua proliferacion de los embriones
somaticos es la auxina. Una vez que un grupo de embriones somaticos han sido
obtenidos la presencia continuada de la auxina inhibe el normal desarrollo y
maduracion de los embriones somaticos, pero si el nivel de auxina es bastante alto,
se inicia un nuevo ciclo de produccion de embriones, los niveles de la auxina varian
en dependencia de la especie, si los niveles son bajos o se eliminan se produce el
desarrollo, maduracién y hasta la germinacion de los embriones somaticos (Parrot,

2002)
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La embriogénesis secundaria comparada con la primaria, presenta mayores ventajas
tales como: alto coeficiente de multiplicacion, independientemente de la fuente del
explante y repetitibilidad; ademas la embriogénesis somatica puede ser mantenida
por periodos de tiempo prolongados mediante ciclos repetitivos de embriogénesis
secundaria (Raemaker et al., 1995). Para la proliferacién de los embriones somaticos
es necesario considerar varios factores como: densidad de inoculo, regulador del
crecimiento, fuente de nitrégeno, etc; algunos de los cuales podrian ser controlados

durante el proceso de cultivo y algunos no estan definidos (Yemets et al., 2002).

La embriogénesis somatica secundaria constituye uno de los aspectos mas
interesantes de la embriogénesis somatica debido a las posibles aplicaciones de la
misma. En cultivos de ciclo de vida largo, como los frutales y forestales, es posible
mantener lineas embriogénicas preservadas in vitro mientras son probados bajo
condiciones de campo, una vez seleccionadas las lineas pueden ser multiplicados en
grandes cantidades por embriogénesis secundaria (Wann, 1988). Ademas la
embriogénesis secundaria puede ser usada para la produccidon de embriones
somaticos de especies en las cuales los embriones cigoticos contienen metabolitos

de importancia econdémica (Raemaker et al., 1995).

Otro de los posibles usos de la embriogénesis secundaria dentro del mejoramiento
genético es la factibilidad de introducir genes foraneos de interés agricola, mediante
la transformacién genética de embriones somaticos que son multiplicados por

embriogénesis secundaria, ya que a traves de esta es posible separar los embriones
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quiméricos de los transformados, cultivando los embriones bajo condiciones de

seleccién (Raemaker et al., 1995; Merkle et al., 1995).
2.8. Germinacién y Conversién en Plantas de los Embriones Somaticos

En el proceso de embriogénesis somatica los pasos finales lo constituyen la
germinacioén y la conversion en plantas. Las primeras sefiales de la germinacién de
los embriones somaticos lo constituye la elongacion del hipocotilo, desarrollo de color
verde de los cotiledones y la elongacion de la ridicula (Alemano et al., 1997; Canhoto

et al., 1999; Salomao y Mundim, 2000).

La conversion la definen algunos autores como la emisién de brotes con el primer
par de hojas verdaderas (Alemano et al., 1997). Mientras que otros la definen como
la supervivencia y desarrollo en fase de propagalo en condiciones ambientales ex
vitro 0 sea en suelo. La habilidad de obtener in vitro plantas con raices no es
necesariamente un indicador de continuo crecimiento y vigor en condiciones ex vitro

(Senaratna et al., 1990; Fuiji et al., 1990).

Muchos reportes sefalan la necesidad de dar varios subcultivos en el medio de
cultivo de germinacién, para lograr que germinen los embriones somaticos como
consecuencia de la asincronia en cuanto a las etapas de desarrollo de los embriones

somaticos (Cruz et al., 1990; Posada, 1995).
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3. Materiales y Métodos.

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Embriogénesis Somatica y
Transformacion genética del Instituto de Biotecnologia de Las Plantas (IBP),
perteneciente a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV). El mismo
se llevo a cabo durante el periodo comprendido entre Enero de 2004 a Diciembre de

2005.

Técnicas y procedimientos generales de trabajo.

Material Vegetal

Se emplearon plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99, las cuales se
encontraban en el 5° y 6° subcultivo en camara de cultivo con luz solar. Para tomar
los explantes (apices y secciones de tallo) se le eliminaron las hojas por la base del

peciolo con el tallo, con pinzas y bisturi auxiliados del microscopio estereoscopio.

Instrumental

Para la esterilizacion de los platos de aluminio utilizados en los pases del material
vegetal, se realizd6 en una estufa a 180 °C durante dos horas. Las pinzas y los
bisturies fueron desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI) al
1% (v/v) durante 15 minutos (Agramante et al.,, 1993). Las operaciones de
inoculacion, transferencia y manipulacion del material vegetal fueron realizadas en

una cabina de flujo laminar horizontal.
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Medios de cultivo

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 120 °C de temperatura y 1.2
kg.cm™ de presion. El tiempo de la esterilizacién estuvo en dependencia del volumen
de medio de cultivo, segun Sigma (1991). Como gelificante del medio de cultivo se
empled Gelrite a razén de 2.5 g.I" y el pH fue ajustado siempre a 5.8 con el uso de
acido clorhidrico (HCI) 1.0 M o el hidroxido de sodio (NaOH) 1.0 M previo a la
esterilizacion. En todos los experimentos se utilizé medio de cultivo semisélido y se
emplearon como recipientes de cultivo tubos de ensayo (150 x 25 mm) y frascos de
vidrio de 250 ml de capacidad total, los mismos contenian 10 y 30 ml de medio de

cultivo, respectivamente.

En la etapa de formacion de callos donde se utiliz6 como regulador del crecimiento
2,4-D y en la obtencion y multiplicacion de los embriones somaticos los frascos con
los explantes fueron colocados en una camara de cultivo en oscuridad total. En los
demas experimentos de formacion de callos, asi como para la germinacion de los
embriones somaticos los frascos se colocaron en camara crecimiento con luz solar
con intensidad de 48 - 62.5 mol. m?s™" y duracién maxima y minima del periodo
luminoso de 13h, 34 minutos y 10h, 41 minutos respectivamente (Freire, 2001) y

temperatura de 27+ 2 °C.
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Analisis Estadistico

En los experimentos llevados a cabo en el laboratorio se aplicd una lectura de las
observaciones completamente aleatoria. Para el analisis estadistico de los resultados

de cada experimento se realizaron pruebas multivariadas y multifactoriales.

Los grupos homogéneos y/o significativamente diferentes fueron hallados a partir de
las pruebas de rangos multiples (LSD) en un analisis de varianza simple y Prueba de
Proporcién. Este procesamiento estadistico de las variables en cada estudio fue
posible a través de los programas estadisticos computacionales STATGRAPHICS
Plus. 4.1 y Statistix Ver 1.0, aplicaciones para window. El nivel de significacion fijado

para todas las pruebas fue del 95%, o sea. P< 0.05.

3.1. Formacion de callos

3.1.1. Influencia de la combinacion de reguladores del crecimiento en la formacion

de callos

Con el objetivo de obtener callos con buenas caracteristicas (Compactos, nodulares,
secos) a partir de apices de plantas in vitro de papaya se desarrollaron cuatro
experimentos donde se estudiaron el efecto de diferentes tipos y concentraciones de

auxinas y citoquininas.

Todos los experimentos se realizaron tres veces en el tiempo y se utilizaron 40
repeticiones por tratamientos. Las evaluaciones se realizaron a los 60 dias de cultivo

donde se evalud6 el numero de explantes que formé callo, la textura y color de estos,
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la formacién de 6rganos y el area del explante que formé callo segun la siguiente
escala:

+ 25% del explante cubierto por callo,

++  50% del explante cubierto por callo,

+++ 75% del explante cubierto por callo,

++++ 100% del explante cubierto por callo.

Los resultados de los experimentos, fueron procesados en el paquete estadistico
STATISTIX 2.0 donde se les realiz6 una prueba de proporcion con un 95% de

significacién.
3.1.1.1. Efecto del 2,4-D

El principal objetivo fue determinar la factibilidad del empleo del 2,4-D para formar
callos a partir de apices del hibrido de papaya IBP 42-99. Para esto se tomaron como
explantes iniciales, apices meristematicos con 5 mm de longitud de plantas in vitro.
Los mismos se colocaron en el medio de cultivo propuesto por Nitsch y Nitsch (1969)

y suplementado con 2,4-D en las concentraciones siguientes (2, 4 y 6 mg.I™").
3.1.1.2. Efecto de la combinacion del 2,4-D con las citoquininas 6-BAP y Kinetina

En base a los resultados del experimento anterior y la bibliografia consultada y con el
objetivo de mejorar la calidad de los callos obtenidos, se continué con el medio de
cultivo suplementado con 24-D y se combind6 con dos citoquininas 6-
Bencilaminopurina (6-BAP) y Kinetina en diferentes concentraciones (Tabla 3). Se

utilizé como explante inicial apices con 5 mm de longitud de plantas in vitro.
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Tabla 3. Combinaciones del 2,4-D con citoquininas (6-BAP y Kinetina) utilizadas para

obtener callos a partir de apices de plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99.

Tratamientos 2,4-D (mg.I'" 6-BAP (mg.I'") Kinetina (mg.I"")
1 4 1 _
2 4 2 _
3 4 - 0.5
4 4 - 1
5 4 - 1.5

3.1.1.3. Efecto de ANA en combinacion con 6-BAP

Tomando como base resultados de experimentos previos no mostrados en este
trabajo, los resultados del experimento anterior y con el objetivo de mejorar u obtener
callos con las caracteristicas deseadas, se estudio la auxina ANA en combinacién
con 6-BAP. Para ello se tomaron como explantes iniciales, apices meristematicos de
plantas in vitro, los cuales se colocaron en el medio de cultivo propuesto por Nitsch y
Nitsch (1969) suplementado con estos reguladores del crecimiento en distintas

concentraciones (Tabla 4).
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Tabla 4. Diferentes combinaciones de 6-BAP y ANA para la formacién de callos a

partir de apices de plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99.

Tratamientos. 6-BAP (mg.I") ANA (mg.I")
1 15 0.3
2 25 0.5
3 3.5 0.7
4 45 0.9
5 5.5 1.1

3.1.1.4. Efecto del AIA en combinacion con el 6-BAP

Al analizar los resultados de los experimentos anteriores asi como la bibliografia

consultada, se estudio el efecto de la combinacién de AIA con 6-BAP (tabla 5). Para

ello se tomaron como explantes iniciales, apices meristematicos de plantas in vitro,

los cuales se colocaron en el medio de cultivo propuesto por Nitsch y Nitsch (1969)

suplementado con estos reguladores del crecimiento en distintas concentraciones

(Tabla 5)
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Tabla 5. Distintos tratamientos formados con la combinacién AIA y 6-BAP, para la

formacion de callos a partir de apices de plantas in vitro del hibrido de papaya.

Tratamientos. 6-BAP (mg.I'") AIA (mg.I'"
1 15 1.5
2 25 25
3 3.5 3.5
4 45 45
5 5.5 5.5

3.1.2. Influencia del origen del explante en la respuesta callogénica.

El experimento tuvo como objetivo, determinar qué otras regiones del tallo de la

planta in vitro formaban callos, teniendo en cuenta resultados anteriores en los que

se emplearon como explantes apices. Para ello se utilizé el medio de cultivo Nitsch y

Nitsch (1969) suplementado con 1.5 mg.I" de AIAy 1.5 mg.I" de 6-BAP. Se tomaron

explantes de diferentes zonas de la planta in vitro (Figura 1), siendo estos tres de los

cuatro tratamientos estudiados.
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| Tratamientos:

1. Segmento 1: fragmento de 5.0 mm de longitud de la parte
superior de la planta in vitro al que se le eliminé el
meristemo (aprox. 2mm).

2. Segmento. 2: fragmento de 5.0 mm a partir del segmento
1.

3. Segmento 3: fragmento de 5.0 mm después del segmento
2.

4. Control (Apice de 5 mm)

Figura 1. Forma en que se seccionaron las plantas in vitro para tomar como explantes

segmentos de su tallo.

3.2. Embriogénesis somatica

3.2.1. Influencia de diferentes concentraciones de 2,4-D en la formacion de

embriones somaticos

Para la formacion de embriones somaticos a partir de los callos obtenidos de
secciones de tallo de plantas in vitro, se utiliz6 como medio de cultivo la mitad de las
sales MS suplementado con diferentes concentraciones de 2,4-D y Para ello se

estudiaron las concentraciones siguientes:
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Tratamientos:

1. 1 mg.I" de 2,4-D.
2. 5mg.I"" de 2,4-D.
3. 10 mg.I" de 2,4 D.

4. 15mg.I" de 2,4-D.
A partir de las 6 semanas de cultivo se realizaron las evaluaciones siguientes:

e Numero de callos con embriones somaticos.
e Existencia o no de cambios morfolégicos en los embriones somaticos
obtenidos.

¢ Numero de embriones somaticos por callo/tratamiento.

Este experimento se realizo tres veces en el tiempo y se utilizaron 30 repeticiones. A
los resultados se les aplico una prueba de rangos multiples (LSD) en el paquete

estadistico STATGRAPHICS Plus 4.0.
3.3. Multiplicacion secundaria de embriones somaticos
3.3.1. Influencia de diferentes concentraciones de 2,4-D

El principal objetivo fue determinar la concentracién de 2,4-D donde se obtiene el
mayor numero de embriones somaticos en etapa globular. Para el desarrollo de la
embriogénesis secundaria en el hibrido IBP 42-99 se tomaron grupos de embriones

en etapa globular con una masa fresca de 50 mg (MF) y se colocaron en medio de
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cultivo con la mitad de las sales MS suplementado con diferentes concentraciones de

2,4-D.
Tratamientos:

e 2mg.I" de 2,4-D.
e 5mg.I" de 2,4-D.

e 8mg.I"de2,4-D.
A partir de las 4 semanas de cultivo se realizaron las siguientes evaluaciones.

¢ Numero de embriones somaticos por masa embriogénica.
e Porcentaje de embriones somaticos en etapa globular del total de la masa
embriogénica.

e Existencia o no de cambios morfolégicos en los nuevos embriones somaticos.

Este experimento se realizé tres veces en el tiempo y se emplearon 30 repeticiones.
Los resultados fueron procesados en el paquete estadistico STATGRAPHICS Plus
4.0 a los que se les realizdé una prueba de rangos multiples con la diferencia minima

significativa (LSD).
3.4. Germinacion de los embriones somaticos
3.4.1. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP

Con el objetivo de determinar la concentracion mas adecuada del 6 BAP en el

proceso de germinacion de los embriones somaticos, se estudiaron diferentes
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concentraciones del mismo y se emplearon embriones somaticos en etapa torpedo y
cotiledonal (figura 2). Se les realiz6 a los embriones dos subcultivos en este medio
de cultivo teniendo en cuenta resultados anteriores, donde diferentes autores utilizan
para la germinacién de embriones somaticos de papaya dos (Posada, 1995) y hasta
tres subcultivos (Cruz et al., 1990) para completar y lograr el desarrollo de plantas

bien formadas.

Figura 2. Embriones somaticos del hibrido de papaya IBP 42-99 en etapa torpedo y

cotiledonal empleados en la fase de germinacion.

Como medio de cultivo se utilizé las Sales MS suplementadas con las

concentraciones del regulador del crecimiento siguiente:
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Tratamientos:
e 0mg.I" de 6-BAP.
e 0.15mg.I" de 6-BAP.
e 0.30 mg.I" de 6-BAP.

e 0.45mg.I" de 6-BAP.

En este experimento se evaluo:
¢ Inicio de la germinacion (dias) mediante observaciones diarias.

e El numero de embriones somaticos que germinaron para dar lugar a plantas.

Este experimento se realiz6 tres veces en el tiempo y se utilizaron 50 repeticiones.
Los resultados expresados en porcentajes fueron procesados en el paquete

estadistico STATISTIC 2.0 a los que se les realizé una prueba de proporcion.
Crecimiento y desarrollo de las plantas in vitro.

Las plantas in vitro bien formadas obtenidas a partir de la germinacién de los
embriones somaticos, se colocaron en medio de cultivo de elongacién de plantas de
papaya, el cual contenia las sales MS suplementadas con 0.25 mg.I" de ANA y 0.25
mg.I" de 6-BAP. Posterior a las 4 semanas y con una altura promedio de tres
centimetros, las plantas in vitro fueron colocadas en un medio de cultivo MS
suplementado con 5 mg.l" de AIB para inducir el enraizamiento, donde
permanecieron por espacio de 10 dias y luego se colocaron en medio de cultivo MS

libre de reguladores de crecimiento para emitir las raices.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Formacion de callos

4.1.1. Influencia de la combinacién de reguladores del crecimiento en la formacién de

callos
4.1.1.1. Efecto del 2,4-D

Se logré obtener callos a partir de apices del hibrido de papaya IBP 42-99 al utilizar 4
mg.I"" de 2,4-D, aunque solo en un 47.5 % de los explantes (Tabla 6). Ademas, los
mismos no presentaban las caracteristicas deseadas, pues eran pequefios con una
coloracion parda, una textura compacta en el centro y cubierta esponjosa y seca
(Figura 3 A). Al elevar la concentracion de 2,4-D disminuyd a 33.3 % el numero de
explantes que formaron callos. Cuando se utilizé el 2,4-D en baja concentracion (2
mg.I""), solamente se desarrollaron raices en el explante (Figura 3 B), algo negativo
en esta etapa, teniendo en cuenta que para esta etapa se debe obtener callos
compactos y grumoso. Segun Vazquez y Torres (1995) la formacion de esbozos
radiculares esta en dependencia de la proporcion auxina/citoquinina, cuando esta
favorecida la auxina, pero en concentraciones que no induzcan la desdiferenciacion
de los tejidos se forman raices a partir de los explantes como sucedi6é en el presente

acapite.
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Tabla 6. Efecto del 2,4-D en la formacion de callos a partir de apices de plantas in
vitro del hibrido de papaya IBP 42-99 a los 60 dias de cultivo.

Tratamientos 2,4-D Explante con callos | Formacion de | Formacion de
(mg.I'") (%) callos 6érganos.
1 2 0 - Raices
2 4 47.5a ++ -
3 6 33.3b ++ -

+ 25% del explante cubierto por callo, ++ 50% del explante cubierto por callo, +++75% del
explante cubierto por callo, ++++ 100% del explante cubierto por callo.

* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
proporcion.

Otros autores refieren la formacion de raices a partir de los explantes utilizados para
formar callos, cuando utilizan concentraciones de ANA desde (0.1 — 1 mg.I'") (Shu y

Loh, 1991). Solamente al variar el tipo de explante, Castillo et al. (1998) obtuvieron

callos secos y compactos a partir de secciones de eje hipocotilo en papaya var. Solo,

con concentraciones de 1 mg.l'1 de 2,4-D.

Figura 3. Comportamiento de los 4pices del hibrido de papaya IBP 42-99, en medio de

cultivo Nitsch y Nitsch suplementado con 2,4 -D, a los 60 dias de cultivo. A. (4 mg.I'"). B. (2

mg.I™).
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En otros cultivos como el Henequén (Agave fourcroydes Lem), Gonzalez et al.,
(2002) utilizan diferentes concentraciones de 2,4-D para formar callos a partir de

apices e informan los mejores resultados con la mas baja concentracion (0.3 mg.I™).
4.1.1.2. Efecto de la combinacion del 2,4-D con las citoquininas 6-BAP y Kinetina

Al combinar 2,4-D con ambas citoquininas se formaron callos a partir de los
explantes empleados. Cuando se adicion6 al medio de cultivo 2,4-D y 6-BAP se
logran los mayores porcentajes de formacion de callos (Tabla 7). Sin embargo, los
mismos fueron pequefios y de coloracion parda, compactos en el centro y rodeados
por una masa esponjosa de coloracion mas clara. Ademas, no experimentaron
crecimiento secundario cuando se colocaron posteriormente en este mismo medio de

cultivo (Figura 4 A).

Empleando como explantes raices de plantas in vitro de papaya, Yu et al. (2001)
obtuvieron callos y desarrollaron la embriogénesis somatica a partir de estos y para

ello utilizaron diferentes combinaciones de 2,4-D con 6-BAP en el medio de cultivo.

El empleo del 2,4-D combinado con kinetina aumentd el tamano de los callos (Tabla
7); sin embargo, se desarrollaron pequefias hojas a partir de los explantes que ya
habian formado callo (Figura 4 B). Estos callos presentaron una consistencia
compacta en el centro pero tenian una cubierta blanca esponjosa y seca que cubria
la mayor parte del explante. Segun Arrieta-Espinosa (1996) en papaya la

combinacion de 2,4-D y Kinetina favorece la callogénesis del tejido foliar.
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Tabla 7. Efecto del 2,4-D combinado con 6-BAP y Kinetina en la formacién de callos

con estructuras embriogénicas en apices del hibrido de papaya IBP 42-99.

Tratamientos Explante | Formaciéon de | Formacion
con callo callos de 6rganos.
(%)
4 mg.I" (2,4-D) + 1 mg.I" (6-BAP) 71.4 a ++ -
4mg.I" (2,4-D) + 2 mg.I" (6-BAP) 571b ++ -
4 mg.I" (2,4-D) + 0.5 mg.I™ (Kinetina) 357 ¢ +++ Hojas
4 mg.I" (2,4-D) + 1 mg.I" (Kinetina) 21.4d ++ Hojas
4 mg.I" (2,4-D) + 1.5 mg.I" (Kinetina) 28.5 cd +++ Hojas

+ 25% del explante cubierto por callo, ++ 50% del explante cubierto por callo, +++75% del
explante cubierto por callo, ++++ 100% del explante cubierto por callo.

* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
proporcion.

Gendy et al. (1996), sefhalaron que para algunas especies vegetales la adicion al
medio de cultivo de citoquininas en combinacion con el 2,4-D puede incrementar
significativamente los porcentajes de formacién de callos, o simplemente que pueda

ser necesario para el establecimiento de callos, ejemplo Cymbopogon martin

(Patnaik et al., 1997).

En otra especie como Eucalyptus globulus, Pinto et al. (2002) obtuvieron poco
desarrollo de los callos al emplear esta combinacién de reguladores del crecimiento
(2,4-D/6-BAP). Por su parte Gogate y Nadguada (2003) emplearon el 2,4-D en
combinacion con estas dos citoquininas para formar callos y plantearon el desarrollo
de la embriogénesis somatica directa a partir de los explantes cuando utilizaban el

2,4-D con la kinetina.
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Figura 4. Desarrollo de la callogénesis en apices del hibrido de papaya IBP 42-99,
empleando 2,4 —D combinado con citoquininas a los 60 dias de cultivo. A. 4 mg.I" de 2,4-D
combinado con 1y 2 mg.I"" de 6-BAP. B. 4 mg.I"" de 2,4-D combinado con 0.5, 1, 1.5mg.I"

de Kinetina.

En especies como el algodén (Gossypium barbadense) el empleo de 2,4-D en
combinacion con la kinetina es capas de desarrollar callos a partir de secciones de
eje hipocotilo, los cuales al ser colocados en medio de cultivo libre de reguladores de
crecimiento fueron capaces de formar embriones somaticos en etapa globular

(Kumria et al., 2003).

4.1.1.3. Efecto del ANA en combinacion con el 6-BAP
En el tratamiento uno se obtuvieron los mejores resultados con diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos, donde el 91.6 % de explantes

formaron callos (Tabla 8). Como se puede observar al sustituir el 2,4-D por ANA

como auxina en el medio de cultivo, se lograron aumentar los porcentajes de
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formacion de callos a partir de estos explantes, asi como un mayor desarrollo de los

mismos (Figura 5).

Con las concentraciones mas bajas de los reguladores del crecimiento se obtuvo un
mayor crecimiento de los callos formados. Estos presentaron una coloracion blanca y
una apariencia grumosa; sin embargo, cuando se tomaron con el auxilio de la pinzas
se comprobd que presentaban una consistencia suave y esponjosa, estos resultados
difieren con Jordan y Velozo (1996) quienes obtuvieron callos en Carica pubescens
(Lenné) a partir de brotes axilares al utilizar como reguladores del crecimiento ANA

combinado con 6-BAP.

Tabla 8. Influencia de la combinacion de ANA con 6-BAP en la formacion de callos

en el hibrido de papaya IBP 42-99 a partir de apices de plantas in vitro.

Tratamientos ANA 6-BAP Explante con callo | Formacién de
(mg.I") (mg.I") (%) callos
1 0.3 1.5 91.6 a ++++
2 0.5 25 83.3b +++
3 0.7 3.5 66.6 c ++
4 0.9 4.5 416d ++
5 1.1 5.5 58.3 ¢ ++

+ 25% del explante cubierto por callo, ++ 50% del explante cubierto por callo, +++75% del
explante cubierto por callo, ++++ 100% del explante cubierto por callo.
* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de

proporcion.
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Por su parte Arrieta-Espinoza (1996) emplearon laminas foliares para obtener callos
en papaya y mencionan la formacion de callos en el 100% de los explantes al utilizar

el ANA solo o en combinaciéon con 6-BAP.

Otros autores utilizan solamente ANA para formar callos con estructuras
embriogénicas en papaya y para ello utilizan otro tipo de explante: ejes hipocotilos
(Mauren y Fitch, 1993), peciolos de hojas (Hossain et al., 1993), informan los

mejores resultados con las concentraciones mas bajas del regulador de crecimiento.

Figura 5. Callo formado a partir de apices de plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99
en medio de cultivo Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con ANA y 6-BAP, a los 60 dias de

cultivo.

4.1.1.4. Efecto de AIA en combinacién con 6-BAP

Se logré obtener callos compactos, secos y grumosos cuando se empled AIA como
auxina en el medio de cultivo combinado con 6-BAP. Como ocurrid en el experimento
anterior con la concentracion mas baja de los reguladores del crecimiento se obtiene
el mayor numero de explantes que formaron callos, asi como los callos de mayor

tamano (tabla 9).
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Tabla 9. Influencia de la combinacion de AlA con 6-BAP en la formacion de callos en

el hibrido de papaya IBP 42-99 a partir de apices de plantas in vitro a los 60 dias de

cultivo.
Tratamientos AlA 6-BAP Explante con callo formacion de
(mg.I") (mg.I") (%) callos
1 1.5 1.5 83.3a ++++
2 25 25 75.0 ab +++
3 3.5 3.5 66.4 b +++
4 4.5 4.5 50.0 c ++
5 5.5 5.5 43.5c ++

+ 25% del explante cubierto por callo, ++ 50% del explante cubierto por callo, +++75% del
explante cubierto por callo, ++++ 100% del explante cubierto por callo.

* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
proporcion.

En los tratamientos uno y dos se lograron los mejores resultados sin diferencias
estadisticas entre ellos, con 83.3 y 75 % respectivamente, siendo superiores
significativamente a los demas tratamientos (Tabla 9). Esto podria deberse a los
altos niveles de auxina enddgenos en los apices, teniendo en cuenta lo planteado por

Vazquez y Torrez (1995) quienes plantean que la mayor produccion y acumulacion

de auxina en las plantas ocurre en las células meristematicas de los apices.

Los callos presentaron una coloracién parda clara y aunque el tamafio era menor que
cuando se empled como auxina ANA, presentaron una textura grumosa y una
consistencia compacta (Figura 6 A). Estos resultados coincidieron con los obtenidos

por Jordan y Velozo (1996) quienes sefialaron el desarrollo de callos a partir de
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brotes axilares en Carica pubescens (Lenné et koch), empleando como reguladores

del crecimiento AIA combinado con 6-BAP.

En ensayos posteriores se usaron concentraciones menores de los reguladores del
crecimiento aqui estudiados; sin embargo, no se logré obtener callos verdaderos,

solo un engrosamiento y deformacion de los explantes (figura 6 B).

Figura 6. Callogénesis en apices del hibrido de papaya IBP 42-99 a los 60 dias de cultivo,
cuando se emple6 como reguladores del crecimiento (AIA y 6-BAP). A. Callo formado en
medio de cultivo suplementado con 1.5 mg.I"" de 6-BAP y 1.5 mg.I"" de AIA. B. Malformacién

de los explantes a! emplear bajas concentraciones de los reguladores de crecimiento.

La mayoria de los investigadores tanto en papaya como en otras especies no
emplean AIA para formar callos u obtener embriones somaticos, las auxinas mas
utilizadas son 2,4-D y ANA. Sin embargo, sobre la base de los resultados obtenidos
hasta el momento se puede concluir, que con el empleo del AIA combinado con 6-
BAP se obtuvieron los callos con mejores caracteristicas en cuanto a consistencia y

aspectos morfologicos.
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Al emplear apices como explantes iniciales los callos a pesar de sus buenas
caracteristicas solamente se formaron en la zona inferior donde se les realizaba el
corte. Ademas, al tomar el apice practicamente se desechaba la planta in vitro, pues
con la manipulacién se dafaban las yemas laterales que se encontraban en la parte
inferior y de esta forma no podian ser utilizadas como explante para su posterior

subcultivo.

4.1.2. Influencia del origen del explante en la respuesta callogénica.

Se logré formar callos a partir de segmentos de tallo en todos los tratamientos
estudiados. Sin embargo, al utilizar como explantes los segmentos 1 (apice de 5.0
mm de longitud al que se le elimin6 el meristemo), 2 (5.0 mm a partir del apice) y 4
(control) se lograron los mejores resultados, con diferencia significativa con respecto
al segmento 3 (5.0 mm después del segmento 2) (Tabla 10). En este ultimo
segmento debe existir un mayor numero de células diferenciadas que forman en
muchos casos los tejidos conductores y en los segmentos anteriores ocurrid lo

contrario pues son tejidos menos diferenciados.

Freire (2001) también utilizé segmentos de plantas in vitro de cafia de azucar
(Sacharum spp hibrido) para formar callos y logré los mayores porcentajes con los

tejidos mas cercanos al meristemo y lo atribuyé al grado de diferenciacion.

Segun Parrot (1993) el tipo, estado fisiologico y los niveles de diferenciacion vy
polarizacion de los tejidos utilizados como explantes iniciales son algunos de los

factores que favorecen o interfieren la formacién de callos.
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Tabla 10. Influencia de la zona del tallo de la planta in vitro en la formacion de
callos en el hibrido IBP 42-99 a los 60 dias de cultivo.

Tratamientos Explante con callo Formacion de
(%)
callos
apice de 5.0 mm sin meristemo (aprox. 2mm) 96.6 a ++++
fragmento de 5.0 mm a partir del segmento 1 920 a ++++
fragmento de 5.0 mm después del segmento 2 71.0b +++
Control (Apice 5.0 mm) 93.5a +++

+ 25% del explante cubierto por callo, ++ 50% del explante cubierto por callo, +++75% del
explante cubierto por callo, ++++ 100% del explante cubierto por callo.

* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
proporcion.

Los resultados del presente trabajo coinciden con los alcanzados por Jordan y
Velozo (1996) quienes obtuvieron los mayores porcentajes con los explantes mas

jévenes, al utilizar para la formacion de callos en Carica pubescens, secciones de

brotes axilares de plantas cultivadas en invernadero.

En los primeros 10 dias ocurrié un engrosamiento del tejido epidérmico del explante
(figura 7 A), lo cual puede estar dado, teniendo en cuenta que es una planta
dicotiledénea herbacea, por la formacién de nuevas células a partir del tejido del
anillo de cambium y células merirteméticas presentes en el mesdfilo las cuales se
encuentran en esta zona. Rodriguez et al. (1995) plantearon que los tejidos
vegetales forman un callo a partir de las heridas como una reaccién defensiva natural
y en particular en las dicotiledoneas a partir de las células del anillo de cambium.
Posteriormente debid ocurrir una ruptura del tejido de proteccién formado en la zona

del corte y comenzé el crecimiento del callo.
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En el tratamiento cuatro donde se utilizaron como explantes apices completos, solo
se formd callo en la parte basal de los mismos (Figura 7 B); sin embargo, los demas
tratamientos a los cuales se les realizaron cortes por los dos extremos a los
explantes se originaron callos en ambos extremos y posteriormente lo cubrieron

completamente (Figura 7 C).

AN

Figura 7. Callos formados a partir de secciones de tallo del hibrido de C. papaya en medio de

cultivo Nitsch y Nitsch (1969) suplementado con 1.5 mg.I" de AlA 'y 1.5 mg.I" de 6-BAP. A.
Explante con 10 dias en medio de cultivo de formacion de callos con un ligero engrosamiento
del tejido epidérmico. B. Callo formado a partir de un apice a los 60 dias de cultivo. C. Callo

formado a partir de secciones de tallo a los 60 dias de cultivo.

Hossain et al. (1993) obtuvieron callos a partir de peciolos de hojas de papaya donde
utilizaron 6-BAP combinado con ANA y lograron regenerar plantas de los mismos.
Estos autores senalaron la formacion de los callos a partir de los extremos del
explante donde se les habia realizado el corte, apoyando los resultados obtenidos en

el presente trabajo.
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4.2. Embriogénesis somética

4.2.1. Influencia de diferentes concentraciones de 2,4-D en la formacion de

embriones somaticos.

Al utilizar el 2,4-D en concentraciones entre 5 — 15 mg.I"" se alcanzé desarrollar la
embriogénesis somatica (Figura 8). Primeramente los callos tomaron una coloracion
parda mas oscura y a las 6 semanas se observo la presencia de los embriones
somaticos, los cuales se encontraban en etapa globular y tenian una coloracién

amarillo claro.

Con 5y 10 mg.I" de 2,4-D se obtuvieron los mejores resultados sin diferencias
estadisticas entre ellos, pero significativamente superiores con el resto de los
tratamientos (Tabla 11), otros autores emplean 2,4-D para obtener embriones
somaticos en papaya variedad INIVIT 2000 a partir de embriones cigéticos y obtienen
los mejores resultados con concentraciones de 4.7 mg.I”", similares a las del presente

trabajo (Del Sol et al., 2001).

Tabla 11. Formacién de embriones somaticos del hibrido IBP 42-99 empleando

diferentes concentraciones de 2,4-D a los 45 dias de cultivo.
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Tratamientos 2,4-D NUumero de embriones Callos con
(mg.I") somaticos/tratamientos | embriones somaticos.
1 1 0 0 %
2 5 122 a 50 %
3 10 107 ab 52 %
4 15 95 b 48 %
EE - +8.2 -

*Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
rangos multiples (LSD) en One-Way ANOVA.

Cuando se elevd la concentracion del 2,4-D a 15 mg.l'1 no existieron diferencias
significativas en cuanto al numero de callos que formaron embriones somaticos. Sin
embargo, se observé que disminuyd significativamente el numero de embriones por
callos. Esto puede estar dado por los altos niveles de auxina, los cuales mantienen
un mayor tiempo indiferenciadas las células del callo y siendo menor el proceso de
formacion de embriones somaticos, teniendo en cuenta lo planteado por Vazquez y
Torres (1995) quienes aseguran que cuando se utilizan concentraciones altas de
auxina a los tejidos meristemanticos, las células se mantiene en este estado de

indiferenciacion.

Lin et al. (1995) emplearon la combinacién carbencillin (250 mg.I'") con 2,4-D (4mg.I
'Y para formar embriones somaticos a partir de callos transformados originados de
raices de plantas in vitro de papaya y le atribuyen la poca formaciéon de embriones a
una excesiva actividad auxinica ya que el carbencillin tiene una estructura funcional

muy parecida a las auxinas 2,4-D y ANA.
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Figura 8. Embriones somaticos en etapa globular del hibrido de papaya IBP 42-99 a los 45
dias de cultivo, obtenida a partir de callos procedentes de secciones de tallo de plantas in

vitro.

Con la concentracion de 1 mg.I"" de 2,4-D no se obtuvieron embriones somaticos, lo
que evidencia que esta concentracion de la auxina no es suficiente para inducir el
proceso a partir de las células embriogénicas pre-determinadas, en los callos

obtenidos a partir de secciones de tallo.

No existid diferencia significativa entre los tratamientos en cuanto al porcentaje de
explantes que formaron embriones somaticos, cuando se utilizaron concentraciones
del regulador de crecimiento entre 5y 15 mg.I". Estos resultados coinciden con los

obtenidos por Pires de Almeida et al. (2001) quienes al utilizar cuatro variedades de
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papaya para desarrollar la embriogenesis somatica, reportan entre 40 y 51% de

callos con formacién de embriones somaticos.

Como se ha observado con el aumento de las concentraciones del regulador del
crecimiento, disminuyd el numero de embriones somaticos a partir de los callos
provenientes de los apices (Tabla 11), esto debe estar dado, por que, las células de
los callos al estar expuestas a una alta concentracién de auxina, se mantienen en
estado indiferenciado por un periodo mayor de tiempo y para que se desencadene el
proceso de formacion de embriones somaticos, debe ocurrir una cierta diferenciacion
de las células pre-determinadas embriogénicamente presentes en el callo. Vazquez y
Torres (1995) plantean que la condicién que se presenta en este fendmeno bioldgico

sustenta el proceso de regulacion del crecimiento en los vegetales

Estos resultados coinciden con los obtenidos por algunos autores como: Posada
(1995) quien desarrollé la embriogénesis somatica en la variedad Maradol roja a
partir de embriones cigoticos inmaduros y utilizé concentraciones de 2,4-D similares
a las del presente trabajo, e informa disminucién del niumero de embriones somaticos
al aumentar las concentraciones de la auxina superiores a 10 mg.l'1. Por su parte
Banerjee (2002) para obtener embriones somaticos de papaya empled
concentraciones de 2,4-D desde 2 hasta 25 mg.I"" e informé que a partir de 15 mg.I”
existi6 una disminucion significativa en cuanto al numero de embriones y al

porcentaje de explantes con embriones.

Podemos concluir que con concentraciones de 5 mg.I"" de 2,4-D se obtiene el mayor

numero de embriones somaticos por explantes y no existié diferencias significativas
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en cuanto a los porcentajes de callos que formaron embriones somaticos con

respecto a los demas tratamientos.
4.3. Multiplicacion secundaria de los embriones somaticos
4.3.1. Influencia de diferentes concentraciones de 2,4-D

Con el empleo del 2,4-D en el medio de cultivo en diferentes concentraciones, se
logré la embriogénesis secundaria o repetitiva en los embriones somaticos del
hibrido de papaya IBP 42-99 (Tabla 12). Cuando se utilizaron 5y 8 mg.I"" de 2,4-D se
lograron los mayores porcentajes de embriones somaticos en etapa globular 98 y
100 % respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos, pero
significativamente superior a cuando se utilizé 2 mg.I"". Cuando los niveles de auxina
exdgenos se elevan a un nivel, los embriones somaticos no pasan de la etapa
globular, donde se detiene su desarrollo y forman embriones nuevos a partir de estos

(Parrot, 2002).

Tabla 12. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D en el desarrollo de la

embriogénesis secundaria en el hibrido de papaya IBP 42-99 a los 30 dias de cultivo.
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Tratamientos 2,4-D Embriones Embriones en etapa
(mg.I") somaticos Globular.
#) (%)
1 2 243.8 a 91 b
2 5 268.6 a 98 a
3 8 1455 b 100 a
EE - +10.2 +0.88

*Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
rangos multiples (LSD) en One-Way ANOVA.

Con el empleo de 2 mg.I" existi® un mayor porcentaje de diferenciacién de los
embriones somaticos y se observaron embriones con tendencia a germinar pues
tomaron una coloracion verde en su extremo superior (Figura. 9. A), esto debi6 estar
dado por un rapido agotamiento del regulador de crecimiento en el medio de cultivo
durante este periodo, al estar en una mas baja concentracion de la auxina que el
resto de los tratamientos. Segun Parrot (2002) los tejidos embriogénicos son capaces
de formar embriones globulares aun cuando los niveles de auxina exdgena
disminuyen hasta cierto umbral, pero en ausencia de esta la histodiferenciacion

ocurre normalmente.

Al utilizar 8 mg.I'1 de 2,4-D, primeramente se formo un callo a partir de los explantes
y posteriormente se originaron los embriones somaticos sobre este (Figura 9 B). Esto
provoco una disminucion en cuanto a la multiplicacion de los embriones somaticos,

con respecto a los tratamientos 1 (2 mg.I'") y 2 (5 mg.I"") los cuales mostraron los
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mejores resultados con un mayor numero de embriones somaticos desarrollados a

partir de los utilizados como explantes.

La embriogénesis somatica o repetitiva es de mucha importancia en los programas
de mejoramiento genético de especies vegetales y en especial el desarrollo de
embriones somaticos en etapa globular, pues la cual es la etapa del proceso de
histodiferenciacion de los embriones somaticos adecuada para la transformacion
genética por biobalistica (Mas et al., 2002). Se determin6é que con la concentracion
de 5 mg.I"" de 2,4-D se logré obtener los mejores resultados en cuanto a porcentajes
de embriones somaticos en etapa globular, asi como la mayor multiplicacion de los

mismos.

Figura 9. Embriogénesis secundaria a partir de embriones somaticos del hibrido IBP 42-99 a
los 30 dias de cultivo en medio de cultivo con la mitad de las sales MS suplementados con:

A-2mg.l'de2,4-D. B-8mg.l'de2,4-D.

64



4.4. Germinacion de los embriones soméaticos

4.4.1. Efecto de diferentes concentraciones de 6-BAP

Se logré la germinacién de los embriones somaticos del hibrido de papaya en todos
los tratamientos estudiados, siendo significativamente superior cuando se utilizaron
reguladores del crecimiento (Tabla 13). Parrot (2002) plante6 que la germinacién de
los embriones somaticos en angiospermas puede ocurrir sin la presencia de
reguladores del crecimiento exégenos. Sin embargo, en los tratamientos donde se

utilizé citoquinina, el porcentaje de germinacion fue significativamente superior.

Tabla 13. Efecto del empleo de citoquinina (6-BAP) en la germinacion de embriones

somaticos del hibrido de papaya IBP 42-99 a los 60 dias de cultivo.

Tratamientos | Concentracién Germinacién Plantas malformadas
6-BAP (%) (%)
1 0 mgl’ 42 c 35 ¢
2 0.15 mg.I” 100 a 2 a
3 0.30 mg.!I” 100 a 6 ab
4 0.45 mg.I” 92b 10 b

* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segun prueba de
proporcion (STATISTIX ver 2.0).

Cuando se utilizaron concentraciones de 0.15 y 0.30 mg.I" de 6-BAP no existieron
diferencia significativa y se alcanzaron 100 % de germinacion y solamente 2y 6 % de
plantas malformadas, respectivamente. Estos resultados coinciden con Posada

(1995) quien utilizoé dos citoquininas para la germinacion de embriones somaticos de
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papaya e informo los mejores resultados con la concentracion mas baja de 6-BAP

(0.22 mg.I'"

Al aumentar la concentracion de 6-BAP a 0.45 mg.I"", el porcentaje de germinacién
disminuye significativamente hasta 92% (Tabla 13), lo que evidencié que para la
germinacion de los embriones somaticos de papaya de este hibrido no se requieren

de altas concentraciones de las citoquininas.

Cuando se utilizo el medio de cultivo libre de regulador del crecimiento, solo germino
el 42% de los embriones somaticos. Por otra parte los embriones demoraron mas en
germinar y el porcentaje de plantas malformadas fue superior significativamente.
Chen et al., (1991) utilizaron el medio de cultivo MS sin reguladores del crecimiento
para la germinacion de embriones somaticos de un hibrido (C papaya X C cauliflora),
y obtuvieron un 20 % de germinacion, resultado inferior a los obtenido en el presente

trabajo.

Al evaluar los diferentes tratamientos pasado un mes de ser colocados los embriones
somaticos en medio de cultivo de germinacion, se observdé que en el tratamiento
donde no se utilizé reguladores del crecimiento se desarrollaron una estructuras
alargadas parecidas a raices y una ligera coloracién verde en las hojas cotiledonales
(Figura 10 A). Cuando se empled 0.15 mg.I"" de 6-BAP se observé un alargamiento
del tallo (eje hipocotilo) y el desarrollo del primer par de hojas verdaderas muy
pequefas (Figura 10 B), esto puede estar dado teniendo en cuenta los niveles
enddgenos de auxina, que al emplear baja concentracion de la citoquinina la relacion

auxina/citoquinina se favorece para la primera y esto provoca el alargamiento celular.
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Segun Vazquez y Torres (1995) cuando el balance auxina/citoquinina esta por

encima de uno favorece el alargamiento y la division celular.

Figura 10. Embriones somaticos del hibrido IBP 42-99 pasado un mes de colocados en
medio de cultivo de germinacién. A. embridon germinando en medio de cultivo sin regulador
del crecimiento. B. Plantula desarrollada en medio de cultivo con 0.15 mg.I" 6-BAP. C.
Plantula obtenida en medio de cultivo con 0.30 mg.I"" de 6-BAP.

En las concentraciones de 0.30 y 0.45 mg.I"' el comportamiento fue similar entre ellos
y diferente con respecto al tratamiento uno y dos en cuanto a los diferentes factores
evaluados. Existié un escaso crecimiento del tallo pero el desarrollo de las hojas fue
mayor, donde para esta etapa ya las plantas in vitro presentaban hasta tres hojas
verdaderas bien formadas (Figura 10 C). Esto debe estar dado porque en estos

tratamientos al existir una concentracion de 6-BAP mas elevada, el balance esta

favorecido para la citoquinina.

Para completar y lograr el desarrollo de plantas bien formadas se les realizd a los
explantes un segundo subcultivo en el mismo medio de cultivo y al evaluar los

resultados se comprobd de forma general un aumento en los porcentajes de
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germinaciéon, ademas de un mayor desarrollo de las plantas in vitro ya formadas.
Durante este periodo en el tratamiento uno se evidencié un mayor desarrollo de las

estructuras formadas y se elongaron ligeramente las plantas in vitro las cuales

habian formado pequefas hojas, pero sin mucho desarrollo del tallo (Figura 11 A).

Figura 11. Embriones somaticos del hibrido IBP 42-99 después del segundo subcultivo (60
dias) en medio de cultivo de germinacion. A. embrién germinando en medio de cultivo sin
regulador del crecimiento. B. Plantula bien desarrollada en medio de cultivo con 0.15 mg.I”
6-BAP. C. Plantula obtenida en medio de cultivo con 0.30 mg.I" de 6-BAP.

En los tratamientos dos, tres y cuatro las plantas in vitro se desarrollaron
completamente formando varias hojas verdaderas bien formadas (Figura 11 B C), por

lo que se tomo el tratamiento dos como el de mejores resultados ya que es donde se

utilizé la menor concentracion del regulador de crecimiento.

Debido a que en esta especie la germinacion de los embriones somaticos ocurre de
forma Parcial (Posada, 1995), fue necesario utilizar un medio de cultivo para elongar

las plantas in vitro y posteriormente que las mismas enraizaran.
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Crecimiento y desarrollo de las plantas in vitro.

Las plantas in vitro bien formadas obtenidas a partir de la germinacion de los
embriones somaticos, al ser colocadas en medio de cultivo de elongacion
presentaron una consistencia robusta y como promedio cuatro pares de hojas (Figura
12. A). Por otra parte existié un desarrollé de las yemas laterales, lo que debi6 estar
dado por la pérdida de la dominancia apical, por ambos subcultivos en medio de
cultivo de germinacion con citoquininas. Se logré el enraizamiento de las plantas in
vitro, al ser colocadas en el medio de cultivo de enraizamiento propuesto por Posada
(1995). Las raices presentaron una coloracién blanca y alcanzaron una longitud de 5
cm como promedio, Ademas, presentaban una amplia ramificacion de raices
secundarias (Figura 12, B). Debido a las caracteristicas de esta fase donde se
colocan los explantes 10 dias en medio de cultivo con auxina (AIB) y luego se
subcultivan a medio de cultivo sin regulador de crecimiento por un periodo de 30

dias, le permitio a las plantas in vitro que alcanzaran un mayor tamafo.
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Figura 12: Plantas in vitro del hibrido de papaya IBP 42-99 obtenidas a partir de embriones

somaticos. A. Plantas in vitro con 30 dias en medio de cultivo de crecimiento. B. Planta in

vitro enraizada.

5. CONCLUSIONES.

1.

Fue posible lograr la formacion de callos a partir secciones de tallo de plantas
in vitro del hibrido de papaya, con el empleo del medio de cultivo Nitsch y

Nitsch (1969) suplementado con 1.5 mg.I"" de AIAy 1.5 mg.I"" de 6-BAP.

Se logré obtener una embriogénesis somatica de alta frecuencia a partir de los
callos obtenidos de secciones de tallo, al emplear el medio de cultivo
compuesto por la mitad de las sales MS suplementadas con 5.0 mg.l'1 de 2,4-

D.

Se alcanzé el mayor numero de embriones somaticos en etapa globular
durante la embriogénesis secundaria o repetitiva al emplear como medio de

cultivo la ¥4 de las sales MS suplementadas con 5 mg.I"" de 2,4-D.

Se logré 100% de germinacién de los embriones somaticos y disminuir al 2%
el nimero de plantas in vitro con malformacién al emplear 0.15 mg.I”" de 6-

BAP.
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6. RECOMENDACIONES.

1. Emplear esta metodologia de trabajo para apoyar el programa de
mejoramiento genético por transformacion genética via biobalistica del hibrido

de papaya IBP 42-99.

2. Continuar los estudios del comportamiento de las plantas obtenidas en fase de

aclimatizacién y campo.
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