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RESUMEN

La papaya es una especie trioica, donde encontramos individuos con flores
masculinas, femeninas o hermafroditas, siendo estas ultimas las de mayor valor
comercial. La variedad Sweet sense, de gran importancia econdmica, ha
incrementado su produccién en los Ultimos afios en el sudeste espafiol. Su
progresiva evolucién ha hecho necesaria la obtencion de un gran nimero de
plantas hermafroditas. La multiplicacion vegetativa via organogénesis directa es
una herramienta que se puede utilizar para obtener un gran nimero de plantas
con el mismo sexo. El objetivo de este estudio es la elaboracion de un protocolo
para la multiplicacion de Carica papaya var. Sweet sense, abordando las
dificultades que se encuentran en la obtencion del material vegetal, su
desinfeccidon y posterior introduccién en el medio de cultivo y fase de
enraizamiento. Se evalud la influencia que tiene el decapitado y la aplicacidon de
una mezcla de fitohormonas (500 mglL-1 de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) y
1000 mgL-1 de acido giberélico) en la obtencion de brotes axilares de plantas
madre, el efecto de una mezcla de antibidticos (Sulfato de Gentamicina a 50
mgL™?, Estreptomicina 25 mgL' y Cefotaxima 50 mgL™) en el proceso de
descontaminacién, el efecto de la sacarosa en la introduccidon y enraizamiento
de explantes y la composicion hormonal del medio de cultivo para conseguir
explantes enraizados. No se observé influencia en el decapitado en la obtencion
de brotes axilares. El uso de la mezcla de antibidticos no mejoro el proceso de
desinfeccion. La ausencia de la sacarosa del medio de cultivo mejord el
porcentaje de explantes introducidos, pero no se consiguid la formacién de raiz
en los explantes. El mejor porcentaje de enraizamiento (70%) fue obtenido en
el tratamiento E1, basado en medio de cultivo MS suplementado con sacarosa y
AIB con una concentracién de 3 mgL™
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1. REVISION BIBLIOGRI:\FICA
1.1. La papaya (Carica papaya L.)

La papaya es una especie de origen tropical domesticada por la calidad
organoléptica y el valor nutricional de sus frutos, que se recolectan y consumen
una vez ya estén maduros.

Es una planta arborescente perennifolia, de 2 hasta 10 metros de altura con un
diametro a la altura de la copa de 6 hasta 30 centimetros, con un olor acre
distintivo.

Tiene hojas grandes de peciolo largo, de 0,7 a 1 metro, ligeramente gruesas y
carnosas. La lamina de la hoja es palmeada de 7 a 9 lobulos, y éstos a su vez
se dividen en ldbulos mas pequefios. Las hojas superiores estan erectas y
extendidas, y las inferiores colgantes.

El tronco es erguido, cilindrico, mas grueso en su base y hueco excepto en los
nudos; sin ramas y con las caracteristicas cicatrices que dejan las hojas al caer.
Su crecimiento es monopodico cuando es juvenil y al madurar se ramifica. La
corteza es verde grisacea, con manchas pardas, oscuras, o bien raramente
pardo palidas, de forma irregular, leticales pequefias o ausentes, cicatrices
semicirculares a todo lo largo del tronco. El exudado de su corteza es blanco.
Su sistema radical es pivotante.

Las flores son pistiladas, estaminadas y bisexuales, con el caliz tubular de 8 a
10 milimetros de largo y verdoso. La corola es tubular de 10 a 20 milimetros de
largo, blancuzca o amarilla palida. Flores femeninas solitarias o en grupos de 5
0 6 en la base de una hoja. Las flores masculinas se presentan en paniculas
delgadas con 15 hasta 100 florecillas por inflorescencia. Las flores femeninas
son mucho mas grandes que las masculinas.

Los frutos son bayas elipsoides (Fig. 1), torndndose de verdes a anaranjadas en
la madurez, con pulpa blanda y jugo lechoso. Se apifan alrededor del tronco.
Tiene una tamano de 4 hasta 50 centimetros de largo y de 3 a 4,5 centimetros
de ancho. Cada fruto tiene un contenido de entre 200 a 400 semillas. Estas
tienen un tamano de 3,7 a 4,5 milimetros de largo, de 2 a 2,8 milimetros de
ancho y de 2 a 2,5 milimetros de grueso. Son esféricas, cubiertas por una capa
mucilaginosa (sarcotesta); la endotesta es pardo negruzca y arrugada, con
endospermo presente (Linneo, 1753).
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Figura 1. Cultivo de papaya en invernadero en la Estacién Experimental
Cajamar Las Palmerillas.

1.2. Clasificacion taxonémica

La siguiente taxonomia ha sido extraida del ITIS Report (Integrated Taxonomic
information system of North America):

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae

Orden: Brasicales

Familia: Caricaceae

Género: Carica L.

Especie: Carica papaya L.

1.3. Sexo y tipos florales de la papaya

Se trata de una especie poligama (trioica), que presenta individuos con tres
tipos sexuales bien diferenciados: femenino, hermafrodita y masculino (Fig. 2).
Los pies femeninos (ginoicos) presentan flores femeninas o pistiladas. Los pies
masculinos (androicos) presentan flores masculinas o estaminadas, con
estambres y un pistilo rudimentario. Los pies hermafroditas presentan flores
bisexuales, con estambres y pistilos (Hueso et al., 2015), siendo las que dan
lugar a frutos que tienen un mayor valor comercial (Ming et al., 2005).
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Figura 2. Tipos sexuales presentes en papaya, caracterizados por la
presencia de flores femeninas, masculinas o hermafroditas. (Adaptado de
Hueso et al., 2015).

El sexo de la papaya esta controlado genéticamente por un sistema de
cromosomas X/Y. La presencia del cromosoma Y determina el desarrollo de
flores masculinas, el cromosoma Y", ligeramente distinto al Y, determina el
desarrollo de flores bisexuales. La presencia de dos cromosomas X determinara
la formacidén de flores femeninas (Yu et al., 2008).

Las flores de la papaya se pueden clasificar en cinco tipos basicos (Storey,
1941):

Tipo I (femeninas): Son flores pistiladas, que carecen de estambres, con un
ovario ovoide de forma cénica que termina en un estigma pentalobulados. Esta
flor no produce polen, por lo que para su fecundacion requiere polen procedente
de pies con flores hermafroditas o masculinas. Sin embargo los frutos tienen
potencial partenocarpico.

Tipo II (pentandrica): Son flores hermafroditas de forma también coénica con
cinco estambres funcionales situados en la base de la flor y un ovario globoso
con cinco surcos bien marcados y distribuidos regularmente. Este tipo de flor da
lugar a frutos globosos y asurcados. Estos frutos son poco apreciados
comercialmente (Fig. 3).

Tipo III (carpeloide): Son flores hermafroditas deformes, con entre 6 y 9
estambres funcionales y un ovario regularmente rugoso. Los pétalos estan
soldados hasta un tercio de su longitud, formando un tubo. El fruto derivado de
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esta flor tiene en el tercio basal un tronco de cono y el resto es una media
esfera o hueco con ldbulos o surcos longitudinales que le dan un aspecto
caracteristico de “cara de gato”. Estos frutos no son comerciales (Fig. 3).

Tipo IV (elongata): Son flores hermafroditas con diez estambres funcionales
dispuestos en dos series fusionados en la base y con un ovario luso y alargado,
no coénico, lo que resulta en flores tubulares de menor didmetro con un
estrechamiento en la zona media. En esta flor los pétalos se sueldan en mas de
un tercio de su longitud, formando una corola gamopétala regular, con un limbo
de cinco l6bulos libres del pistilo, excepto en la base. Aparecen siempre en
racimos con pedunculos cortos. Los frutos procedentes de estas flores son los
mas demandados por el mercado (Fig. 3).

Tipo IV+ (pitillos): Son flores hermafroditas que tiene diez estambre
funcionales pero con un pistilo rudimentario y sin estigma, por lo que no
producen frutos y generan huecos productivos (Fig. 3).

Figura 3. Flores y frutos de papaya procedentes de las diferentes tipologias florales
en plantas hermafroditas (adaptado de Hueso et al., 2015).
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Las flores hermafroditas son en su mayoria autégamas, es decir, las anteras
son dehiscentes y liberan el polen sobre su propio estigma efectuando la
autopolinizacién, y no requieren, por ello, de vectores de polinizacién. En el
caso de las flores femeninas, el viento y las mariposas nocturnas (esfingidos)
pueden actuar como vectores de polinizacion.

1.4. Origen e historia

La primera vez que fue descrita la papaya fue en 1526 en la Historia Natural y
General de las Indias donde se decia haber encontrado este arbol en las costas
de Panama y Colombia. Actualmente se considera que América Central es el
centro del origen de la papaya especialmente entre el sur de México y el norte
de Nicaragua (Knight, 1980).

Fue justo durante el periodo de la conquista de América, que navegantes
espafnoles y portugueses expandieron la fama y la presencia de esta planta y su
fruto, llevandola a las Antillas y al sur de América. Posteriormente, a finales del
siglo XVI y a principios del siglo XVII, el cultivo se difundié en Filipinas, Malasia,
Sur de China, Ceilan y Hawai. Finalmente, durante el siglo XVIII, su distribucidn
se expandio al resto del mundo tropical (Badillo, 1971).

1.5. Importancia econdmica del cultivo

Los datos de produccién mundial que proporciona la FAO sefalan a la papaya
(Carica papaya L.) como la tercera fruta tropical mas producida después del
mango y la pifa. La superficie de cultivo de esta especie en el mundo ha
experimentado una evolucién progresiva al alza desde el ano 1961 hasta el afio
2014, ultimo ano del que se dispone de datos estadisticos (FAOSTAT, 2014),
llegando actualmente a superar las 400.000 hectareas (Fig. 4). Este incremento
de la superficie, junto con las mejoras de las condiciones de cultivo, ha
supuesto que actualmente la produccién global de papaya supere los 12
millones de toneladas.
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Figura 4. Evolucion de la superficie en hectdreas y produccion de
papaya en toneladas en el mundo (datos FAOSTAT, 2014).

Si bien India y Brasil son los principales productores de papaya, con mas de 5,6
y 1,6 millones de toneladas respectivamente en 2014, la mayor parte de esta
produccion la destinan al autoconsumo. También destacan como productores
Nigeria, Indonesia y México (Fig. 5). El dominador del mercado mundial de las
exportaciones de papaya es México, pais que exporta mas de 200.000
toneladas a los dos paises principales consumidores de papaya en el mundo,
que son Estados Unidos seguido de Canada. En la Unién Europea, el Reino
Unido, Holanda y Alemania importan alrededor de 8.000 toneladas anuales cada
uno, mientras que Espana supera las 5.000 toneladas anuales. Merece sefalar
que la demanda de esta fruta por parte del mercado europeo esta en constante
crecimiento, y solo entre 2013 y 2014 se ha incrementado en un 30%.

Figura 5. Principales paises productores (verde) e importadores (naranja) de
papaya (datos FAOSTAT, 2014).



. UNIVERSIDAD DE ALMERIA I

Uiy
e,‘((ﬂel‘ianZ‘(i/e S

Espafia es el primer productor de frutos tropicales de la UE con mas de 15.000
hectdreas de aguacates, 5.000 hectdreas de mangos y 3.000 hectareas de
chirimoyas. El cultivo de la papaya se concentra en las Islas Canarias, donde ha
experimentado un desarrollo importante en los Ultimos afos. Asi, el cultivo de
la papaya ha pasado de 138 hectareas en 2004 a unas 350 en 2016, con una
produccién que ronda las 16.000 toneladas. Recientemente, la papaya se ha
introducido en el sureste de Espafa, en las costas de Malaga, Granada, Murcia
y, sobre todo en Almeria. Se estima que actualmente se cultivan unas 50
hectareas de papaya en invernadero bajo plastico en el sudeste almeriense. El
crecimiento de la superficie de papaya en Espafia obedece a dos razones
fundamentales, por una parte, por la necesidad de buscar alternativas que
contribuyan a diversificar la produccidon agricola e incrementar la oferta de
productos exportados a la UE, y por otra, al creciente consumo de frutas
tropicales y los resultados satisfactores obtenidos con la introduccion de
algunas variedades de papaya en nuestras condiciones de cultivo.

A las razones antes expuestas, hay que anadir las propiedades nutricionales de
la papaya, y en particular el contenido en vitaminas A, B, B2 y C y el reducido
aporte caldérico que deriva de su bajo contenido en grasa y la ausencia de
carbohidratos tipo almidén. Por su aceptacion por los consumidores, y como
ingrediente fundamental en dietas saludables, la papaya se esta introduciendo
con rapidez en la dieta occidental, motivo por el cual, se estima que el cultivo
de esta especie puede llegar a ser uno de los mas relevantes en los préximos
anos. La cercania al mercado europeo, la alta tecnificacion y los altos
estandares de calidad ofrecidos en la agricultura protegida del sudeste espafiol
son los principales factores para posicionar la produccion de este cultivo frente
a las importaciones extracomunitarias. Si las expectativas se cumplen, a la
papaya le podria pasar como al mango, que a finales de los 80 contaba con algo
mas de 300 hectareas y hoy dia suma mas de 5.000 hectareas, concentradas
principalmente en la Costa Tropical de Granada y Malaga y en expansiéon por el
sudeste desde Almeria, Murcia y hasta el sur de Alicante, donde las condiciones
climaticas son favorables para este cultivo.

1.6. Propagaciodn de la papaya

La propagacion de la planta consiste en efectuar una multiplicacién de la
misma, tanto de manera asexual como sexual. La manera tradicional es la
multiplicacion mediante semillas. Otra via de propagacién tradicional es el uso
de esquejes obtenidos de las ramificaciones del arbol. Se trata de una técnica
forzada, ya que esta planta tiene una fuerte dominancia apical que no le
permite ramificarse hasta que alcanza la edad de tres o cuatro anos. Por tanto
para logra que ramifique se realiza un pinzamiento del meristemo apical.
(Ronse y Smets, 1999).
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1.6.1. Propagacion por semillas y esquejes

La forma tipica para su propagacion, por su eficiencia, ha sido la reproduccién
sexual via semillas. Se obtienen semillas, de diferentes resultados en funcion
del cruzamiento que se haga.

Para obtener el mayor numero de semillas hermafroditas, los cruzamientos
deben de hacerse entre plantas hermafroditas para asi obtener un 66% de las
mismas y un 33% de femeninas. De esta manera evitas la apariciéon de papayas
macho, las cuales no dan fruto con potencial econémico.

El poder germinativo de la semilla es corto, por lo que deben sembrarse en
fechas proximas a su recoleccion o aplicar un tratamiento post-cosecha para
mantener su vida (til. La siembra puede realizarse directamente en campo o en
semillero.

La primera opcidn es poco viable ya que las plantulas de papaya tienen un
sistema radicular muy sensible, por tanto se recomienda siempre la siembra en
semillero.

En los ultimos anos los semilleros ofrecen el servicio de sexado temprano de
plantulas de papaya (Fig. 6). Se trata de una operacion laboriosa, pero que
reduce considerablemente el nimero de plantulas que el agricultor necesita
para llevar acabo su plantacion.

Esta tarea se lleva a cabo en un laboratorio, donde mediante marcadores
moleculares determinan el sexo de la planta. Se trata de un proceso de
rigurosidad y precision extrema. A la hora de muestrear y de interpretar los
resultados, un pequefo fallo puede suponer la eleccién de la plantula del sexo
equivocado, repercutiendo en pérdidas econdmicas tanto para el agricultor
como para el semillero. Por ultimo cabe destacar que hay un aprovechamiento
final del 55% de semillas.

Figura 6. Sistema de produccion de plantulas de papaya en semillero. En la izquierda se
encuentran las plantulas antes del proceso de sexado, mientras que en la derecha
encontramos las plantas hermafroditas seleccionadas en el proceso de sexado.

10
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El uso de esquejes como método de propagacion vegetativa no brinda los
efectos deseados debido que tiene un desarrollo extremadamente lento (Posada
et al., 2005). Para la produccion de plantulas mediante esqueje se usa como
material vegetal brotes de unos 25-30 cm que se cortan y cauterizan con agua
estéril calentada a 50°C. Los esquejes son introducidos entre 3 y 5 cm en una
maceta rellena con sustrato organico. Estas macetas son colocadas en areas de
cultivo sin luz solar, con una humedad ambiental superior al 80% y una
temperatura de aproximadamente 25°C. Este método de propagacion es muy
laborioso y costoso ya que implica el mantenimiento de plantaciones de mas de
tres anos para la obtencion de plantas madre (Reyes, 1983).

1.6.2. Cultivo de tejidos y micropropagacion

Hasta la fecha con el estudio de procesos que ocurren en el cultivo de tejidos de
papaya se han desarrollado diferentes métodos de propagacion a partir del
cultivo de tejidos tanto por organogénesis (Hossain et al., 1993; Alvarado,
1992; Baca, 2002; Gallardo et al., 2002;, Solis et al., 2011) como por
embriogénesis somatica (Posada, 1995; Del Sol et al., 2001; Gallardo et al.,
2004).

1.6.2. a. Micropropagacion via organogénesis

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por la
formacidon de un primordio unipolar a partir de una yema, con el subsecuente
desarrollo de un brote vegetativo, existiendo siempre una conexiéon entre los
nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son posteriormente
puestos a enraizar en otra etapa, via formacién de la radicula y el subsecuente
enraizamiento final. En la organogénesis directa, los brotes se forman
directamente del explante y en la organogénesis indirecta lo hacen a partir de
la formacion de callos (Jiménez, 1998).

La regeneracion in vitro de plantas mediante organogénesis directa (es decir,
sin la formacidon previa de callo) es altamente importante en los trabajos de
micropropagacién y conservacion de germoplasma en frutales (Scocchi et al.,
2004).

Al igual que con otras especies en la papaya existen las cinco fases tradicionales
de la micropropagacién via organogénesis (Fig. 7).

Fase 0 y 1. Preparativa y Establecimiento.

El objetivo de esta fase es garantizar un banco de plantas donantes de alta
calidad genética y fitosanitaria, para disminuir los niveles de contaminantes

11
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microbianos visibles durante las siguientes fases del cultivo in vitro (Mroginski
et al., 2004).

Se trata de una etapa critica en el proceso de propagacién in vitro. Las
principales dificultades que encontramos en el establecimiento de los explantes
son la obtencidon de una cantidad yemas laterales de un tamafio adecuado
debido a la fuerte dominancia apical de la especie (Reuveni y Shlesinger, 1990)
y a su lento coeficiente de multiplicacion (Fitch et al., 1997). Otro problema
existente es el alto porcentaje de contaminacion microbiana tras la desinfeccion
del material vegetal obtenido del exterior (Brar y Khush, 1994; Wilson, 1996) o
de invernadero (Drew, 1988; Arrieta-Espinosa, 1996; Solis et al., 2011).

Con el fin de obtener la cantidad necesaria de yemas laterales con el tamaho
optimo para su establecimiento es necesario la aplicacién foliar de dos
reguladores de crecimiento (500 mgL* de 6 bencilaminopurina (6-BAP) y 1000
mgLlde &cido giberélico (AG?®) para estimular el crecimiento y desarrollo de las
yemas laterales de la planta.

Para la desinfeccion de estos explantes existen diversos protocolos, donde se
utilizan diferentes sustancias solas o en combinacion: hipoclorito de sodio en
diferentes concentraciones (desde 0,5 a 3%), alcohol al 70% y en algunos
casos también se aplica una mezcla de antibiéticos (Sulfato de Gentamicina 50
mgL™, Estreptomicina 25 mgL™ y Cefoxatima 50 mgL™) (Posada et al., 2004)

Una vez desinfectadas la yemas con la ayuda del microscopio se eliminan los
primordios foliares hasta dejar el meristemo al descubierto. Para la
diferenciacion de estos meristemos se usa el medio de cultivo basal MS
(Murashige y Skoog, 1962) con diferentes concentraciones de BAP, ANA, AIA
AG? y adenina (Alvarado, 1992; Baca, 2002).

Fase II. Multiplicacién

El objetivo de esta etapa es incrementar el nUmero de brotes a partir de
explantes ya establecidos in vitro, sin comprometer la calidad genética de las
plantas generadas. Periddicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en
un nuevo medio de cultivo mediante divisiones y resiembras en recipientes
adecuados. De esta forma, aumenta el niUmero de plantas en cada subcultivo
(Castillo, 2008).

En la fase de multiplicacidon se han estudiado varios reguladores del crecimiento
dentro de ellos, la kinetina, el isopenteniladeninna (2iP), tidiazuron (TDZ) vy el
6-BAP (Islam et al., 1993); sin embargo, la citoquinina mas efectiva en todos
los casos ha sido el 6-BAP (Gallardo, 2002).

En esta fase el punto critico lo encontramos en la concentracion de etileno que
se genera dentro del frasco (Lai et al., 2000). Existe una correlacidon entre la

12
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concentracion de etileno y la proliferacién de nuevos brotes durante su cultivo.
Con la aplicacion de inhibidores de la biosintesis de etileno, tales como
aminoetoxivinilglicina (AVG) y CoCl,, se consigue un aumento en la tasa de
multiplicacion de los explantes de papaya.

La multiplicacion in vitro se suele realizar sobre medio de cultivo compuesto por
sales MS (Murashige y Skoog, 1962) y diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento por separado o en conjunto. Para evitar problemas
con la presencia de baterias enddgenas en el cultivo in vitro de la papaya,
algunos autores emplean medios de cultivo fotoautotréficos, eliminando la
sacarosa del medio de cultivo (Pinzon, 2003; Fitch et al., 2005).

Fase III. Elongacion

Se trata de una fase clave en el proceso de micropropagacién. Para conseguir
un correcto enraizamiento es necesario que los brotes obtenidos de la fase de
multiplicacion alcancen al menos los 3 cm de altura. Esta elongacion se
consigue introduciendo los explantes en un medio de cultivo suplementado con
sales MS (Murashige y Skoog, 1962) y acido giberélico (AG>) como regulador de
crecimiento, en concentraciones entre 1-5 mgL™? durante 15 dias (Banerjee,
2002).

Fase 1V. Enraizamiento

El enraizamiento es la fase mas voluminosa de todo el proceso, cada brote
formado en fases posteriores, debe ser cultivado y manipulado para que
ademas de crecer y desarrollar un tallo con las primeras hojas, forme y
desarrolle varias raices que le permitan comenzar la absorcidn de nutrientes al
trasplantarse a un sustrato organico (Orellana, 1998).

Esta fase puede desarrollarse abordando diversas estrategias tanto in vitro
como ex vitro. Para el enraizamiento in vitro las plantas con las primeras hojas
desarrolladas y una altura superior a los 3-4 cm provenientes del medio de
cultivo de elongacién se subcultivan a un medio de cultivo de enraizamiento,
compuesto por sales MS (Murashige y Skoog, 1962) y concentraciones entre 1
y 5 mgL! de &cido indolbutirico (AIB). En este medio de cultivo solo estara
durante 10 dias para inducir la formacién de raices, luego se transfieren a un
medio de cultivo compuesto por sales MS sin reguladores de crecimiento
durante otros 20 dias mas (Gallardo et al., 2004; Posada, 2005).

Otra variante se desarrolla sobre medio de cultivo suplementado con sales MS
(Murashige y Skoog, 1962) y diferentes auxinas (AIB, AIA y ANA) vy
citoquininas (6-BAP) como reguladores de crecimiento, solos o combinados. El
AIB, en concentraciones de 1 a 5 mgL™?, es el que mejor resultado ha dado. En
esta variante los brotes permanecen en este medio de cultivo hasta que se
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formen las raices, con una duracién aproximada de la fase de 21 dias (Reuveni
et al., 1990; Alvarado, 1992; Baca, 2002; Solis et al., 2011).

Figura 7. Diferentes fases en el proceso de propagacién de la papaya via
organogénesis (Adaptado de Adam y Kheng, 2016). A: Preparacion. B: Multiplicacion.
C: Elongacién. D: Enraizamiento.

Fase V. Aclimatacion

Lo fundamental en esta fase es que las plantas formen un buen sistema radical,
debido a que su nutricion dependera durante mucho tiempo y en gran parte de
la efectividad de sus raices. En la papaya resulta fundamental y merece una
mayor atencién mantener una alta humedad relativa (cdmara himeda) para
lograr mayor éxito en la adaptacién a las condiciones ambientales.

En esta fase la humedad relativa necesaria es entre 95 y 100% de humedad
relativa durante los primeros 15 dias. Gallardo et al. (2002), para conseguir
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este propdsito, cubrieron individualmente las plantas con frascos de vidrio (250
ml) durante cuatro semanas.

Cultivo en campo de plantas de papaya obtenidas por organogénesis

La preparacion del terreno y el manejo del cultivo deben realizarse segun las
técnicas culturales tradicionales del cultivo. Al cabo de 9 meses las plantas
florecen y dan lugar a frutos comerciales normales (Van Minh y Tuong, 2001).

Chan y Teo (2002) durante la evaluacién en campo de plantas obtenidas por via
organogénesis mostraron un rendimiento uniforme y una alta calidad de los
frutos, similares a plantas que proceden de semillas. Solo encontraron
pequefas variaciones en la altura de las plantas.

Fitch (2005) expone que el cultivo, realizado con plantas obtenidas mediante
micropropagacién, da frutos con tamafo comercial de 1 a 3 meses antes que el
cultivo realizado con plantas obtenidas mediante semillas. Otra ventaja que
presenta esta planta es su menor tamafo respecto a las que proceden de
semillas, por lo que facilitan la labor de recoleccién de frutos.

1.7.2. b. Embriogénesis somatica

Con esta técnica se busca la formacién de un embridn a partir de una célula, sin
la necesidad de la fusién de gametos (Tisserat et al., 1979). La embriogénesis
somatica in vitro es posible ya que virtualmente cualquier tejido somatico
vegetal tiene la capacidad de desarrollarse en un embridn (totipotencia) a
través de la manipulacion de las condiciones de cultivo y la aplicacion de
reguladores del crecimiento.

Los tratamientos para la obtencion de la embriogénesis somatica dependen de
si el tejido del explante consiste en:

e Células somaticas determinadas preembriogénicamente: aquellas células
de embriones cigdticos de plantas, las cuales siempre expresan un
programa de expresidon de los genes embriogénicos. En estas células un
estimulo de la divisién celular puede ser suficiente para la formacion de
un embridon somatico a partir del tejido del explante. Este proceso es
llamado embriogénesis somatica directa, o sea, la formacion de
embriones somaticos directamente desde una estructura organizada tales
como segmentos de embriones cigdéticos o embriones cigdticos completos
y/o tallos (Williams y Maheswaran, 1986).

e Célula somatica no embriogénica: son células de las partes de las plantas
gue no expresan genes embriogénicos. Las células del tejido deben sufrir
varias divisiones mitdticas en presencia de una auxina durante la
induccion del estado de célula embriogénica. Estas divisiones mitoticas
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dan lugar a un callo, a partir del cual se pueden obtener embriones
somaticos. Este proceso es llamado embriogénesis somatica indirecta y es
usado para indicar que una fase se interpone entre el explante original y
la aparicion de embriones somaticos.

Varias metodologias de regeneracidn de plantas por embriogénesis somatica
han sido establecidas, su fin fundamental ha estado dirigido al mejoramiento
genético (Posada, 1995). Sin embargo, este proceso de morfogénesis in vitro
también puede ser utilizado para la produccién de estructuras completas con
apice y raiz, que pueden ser almacenadas y encapsuladas perfectamente como
semillas artificiales. (Yeung et al., 1996)

El explante mas utilizado en esta via, independiente de la variedad, es el
embridn cigético (Del Sol et al., 2001). También se han utilizado otros tipos de
explantes como: discos de hojas (Arrieta-Espinoza, 1996), segmentos de
hipocétilo (Castillo et al., 1998; Zhu et al., 2004), raices (Yu et al., 2001), asi
como apices y segmentos de plantas in vitro (Gallardo et al., 2004).

El desarrollo de un sistema experimental para la regeneracién de plantas via
embriogénesis somatica incluye las siguientes etapas:

Etapa 1. Formacion de callos:

Se trata de la etapa previa a la formacidén de los embriones somaticos cuando
se usan células somaticas no embrionarias. Para lograr la formacién del callo,
los explantes son introducidos en medio de cultivo Nitsch y Nitsch (1969)
suplementado con una combinacién de 6-BAP con diferentes auxinas. Las mas
utilizadas son 2,4-D, AIA y ANA (Hossain et al., 1993).

Etapa 2. Obtencidon y multiplicacion de los embriones somaticos:

Para la obtencion de los embriones somaticos inmaduros se colocan los
embriones cigoticos o los callos en un medio de cultivo semisdlido. Este medio
debe estar compuesto por la mitad de las sales MS y 2,4-D (2,4-
diclorofenoxiacético) como regulador del crecimiento, a una concentracion entre
5y 10 mgL™.

Si se pretende continuar con la multiplicacién secundaria de los embriones
somaticos, estos son separados en pequenos grupos, con una masa fresca de
aproximadamente 50 mg que se colocan en el medio de cultivo vy
posteriormente en oscuridad y temperatura de 27+2 ©C. Este proceso de
multiplicacion puede ser realizado durante 5 - 6 subcultivos (Posada, 1995).

Etapa 3. Germinacion de los embriones somaticos:
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La germinacidon de los embriones somaticos se caracteriza por la elongacion del
hipocétilo, desarrollo de color verde de los cotiledones y la elongacion de la
ridicula (Alemanno et al., 1997; Canhoto et al., 1996; Salomao y Mundim,
2000).

Diferentes autores utilizan para la germinacion de embriones somaticos de
papaya dos y hasta tres subcultivos en un medio de cultivo de germinacion
para completar y lograr el desarrollo de las plantas (Posada, 1995).

A los embriones somaticos, que ya alcanzaron las Ultimas fases del desarrollo
embrionario, se les realizan dos subcultivos en medio de cultivo MS con 6-BAP
en concentraciones entre 0.15 y 0.5 mgL? (Posada, 1995). Otro regulador
usado en la germinacién de los embriones es la Kinetina a una concentracion de
5 mgL! (Mauren et al., 1993).

Etapa 4. Elongacion de las plantas obtenidas a partir de embriones

Las plantas in vitro bien formadas obtenidas a partir de la germinaciéon de los
embriones somaticos, presentan una consistencia robusta y como promedio
cuatro pares de hojas. También se desarrollan las yemas laterales, provocado
por la pérdida de la dominancia apical, por los subcultivos realizados en medio
de cultivo de germinacion con citoquininas.

Esta elongacion se obtiene introduciendo las plantas germinadas in vitro en
medio de cultivo MS suplementado con combinaciones de BA y ANA, a
concentraciones de 0.1 a 0,25 mgL™" (Posada, 1995; Bhattacharya, 2002).

Las siguientes etapas en la embriogénesis somatica coinciden con las fases de
enraizamiento y aclimatacién del proceso de organogénesis antes descrito.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El desarrollo de una metodologia de micropropagacion a partir de brotes
axilares es importante para conocer el comportamiento in vitro de esta variedad
y apoyar la multiplicacion de plantas elite de sexo hermafrodita seleccionadas
en campo por sus caracteristicas fenotipicas especiales; ademas se puede
realizar una cuidadosa seleccién de materiales genéticos, manejar grandes
volumenes de plantulas en espacios reducidos y mantener un stock de plantas
libres de enfermedades.

Varios protocolos para la propagacién in vitro de plantulas de Carica papaya via
organogénesis han sido descritos, pero ninguno se ha llevado acabo para la
variedad Sweet sense. Se trata de un hibrido especial, que ademas de contar
con una dulzura de entre 11 y 14 9Brix, cuenta con un agradable perfume, el
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cual es diferente a cualquier material en el mercado. Resalta su exquisito sabor,
el cual cuenta con aceptacién total en el mercado Europeo por su diferenciaciéon
por sobre otros materiales de papaya.

En esta especie existen diferentes problemas en los protocolos de propagacion
via organogénesis, los principales se encuentran en la fase preparativa. Por una
parte tenemos la dificultad de obtener el nimero suficiente de yemas laterales
del tamafo adecuado de las plantas seleccionadas como donadoras del material
vegetal. Por otro lado tenemos el alto porcentaje de contaminacién in vitro en
la fase de introduccién del material vegetal cuando se emplean como explantes
iniciales dpices o meristemos de plantas adultas cultivadas en campo. Ademas,
otra de las fases clave para la obtencion de plantulas es la formacion de un
sistema radicular a partir del cual puedan absorber nutrientes.

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo es la obtencién de un
protocolo para la propagacion in vitro de plantulas de Carica papaya Var. Sweet
sense via organogénesis.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencidon del material vegetal

En el presente estudio se han utilizado brotes vegetativos obtenidos tanto de
meristemos apicales como axilares.

Los brotes apicales se recolectaron de plantulas de papaya con 4 meses de
edad, criadas en bandejas de cultivo de 384 alveolos en un invernadero
multitunel de un semillero del campo de Nijar. Las plantulas tenian un tamafo
de 8 centimetros desde la base del tallo y al menos 4 hojas verdaderas (Fig. 8).

Figura 8. Plantulas de papaya criadas en bandejas de cultivo
de 384 alveolos.
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Para la obtencion de brotes axilares adecuados para su introduccion in vitro fue
necesario el uso de plantas madre de 11 meses de edad, criadas en maceteros
de 1,2 litros en el mismo semillero. Se realizé una aplicacién foliar de una
solucidén compuesta por dos reguladores de crecimiento (500 mgL?' de 6-
Bencilaminopurina (6-BAP) y 1000 mgL' de &cido giberélico) semanalmente,
durante un periodo de tres semanas consecutivas para inducir la pérdida de la
dominancia apical y el desarrollo de las yemas laterales (Posada et al., 2004).

Se utilizaron un total de 8 plantas madre, que se dividieron en dos grupos. A
uno de los grupos se les elimind el brote apical, con el objetivo de mostrar la
influencia del decapitado en la dominancia apical (Experimento 1) para obtener
mas brotes axilares. La evaluacion del nimero de brotes axilares obtenidos por
planta se realizd a los 30 dias de la ultima aplicacion de los reguladores de
crecimiento. Los resultados fueron procesados mediante una ANOVA simple de
un factor con el programa estadistico Statgraphics Centuridn.

3.2. Desinfeccidon del material vegetal y establecimiento in vitro.

En este apartado, los brotes obtenidos fueron cortados con
un tamano de aproximadamente 5 cm, se les elimind las
hojas de mayor tamano y se introdujeron en frascos con
agua estéril para evitar la deshidratacion del material
vegetal (Fig. 9).

Con el objetivo de ver la influencia del uso de antibidticos
en la desinfeccién del material vegetal se realizaron dos

tratamientos de desinfeccidon diferentes. Figura 9. Explante
preparado para la

desinfeccion.

Tratamiento 1. Sin presencia de antibidticos: La desinfeccion se llevd a cabo en
un recipiente con alcohol al 70% durante 30 segundos, posteriormente los
explantes se introdujeron en otro recipiente que contenia hipoclorito sddico al
30% y una gota de detergente Tritdn X-100 durante 10 minutos. Como ultimo
paso, se realizé un triple enjuague con agua esterilizada en el que los explantes
permanecieron en cada uno de los recipientes 2 minutos.

Tratamiento 2. En presencia de antibidticos: La desinfeccidn se realizé de la
misma forma, anadiendo un paso extra. Antes del triple enjuagado, los
explantes fueron introducidos durante 30 minutos en un recipiente que contenia
una disolucion compuesta por tres antibidticos: Sulfato de Gentamicina a 50
mgL™, Estreptomicina 25 mgL! y Cefotaxima 50 mgL™? (Posada et al., 2004).

Por otra parte, para comparar la influencia de la sacarosa en el medio de

cultivo, los explantes desinfectados se introdujeron en medios de cultivo con
concentraciones diferenciales de sacarosa. Uno de los medios contenia sales MS
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y sacarosa al 30% mientras que el otro medio de cultivo solo contenia las sales
MS.

Para la realizacién del experimento se utilizaron 15 repeticiones por
tratamiento, realizdndose 4 réplicas de cada experimento. La evaluacion de los
resultados fue realizada a los 15 dias, identificando explantes contaminados,
muertos e introducidos con éxito. Los resultados fueron procesados mediante
una ANOVA simple de un factor con el programa estadistico Statgraphics
Centurion.

3.3. Fase de enraizamiento. Preparacion de medios de cultivo e
influencia hormonal

Con el objetivo de reducir costes y tiempo en la obtencién de plantulas
enraizadas se realizaron introducciones directamente en medios de cultivo que
inducen el enraizamiento de los explantes, evitando asi las fases de
establecimiento y multiplicacion de meristemos.

Para determinar un medio de cultivo adecuado que nos permita la formacién de
raices en nuestros explantes, se formularon diversos tratamientos considerando
los resultados obtenidos por Alvarado (1992), Baca (2002) y Solis et al.,
(2011), empleando el medio de cultivo basal Murashige y Skoog (MS 1962) con
diferentes concentraciones de BAP, ANA, AIA y AIB (Tabla 1). Todos los medios
fueron suplementados con sacarosa a 30 gL™; posteriormente se ajusté el pH a
5,8, se anadié agar al 0,8% y se esterilizaron en autoclave a 1,08 Kg/cm2
durante 15 minutos.

Los explantes, en su medio de cultivo, se colocaron en una camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 18 horas de luz, una temperatura de 25 +
20C y una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (FFF) de 50-62.5 pmol m™
-1
s,

Tabla 1. Medios de cultivo y concentraciones hormonales propuestas en diferentes
tratamientos para inducir in vitro la formacién del sistema radicular en explates de
Carica papaya Var. Sweet sense

Tratamiento Medio + Hormonas
EO MS
E1l MS + AIB 3 mg/L
E2 MS + AIB 3 mg/L + ANA 0.5 mg/L
E3 MS + AIB 3 mg/L + Adenina 5 mg/L
E4 MS + ANA 1 mg/L
E5 MS + AIB 2 mg/L + BAP 0.5 mg/L + AIA 0.5 mg/L
E6 MS + AIB 2 mg/L + BAP 0.5 mg/L + AIA 0.5 mg/L
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Ya que la contaminacién bacteriana es un problema real para la obtencién de
plantulas enraizadas libres de patdgenos, se realizd otra prueba en la que se
modificd la concentracion de azlcar de los medios de cultivo descritos en la
Tabla 1. De este modo, durante la elaboracion de los medios de cultivo no se
adiciond sacarosa, con el objetivo de ver la influencia de este azucar en el
desarrollo radicular de los explantes.

Para la realizacion de los experimentos de esta fase, se utilizaron 15
repeticiones por tratamiento y dos replicas por experimento. La evaluacién de
los resultados se realizd6 a los 35 dias, evaluando el porcentaje de explantes
enraizados y el nimero de raices formadas por explante. Los resultados fueron
procesados mediante una ANOVA simple de un factor con el programa
estadistico Statgraphics Centurion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto del decapitado en la obtenciéon del material vegetal

La distribucién en gradiente de auxinas, que va desde el apice primario hacia la
base de la planta reprime el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del
tallo, manteniendo asi lo que se denomina como dominancia apical. El
decapitado de la planta favorece un menor flujo de auxinas hacia la base del
tallo, estimulando asi el desarrollo de los brotes axilares.

Por otra parte, la presencia de hormonas en diferentes niveles en las plantas y
sus células, permite que éstas desarrollen caminos morfogénicos alternativos.
Si existiese un nivel relativamente alto de citoquininas vs. auxinas, el tejido
manifiesta la formacion de nuevos brotes (Fig. 10; Thimann, 1977).

my i l 8. '
Figura 10. Formaciéon de brotes axilares en una planta madre de Carica

papaya Var. Sweet sense.
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Tabla 2. Efecto del decapitado apical y aplicacion de reguladores de crecimiento (BAP
500mgL™ y AG? 1000mgL™?) en la perdida de la dominancia apical y la formacién de

brotes axilares en plantas madre de Carica papaya var. Sweet sense.
Coeficiente de

multiplicacion

(o]
Tratamiento Ne de plantas N° de brotes
madre
Decapitada 4 42 10,5
4 39 9,75

Sin decapitar
Valores con (*) indica que los datos difieren estadisticamente para p<0.05

Tras la ultima aplicacién de reguladores de crecimiento en las plantas madres
no decapitadas (Fig. 11A) se obtuvieron un total de 39 brotes mientras que en
las no decapitadas (Fig. 11B) el nimero de brotes obtenidos fue de 42, por lo
gue no existe diferencia significativa en el coeficiente de multiplicacion para
cada tratamiento (Tabla 2). Estos resultados sugieren que el decapitado no
elimina la dominancia apical, por lo que no se induce la formaciéon de brotes
laterales. Sin embargo, la aplicacién de los reguladores de crecimiento tanto en
plantas decapitadas como no decapitadas, si tuvo un efecto positivo en la
formacion de nuevos brotes axilares, de acuerdo con los resultados previos
obtenidos por Thimann (1977), Reuveni y Shlesinger (1990), Arrieta et al.
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Figura 11. Plantas madre antes de la formac
in vitro tras la aplicacién foliar de reguladores de crecimiento. A: Plantas sin decapitar

B: Plantas decapitadas.

22



. UNIVERSIDAD DE ALMERIA A

Uiy
e,‘((ﬂel‘ianZ‘(i/e S

4.2. Influencia del uso de antibidoticos en la desinfeccion del material
vegetal.

Los antibidticos son una alternativa para el control de la contaminacién en los
procesos de propagacion in vitro de varias especies vegetales (Guerrero et al.,
2016). En algunos casos, el uso de antibidticos en el cultivo in vitro pueden
llegar a provocar fitotoxicidad. Esta depende de la concentracidn a la que se ha
expuesto el tejido y de la tolerancia de la especie tratada (Okkels y Pedersen,
1988).

Algunos autores indican que para reducir la fitotoxicidad de los antibidticos
estos deben ser aplicados sobre las plantas madre de las que se van a
recolectar los explantes y no incorporar tales sustancias a los medios de cultivo
ya que se modifica su composicion y pueden ser metabolizados por los tejidos
(Duhem et al., 1988; Roca y Mogrinski, 1993; Falkier, 1996).

En la Tabla 3 se observa el porcentaje de apices establecidos a los 15 dias de su
introduccién. Ademas se presenta el porcentaje de dpices muertos y de
contaminaciones para cada tratamiento realizado.

Tabla 3. Efecto de una mezcla de antibidticos en el proceso de desinfeccién de
explantes apicales de Carica papaya var. Sweet sense

Tratamiento Contaminaciones Apices muertos Apices establecidos
(%) (%) (%)
Sin antibidticos 33,3 6,7* 60,0
Con antibidticos 36,7 0,0 63,3

Medias con (*) indica que los datos difieren estadisticamente para p<0.05

El analisis estadistico de los resultados indicé que los brotes desinfectados con
el tratamiento con antibidticos no mejord el porcentaje de explantes
introducidos con éxito. De este modo, el porcentaje de apices establecidos no
presentd diferencias significativas entre ambos tratamientos, siendo estos
porcentajes del 60% y 63,3% en el tratamiento de desinfeccién sin y con
antibioticos, respectivamente.

El porcentaje de contaminacion tampoco mostré diferencias significativas entre
los tratamientos realizados. En el tratamiento sin antibidticos se obtuvo un
33,3% de contaminacion microbiana, mientras que en el tratamiento con
antibioticos el porcentaje de contaminacién fue del 36,7% (Tabla 3).

Unicamente existieron diferencias estadisticamente significativas en la cantidad
de dpices muertos (Tabla 3). El tratamiento de desinfeccién con antibidticos no
presentd apices muertos, mientras que en el tratamiento sin antibidticos se
obtuvieron un 6,7% de apices muertos. Este resultado podria explicarse por la
presencia de contaminantes bacterianos cripticos presentes en los apices, que
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no se eliminan sélo por la desinfeccién con hipoclorito, requiriendo del efecto de
los antibidticos para su eliminacion.

Los resultados obtenidos para el porcentaje de apices establecidos con éxito fue
similar a los obtenidos por Posada et al., 2004, aunque en su caso el
tratamiento con antibidticos durante la desinfeccion si mejord respecto al
tratamiento sin antibidticos. Sin embargo, Singh et al. (1997) y Wu et al.
(2012) obtuvieron un 78% de introducciones exitosas utilizando diferentes
antibidticos en el proceso de desinfeccion.

Que no existiesen explantes muertos en el tratamiento con antibidticos,
evidencia que no hay sintomas de fitotoxicidad en la desinfeccion del material
vegetal con antibiéticos. Con los mismos antibidticos e iguales concentraciones
Posada et al. (2004) tampoco observaron sintomas de fitotoxicidad.

4.3. Influencia del uso sacarosa en la introduccion del material vegetal

La sacarosa se adiciona al medio de cultivo de las plantas in vitro para permitir
un rapido crecimiento heterotréfico ya que la produccidén de energia y
carbohidratos por la fotosintesis in vitro es muy poca debido a que los niveles
de iluminacion en las habitaciones destinadas a su crecimiento generalmente
son bajos y no garantizan un desarrollo adecuado de la planta (Leifert et al.,
1995).

Estos mismos autores han expresado que por la adicion de azlcares y otras
sustancias organicas a los medios de cultivo de las plantas in vitro estos se
convierten en un buen sustrato para el crecimiento de algunas especies de
bacterias que han sido aisladas como contaminantes.

En la busqueda de vias para la deteccion temprana de los contaminantes
bacterianos o métodos para su control se han realizado diferentes estudios.
Algunos de los cuales incluyen la evaluacion del efecto de la sacarosa sobre el
crecimiento de los contaminantes bacterianos (Pinzén, 2003).

Tabla 4. Efecto de la sacarosa en la introduccidn de explantes de Carica papaya var.
Sweet sense

Tratamientos Contaminaciones Apices muertos Apices establecidos
(%) (%) (%)

Sin sacarosa 10,5 18,1 71,4

Con sacarosa 37,1% 4,8* 58,1*

Medias con (*) indica que los datos difieren estadisticamente para p<0.05

Los resultados obtenidos (Tabla 4) muestran que el tratamiento al cual se le
elimina la sacarosa del medio de cultivo consigue un 71,4% de apices
establecidos, superandose los 58,1% obtenidos para el tratamiento en el que
los medios de cultivo se suplementan con sacarosa (3 gr/L).
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En el tratamiento sin uso de sacarosa en el medio de cultivo, también se reduce
significativamente el porcentaje de explantes contaminados. Utilizando medios
de cultivo sin sacarosa, se obtuvo un 10,5% de contaminaciones respecto al
37,1% del tratamiento con sacarosa (Tabla 4).

Respecto al porcentaje de apices muertos, el tratamiento con sacarosa obtuvo
mejores resultados. El 4,8% de los apices murieron tras la introduccidon en el
medio de cultivo que contenia sacarosa, mientras que en el tratamiento sin
sacarosa el porcentaje de apices muertos fue del 18,1% (Tabla 4).

Pinzon 2003 y Fitch et al. (2005) también emplearon medios de cultivo sin
sacarosa en diferentes variedades de papaya, para ayudar a reducir las
pérdidas por bacterias obteniendo resultados satisfactorios. Esto es debido a
que en el medio de cultivo no existe una fuente de carbohidratos, como es la
sacarosa, a través de la cual el agente contaminante lleve a cabo sus funciones
metabdlicas, dando lugar a contaminacion.

Sin embargo existen agentes contaminantes, como los que aparecen en el
tratamiento sin sacarosa, que no necesitan de manera imprescindible este
carbohidrato para realizar su metabolismo, ya que fueron capaces de crecer en
ausencia de sacarosa, quizds a expensas de fuentes de nitrogeno que se
encuentran en algunas de las sales MS (Leifert et al., 1995)

Es factible pensar que en los medios de cultivo sin sacarosa el mayor numero
de apices muertos respecto al tratamiento con sacarosa esté influenciado por la
falta de absorcidon y asimilacién de los carbohidratos por parte de la planta, ya
que la fotosintesis en estas condiciones de cultivo, suele ser insuficiente para
satisfacer la demanda de carbono de la planta. (Grout y Aston, 1977).

4.4. Efecto hormonal en la induccion de la formacion de raices

Previamente al analisis estadistico, se observd que los tratamientos EO, E3, E4,
E5 y E6 no dieron lugar a explantes enraizados. En la tabla 5, se presentan los
porcentajes de enraizamiento y numero de raices que se obtuvieron en los
tratamientos donde la induccidn del sistema radicular fue efectiva (Fig. 12).

Tabla 5. Influencia de distintas concentraciones hormonales en la induccion de la
formacion de raices.

Tratamiento % de enraizamiento NO de raices
El 70%* 9
E2 43 8.5

Medias con (*) indica que los datos difieren estadisticamente para p<0.05
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El tratamiento E1, con un 70% de plantas enraizadas, fue el que mejor
porcentaje de enraizamiento obtuvo, encontrandose diferencias significativas
con el tratamiento E2, que obtuvo un 43% de explantes enraizados (Fig. 13).
En cuanto al ndmero de raices formadas en cada tratamiento, no se
encontraron diferencias significativas, obteniéndose 9 y 8,5 raices por explante
en los tratamientos E1 y E2 respectivamente (Tabla 5).

Diferentes concentraciones de acido indolbutirico (AIB) han sido utilizadas para
la obtencion de plantulas enraizadas. Reuveni et al. (1990) lograron enraizar
plantas in vitro usando un medio MS que contenia 1 mgL™ de AIB mientras que
Alvarado (1992) lo realizd6 con un medio de cultivo MS suplementado con 5
mgL? de AIB. Posada (2005) y Solis et al. (2011) consiguieron resultados
proximos al 70% de enraizamiento usando medios de cultivo suplementados
con AIB a 3 mgL!, coincidiendo con los resultados obtenidos en nuestro
tratamiento E1 a esa misma concentracidn. Sin embargo, Bermudez et al.
(2013) consiguieron un 100% de explantes enraizados en estas mismas
condiciones.

La presencia ANA en el tratamiento E2, con una concentraciéon de 0,5 mgL™*
junto con AIB a la misma concentracion que en el tratamiento E1 no mejoro el
porcentaje de enraizamiento. Resultados similares han sido obtenidos por Solis
et al. (2011), con un 50% de explantes enraizados con ese mismo tratamiento.

Figura 12. Inicio de la formacion Figura 13. Explante con sistema
de raices radicular completo.

En la actualidad, se emplean varios métodos para el enraizamiento de papaya
en condiciones in vitro. Todo ellos tiene en comun la presencia de auxinas para
inducir la formacién de raices. Siendo el AIB el que mejores resultados ha dado,
aungue hay variaciones respecto a la concentracion hormonal afiadida al medio
de cultivo. Sin embargo, este regulador del crecimiento en el medio de cultivo
estimula la formacién de un callo basal (Fig. 14) que impide la formacion de

26



2/
- UNIVERSIDAD DE ALMERIA )

\}
e)«/verimz’.nl‘ﬁ/e\S

raices o las hace disfuncionales, por no tener conexion con el tallo (Kumar et
al., 2013 y Posada et al., 2007).

En nuestro caso, los tratamientos E5 y E6 dieron lugar a la formacién de un
callo en la parte basal del explante. Los tratamientos E5 y E6 incluian IBA en
una concentracién de 2 mgL™?, mientras que las auxinas AIA y ANA estaban a
una concentraciéon de 0.5 mgL'. Ademads, estos tratamientos contenian 0.5
mgL? de BAP como citoquinina, existiendo una descompensacién entre la
relacién de auxinas y citoquininas.

La formacion de estos callos se debe a que niveles bajos de citoquininas y/o
conjuntamente niveles altos de auxinas, propician la formacién de masas
celulares no organizadas (Skoog y Miller, 1965).

Este callo también aparecié en el tratamiento E3 que contenia el medio MS
suplementado con AIB a 3 mgL! y adenina a 5 mgL™. La formacién de dicho
callo puede deberse a que la adenina actia como precursor para la formacion
de citoquininas (Bantawa et al., 2009; Nandagopal y Kumari 2006), provocando
el mismo efecto que en los tratamientos E5 y E6.

Por otra parte, la presencia de citoquininas en los medios de cultivo de los
tratamientos E5 y E6 promovié el crecimiento de brotes axilares en los
explantes introducidos en estos tratamientos (Figura 15).

v

Figura 14. Formacién de callo Figura 15. Crecimiento axilar y
basal en el explante. formacién de callo basal.

En las introducciones realizadas sobre los medios modificados de la Tabla 1, en
los que durante su elaboracidon no se suplemento el medio de cultivo con
azlcar, no se han encontrado tratamientos con explantes que hayan
desarrollado sistema radicular. Esto indica que la presencia de la sacarosa en el
medio de cultivo es esencial para el desarrollo de una planta in vitro (Pierik
1990) debido a que la fotosintesis en estas condiciones de cultivo suele ser
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insuficiente para satisfacer la demanda de carbono de la planta. Este hecho
podria explicarse debido a que los tejidos verdes in vitro no son suficientemente
autotrdficos, a que la concentracidn de CO? en la atmdsfera del tubo de cultivo
no es siempre la mas adecuada (Gibson 1967) y a causa de una iluminacion
insuficiente. En consecuencia, la planta in vitro necesita tomar carbono del
medio de cultivo para satisfacer sus necesidades.

5. CONCLUSIONES

Durante la realizacién de este trabajo se evaluaron diferentes estrategias
usadas en la formacién de brotes axilares, en la desinfeccion del material
vegetal y en la utilizacién de diferentes fitohormonas durante la fase de
enraizamiento del proceso de micropropagacion. De este modo, el trabajo
realizado ha permitido obtener las siguientes conclusiones:

1. Para la obtencidn de brotes axilares, la decapitacidon de los brotes apicales
no afecté a la dominancia apical de la planta madre, por lo que no se
incremento el numero de brotes axilares formados por cada planta.

2. En la descontaminacion de los brotes, el uso de antibioticos no mejoré el
numero de explantes introducidos con éxito, aunque si la supervivencia
de los apices aislados.

3. Durante la introduccion del material vegetal, la utilizacion de medios de
cultivo desprovistos de sacarosa reduce considerablemente la
contaminacion de explantes en el proceso de micropropagacion.

4. En la fase de enraizamiento, sélo los medios de cultivo suplementados
con sacarosa formaron raices, proceso fundamental para su
micropropagacion.

5. El tratamiento E1, basado en medio de cultivo MS suplementado con AIB
a 3 mgL?, fue el que obtuvo mayor porcentaje de enraizamiento (70%).
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