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RESUMEN

La papaya (Carica papaya L) es el miembro econémicamente mas
importante de la familia Caricaceae. Se cultiva en mas de 50 paises
tropicales y subtropicales, por ser una de las frutas con mayor demanda en
el mercado internacional. En el presente trabajo se evaluaron cuatro auxinas
(ANA; Picloram; 24-D y 245-T) en combinacién con diferentes
concentraciones de BBAP (citocinina) para la induccion de callos, asi como
diferentes concentraciones de 2,4,5-T y TDZ (citocinina) para la induccién de
embriones somaticos. Para la maduracién se utilizé el medio de cultivo MS
libre de reguladores de crecimiento a la mitad de su concentracion,
adicionando 0.1 mg L de tiamina, 0.5 mg L de piridoxina, 5.0 mg L™ de
dcido nicotinico, 2.0 mg L de glicina, 100 mg L de myo-inositol y 2 % de
sacarosa. Se encontré que concentraciones entre 1 y 5 mg L" de auxinas
como ANA y 2,4,5-T combinadas con 1 y 2 mg L™ de 6BAP son las mas
adecuadas para la induccion de callos. Los cultivos pretratados con Picloram
durante la fase de induccién de callos, muestran mayor eficiencia en la
induccion de embriones a concentraciones de 1 mg L' de 2,4,5-T, por o que
el pretratamiento infiuye en la induccién de embriones. En concentraciones
de 1 mg L de 2,4,5-T en combinacién con 2 mg L™ de TDZ, se obtuvo un
81% de induccion de embriones. No se cbservéd desarrollo en los cultivos
durante la fase de maduracion. Al realizar la microscopia electrénica,
cbservamos complejos proembriogénicos en algunas pares del callo,
mayormente localizados en la periferia del callo y otros en la parte interna.

vii



1. INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es el miembro econdmicamente mas
importante de la familia Caricaceae y la Unica especie dentro del género
Carica. Aungue se continda discutiendo su centro de origen, se acepta que
éste se halla comprendido entre el Sur de México y Panama. Posiblemente,
en esta drea ocurrié su domesticacién por culturas nativas, de ahi se
dispersd a la zona del Caribe y el Sureste Asidtico en el siglo XVI, y
posteriormente, a la India y Africa (Morton, 1987, Baldilic, 2002).
Actualmente, la papaya se cultiva en méas de 50 paises tropicales y
subtropicales, siendo una de las frutas con mayor demanda en el mercado
internacional (FAO, 2005).

El frutc de la papaya es una buena fuente de calcio y excelente en vitaminas
A y C, es considerada como una de las frutas mds nutritivas. La papaya
generalmente se consume en fresco como fruta, otras partes de la planta
son también utilizadas (como las flores y las hojas) que son consumidas y el
tallo puede servir para almacenar granos (OGTR, 2003). La variedad
Maradol ha destacado en los Udlimos afos por su sabor y valores
nutricicnales muy atractivos para el consumidor, sus excelentes cualidades
de comercializacién y por la rentabilidad que ofrece al productor (SAGARPA,
2005). La planta puede producir por mas de 20 afios, pero sdlo da buenos
rendimientos los tres primeros afos. Para una alta produccidn de frutos
deben administrarse abundantes nutrientes, especialmente nitrégeno vy
fésforo. Un fruto de papaya bien polinizado produce entre 300 y 700 semillas
viables.

En la industria, la papaya se usa para la extraccion de enzimas proteoliticas,
principalmente papaina; se emplea ademas en la fabricacién de cosméticos,
shampoo, graduacién de bebidas alcohdlicas, gomas de mascar, en la
elaboracion de algunos farmacos y en la industria alimenticia; como

ablandador de cames, entre otros usos (Eno et af., 2000).



A nivel mundial, la produccion de papaya se ha mantenido relativamente
estable en los dlitimos afos. En 2004, segln datos de la FAQ, existian en
todo el mundo 365,846 ha plantadas con este cullivo, de las cuales se
obtuvo una produccién de aproximadamente 6.5 millones de ton. En el afto
2007, la superficie sembrada a nivel nacional fue de 22,623 ha vy la
produccidn se calculd alrededor de 919,425 ton, siendo los principales
productores Veracruz, Chiapas, Yucatdn, Oaxaca y Tabasco (SAGARPA,
2007). Brasil es el mayor productor mundial al aportar el 26% de la
produccion total, seguido de México con un 15%, Nigeria e India con un 12%

y 11% respectivamente.

En una plantacién es comin observar plantas con flores femeninas, en
ocasicnes masculinas y hermafroditas, el mayor inconveniente estd en que
el sexc solo puede determinarse cuando las flores brotan a partir de los tres
meses de la siembra, esto provoca grandes pérdidas del cultivo (Gabrera-
Ponce et al.,, 2000). Ademas estan reportados varios tipos de flores que se

describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de los tipos florales en el cultivar Marado! (Tomado de
Salazar, 1999).

Tipo floral Caracteristicas Forma del fruto

Flor hermafrodita de 10 estambres,
Hermafrodita con los pétalos soldados en mas de un | Frutos uniformes
elongata tercio de su longitud. El ovario es alargados
alargado y es frecuente en més de un

70% en la variedad Maradol

Flor pistilada «que carece de
estambres, que rara vez los tiene o
Femenina muy rudimentarios. El ovario es grande |  Frutos redondos
de contorno circular liso.

Flor de 6 a 9 estambres; pétalos

Hermafrodita soldados a un tercio de su longitud. El | Frutos alargados y
estéril en verano | ovarioc no desarrclla en épocas de en ocasicnes
temperaturas altas. Es poco frecuente bananiformes

en la variedad Maradol,




La forma alargada de la fruta esta asociada a flores hermafroditas (Figura 1).
De las diferentes flores hermafroditas, la de tipo elongata es la mas

importante para producir fruta desde el punto de vista comercial.

Figura 1. Flor hermafrodita y fruto tipo elongata de Carica papaya L.

En contraste, los frutos redondos provenientes de flores femeninas (Figura
2) no tienen un valor comercial de exportacién pero son aceptados para

consumo nacional.

4 = ]

Figura 2. Flor femenina y fruto redondo de Carica papaya L.

Se considera como micropropagacion, la obtencién de nuevas plantas a
partir de semillas o de estructuras meristematicas preexistentes bajo
condiciones in vitro. En cambio, se considera regeneracion a los métodos
donde se obtienen nuevos individuos a partir de tejidos o células somaticas,
0 que se originan de las células gaméticas como granos de polen y évulos.

La organogénesis es un sistema de regeneracion donde se producen nuevos
organos adventicios a partir de tejido somatico (directa) o de callos
(indirecta). La embriogénesis somatica (ES) es otro sistema de regeneracion
donde se producen nuevas estructuras bipolares o embriones a partir de
tejido somatico (directa) o de callos y cultivos de células en suspensién

(indirecta).



Dentro de ios procesos de propagacion in vitro, la embriogénesis sornética
tiene un gran potencial tanto para la ciencia basica como para la ciencia
aplicada. Para el caso de la ciencia basica, la ES resulta fundamental para
establecer comparaciones con la embriogénesis cigdtica y procesos de
desarrollo, mientras que para la ciencia aplicada resulta de enorme utilidad
en la propagacion clonal. Hoy en dia, a pesar de que existen una amplia
variedad de especies sembradas con cultivos provenientes de ES, son
escasos los éxitos relacionados con especies de habitat tropical.

En la papaya la ES ha sido inducida de diferentes pares de la planta:
évulos, peciolos, tallos, segmentos de raices, embriones cigdticos,

hipocotilos y del tegumento de la semilla (Litz y Conover, 1977).

Las plantulas obtenidas in vitro a través de organogénesis producen raices
tipo adventicias las cuales no son comparables con las raices pivotantes
provenientes de una planta obtenida por semilla, ya que la conexién vascular
en las raices adventicias normalmente es escasa dando cierta desventaja a
la planta cuando es llevada a campo, aumentando en muchos casos el
porcentaje de acame en contraste con las plantas obtenidas por semilla
donde el anclaje es mayor por su raiz pivotante. Como alternativas se
pueden producir plantas in vitro a partir de embriones somaticos que
presentan una polaridad semejante a un embrién cigdtico dando lugar a

plantulas completas (tallo y raiz).

Actualmente la ES representa la mejor opcion para la clonacién masiva de
plantas pues permite obtener estructuras bipolares en un solo paso,
gliminando la induccion de la rizogénesis en la regeneracion por
organogénesis (Fuentes-Cerda, 2001). Dentro de los alcances de la ES, el
uso de biorreactores ha mejorado significativamente la produccién masiva de
plantas, ya que en un medio liquido controtado se pueden cultivar miles de
embriones somaticos, los cuales pueden ser germinados hasta la obtencion

de plantulas.



2. ANTECEDENTES
2.1. Descripcion botanica y otros aspectos de Carica papaya L.

Forma: Planta arborescente perennifolia, de 2 a 8 m (hasta 10 m) de altura
con un didametro a la altura del pecho de 6 a 15 cm (hasta 30 cm), con un

olor acre distintivo.

Copas/Hojas: Copa abierta y redondeada. Hojas grandes de peciolo largo,
0.7 a 1 m, con la lamina de 7 a 9 Iébulos, y éstos a su vez en ISbulos mas
pequefios, ligeramente gruesas y carnosas. Hojas superiores erectas vy

extendidas e inferiores colgantes.

Tronco/Ramas: E! tronco es erguido, cilindrico, hueco excepto en los nudos,
mas gruesc en su base; con las caracteristicas cicatrices que dejan las hojas

al caer. Crecimiento monopddico cuando joven y al madurar se ramifica.

Corteza: Lisa, verde grisacea, con manchas pardas, obscuras, o bien
raramente pardo pdlidas, de forma irregular, lenticelas pequenas o ausentes,
cicatrices semicirculares a todo lo largo del tronce. Presenta un exudado

blanco.

Flores: Pistiladas, estaminadas o bisexuales, con el cdliz tubular de 8 a 10
mm de largo, verdoso; corola tubular de 10 a 20 mm de largo, blancuzca o
amarilla palida, ovario sipero. Flores femeninas solitarias rara vez de 5 a 6
juntas en la base de una hoja, masculinas en paniculas delgadas con 15 a
20 flores o llegando a tener hasta 100 por inflorescencia. Las flores

femeninas son mucho mas grandes que las masculinas.

Fruto: Apifados alrededor del tronco. Bayas elipsoides o esféricas,
tornandose de verdes a anaranjadas en la madurez, pulpa blanda, jugo
lechoso. El fruto silvestre mide de 4 a 6 cm de largo y de 3 a 4.5 cm de
ancho. Cada fruto conteniendo de 200 a 400 semillas. En plantas cultivadas
de 10 a 50 cm de largo, dependiendc de la variedad y las condiciones del

cultivo.



Semilla: Semillas de 3.7 a 4.5 mmde largo, 2a 2.8 mm de ancho y de 2 a
2,5 mm de grueso, esféricas, cubiertas por una capa mucilaginosa
(sarcotesta); endotesta pardo negruzca y arrugada. Endospermo presente.

Raiz: Sistema radical pivotante.

Sexualidad: Planta dicica (mas cominmente en la papaya silvestre);
monoica, con flores hermafroditas, poligama. Ocurren cambios en la
expresion sexual debido a diferentes condiciones ecoldgicas © a las
condiciones del cultivo. El sexo de la planta no se puede determinar sino

hasta la floracién.

Ndmero cromosémico: 2n= 18

Habitat: Puede crecer en lomerios y cafadas. Prospera en toda la tierra
caliente en un clima tropical o subtropical, desde el célido més seco de los
subhtmedos hasta la variante himeda del clima subhumedo. La humedad y
el calor son condiciones esenciales para su buen desarrollo y fructificacidn
(Linne, 1753).

2.2, Métodos para la propagacién de plantas

La propagacion de plantas se refiere al conjunto de actividades técnicas que
permiten multiplicar o reproducir los materiales genéticos contenidos en las
plantas. Basicamente existen dos tipos de propagacion: la sexual y la
asexual. A la propagacion de las plantas por medio de la semilla se le
cochoce como sexual, en tanto que a la propagacion vegetativa a través de

acodos, estacas, callos e injertos se le denomina asexual {Pierik, 1990).

2.2.1. Reproduccion sexual

En el caso de la reproduccion sexual, se forman células reproductoras
especializadas, llamadas gametos. La fusidn de los gametos masculing y
femenino lleva al desarrollo de un embridn y posteriormente a la formacion

de la semilla (Bewley y Black, 1985).



2.2.2. Propagacion asexual o vegetativa

En la reproduccion asexual, las nuevas plantas se originan por medio de
érganos vegetativos especializados, tales como tubérculos, rizomas,
estolones, bulbos, etc.; pero ademas, se puede lograr por otros métodos de
morfogénesis que abarca la formacién de embriones somaéticos
(embriogénesis  adventicia, apomixis, efc.), micropropagacién y
embricgénesis somatica /in vitro (Redenbaugh, 1993).

La embriogenesis somatica in vitro es posible, ya que virtualmente cualquier
tejido somatico vegetal tiene la capacidad de desarrollarse en un embrion a
través de la manipulacion de las condiciones de cultive y a la aplicacién de
reguladores del crecimiento. La primera demostracion de que las plantas
podian producif embriones somdaticos in wvitro fue publicada en 1958
{McKersie y Bowley, 1993).

Los métodos de propagacién vegetativa son importantes para las actividades
productivas del hombre, ya que nos permiten, a través de la multiplicacién a

gran escala:

« Producir plantas con caracteristicas genéticas excepcionales.

* Obtener gran namero de plantas a partir de pocos individuos y en
un tiempo relativamente corto.

« Propagar individuos que no han alcanzado la madurez sexual y
por tanto no han llegado a producir semillas.

» Propagar especies gque presentan problemas de fertilidad o que no
son capaces de producir semillas (Durdn et al,, 1997).

2.3. Cultivo de tejidos vegetales

El cultive de callos inicia cuando una porcidn de tejido se desdiferencia in
vitro, originando un callo (Pierik, 1990). Hurtado y Merino (1987} definieron
un callo como un tejido obtenido por medio del aislamiento de organos o
tejidos diferenciados, los cuales posteriormente son llevados a una

desdiferenciacion celular, presentando este una proliferacion continua,



acelerada vy de apariencia deserganizada que da origen a una masa amorfa

de tejido.

Se llama induccién del callo al inicio de su formacion, posteriermente los
callos se cultivan en un medio diferente. En condiciones adecuadas
{nutrientes, temperatura, luz, etc.) y a veces de forma espontanea se puede
producir la regeneracion de drganos adventicios y/o embriones a partir de
callos (Pierik, 19920).

La caracteristica mas importante del callo es que las células que lo forman
son indiferenciadas, por lo tanto mas factibles de expresar la totipotencia,
con un mangjo adecuado de los nutrientes, reguladores del crecimiento
vegetal y condiciones ambientales, tendrén la capacidad de desarrollar
brotes, raices, embriones, etc., los cuales pueden llegar a formar plantas

completas.

Las fitohormonas o reguladores de crecimiento son compuestos organices ¢
sintéticos diferentes de los nutrimentos que en pegquefas cantidades
fomentan, inhiben o modifican de alguna forma cualquier proceso fisiolégico
vegetal (Weaver, 1990). Las hormonas vegetales se sintetizan en alguna
parte de la planta y se traslocan a otra, en donde concentraciones muy bajas
causan una respuesta fisioldgica, que promueve diferentes tipos de
crecimiento, en la actualidad las auxinas, citocininas, giberelinas, inhibidores
y retardadores del crecimiento, etileno, acido acetilsalicilico, triacontanol,
brasinoesteroides, turgorinas y poliaminas, son consideradas reguladores de

crecimiento (Salisbury y Ross, 1994}

2.3.1 Auxinas

El acido indolacético (AlA) fue la primera auxina natural identificada y hoy es
considerada la auxina principal en las plantas. Sin embargo, también existen
auxinas sintéticas, tales como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
acido naftalenacético (ANA), las cuales a pesar de ser sintéticas, en
bicensayos inducen efectos similares a las auxinas naturales (Sitbon vy

Perrot-Rechenmann, 1997).



La auxina es la hormona vegetal que influye en numerosos aspectos de
crecimiento y desarrollo (Chen et al., 1998; Guilfoyle et al., 1998), se incluye
el desarrollo vascular, iniciacidn de rafces laterales, dominancia apical,
fototropismo, gravitropismo, embriogénesis, maduracion de frutos (Hobbie et
al, 1994; Davis, 1995), senescencia, abscisidn, floracion, elongacién y
divisién celular (Eckardt, 2001).

2.3.2 Citocininas

Son sustancias casi todas derivadas de la adenina que en términos
generales estimulan la division celular o citocinesis, sus principales
funciones sen: romper ¢l efecto de la dominancia apical, intervienen en la
morfogénesis, promueven la sintesis de proteinas (ES: maduracién), pueden
inhibir la formacion de raices, retraso de la senescencia de las hojas. La
cinatina es una citocinina sintética, en concentraciones bajas es muy

ampliamente utilizada (Minorsky, 2001).

La ES in vitro es un proceso bien establecido en mas de 150 especies de
importancia agrondmica. Los embriones somaticos se pueden obtener de
células vegetativas, de tejidos reproductives, de embriones cigéticos o de
callos producidos de cualquiera de los drganos o tejidos antes mencionados
(Copeland y Mc Donald, 1995).

La ES in vitro es el proceso por el cual se forman embriones a partir de
células vegetativas. Por [o tanto, los embriones soméaticos se desarrollan sin
la precedente ferilizacidn, como ocurre en la formacion de los embriones

cigéticos (McKersie y Brown, 1993).

La ES presenta un sistema ideal para investigar los procesos complejos de
diferenciacion de plantas, asi como los mecanismos de expresién de
totipotencia de células vegetales, ademas tiene muchas ventajas comparado
con la embriogénesis cigética; por ejemplo, a) el procese de embriogénesis
es facilmente monitoreado, b} el ambiente del embridn puede ser controlado
y ¢) un gran nimero de embricnes puede facilmente ser obtenido {Nomura y
Komamine, 1999).
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Se pueden distinguir dos tipos de ES:

Directa: cuando el embridn se crigina a partir de una ¢élula de un tejido, sin
que se produzca la formacidn previa de callo. Las células a partir de las
cuales se originan los embriones reciben el nombre de células

determinadas pre-embriogénicas (PEDC).

Indirecta: cuandc primero se forma un callo, a partir del cual se forman los
embriones. Las células a partir de las cuales se forman los embriones,
reciben el nombre de células determinadas embriogénicas, y producen
embriones cuando son inducidas a ello (células determinadas
embriogénicamente inducidas IEDS). En este tipo de embriogénesis las
células diferenciadas deben ser primero desdiferenciadas, para ser
redeterminadas como células embriogénicas después de la division
celular. Las auxinas (y a veces las citocininas) tienen gran importancia en
este proceso. Con este método, en primer lugar se debe producir un

rejuvenecimiento completo (Pierik, 1920).

Parrot (1993) y Gomez (1998), mencionan que el desarrollo de un sistema
experimental para la regeneracién de plantas via ES incluye los siguientes
pasos: induccion de los embriones somdticos, desarrollo de los embriones

somaticos, proliferacion, maduracién, germinacién y conversion a plantas.

Pérez ef al. (1999) indican que la ES consta de las etapas de:

a} Induccidén. Proceso de conversién de una célula somatica a una
célula proembriogénica, para que este se presente son factores
determinantes del genotipo, el grado de diferenciacion de las células
del explante, auxinas, el tipo de tejido, etc.

b) Histodiferenciacién. Las masas de células proembriogénicas se
diferencian al formar embricnes somaticos, mediante una division y
diferenciacion simultdneas. Se requiere la eliminacidn de las auxinas
exogenas para que ocurra la diferenciacion; en esta etapa los
embriones somaticos pasan por una serie de estadios intermedios

muy similares a los que ocurren en la embriogénesis cigdtica. En las
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dicotileddneas estas son: globular, de corazon y torpedo. Y en
monocotileddneas seon: globular, coleoptilar y escutelar.

Maduracién. Durante esta etapa ocurre una elongacién celular sin
divisién; Bewley y Black (1985} mencionan gue la maduracion es el
periode en la maduracién del embrién somatico en el cual ocurre la
expansién de la célula y la acumulacién de sustancias de reserva,
para la mayoria de las especies se sabe que los estimulos que
hacen posible la maduracidn de los embriones sen la desecacion y el
dcido abscisico (ABA).

Germinacidn. Proceso de elongacion y reactivacion metabdlica de un
embrién somatico madurec para convertirse en plantula; los estimulos
requeridos son tratamientos de frio, incubacién en presencia de luz,

o aplicacion de acido giberélico o citocininas.

De acuerdo con Lozoya (1990), los principales factores que intervienen en la

embriogénesis somatica son:

a)

Medios de cultivo. Se indica la adicién de sustancias al medio para
favorecer la embriogénesis entre ellas se incluyen la tiamina, 4cido
nicotinico, piridoxina, glicina, myo-inositol, adenina y auxina.

Luz y temperatura. En zanahocria y citricos, especies en donde los
estudios de embriogénesis han sido méas profundos, se reporta que
luz y temperatura son factores determinantes para que esta se
presente, en general una intensidad luminica de 1000 a 3000 lux y
una temperatura de 25 a 28 °C son adecuadas.

Aunado a lo anterior, la embriogeénesis somatica es también afectada por el

genctipo de la planta, el tipo y el estado fisioldgico del explante, los

reguladores de crecimiento y las condiciones de cultivo (Gémez, 1998).

Los embriones somaticos, tienen al igual que los cigéticos, la capacidad de

formar una nueva planta después de un proceso de germinacion, con la

diferencia de que la embriogénesis somdtica es un proceso asexual, por lo

que la nueva planta en teoria serd exactamente igual a la donadora de la

célula

inicial. Ain no se conoce con exactitud el proceso de induccién de

ésta, pero se sabe que implica un proceso drastico en los patrones de
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expresion genética mediante el cual las células pasan del patrén normal a
uno embriogénico. (Tisserat, 1991; Pérez, et al, 1999). A los embriones
somaticos les falta la testa v el endospermo, los cuales proveen proteccién y
nutricién al embrién cigdtico en las semillas naturales (McKersie, 1996).

La propagacion de plantas, a través de la ES, representa el método mas
eficiente de multiplicacion clenal de plantas que se ha desarrollado hasta la
fecha (McKersie, 1996). Se puede emplear tanto en especies que se
reproducen por semillas, como en aquellas de propagacion vegetativa (Gray,
1997).

Los embriones somaticos son estructuras bipolares con eje radical-apical y
no poseen conexidn vascular con el tejido materno, estas estructuras
bipolares deben ser también capaces de crecer y formar plantas normales y

completas.

En la papaya la ES ha sido inducida de diferentes partes de la planta:
évulos, peciolos, tallos, segmentos de raices, embriones cigéticos,

hipocotilos y del tegumento de la semilla (Litz y Conover, 1977).

2.4. Factores que intervienen en la morfogénesis in vitro

Abdeulnour y Vicent (1993) destacan algunos factores importantes que
influyen en la induccién de la embricgénesis somatica, estos son el genotipo,
edad de la planta, estado fisicldgico de la planta al momento de tomar el
explante y condiciones del ambiente in vitro (factores fisicos y quimicos).

En un estudic en mora (Morus aiba L.} se encontro que la callogénesis fue
dependiente de la naturaleza del explante usado, el genotipo y los
reguladores de crecimiento suplementados en el medio, las hojas fueron el
mejor tipo de explante usado para induccidn de callos (Bhau y Wakhulu,
2001).

La eleccion del explante (drgano, tejido, células etc.) adecuado, constituye el
primer paso para el establecimiento de los cultivos, éste variara de acuerdo

con el objetivo perseguido. Se ha demostrado que la edad fisiolggica es un
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factor importante en la formacion de drganos entre mas joven y menos
diferenciado sea el tejido, mas facil sera su adaptacion y respuesta al tejido

in vitro (Halperin, 1996).

2.4.1. Factores fisicos

Intercambio gaseoso. Los gases producidos por los cultivos in vitro mas
comunes son Oz (oxigeno} CO; (didxido de carbono) y CzHs (etilenc). En
recipientes de cultivo cerrados herméticamente se ha detectado acumulacidn
de estos gases y otras sustancias como etanol y acetaldehido, que ademas
de influir el crecimiento, también pueden afectar los procesos de

diferenciacién o morfogénesis (Righetti et al,, 1990).

Humedad. En condiciones i vitro la humedad dentro de los recipientes es
de casi 100%. Por eso en general la planta in vitro no desarrolla
eficientemente sistemas de regulacién hidrica, tales como ceras, estomas,
cuticula, etc. De ahi que se dificulte la aclimatacion de las plantas

micropropagadas a condiciones externas (Abdeulnour y Vicent, 1993).

Luz. En condiciones in vitro clasicas, la intensidad y calidad de luz es muy
baja se recomienda mezclar diferentes tipos de [uz en una misma sala para
tener diferentes longitudes de onda. El espectro dtil para los vegetales es de
400 a 700 nm. Dos fenémenos importantes que dependen de la luz son:
fotosintesis y fotomorfogénesis (Abdeulnour y Vicent, 1993).

2.4.2. Factores quimicos

El medio de cultivo consiste en una mezcla de sustancias dentro del cual
crecen los explantes. Dicha mezcla es una combinacién de sustancias
inorganicas y organicas que permiten a las plantas crecer y multiplicarse in
vitro (Lopez, 1990}.

pH. El grado de acidez ¢ alcalinidad del medio de cultivo, es importante y
especifico para cada tipo de planta, al igual que ocurre en el suelo, las
especies vegetales responden de manera diferente, por lo que es necesario
ajustarlo a los requerimientos de la especie en estudio. Sin embarge el pH
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adecuado en el medio de cultivo se encuentra en el rango de 4.5 a 7.0, para
las plantas, un pH de 5.7 es el mas utilizado (Abdeulnour y Vicent, 1993).

2.5. Embriogénesis somatica en papaya

Se han publicado casos de embricgénesis somatica en Carfca papaya; Chen
et al. (1987) regeneraron plantulas por esta via embriogenica a partir de
callos de raiz de las variedades “Solo” y “Sunrise”. La embriogénesis ocurrié
a los tres meses de cultivo. Experimentaron con explantes de tallos, hojas,
cotiledones y raices que fueron cortados de plantulas germinadas in vitro, de
cuatro a seis semanas de edad con tres hgjas, y sembradas en un medio de
cultive constituido por la mitad de las sales de MS, 0.5 mg L™ de tiamina, 1.0
mg L™ de piridoxina, 5.0 mg L' de &cido nicotinico, 2.0 mg L™ de glicina, 1.0
mg L" de caseina hidrolizada, 100 mg L' de myo-inosital, 160 mg L de
sulfate de adenina, 1.0 mg L™ de acido naftalenacético (ANA)y 0.5 mg L' de
cinetina (KIN).

Fitch y Manshardt (1990) regeneraron pldntulas a partir de embriones
cigdticos inmaduros de cuatro cultivares: “Sunrise”, “Sunset”, “Waimanalo” y
“Kapoho”, sus fuertes de explante fueron nudos cotiledonares, dpices y
meristemos radiculares después de cultivarlos por tres semanas en un
medios MS (Murashige y Skoog, 1962) con las sales diluidas a la mitad con
0.1 a 25 mg L de 2, 4-D, 400 mg L™ de glutamina y 6% de sacarosa. A
partir de las seis semanas de cultivo, aproximadamente el 50% de los
embriones cigéticos produjeron cientos de embriones somaticos que fuercn
madurados en un medio MS ¢on las sales a la mitad de su concentracion y
luego germinados en otro medic MS, con 5 mg L™ de cinetina; por Gltimo
fueron cultivados en un medio MS para posteriormente transferiflos a

invernadero.

Azpeitiz (1996}, indujo la embriogénesis somatica a partir de embriones
cigdticos inmadures los cuales obtuvo de frutos provenientes de fiores
hermafroditas, sembrande éstos en cuatre tratamientos con diferentes
concentracicnes de la auxina 2,4-D, usando el medio basal a la mitad de su
concentracion, las vitaminas MS, myc-inositol 100 mg L7, glutamina 400 mg
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L, sacarosa 60 g L y 5 g L' de agargel y pH 5.8. Obteniendo mayor
numero de embriones con una concentracisn de 2.5 mg L de 2,4-D.

Salazar (1999) indujo embriogénesis somatica a partir de tallo de plantas de
papaya Maradol, estos explantes fueron sembrados en medio MS a la mitad
de la concentracién de las sales, vitaminas de SH (Schenk y Hildebrandt,
1972), myo-inositol 100 mg L™, 2 mg L™ de cinetina y 0.5 mg L' de ANA o
acido clorofenoxiacético (CPA) y un pH de 5.7.

Cabrera-Ponce et al. (2000), reporta este fendmeno a partir de semillas
tomando embriones cigdticos; éstos son sembrados en medios que
consisten en la mitad de la concentracién de sales del medic MS, myo-
inositol 2.5 mg L, glicina 0.1 g L, tiamina 0.005 mg L, glutamina 0.4 g L.”,
acido 2,4-D 10 mg L™, sacarosa 6%, agar 0.8% y pH 5.8. Los embriones se
formaron en un promedio de tres meses y posteriormente se empezaron a

ver las primeras plantulas ya formadas.

En general, el desarrollo de callos embriogénicos a partir de diferentes
explantes, condiciones y medios de cultivo, la alta frecuencia embriogénica
en suspensiones celulares y la produccion de plantulas por esta via,
confirman que la papaya responde bien a esta técnica biotecnolégica

(Monmarson et al,, 1995).

A continuacion se enlista un resurmnen (Cuadro 2) de trabajos realizados en

Carica papaya L. para la obtencion de embriones somaticos:
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| Resultados

Maduracién de

‘Auxina L a | O | Induccién de callos Ingdiceidn de embriones
=1 embriones somaticos somaticos
Tiempo en iy Tiempo en Tiempo en
| | | =% 4 | semanas | CONdicién | oormanas % semanas %
Chen et al., 1987 | Apices, raiz, 1.0mgL de | 0.5mgL" de
tallo, hoja y ANA cinetina - - 12 - - -
cotiledones
Fitch y Embriones Sunrise 0.1a25mg | 5mgL"de
Manshardt, 1990 | cigéticos Sunset L'de24-D | cinetina - - [ 50.00 -
inmaduros Waimanalo
Kapoho
Fitch, 1993 Hipocotilo Sunrise 0.5a25mg
Sunset L' de24-D 10-14 oscuridad 8 - 8 -
Waimanalo
K 0
Salazar, 1999 Tallo y raiz Maradol 05mgL'de | 2mgL" de - - 60.00 - -
ANA cinetina =
Cabrera-Ponce | Embriones Maradol 10mgLde - - 12 51.03 12 -
et al., 2000 cigdticos Sunrise 24-D 47.23
inmaduros Tropica 41.07
Pacifico 40.00
Bhattacharya, et | Embriones Honey Dew 30mgLT de 01mglL" 71.33
al., 2000 cigéticos co2 2,4,5-T de ABA - - 36 - - 59.33
inmaduros
Juliana et al., Embriones Sunrise 20mgL”
2001 cigéticos Solo de 2,4-D 2 oscuridad 6 - SR -
maduros e
Yang, 2001 Raices invitro | TainungNo.2 [ 1.0mgL” 0.1mgL" de
24D BAP - - 16 38.00 - -
Bhattacharya et | Embriones Honey Dew [ 20mglL” 66.33
al., 2002 cigdticos Washington de 2,4-D - - 4-6 - - 68.33
inmaduros




Ll

Resultados

Induccién de
Maduracién de
o | indicelondeicalios ::':232:: embriones somaticos
Tiempo en Tiempo
semanas | Condicién en % T;z'mng::: %
| semanas
Renukdas et al,, | Embriones 96.67
2003 cigoticos picloram
inmaduros - . 6-8 - .
2mgL’ de 90,00
‘ 2,4-D
Kanokwan y Embriones Cultivar Khak- | 50mg L™ 0.67mgL”
Boonthum, 2007 | cigéticos Dum de2,4-D de ABA - - - - 2 39.00
: inmaduros
Ascencio etal., | Embriones Maradol 0.02mgL” 02mglL"’ 0.02mgL’ 4 fotoperiodo - - 70.00
200 cigdticos de 24-D de cinetina de ABA
inmaduros




3. JUSTIFICACION

Actualmente, la embriogénesis somadtica representa la mejor opcidn para la
propagacion masiva det cultive de papaya pues permite obtener un gran
nimero de plantas en lapsos mas breves que en los métodos tradicionales
de micropropagacian. Entre las ventajas que ofrece la produccién de
embriones somaticos estan: la posibilidad de producir una gran cantidad de
embriones (alta eficiencia de produccién); la caracteristica de bipolaridad
que distingue a los embriones como plantas individuales; la similitud en
diferentes niveles de organizacién (morfolégico, fisiolégico y biogquimico), con
sus contrapartes sexuales y su capacidad para producir una planta nueva
durante los procesos de germinacion y conversion., Pero la caracteristica
mas sobresaliente de los embriones somaticos es que se desarrollan de
células somaticas y por lo fanto presentan la potencialidad de producir
duplicados similares de un genotipo especifico. En el cultivo de papaya, se
encuentran plantas masculinas, femeninas y hermafroditas, para los
productores lo ideal seria solo cultivar plantas hermafroditas, ya que
cultivando dichas plantas se garantiza una alta produccidn y se evitan
pérdidas eliminande plantas femeninas y masculinas, por lo tanto el cultivo

es mas rentable.

De lo anterior surgié el interés de estudiar la ES en Carica papaya L. una
especie de gran valor comercial en el mercado internacional y para México
en particular, por ser éste uno de los principales paises productores y
exportadores en el mundo, adernds de la gran demanda que presenta como

cultive frutal.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los problemas fundamentales a los que se enfrentan los productores
de papaya es, en primera instancia, la complejidad en la identidad sexual de
su floracién, pues es comun cobservar dentro del cultive plantas con flores
hermafroditas, femeninas o masculinas. Lo ideal seria cultivar solo plantas

hermafroditas que den frutos de tipo elongata.
Una alternativa para lograr lo anterior es la embriogénesis somatica para

preducir plantas 100% hermafroditas y asi garantizar una alta produccidn y

con esto evitar grandes pérdidas al tener que eliminar plantas no deseadas.
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5. HIPOTESIS

Al aplicar diferentes dosis y tipos de reguladores de crecimiento al cultivo de
tejidos in vitro de plantulas de Papaya Marado! 100% hermafroditas, sera
posible promover la capacidad de regeneracidn de plantas por el proceso de
embriogénesis somatica.
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6. OBJETIVOS

Objetive General
Desarrollar un protocolo eficiente de regeneracién de plantas por medio de la
embriogénesis somatica en Carica papaya L., a partir de tejidos foliares de

plantulas hermafroditas obtenidas in vitro.

Objetivos Particulares
= Determinar las condiciones apropiadas para la induccién y cultivo de
callos de tejidos foliares.
s Establecer el tipo, concentracién y combinacién de auxina/citocinina
adecuados para la induccion de callos embriogénicos.
+ Determinar las condiciones para la maduracion de los embriones

hasta la obtencién de plantulas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Lugar del experimento

El presente trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Fisiclogia Vegetal en la
Unidad de Bictecnologia del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatén,
A.C.

7.2. Material vegetal
Se utilizaron tejidos foliares provenientes de plantulas de papaya (Carica
papaya L) var. Maradol previamente establecidas in vitro 100%

hermafroditas.
7.3. Descripcién de experimentos

7.3.1. Fase de induccién de callos

Se realizaron cuatro experimentos bifactoriales de acuerdo al siguiente
arreglo (Cuadro 3). Cada experimento consistio en cuatro dosis de citocinina
y cuatro dosis de auxina. En el primer experimento se probd acide
naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina (6BAP), en el segundo
experimento la auxina Picloram y 6BAP, en el tercer experimento se utilizd
acido diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6BAP y en el cuarto experimento acido
triclorofenoxiacético (2,4,5-7) y 6BAP. Cada experimento consistié de 16
tratamientos (combinaciones) con tres repeticiones cada uno, en total 48
frascos por experimento dosificados con 10 mL de medic en cada uno.

Los explantes fueron de tejido foliar de plantulas de papaya hermafreditas
cbtenidas in vitro. La hoja fue seccionada en tres partes: a) peciolo y base
de la heja b) centro de la hoja y ¢) apice de la hoja; cada explante fue
sembrado en un recipiente. Los frascos se incubaron en un cuarto de cultivo
bajo condiciones controladas, a 26 = 2 °C con un fotoperiodo de 16/8 h
(luz/oscuridad) y con una intensidad luminica de 50 uM m2s,

22



El medio de cultivo utilizado fue el de Murashige y Skoog (1962)
suplementado con 20 g L de sacarosa, 7 g L de agar a un pH de 5.7. Los
reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Se realizd un andlisis cualitativo por tratamiento a los 45 d de cultivo
observando la formacién y abundancia de callo en los explantes, fueron
otorgados de manera arbitraria los siguientes valores: ausencia de callo (1),
callo poco abundante (2), callo moderadamente abundante (3) y callo
abundante (4). Ademas se evalué el color y la consistencia que presentaron

los callos.

7.3.2. Fase de induccién de embriones

Para la induccion de la embriogénesis somatica se utilizé el material friable y
café-crema obtenido en cada uno de los cuatro experimentos de la fase de
induccion de callos. Se seleccionaron de forma visual en el estereoscopio los
tratamientos de cada experimento que presentaron callogénesis, y se disefd
un nuevo experimento con base al siguiente bifactorial (Cuadro 4).

Los reguladores de crecimiento utilizados fueron 2,4,5-T y Tidiazuron (TDZ).
El medio de induccién utilizado fue el MS a la mitad de su concentracion con
0.1 mg L™ de tiamina, 0.5 mg L' de piridoxina, 5.0 mg L™ de 4cido nicotinico,
2.0 mg L de glicina, 100 mg L™ de myo-inositol y 20 g L de sacarosa. Las
condiciones de cultivo fueron las mismas que en la induccion de callos. Se
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evaluaron por separado cada uno de los experimentos realizados en la fase

de induccidn de callos.

Cuadro 4. Factorial para la induccién de embriones en Carica papayal.

(mgL) |
NU245T | e
My SR G
(mgLh) N\ :
TDZ
i) T2
T3 T4

El medio de induccién utilizado fue el medio basal MS a la mitad de su
concentracién, adicionando 0.1 mg L™ de tiamina, 0.5 mg L™ de piridoxina,
5.0 mg L de acido nicotinico, 2.0 mg L™ de glicina, 100 mg L™ de myo-
inositol y 20 g L™ de sacarosa. Las condiciones de cultivo fueron las mismas
que en la induccion de callos.

Al final de la fase de induccién de embriones se procedié a observar los
callos en el estereoscopio, se tomaron fotografias de las estructuras
encontradas con el fin de identificar si dichas estructuras eran complejos
proembriogénicos. Para confirmar si las estructuras observadas eran

embriones se usé Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

7.3.3. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Para poder observar las estructuras en el microscopio electrénico, las
muestras fueron fijadas durante 48 h a 4°C con una solucién compuesta de
Formaldehido, Acido acético y Alcohol (FAA) propuesta por Mistake en 1974.
Se realizé una segunda fijacion con un buffer a base de fosfatos 0.2 M a un
pH de 7.3 por 24 h a 4°C, este buffer esta compuesto por: 2.76 g de fosfato
de sodio monobasico (NaHPOsH:0), 5.36 g de fosfato de sodio dibasico
(NaH;PO47H,0) y 3.5 g de paraformaldehido por cada 100 mL de agua.
Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas con etanol de manera
gradual al 30, 50, 70, 85, 96 y 100% v/v, durante 1h en cada concentracion a
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4°C. Una vez deshidratadas las muestras se procedio a realizar el secado en
punto critico en una cdmara marca TOUSIMIS modelo Samdri-795.

Para finalizar el proceso, las muestras fueron metalizadas con oro en un
pulverizador marca Sputter Denton Vacuum moedelo Desk Il. La capa de oro
fue de 120 nm de espesor. Finalmente se cbservaron en el microscopic

electrdnico.

7.3.4. Fase de maduracidon de embriones

Para la maduracidn de embriones se utilizé el medio de cultivo MS libre de
hormonas a la mitad de su concentracién con 0.1 mg L de tiamina, 0.5 mg
L' de piridoxina, 5.0 mg L' de &cido nicotinico, 2.0 mg L™ de glicina, 100 mg
L' de myo-inositel y 2 % de sacarosa, durante seis semanas. Las
cendiciones de cultivo fuercn las mismas que para las fases de induccion de

callos y de embriones.

7.3.5. Andlisis estadistico ‘

Para el andlisis de datos obtenidos en los experimentos bifactoriales durante
las fases de induccidn de callos v de embriones, se utilizd el programa
estadistico Statgraphics Plus 4.0%. Cada experimento se analizé de forma
individual y en cada uno de ellos se realizé la prueba de ANVA (Andlisis de
Varianza) y la comparacion miltiple de medias mediante la prueba DMS
(Diferencia Minima Significativa}. La cuantificacién de embricnes fue

expresada en nimero de embriones por gramo de tejido.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Fase de induccion de callos

8.1.1. Experimento 1 (ANA y 6BAP)

Al transcurrir 45 d del establecimiento in vitro de los explantes, se
encontraron diferencias altamente significativas para las dosis de 6BAP
(p=0.0000), y para las dosis de ANA (p=0.0007). Al realizarse la
comparacion multiple de medias mediante la prueba de DMS (Diferencia
Minima Significativa) se encontré que la mayor induccién de callos a los 45
d, fue cuando se adicion6 6BAP (Cuadro 5). Para el caso de ANA, al realizar
la prueba de DMS se encontré que al adicionar 1 mg L™ se induce la mayor
cantidad de callo (Cuadro 6).

Cuadro 5. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d de
cultivo con la citocinina 6BAP.

0 1.00 a
1.0 1.33 ab
2.0 1.75 ab
0.5 2.33 b

Se utilizé la comparacién multiple de medias DMS
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0,05

Cuadro 6. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d de
cultivo con la auxina ANA.

10

1.00 a
5.0 1.25
0 1.41 a
1.0 2.75

Se utilizé la comparacién multiple de medias DMS

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05




La apariencia de los callos obtenidos a los 45 d de cultivo con ANA
presentaron caracteristicas de un callo embriogénico, de consistencia friable
y aunado a esto el color café-crema, en dichos callos se observaron algunas
estructuras proembriogénicas (Figura 3d). El color parece estar asociado con
la embriogénesis, ya que la sacarosa presente en el medio estimula la
formacion de callos embriogénicos, ademas de alterar la pigmentacion del
callo, dando una apariencia de senescencia o necrosis; sin embargo no
impide el proceso embriogénico lo cual concuerda con lo reportado por

Nevenschwander y Bauman (1991).

Algunos tratamientos produjeron callos no embriogénicos de consistencia
esponjosa y presentaron color blanco (Figura 3c). El tejido del control se
mantuvo verde y no mostré cambios (Figura 3a), a diferencia de los otros

tratamientos se presentd necrosis (Figura 3b).

Figura 3. Diferencias en la respuesta entre los tratamientos de callogénesis con
ANA y 6BAP, a) explante sin respuesta (control), b) tejido necrosado, c) callo
esponjoso y d) callo con estructuras proembriogénicas (flechas).

8.1.2. Experimento 2 (Picloram y 6BAP)

Se observaron diferencias altamente significativas para el regulador de
crecimiento 6BAP (p=0.0001), al realizar la comparacién mliltiple de medias
con la prueba DMS, se encontré que dosis de 0.5, 1y 2 mg L' de 6BAP
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fueron estadisticamente iguales (Cuadro 7). También se demostré que
cualquiera de estas dosis puede inducir la formacién de callos.

Cuadro 7. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d de
cultivo con la citocinina 6BAP en el experimento 2.

0 1.00 a
0.5 1.41 b
2.0 1.58 b
1.0 1.66 b

Se utilizé la comparacién multiple de medias DMS

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

Para el caso de Picloram, se encontraron diferencias altamente significativas
(p=0.0003), al realizar la comparacién multiple de medias con la prueba
DMS, se encontré que al adicionar 5 mg L' se produce mayor cantidad de
callo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d de
cultivo con la auxina Picloram.

1.0 1.08 a

0 1.33 ab
10 1.41 b
5.0 1.83 o]

Se utilizé la comparacion multiple de medias DMS

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

A los 45 d se obtuvo poca produccion de callo, pero el aspecto de ellos en la
mayoria de los cultivos era similar al de callos embriogénicos, ya que
presentaban el color café-crema y tenian consistencia friable.

8.1.3. Experimento 3 (2,4-D y 6BAP)

A los 45 d de cultivo, se encontraron diferencias altamente significativas para

el factor 6BAP (p=0.0075), al igual que para 2,4-D (p=0.0170). Se observé al

hacer la prueba de DMS que concentraciones de 0.5, 1y 2 mg L de 6BAP
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fueron estadisticamente iguales (Cuadro 9), y que en concentraciones de 1y
5 mg L de auxina la utilizada se induce la mayor cantidad de callo (Cuadro

10).

Cuadro 9. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d de
cultivo con la citocinina 6BAP en el experimento 3.

0 1.00 a
0.5 2.16 b
1.0 2.33 b
2.0 2.33 b

- Se utiliz6 la comparacion multiple de medias DMS
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

Cuadro 10. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d
de cultivo con la auxina 2,4-D.

10 1.33 a

0 1.58 ab
1.0 2.41 be
5.0 2.50 c

Se utilizé la comparacién multiple de medias DMS
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

En los cultivos con 2,4-D se presento callo abundante, pero la mayor parte
era de consistencia esponjosa, tenian color blanco y en muy pocos de ellos
se observaron células proembriogénicas.

8.1.4. Experimento 4 (2,4,5-T y 6BAP)

Se encontraron diferencias altamente significativas en las dosis del regulador
de crecimiento 6BAP (p=0.0003), al realizar la comparacién mdltiple de
medias con la prueba de DMS, se encontré que al adicionar 1 6 2 mg L' de
6BAP se produce la mayor cantidad de'callo (Cuadro 11).

Para el caso de 2,4,5-T, se encontraron diferencias altamente significativas
(p=0.0007), al realizar la comparacién mdltiple de medias con la prueba de
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DMS, se encontré que al agregar 1 mg L' se produce mayor cantidad de
callo (Cuadro 12).

Cuadro 11. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d
de cultivo con la citocinina 6BAP en el experimento 4.

ncia ¢ -

0 1.08 a
0.5 1.66 ab
2.0 2.33 bc
1.0 2.66 c

Se utilizd la comparacién muiltiple de medias DMS
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

Cuadro 12. Abundancia de callo en tejidos foliares de Carica papaya L. a los 45 d
de cultivo con la auxina 2,4,5-T.

10 1.16 a

5.0 1.75 ab
0 2.08 be

1.0 2.75 c

Se utilizé la comparacién multiple de medias DMS

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

En los callos obtenidos, se observaron estructuras proembriogénicas,
algunas en la parte formada del peciolo, los callos tenian consistencia friable
y algunos eran color café-crema y otros crema. Algunos presentaron
necrosis y el control se mantuvo sin cambios (Figura 4).

En los experimentos 1, 2 y 4, las interacciones entre los factores auxina y
citocinina resultaron altamente significativas, para el experimento 3 no se
encontraron diferencias significativas en la interaccion auxina-citocinina. La
respuesta de cada auxina (ANA, Picloram, 2,4-D y 2,4,5-T) fue diferente al
combinarse con 6BAP.
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Figura 4. Efecto de las auxinas 2,4,5-T y 6BAP en la callogénesis a) tejido sin
respuesta, b) tejido necrosado, ¢ y d) explantes con poca respuesta a callogénesis
mostrando estructuras proembrionarias (flechas).

Las concentraciones de auxina entre 1 y 5 mg L’ combinadas con
concentraciones de 0.5, 1y 2 mg L™ de 6BAP son las mas adecuadas para
inducir la formacion de callo, trabajos realizados por Chen, et al. (1987),
Mondal et al. (1994), Salazar (1999) y Yang (2001) reportan dichas
concentraciones.

En 1987, Chen et al. reportaron que el tejido foliar mostrd dificultad para
formar callo, en comparaciéon con apices y tallos que respondieron con
mayor rapidez. En contraste, en el presente trabajo los explantes de tejido
foliar comenzaron a formar callo dos semanas después de establecerse, lo
que concuerda con Mondal et al. (1994) que reportaron la formacion de callo
en peciolo, hojas y tallos a los 10-15 d posteriores de cultivo, y mencionan
que la respuesta a callogénesis depende en parie del tipo de explante

utilizado.

8.2. Fase de induccién de embriones

8.2.1. Experimento 1 (ANA y 6BAP)

Con los resultados obtenidos en el experimento con 2,4,5-T y TDZ después
de cuatro semanas de cultivo, se realizé un analisis de varianza evaluando el

numero de células proembriogénicas en un gramo de callo (peso fresco), en
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donde se encontrd que para el factor TDZ no hay diferencias significativas
(p=0.7339), y que el factor 2,45 T tampoco presenta diferencias
significativas (p=0.8500). Los cultivos pretratados con ANA durante la fase
de induccién de callos dieron un promedio de 33 proembricnes por 1 g de
callo {peso fresco) con concentraciones de 1 mg L' de 2,4,5-T.

8.2.2. Experimento 2 (Picloram y 6BAP)

Al cabo de 4 semanas de cultivo, los resultados obtenidos con 2,4,5-T y TDZ
fueron no significativos para los factores 2,4,5-T (p=0.903} y TDZ
{p=0.4230). Los cultivos pretratados con Picloram durante la fase de
induccién de callos dieron un promedic de 64 proembriones por 1 g de callo

(peso fresco).

8.2.3. Experimento 3 (2,4-D y 6BAP)

En los resultados obtenidos con 2,4,5-T y TDZ, al realizar el analisis de
varianza se encontrd que los factores TDZ (p=0.7501} y 2,4,5-T (p=0.6822)
no mostraron diferencias significativas. En concentraciones de 1mg L de
2,4,5-T, previamente tratados en la induccién de callos con 2,4-D se obtiene

un promedio de 30 proembriones por 1 g de callo {peso fresco).

8.2.4. Experimento 4 (2,4,5-T y 6BAP)

A los resultados obtenidos en el experimento con 2,4,5-T y TDZ a las cuatro
semanas de cultivo, se les realizé un andlisis de varianza, el cual reveld que
para el factor 2,4,5-T hay diferencias altamente significativas (p=0.0087). Al
realizarse la comparacion miiltiple de medias con la prugba DMS, se
encontrd que con dosis de 1 mg L' de 2,4,5-T se obtiene el promedio mas
alto de células proembriogénicas en 1 g de callo {peso fresco), dicho
promedio es de 23 (Cuadro 13). Para el factor TDZ no se encontraron
diferencias significativas (p=0.3602).

En ausencia de citocinina (TDZ) y de auxina {2,4,5-T) se obtuve un 68% de
induccion de embriones en los cultivos; con 2 mg L™ de TDZ en ausencia de
2,4,5-T la induccion fue de 67%; en concentraciones de 1mg L de 2,4,5-Ty

ausencia de TDZ, se obtuvo un porcentaje de induccién mdas alto que en
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ausencia de 2,4,5-T, siendo este de 71%; cuando se emplearon
concentraciones de 1 mg L de 2,4,5-T en combinacion con 2 mg L'de TDZ,
se obtuvo el porcentaje de induccion de embriones mas alto siendo del 81%
al cabo de 4 semanas.

Cuadro 13. Induccién de embriones en tejidos foliares de Carica papaya L. a las
cuatro semanas de cultivo con la auxina 2,4,5-T.

1.0 23.30 b

Se utilizé la comparacién muitiple de medias DMS
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

De acuerdo con Kanokwan y Boonthum (2007) los reguladores de
crecimiento fueron el factor principal en la induccién de embriones. Ademas,
se menciona que las concentraciones en la induccion son dependientes del
genotipo y varian en las diferentes variedades de papaya. Salazar (1999)
obtuvo el 60% de induccién de embriones con tallos de papaya en la
variedad Maradol, el medio que utilizé fue el MS a la mitad de la
concentracion de las sales, vitaminas de SH, myo-inositol 100 mg L', 2mg
L™ de cinetina y 0.5 mg L™ de ANA o CPA y un pH de 5.7. Cabrera-Ponce et
al. (2000) reportan 51% de induccién, dicho porcentaje se obtuvo a partir de
embriones cigéticos inmaduros de papaya Maradol, el medio de cultivo
utilizado fue el MS a la mitad de su concentracién suplementado con myo-
inositol 2.5 g L™, glicina 0.1 g L™, tiamina 0.005 mg L, glutamina 0.4 g L',
4cido 2,4-D 10 mg L, sacarosa 6%, agar 0.8% y pH 5.8.

En el presente trabajo el porcentaje de induccion de embriones en la
variedad Maradol fue mas alto (81%) que el reportado por Salazar (1999) y
Cabrera-Ponce et al. (2000), en variedades hawaianas el porcentaje de
induccion fue mas bajo entre 40 y 50% segun lo reportado por Fitch y
Manshardt (1990).
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8.3. Microscopia Electronica de Barrido

Al observar las muestras de callo tomadas de los pretratamientos con ANA,
Picloram, 2,4-D y 2,4,5-T en el microscopio electrénico se observaron
complejos proembriogénicos en algunas partes del callo, mayormente
localizados en la periferia del callo y otros en la parte interna. Embriones
somaticos de Carica papaya L. fueron originados de las células superficiales
de los complejos proembridgenicos localizados en la periferia y en las
regiones internas del callo. (Juliana et al, 2001).También reportan que los
embriones somaticos aparecieron asociados con el callo en tres maneras
diferentes: a) embriones somaticos en nimero de uno, dos o mas unidos por
las bases de los complejos proembriogénicos, b) embriones somaticos
aislados mostrando una estructura suspensora; c) embriones somaticos
aislados con la porcion basal ampliamente unida al callo (Juliana et a./,
2001). En el presente trabajo se observaron complejos proembriogénicos y
estructuras proembriogénicas aisladas en el callo, lo que concuerda con lo
mencionado anteriormente. Las estructuras proembriogénicas encontradas
en el callo previamente tratado con 2,4,5-T eran de mayor tamano que las
células circundantes, presentaban forma globular (Figura 5a), protodermis y
en algunas de ellas se observaban hendiduras (Figura 5b), tal vez dicha
hendidura sea debido a que las estructuras se encontraban en desarrollo y
estuvieran pasando del estado globular al estado de corazon.

Figura 5. Microscopia electrénica de callos de Carica papaya L. provenientes del
pretratamiento con 2,4,5-T a) complejos proembriogénicos (flechas) b) estructura
proembriogénica que presenta hendidura (flecha) (barra =20 pm).
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8.4. Fase de maduracion de embriones

Después de seis semanas de cultivo no se observaron cambios en los
cultivos durante la fase de maduracién, los callos con células
proembriogénicas se mantuvieron igual que en la fase de induccion de
embriones. Probablemente necesitan mds tiempoe para desarrollarse y
madurar, posiblemente la transferencia a nuevos medios de cultivo debe ser
en lapsos de tiempo menores, cada tres semanas aproximadamente, y
eliminar el callo no embricgénico, ademas de cultivar solo el material
bioldgico de calidad segln o reportado por (Cabrera-Ponce et al., 2000).
Seria conveniente la adicién de reguladores de crecimiento como ABA, dar
un choque osmdtico ¢ cambiar las condiciones de incubacidn a oscuridad

como lo han reportado Fitch (1993} y Juliana et al. (2001), entre otros.
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9. CONCLUSIONES

Las concentraciones de auxinas como ANA y 2,4,5-T entre 1y 5 mg L™
combinadas con 0.5, 1 y 2 mg L™ de 6BAP son las mas adecuadas para la

induccién de callos, ya que con éstas se obtiene la mayer cantidad de callo.

Al adicionar el regulador de crecimiento 6BAP al medio de cultivo se

favorece la induccion de callos.
El explante de tejido foliar responde a la induccidn de callos.

El color café-crema del callo esta ascciado con la embriogénesis, aungue
tiene un aspecto de senescencia © necrosis no impide el procesc

embriogénico.

Los cultivos pretratados con Picloram durante la fase de induccion de callos,
muestran mayor eficiencia en la induccion de embriones a concentraciones
de 1 mg L" de 2,4,5-T. En ausencia de TDZ y 2,4,5-T la respuesta se
mantiene constante, por lo tanto, el pretratamiento influye en la induccién de

embrriones.

En concentraciones de 1 mg L™ de 2,4,5-T en combinacién con 2 mg L™ de
TDZ, se obtuvo un 81% de induccién de embriones.

Los complejos proembriogénicos se originan en su mayoria en |la periferia y

en la regidn interna del callo, observando lo anterior con Microscopia

Electronica de Barrido.
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