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RESUMEN

La papaya ha cobrado importancia en los Ultimos afios a nivel mundial, sin
embargo es atacada por un patdégeno que afecta el cultivo en tiempo
relativamente corto, el virus de la mancha anular VMAP. Es por ello que
desde hace tiempo se ha trabajado en el CIATEJ en protocolos para la
micropropagacion de Carica papaya L. var. Maradol x Carica sp. para
obtener hibridos sanos de VMAP. mediante mejoramiento genético
tradicional, por cruzas y retro cruzas. El objetivo de este trabajo regenerar
estos hibridos mediante embriogénesis somética utilizando dos explantes:
integumentos de semillas inmaduras y embriones cigéticos maduros; y como
medio de cultivo el medio M1 que es el medio basal MS a la mitad de la
concentracion de los elementos mayores y menores, vitaminas Chen y
adicionado con dos concentraciones de acido 2,4-dichlorofenoxiacético (2,4-
D) (2 mg/L y 4 mg/L) para la induccién de embriogénesis somatica, el medio
M2 con los reguladores de crecimiento modificados de 2,4-D (0.02 mg/L +
0.02 mg/L de cinetina) y M3 que es medio M2 + 0.2 mg/L de acido abscisico
para la expresion y maduracion de embriones somaticos. Para la
germinacion se utilizo el medio MG, que es el medio basal MS con vitaminas
de Yie y Liaw (1977) adicionado con Difco® Bacto agar, Floridzin y AG3 para
obtener embriones somaticos optimos para su desarrollo. Se seleccionaron y
se colocaron en el medio de crecimiento MG, sin la adicion de Floridzin y
AGj3. Se logro inducir a la formacion de callo no embriogénico en la

sarcotesta de las semillas inmaduras en el medio M1 con la concentracion

Vi



de 2,4-D 4.0 mg/L y no fue posible inducir la formacion de callo en los
integumentos. En los explantes de embriones cigéticos maduros se logro la

embriogénesis somatica y la regeneracion de hibridos de papaya.

viii



Introduccion

1. INTRODUCCION

La papaya es una fruta tropical que ha cobrado importancia a nivel mundial,
se consume como fruta fresca y los productos derivados de la misma
(Teixeira-da-Silva, y col., 2007). En una década (del afio 1999 a 2010) la
India cuadriplicd su produccion de 1°666,470 a 4°,196,000 ton (FAO, 2010).
México refleja la importancia del cultivo, incrementando su producciéon en
una década hasta en un 8%, su obtencion de 569,230 ton (FAO, 1999) a

616,215 ton (FAO, 2010).

Sin embargo, los cultivos se ven afectados por el virus de la mancha anular
(VMAP), llegando a causar pérdidas totales, e incluso la improductividad al

ano del cultivo.

Este virus se transmite de forma no persistente, principalmente por afidos
como Aphis gossypi y el insecto Myzus persicae (Purcifull y col., 1984 citado
en Gutiérrez-Mora, 2002), afectando directamente el cultivo. Los sintomas
van desde hojas y nervaduras con clorosis, enroscamiento, deformacién y
mosaico, aparecen manchas anulares en los frutos, manchas aceitosas en
los peciolos y tallos, la planta comienza a encogerse impidiéndole crecer,
cambia el sabor de los frutos y si es una planta en estado inmaduro, puede
ocasionar que no produzca frutos (Conover, 1964). Hay especies de Carica
sp que tienen la tolerancia a este virus de manera natural. Dentro de los
diferentes métodos de propagacién, la biotecnologia ha resultado ser una

herramienta efectiva para transferir esta resistencia, a través de la
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regeneracion, ingenieria genética, y/o en combinacion con el mejoramiento

genético tradicional.

En la Unidad de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ, por mas de 15 afios se
ha trabajado con un programa de mejoramiento genético con el fin de
desarrollar plantas por medio de cruzas y retrocruzas de Carica papaya L.
var. Maradol con Carica sp.; como resultado de este trabajo se cuenta con
lineas (T1P4, RC4 33, RC3 72, RC3 13) que expresaron tolerancia al VMAP

y que ademas presentan las caracteristicas de la papaya Maradol.

2
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2. ANTECEDENTES

2.1 Taxonomia de la papaya

Reino Plantae; Division Magnoliophyta; Orden Violales; Familia Caricaceae;
con cuatro géneros: Cylicomorpha, Jacaratia, Jarilla y Carica; especie Carica
papaya L., (CONABIO, 2012). Carica es el Unico género con 22 especies
que es aprovechado como arbol frutal, generalmente son usados como

arboles ornamentales.

2.1.1 Origen y distribucion

Se cree que su distribucion tuvo origen en las Costas del Caribe y de ahi se
extendio al Sur de México hasta Argentina y Chile (Teixeira da Silva, y col.,

2007).

Cylicomorpha es autoctona de Africa, cuenta con dos especies, en contraste
con Jacaratia que se encuentra en América tropical con seis especies. En
México se encuentra Jacaratia mexicana, Jarilla heterophylla y J. rusby

(Diaz-Luna y Lomeli-Sencién, 1992).

La papaya es llamada por distintos nombres, como ‘kapaya” en Las
Filipinas, “papaya” en México, “lechosa” en Venezuela, “fruta bomba” en

Argentina, “meldn zapote”, “papaya”, “papayero” o “paw-paw” en Australia y

Jamaica (Teixeira da Silva, y col., 2007).
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2.1.2 Descripcion botanica

La papaya es arborescente, perennifolia, lefiosa, dicotiledénea, de rapido
crecimiento, de 2 a 10m de altura, tallo simple, recto, en la base grueso,
cilindrico y hueco, con cicatrices en las hojas, dominancia apical, hojas
grandes con peciolo largo de 0.7 a 1.0 m, lamina palmeada, lobulada,
generalmente dispuestas en espiral, agrupadas en la corona. De crecimiento

monopddico en la juventud y ramificada al madurar (Gil y Miranda, 2005).

Las flores son pistiladas, estaminadas y bisexuales, de color blancuzco a
amarillo palido. Las flores femeninas son de mayor tamafio que las
masculinas, solitarias 0 en grupo de cinco a seis en la base de una hoja; las
masculinas en paniculas delgadas de 15 a 20 flores, en ocasiones llegan a
presentar hasta 100 florecillas por inflorescencia. Los frutos se encuentran
agrupados alrededor del tronco, los femeninos son esféricos, el de las
hermafroditas es ovalado, algo piriforme, de 15 a 50 cm de largo y de 1 a 20
cm de ancho. Contienen numerosas semillas ovoides, de 5 mm
aproximadamente, corrugadas, cubiertas por una capa mucilaginosa llamada
sarcotesta, en estado inmaduro su coloracion es blanco, al madurar toman el
color negro, en estado inmaduro el endospermo es semiliquido, al
desarrollarse y madurar, su consistencia cambia a solida. Puede ser dioica
(en la papaya silvestre), monoica, hermafrodita o poligama (Teixeira da

Silva, y col., 2007; Gil y Miranda, 2005); Monmarson y col.,1995).
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2.1.3 Cultivo y su importancia econémica

La papaya puede desarrollarse por semilla o asexualmente, generalmente
crece en climas tropicales y subtropicales, puede prosperar sobre cafadas,
suelos ricos en materia organica (Morton, 1987), o suelos con buena
permeabilidad y profundidad (Ascencio, 2005). Los papayos vegetan de 3 a
25 afnos, se desarrollan rapido y generan alto rendimiento los primeros afios,

fructifica la mayor parte del afo.

Para el inicio de plantaciones se utilizan semillas que germinan de 2 a 4
semanas después de ser plantadas, sin embargo el sexo no puede ser
determinado hasta 6 meses después, o cuando aparezcan las primeras
flores (Perseley y Ploetz, 2003), esto es importante para la posterior
seleccion y poder hacer mejoramiento genético tradicional, mediante cruzas

y retrocruzas.

La FAO en 2010 publicé que la India es uno de los principales productores
de papaya con 4,196,000 ton, seguidos de Brasil con 1,871,300 ton y México
en sexto lugar con 616,215 ton (FAO, 2010), es una fruta con un alto nivel de

importancia econdmica (SAGARPA, 2009).

Los estados de Meéxico con mayor produccion al afio son Chiapas
140,721.50 ton/ha, Veracruz con 115,056.50 ton/ha, Oaxaca 113,705.25
ton/ha, Jalisco con 12,383.20 ton/ha (SIAP, 2012). Siendo México el principal

exportador de papaya a Estados Unidos.
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2.2 Virus de la mancha anular (VMAP)

El virus de la mancha anular de la papaya es uno de los principales
causantes de una de las enfermedades de mayor importancia en los cultivos
de papaya (Carica papaya) en todos los paises donde se cultiva (Cabrera y

col., 2010; Pefa, 2008; Fernando y col.,2001; Gutierrez-Rosati y col., 1999).

El VMAP es transmitido por afidos como el Aphis citricola, A. gossypii, A.
craccivora, A. rumicis, Myzus persicae, Acyrtosiphor solani, Hysteroneura
setariae, Toxoptera citricidus y Macrosiphun rosae (Pefia, 2008; Hernandez-
Castro y col., 2003). Una vez que se infecta la planta, los sintomas que
presenta son mosaico severo, distorsion de las hojas, anillos concéntricos en
los frutos y manchas aceitosas en la parte superior de los tallos y en
peciolos. Impide el crecimiento de la planta y reduce drasticamente el
tamafo y la calidad de los frutos Purcifull (1972) citado en Vegas, (1996),
incluso, si se ha infectado el cultivo en los primero dos meses, no se

producen frutos (Cabrera y col., 2010).

En lugares como Venezuela y Meéxico ha llegado a ocasionar pérdidas
totales en las siembras comerciales, viéndose afectados los cultivos de todo

el pais con esta enfermedad (Noa-Carrazana y col.,2006).
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2.3 Micropropagacion

La micropropagacion es una técnica que ha sido aceptada rapidamente en la
industria tanto para especies horticolas, ornamentales y lefiosas. Esta forma
de cultivo de tejidos in vitro incrementa rapidamente el nimero de plantas a
partir de pocos explantes, que bajo ciertas condiciones, como nutrientes y
reguladores de crecimiento adecuados; luz, temperatura, pH, intercambio de
gases Yy otros factores, permiten que la micropropagacion se realice en una
superficie reducida y en un tiempo econdmicamente costeable (Abdelnour y
Vincent,1994). Por lo tanto se tiene mayor control sanitario del material que
se propaga, mayor uniformidad genética, facilidad de transporte (in vitro), de
un pais a otro y con menos restricciones aduaneras (Abdelnour y Vincent,

1994).

Es por ello que en la biotecnologia, en especial la vegetal, que la
micropropagacion se ha convertido en una herramienta fundamental, que es
ampliamente usada debido a que permite la obtencién de plantas con mayor
estabilidad genética, y en muchos casos, producir plantas libres de

patdgenos y virus.
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2.4 Regeneracion

La regeneracion es un proceso de morfogénesis que se puede desarrollar a
partir de tejido, células gaméticas o células somaticas, donde la
totipontencialidad de las plantas da paso a la transformacion de estas
células a un organismo totalmente nuevo (Litz y Jarret, 1993). Existen tres
formas de micropropagacion; proliferacion de yemas axilares,
organogénesis, y embriogénesis somética; las dos ultimas pueden ser de
manera directa o indirecta via callos. Para que se pueda realizar este
proceso, es trascendente que el tipo de células que se utilizan sean

competentes (con capacidad morfogénica) y puedan desdiferenciarse.

2.5 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica (ES) forma parte de los métodos de
micropropagacion en la biotecnologia vegetal, esta es muy parecida a la
embriogénesis cigotica, ambas tienen la capacidad de formar una planta
después de un proceso de germinacion, sin embargo la primera es de forma

asexual y la segunda por fusion de gametos (Ascencio-Cabral y col., 2008).

La ES se produce de forma natural y espontanea en algunos géneros de
plantas como Asplenium, Kalanchoe,. Begonia, entre otros. Se pueden
obtener embriones somaticos de diferentes partes de la planta, ya sea de

hojas jovenes, hipocotilos, tallo, semillas inmaduras, cultivos de células en
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suspension, pasan de ser células organizadas a la desorganizacion y

nuevamente a la reorganizacion de las mismas (Freire, 2003).

Su origen es unicelular y puede ser independiente del resto del tejido. Sus
estructuras son completas; cotiledones, meristemo vegetativo y radicular,
con tendencia a la uniformidad genética cuando éstos son producidos de

manera directa, esto es sin pasar por callo (Gutiérrez-Mora y col., 2012).

En la papaya, la ES se ha inducido a partir de varias fuentes de explantes,
como hojas, integumentos de semillas inmaduras, embriones cigoticos
inmaduros, embriones cigéticos maduros, entre otros (Lin, 2012; Malabadi y
col.,, 2011; Posada-Perez y Koski, 2007; Cabrera-Ponce y col., 1995;
Monmarson y col., 1995; Fitch y Manshardt, 1990) (Cuadro 1), estos ultimos
explantes de embriones cigéticos inmaduros han obtenido mejores

resultados en cuanto a la formacién y produccion de embriones somaticos.
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Cuadro 1. Trabajos de embriogénesis somatica en papaya

Ano Especie de Tipo de Resultados Referencia
Papaya explante
Embriones El tipo de explante es Lin
cigoticos importante para la
2012 | Carica papaya
maduros y induccién de ES.
var. Maradol
hojas.
Embriones Se establecio un
cigoticos protocolo donde se
2011 | Carica papaya Malabadi y col.
inmaduros. utilizo para la
(variedades
induccion de ES
comerciales)
diferentes
concentraciones  de
TDZ mas 2,4-D. La
desecacion de tejido
embrionario impulso
la  formaciébn de
embrioides. Otro
factor fue que el
genotipo es influyente
parala ES.
Carica papaya Embriones Obtuvo embriones | Posada-Perez
L. cigoéticos somaticos a partir de | y Koski
2007
inmaduros. embriones cigaéticos,
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sin la formacion de
callogénesis, y la
efectividad del 2,4-D

para la induccion de

ES
Embriones Embriones cigdticos
cigoticos maduros. Medio de
1995 | Carica papaya, Cabrera-
maduros induccibn A10 (10
L Ponce y col.
mg/L de 2,4-D, la
mitad de
concentracion de
macro y
micronutrientes  del
MS)
1995 | Carica papaya, | Integumentos Se trabaj6 con los Monmarson y
L de semillas integumentos de col.
inmaduras semillas inmaduras,

que contienen tejido
madre, que resulta
buen explante para la
ES y consigue la
carga genética de
interés. Se obtienen
los medios M1, M2y

M3.
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1990

Carica papaya

L.

Embriones
cigoticos

inmaduros.

A partir de embriones
cigoticos inmaduros
se obtuvo
embriogénesis
somatica, con una
concentracion de 5

mg/L de 2,4-D

Fitch y

Manshardt
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3. JUSTIFICACION

Existen patdgenos como los virus que afectan severamente cultivos de gran
importancia econdmica a nivel mundial. En la papaya el VMAP afecta
directamente los cultivos, disminuyendo su produccion e impactando

econémicamente a los productores.

Anteriormente se han realizado trabajos de mejoramiento genético
convencional en los que se hicieron cruzas de Carica papaya L. var. Maradol
X Carica sp. La importancia de éstas, radica en que Carica sp presenta
tolerancia al virus, y esta caracteristica fue transferida a la variedad
comercial Maradol, por lo que es necesaria la regeneracion de los hibridos
que presentan tolerancia al patégeno. La embriogénesis somatica es un
método por el cual se pueden regenerar una gran cantidad de plantas

homogéneas de calidad y tolerantes al VMAP.
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4. OBJETIVO GENERAL

» Regenerar mediante embriogénesis somatica plantas de papaya

tolerantes al virus de la mancha anular, producto de retrocruzas.

4.1 Objetivos especificos

* Inducir la embriogénesis somética de plantas hibridas de papaya
utilizando como explantes integumentos de semillas inmaduras y
embriones cigéticos maduros.

* Inducir la embriogénesis somética de plantas hibridas de papaya
utilizando dos concentraciones de 2,4-D en integumentos de semillas
inmaduras.

= Expresary germinar in vitro los embriones somaticos.
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5. HIPOTESIS

Es posible la induccion de embriogénesis somatica en integumentos de
semillas inmaduras para la regeneracion de hibridos de papaya utilizando el

Acido 2,4-Diclorofenoxiacético.

La embriogénesis somatica se induce a partir de la regeneracion de

embriones cigbticos maduros en papaya.
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6. MATERIAL Y METODOS

Integumentos de
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v
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Figura 1. Diagrama de disefio experimental.
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En la Figura 1 se presenta el diagrama del disefio experimental de este
trabajo, en el cual se utilizaron dos tipos de explantes para la induccién de
embriogénesis somatica en integumentos de semillas inmaduras y

embriones cigéticos maduros.

6.1 Induccidon de embriogénesis somatica a partir de

integumentos de semillas inmaduras (I1SI)

6.1.1 Material vegetal

A partir de las cruzas y retrocruzas de Carica papaya L. var. Maradol x
Carica sp. silvestre, se obtuvieron hibridos de las lineas T1P4, RC4 33, RC3

72, RC3 13 y pajarera.

Se trabaj6 con frutos que se colectaron en estado inmaduro y se llevaron al

laboratorio para la toma de semillas.

El trabajo de campo se desarrollé en los terrenos del Campo Experimental
Costa de Jalisco del INIFAP, localizado en el km 204 de la carretera
Guadalajara Barra de Navidad; en los limites de municipio de La Huerta y
Casimiro Castillo, en los 19° 31’ 15” latitud norte y 104° 32’ 00” longitud
oeste, a una altitud de 360 msnm y con tipo climatico Awl (w), con
precipitacion media anual de 1100 mm. Temperaturas medias maximas de
34 °C y medias minimas de 12 °C, por lo que se considera un clima calido

sub humedo.
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6.1.2 Seleccion de semillas

Se trabajo con 16 frutos inmaduros y de cada uno se tomaron 50 semillas;
se situaron lotes (muestras) de 10 semillas en caja Petri con cinco

repeticiones (5x10=50), en total se utilizaron 800 semillas.

Los frutos colectados se lavaron con agua y jabén, se secaron y se limpiaron
con etanol de 96° G.L. para introducirlos a la campana de flujo laminar. Una
vez dentro, se rociaron con etanol de 96° G.L. y se flamearon repetidas
veces. Se cortaron horizontalmente, se extrajeron las semillas y se colocaron
en frascos estériles para su uso posterior (Figura 2). Se tomaron 50 semillas

de cada frasco. El resto se mantuvieron sellados y en refrigeracién a 4°C.
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Figura 2. Semillas inmaduras de hibridos de papaya en
frascos, listas para ser diseccionadas.

Todo el trabajo se realiz6 en condiciones de asepsia. El tejido madre
(integumentos) se obtuvo a partir de semillas inmaduras con el endospermo
en estado semiliquido (Gutiérrez-Mora A., 2002) y (Monmarson y col., 1995),
se realiz6 un corte transversal con pinzas y bisturi, posteriormente se extrajo
el endospermo semiliquido junto con el embrion con ayuda de un
estereoscopio, dejando sélo la parte de la testa y el integumento (tejido

madre) (Figura.3).
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Figura 3. Corte horizontal en semillas inmaduras de hibridos de papaya. a
semilla con endospermo. b semilla sin endospermo. Barra = 1.0 mm

6.1.3 Induccion de embriogénesis somatica

Las semillas que previamente fueron desprovistas del endospermo y el
embridn se colocaron en cajas Petri con medio M1 para induccion. El medio
empleado estd compuesto por la mitad de la concentracién de los elementos
mayores y menores del medio MS (Murashige y Skoog, 1962); vitaminas
descritas por Chen y Wang, (1987), tiamina 0.5 mg/L, piridoxina 1.0 mg/L,
acido nicotinico 5.0 mg/L, glicina 2.0 mg/L, hidrolizado de caseina 1.0 mg/L;
myo-inositol 100 mg/L; ademas de glutamina 100 mg/L, sacarosa 40 g/L, y
dos concentraciones de acido 2,4-dichlorofenoxiacético (2.0 mg/L y 4.0
mg/L). El pH se ajusté a 5.7, después se agrego el agente gelificante
Phytagel® 2 g/L y se esterilizé en autoclave a una presién de 18 Lb/In? por

15 minutos a una temperatura de 121° C.
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La incubacion se realizé durante dos meses a una temperatura de 27 °C,
con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, a una intensidad luminica de

1300 lux (Ascencio, 2005).

6.1.4 Expresion de embriones somaticos

Una vez formado el callo embriogénico se resembré en medio M2 (M1, con
los reguladores de crecimiento modificados: 0.02 mg/L de 2,4-D y 0.2 mg/L
de KIN) para iniciar la expresion de embriones somaticos. Bajo las mismas

condiciones de pH, esterilizacion y fotoperiodo ya mencionadas.

Transcurrido un mes el callo se resembré en medio M3 (M2 + 0.2 mg/L de
ABA), el 4cido abscisico (ABA) fue esterilizado por filtracién, debido que éste
acido se desnaturaliza con temperaturas altas; por lo que se afiadioé al medio
a temperatura ambiente, con las mismas condiciones de fotoperiodo ya

descritas.

6.2 Induccidon de embriogénesis somatica a partir de

embriones cigoticos maduros (ECM)

6.2.1 Material vegetal

Los frutos obtenidos fueron colectados 6 meses después de las
autopolinizaciones. Se trabajo con quince frutos, de los cuales, se tomaron

50 embriones cig6ticos maduros (ECM) de cada fruto, para situar diez
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semillas por cada caja Petri, con cinco repeticiones (5x10=50), en total se

utilizaron 750 ECM.

Los embriones cigoéticos fueron tomados de semillas maduras de papayos
hibridos provenientes del campo experimental en La Huerta, Jalisco.
Productos de cruzas y retrocruzas de polinizaciones y autopolinizaciones de
Carica papaya L. var. Maradol X Carica sp (lineas hibridas; 13, 18, 36, 46,

54, 60, 63, 68, 74, 76, 82, 83, 84, 86, 87, 89 y 90).

Las semillas sin sarcostesta fueron desinfectadas durante 1 min en
movimiento constante dentro de frascos con etanol al 70%, posteriormente
se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 50% por 10 min,

finalmente se realizaron tres enjuagues en agua destilada estéril.

6.2.2 Induccion de embriogénesis somatica

Se utilizé el medio M1 antes mencionado, con una concentracion de 2,4-D
4.0 mg/L, en respuesta a la induccion de embriogénesis somatica del primer
experimento en los integumentos de semillas inmaduras. Se incubd durante
un mes y medio, con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, a una

intensidad luminica de 1300 lux.

Los ECM que no produjeron callo embriogénico, al ser un tejido diferente a
los integumentos de semillas inmaduras, fueron cambiados al medio A10

descrito por Cabrera-Ponce y col. (1995) y por Gutiérrez-Mora (2002) para
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inducir a los embriones cigéticos maduros mediante una elevada

concentracion de de auxinas.

El medio A10 estd compuesto por la mitad de la concentracion de los
elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas MS , glutamina 0.4
g/L, sacarosa 60 g/L, 10mg/L de 2,4-D, el pH se ajusté a 5.8, se le agrego el
gelificante Phytagel® 2.5 g/L y se esterilizo en autoclave a una presion de 18
Lb/In?, por 15 minutos, a una temperatura de 121° C. las condiciones de
fotoperiodo e intensidad luminica fueron las mismas que ya se han

mencionado.

6.2.3 Expresion de embriones somaticos

Después de mes y medio de incubacion en medio M1 y formado el callo
embriogénico, se resembré al medio M2 (medio M1 con reguladores de
crecimiento modificados: 0.02 mg/L de 2,4-D y 0.2 mg/L de cinetina) para dar

inicio la expresion de embriones somaticos.

Se realiz6 cambio de medio después de un mes en incubacién en medio en
M2, los callos se transfirieron al medio de expresion M3 (medio M2 + 0.2
mg/L de ABA). Se incubaron por un mes y medio en M3 con las mismas

condiciones de fotoperiodo e intensidad luminica ya descritas.
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6.2.4 Germinacion de embriones

Tras mes y medio en M3 los embriones somaticos fueron seleccionados de
acuerdo a los siguientes parametros: dos cotiledones, sin hiperhidricidad, sin
presencia de callo en la raiz y sin embriogénesis secundaria de los

embriones somaticos.

Para la germinacion se utilizoé el medio basal descrito por Lloyd y MC Cown
(1980), adicionado con vitaminas descritas por Yie y Liaw (1977); myo-
inositol 100 mg/L, tiamina 0.4 mg/L, acido nicotinico 1 mg/L, piridoxina 1mg/L
y glicina 4 mg/L; el pH se ajust6 a 5.7, posteriormente se afadié el
gelificante Difco® Bacto agar 7.5 g/L, una vez esterilizado el medio se
afiadieron 3 mg/L de Floridzin y AGsz 0.35 mg/L (esterilizados por

ultrafiltracién), este medio se denomina MG (Gutiérrez-Mora 2002).

Los embriones soméaticos se colocaron en un incubador con lamparas de
amplio espectro, a intensidad luminosa de 1680 lux, 27 °C de temperatura,
por mes y medio; con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad (Ascencio,

2005).

6.2.5 Crecimiento de plantas

Los embriones que germinaron al mes y medio se seleccionaron y se
pasaron a medio de crecimiento, compuesto como el medio MG pero sin la

adicién del Floridzin y el AG3, mas carboén activado 3g/L y vertido en tubos
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de ensayo. En las condiciones de luz y temperatura mencionadas

anteriormente en el proceso de germinacion de embriones.

6.3 Analisis de datos

Los datos de los experimentos se analizaron por medio de la prueba no
paramétrica de Kruskal - Wallis aplicada, mediante el paquete estadistico

SAS®, considerando un valor de P < 0.05 como diferencia significativa.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Induccidn de embriogénesis somatica en integumentos

de semillas inmaduras (1SI)

En total se trabajé con 800 integumentos y se incubaron durante dos meses,
se observé que durante este periodo no se presentaron cambios en los
integumentos inmaduros; para mantener fresco el medio, se hizo cambio de
éste cada 30 dias. Después de 4 meses de incubacion la mayoria de las
semillas no desarrollaron callo en el integumento (Figura c), la sarcotesta fue

la Unica que lo presenté (Figura 4b).

La mayor parte de semillas mantuvieron la forma, el tamafo y el color
(blanco), semejante al que presentaban al inicio de la induccién de la
embriogénesis somatica (Figura 4a ); mientras que las semillas de la linea
RC3 13, las cuales mostraron desorganizacion celular, adquirieron un color
verde-blanco y aumentaron de tamafio, mantuvieron la forma de semilla y el
callo circundante (Figura 5). El resto de las semillas sélo mostré pequefos

cumulos de células desorganizadas (Figura 4b).
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Figura 4. Sarcotesta de semillas de hibridos de papaya tras dos meses en
induccion de ES. a sin callo. b pequefios cumulos de células desorganizadas
alrededor de la sarcotesta (flecha). ¢ Integumento sin la formacién de callo
(flecha) Barra = 1.0 mm
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Figura 5. Callo alrededor de la sarcotesta (flecha), linea RC3 13.
Barra = 1.0 mm

Las semillas que no formaron callo adquirieron un ligero color marrén (Figura
6), el resto se contaminé. Se aplicaron 300 mg/L de Rifampicina al medio de
cultivo para recuperar las semillas contaminadas por bacteria, mas de la
mitad sanearon, sin embargo estas siguieron sin mostrar indicios de

callogénesis.

Las lineas T1P4, RC4 33, RC3 72 fueron inducidas a embriogénesis
somatica nuevamente, debido a que se perdieron por contaminacion fangica.
Sin embargo se presentd un patron similar de contaminacion y no hubo
desdiferenciacion celular. La contaminacion se pudo deber en parte a que no
se realiz6 un adecuado manejo aseéptico en la extraccion de semillas del

fruto; se observé que al guardarlas en los frascos en el refrigerador a 4 °C no
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presentaron hongo, hasta el momento en que las condiciones fueron

adecuadas para su desarrollo.

Se encontraron diferencias significativas (Kruskal — Wallis, P < 0.05) para la
formacion de callo, fue el medio M1 con una concentracion de 2,4-D de 4
mg/L el que obtuvo seis veces mas produccion de callo que el medio M1 con

una concentracion de 2mg/L de 2,4-D (Figura 7).

Figura 6. Obscurecimiento de semilla inmadura. Barra = 1.0 mm
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Figura 7. Porcentaje de integumentos de semillas inmaduras con produccion
de callo en medio M1 con dos concentraciones de 2,4-D (4 mg/L y 2 mg/L).

Monmarson y col. (1995) trabajaron con integumentos de semillas inmaduras
de Carica papaya L, mientras Cadavid-Ruiz y col. (2006) trabajaron con dos
clones de caucho (Hevea brasiliensis), ambas investigaciones se enfocaron
en la induccién de embriogénesis somatica en los integumentos de semillas,
sin embargo obtuvieron bajos porcentajes (3-4%). Los datos que ellos
reportan confirman que los explantes de ISI si son embriogénicos, y que Si
se puede regenerar plantas a partir de ellos. Mientras que los resultados de
este trabajo indican que la formacién de callo se dio en la sarcotesta y no en

los integumentos.
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Lin (2012); Cornejo-Rodriguez (2009); Farzana y col. (2008); Malabadi y col.
(2001); y Fernando y col. (2001) realizaron trabajos relacionados con la
induccion de embriogénesis somatica en papaya utilizando diferentes
concentraciones de 2,4-D; todos los trabajos convergen en que este
regulador de crecimiento es un inductor factible de la ES en diferentes
explantes como hojas foliares, embriones cigoticos e hipocétilos. En este
trabajo se evaluaron 2 concentraciones de 2,4-D, el medio M1 con 4mg/L fue
el mas efectivo para iniciar la formacion de callogénesis, alcanzando
porcentajes mas altos que los integumentos inmaduros que se encontraban
con 2mg/L. En base a este resultado se utilizé el medio M1 con 4 mg/L de
2,4-D, para la inducciébn de embriogénesis somatica en los explantes de

embriones cigoticos maduros.

Monmarson y col. (1995) mencionan la importancia del uso de los
integumentos de las semillas para la regeneracion de hibridos o lineas de
interés que ya han alcanzado las caracteristicas deseadas; la importancia de
este trabajo fue regenerar plantas mediante la embriogénesis somatica a
partir de tejido materno con la intencion de clonar el material ya que éstos

provienen de plantas con tolerancia al virus de la mancha anular de la

papaya.

A pesar del bajo porcentaje de induccion de embriogénesis somatica en los
integumentos de los hibridos probados, es necesario realizar
experimentacion con diferentes concentraciones de 2,4-D y con

integumentos con diferentes estados de madurez, ya que Monmarson y col.
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(1995) expresan que el integumento inmaduro es una buena fuente de
explante y en el caso de papaya el endospermo en estado semiliquido es el

apropiado para iniciar con la induccion.

7.1.1 Expresion de embriones somaticos

Las semillas inmaduras de papaya que desarrollaron callo se trasplantaron
del medio M2 al medio M3, en el cambio de medio no expresaron la
formacion de embriones somaticos. Después de 3 meses en M3 (con cambio
de medio cada 30 dias), los callos de color verde brillante-blanco se tornaron
marron obscuro y causaron pérdidas del material de la linea RC3 13 (Figura

8).

Figura 8. Callo oxidado. Barra =1.0 mm
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Cornejo-Rodriguez (2009) trabajé con explantes foliares de Carica papaya L.
obteniendo callos de color café-crema y callos blancos, que se volvieron
necroticos y no embriogénicos. Cornejo-Rodriguez  (2009); vy
Nevenschwander y Bauman (1991) argumentan que este cambio de
coloracién se debe a la presencia de sacarosa y que no afecta el proceso
embriogénico, sin embargo Cadavid-Ruiz, y col. (2006); y Michaux-Ferriere y
Carron (1989) explican que los cambios ocurridos en el callo de los
integumentos de las semillas inmaduras puede deberse a compuestos
polifendlicos que actdan junto con otros factores como los niveles de
hormonas endogenas presentes en la planta, estos factores son los que
provocan cambios en la coloracion de verde a marrén del callo formado en la
sarcotesta y dureza de la semilla, por lo tanto el cambio de coloracion y
necrosamiento observado en los integumentos de semillas inmaduras

concuerdan con lo mencionado anteriormente.
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7.2 Inducciéon de embriogénesis somatica a partir de

embriones cigoticos maduros (ECM)

En total se utilizaron 750 embriones cigéticos maduros, el 4% (lineas 89 y
90) comenzaron el proceso de induccion de embriogénesis somética en el

medio M1 con una concentracion de 4 mg/L de 2,4-D.

Los ECM (embriones cigbticos maduros) comenzaron con el proceso de
induccion en la embriogénesis somatica con un halo blanquecino y espeso
alrededor del ECM (Figura 9a), los cotiledones se comenzaron a separar e
inicié6 la desdiferenciacion celular (Figura 9b). Tras un mes y medio de
incubacion en el medio M1, se comenzaron a apreciar pequefios cimulos de
células y se formé callo embriogénico lo que indico el inicio de la ES (Figura

9c).

Se encontraron diferencias significativas (Kruskal — Wallis, P < 0.05) para la
formacién de callo, lo cual demuestra que el medio A10 no funcioné para
iniciar la induccion de embriogénesis somatica en los embriones cigéticos
maduros (Figura 10). Confirmando que el medio M1 con 4 mg/L de 2,4-D es
efectivo para inducir la formacion de callo tanto en la sarcostesta de semillas

inmaduras y en los ECM.
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Figura 9. Transcurso de induccion de embriogénesis soméatica en ECM. a
embrion cigoético maduro. b cotiledones separados (flechas). ¢ formacion de
callo embriogénico. Barra = 1.0 mm
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Porcentaje de embnriones cigéticos
maduros

M1 4 mg/L A10

Figura 10. Porcentaje de produccion de callo en embriones cigéticos
maduros en dos medios, M1 (4mg/L de 2,4-D) y en medio A10 (10 mg/L de
2,4-D).

El 96% de ECM en donde no se indujo la embriogénesis somatica fueron
trasplantados a medio A10 con una concentracibn mas elevada de 2,4-D
(10mg/L) durante mes y medio, esto con la finalidad de probar si una
concentracion elevada de auxinas lograba iniciar la inducciébn de ES y
observar si estos respondian al tratamiento. Al transcurrir el lapso de tiempo
las orillas de los ECM adquirieron un color café-amarillo, se oxidaron y

murieron.
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.Gutiérrez-Mora, (2002); y Cabrera-Ponce y col. (1995) utilizaron el medio
A10 para la induccion de embriogénesis somatica en embriones cigoticos,
obteniendo formacién de callo en los explantes, es por ello que se utilizo
este medio para inducir la embriogénesis (10 mg/L de 2,4-D) y estimular las
células para la formacion de callo. No obstante el medio A10 no logro la
induccion y no se observoé callogénesis en los embriones cigoticos maduros.
Posada-Pérez y Koski (2007); y Fitch y Manshardt (1990) trabajaron con
concentraciones altas de esta auxina (de 10 a 25 mg/L) logrando la
induccion de embriogénesis soméatica en embriones cigéticos obteniendo asi

la formacion de callo.

Solo el 4% de los ECM inducidos a la embriogénesis soméatica dieron los
resultados esperados mientras que Malabadi y col. (2011); Posada-Perez y
Koski (2007); Fitch y Manshardt (1990), en el que utilizaron embriones
cigoticos inmaduros (ECI), reportando que todos fueron viables para la
formacion de embriones somaticos. Esto se puede deber a que el genotipo
influye en la susceptibilidad de la formacion de callo en los explantes para la
ES de acuerdo a lo que Malabadi y col. (2011) mencionan. Esto concuerda
con lo observado, en el que dos lineas hibridas de Carica papaya L. var

Maradol x Carica sp resultaran embriogénicas.

Posada-Perez y Koski (2007) obtuvieron embriogénesis somatica en algunas
concentraciones menores de 2,4-D (3 y 5 mg/L), donde no fue necesario la

callogénesis, que paso a embriogénesis somatica directa, sin embargo
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Malabadi y col. (2011) mencionan que el proceso de formacién de callo es

importante para la embriogénesis somatica.

Lin (2012) utiliz6 ECM sin lograr la induccién de embriogénesis, debido a
que los embriones tenian mas de 6 meses de almacenamiento en
refrigeracion, por lo que se volvieron afiejos y de dificil induccién, esto
supone que si se utilizaron los ECM como explante inicial para la ES, estos
deben de ser embriones que no hayan sido almacenados por un periodo de
tiempo prologando, ya que en este trabajo se utilizaron como explante, y

demostraron ser explanes viables para la regeneracion de plantas.

7.2.2 Expresion y maduracion de embriones somaticos

En los callos embriogénicos de las lineas 89 y 90 en el medio M2 tras 2
semanas, se hicieron notorias los cambios en la diferenciacion del estado de
torpedo del embrién somatico, los cotiledones comenzaron su desarrollo, en
algunos embriones, se formaron mas de un par de cotiledones, se elongaron
verticalmente y tomaron forma de embrion maduro (Figura 11a).
Transcurrido el mes y medio, cuando se pasaron al medio M3, los embriones
se encontraban en la etapa de maduracion. Fueron seleccionados cuando el
embrion fuera de un color marfil o ligeramente verde, los cotiledones se
separaron y sin la presencia de multiples cotiledones, la raiz no presento

callo y sin embriones fusionados (Figura 11b).
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Figura 11. Embriones sométicos. a embriones en fase de torpedo maduros,
embrién en estado de corazon (flecha). b embrion completamente maduro.
Barra=1.0 mm

Cornejo-Rodriguez (2009) no observé cambios en los embriones en la fase

de maduracion, esto se debié a que no adiciono acido abscisico (ABA) al
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medio de cultivo, esto confirma que este regulador de crecimiento es

importante y fundamental para la maduracion de los embriones somaticos.

7.2.3 Germinacion de embriones somaticos y crecimiento de

plantulas

Se lograron obtener embriones somaticos que germinaron (Figura 11a) en el
incubador con diferente tipo de luz, lamparas de amplio espectro; después
de mes y medio, hubo crecimiento de raiz principal y secundaria,
aparecieron las primeras hojas verdaderas (Figura 11b), tras un periodo de
tiempo de dos meses se observd que al germinar las nuevas plantas
adquirieron un color blanco y presentaron senescencia foliar, esto pudo
deberse al etileno acumulado en la parte superior del tubo de ensayo.
Anteriormente Magdalita y col. (1997) hicieron pruebas en cultivos in vitro de
nodos de Carica papaya L donde confirmaron que la acumulacién del etileno
es un causante de la senescencia foliar, y que la temperatura, junto con la
altura del recipiente son factores que afectan el desarrollo de la planta y la

concentracion del etileno.

Ascencio-Cabral y col. (2008), evaluaron el efecto del tipo de luz, en la
germinacion y crecimiento de embriones soméaticos, donde el uso de
lamparas de amplio espectro fue fundamental para que los embriones

somaticos desarrollaran raiz, y el crecimiento fuera viable para el
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acondicionamiento a condiciones ex vitro. No se realizaron pruebas para
observar cual es la temperatura adecuada en la cual el etileno no provocara
la abscision de las hojas, datos que son reportados por Magdalita y col.
(1997) en el cual, quienes evaluaron dos temperaturas (20 y 30 °C) y
determinaron que la temperatura mas baja fue la mas adecuada para el
crecimiento 6ptimo de la planta y con bajo porcentaje de etileno, lo que evitd

la pérdida de sus hojas y de su coloracion.

Germinados los embriones somaticos con el desarrollo de raiz, tallo y las
primeras hojas verdaderas se trasplantaron al medio de crecimiento
adicionado con carbdén activado para que éste pudiera adsorber cualquier
sustancia de desecho generada por la planta o por el medio de cultivo, el
cual present6 contaminacion, se afiadié un antibidtico (Rifampicina® 500

mg/L), que permitidé prevenir futuras contaminaciones por bacteria.

Anteriormente se habia demostrado que la adicién del Floridzin, AG3 y el
Difco® Bacto agar en combinacion de la luz de amplio espectro en la
incubacion se obtuvieron resultados O6ptimos de embriones con baja
frecuencia de embriogénesis secundaria, sin callo en la raiz, y sin
hiperhidricidad (Lin, 2012 y Ascencio, 2005), parametros que fueron tomados

en cuenta en este trabajo.
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Figura 12. Embriones somaticos germinados a. Embriones germinados. b.
primera hoja y raices largas. Barra = 1.0 mm
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(embriones cigéticos maduros) *ISI (Integumentos de semillas inmaduras)
formacion de callo en sarcostesta.
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8. CONCLUSIONES

Los embriones cig6ticos maduros son aptos para la regeneracion de plantas

de papaya a través de la embriogénesis somatica.

El medio de cultivo M1 con concentracion de 2,4-D de 4 mg/L resultd

efectivo para la induccion de embriogénesis soméatica en ambos explantes.

El genotipo influye para que los explantes de hibridos de papaya puedan ser

inducidos a la embriogénesis somatica.

El callo no embriogénico en los integumentos de semillas inmaduras se

indujo en la sarcotesta.

El tipo de explantes, el genotipo y otros factores son determinantes para la
induccion de la embriogénesis somatica para la regeneracion en los hibridos

de papaya.
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