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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de la luz roja y la composicion del medio de cultivo sobre la
embriogénesis somatica y enraizamiento de papaya Mara-
dol. De siete a ocho embriones se colocaron dentro de una
caja Petri con medio de cultivo embriogénico (MEmb). Las
cajas se incubaron en obscuridad proveyéndoles de luz roja
(0, 1y 2 h al dia). En cada tratamiento se evalué: el tiempo
de aparicion de embriones, la calidad y cantidad de estos.
Los embriones se subcultivaron en medio para la generacion
de plantulas (G4), se probaron diferentes medios de cultivo
para enraizamiento (ME1, ME2, ME3 y ME4). Se obtuvieron
embriones somaticos al mes y medio de colocar el cigoto
en MEmb con 6% de sacarosa, 1 mg/L de 2,4- 4cido dicloro
fenoxiacético (2,4-D) y expuestos a 2 h de luz roja, mientras el
control requirié de tres meses (p<0.05). La mayor induccidn
de raices en las plantas ocurrié cuando se utilizé en el medio
de cultivo un gradiente descendiente de la concentracion de
acido indol butirico (AIB) y del tiempo de exposicion. Estos
resultados indican una interaccion positiva entre el estrés
producido por la sacarosa y el 2,4-D, asi como la exposicién a
la luz roja, lo que induce mayor velocidad de embriogénesis.
Palabras claves: Papaya Maradol, luz roja, estrés osmético,
Polietilenglicol (PEG), enraizamiento.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect
of red light and the composition of the culture medium on
the somatic embryogenesis and rooting of papaya Maradol.
Seven to eight embryos were placed inside a Petri dish with
embryogenic culture medium (MEmb). Petri dishes were in-
cubated in the dark and exposed to red light (0, 1 and 2 h per
day). In each treatment the time of appearance of embryos,
along with their quality and quantity were assessed. The
embryos were sub-cultured in medium for the generation
of seedlings (G4); different culture media were examined for
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rooting (ME1, ME2, ME3 and ME4). Somatic embryos were
obtained one and a half months after placing the zygote in
MEmb with 6% sucrose, 1 mg/L of 2,4-dichloro phenoxyacetic
acid (2,4-D) and exposed to 2 h of red light, while the con-
trol required three months (p<0.05). The highest induction
of roots in the plants occurred when adding a descending
concentration gradient of indole butyric acid (IBA) and the
time of exposure. These results suggest a positive interaction
between the stress produced by sucrose and 2,4-D, as well
as exposure to red light, which induces a higher rate of em-
bryogenesis.

Keywords: Papaya Maradol, red light, osmotic stress, Poly-
ethylene glycol (PEG), rooting.

INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es un fruto tropical origi-
nario de América central y conocido en todo el mundo por su
agradable sabory por sus diferentes propiedades, en general
por su facil digestibilidad. México ocupa el tercer lugar a nivel
mundial en la produccién de papaya, solo después de Brasil
y Nigeria. De acuerdo al Servicio de Informacién Agroali-
mentaria y Pesquera (SIAP) (2018) para el 2017 en México, la
superficie cultivada de papaya era de 19,114 ha, con una pro-
duccién de 964,702 t, y un rendimiento promedio de 57.82 t/
ha. Entre los principales estados productores se encuentran
Oaxaca (288,160 t), Veracruz (106,888 t), Chiapas (146,432 t),
y Colima (167,775 t).

Los frutos de papaya se caracterizan por ser de tipo
climatérico, con altas tasas de respiracion y produccion
de etileno, con pericarpio delgado y fragil que los hace
altamente susceptibles y perecederos, con una vida de an-
aquel relativamente corta, segun su manejo precosecha y
poscosecha, y de las condiciones climaticas de cada regién
productora (Kader, 2010).

En el cultivo de papaya han sido establecidas algunas
metodologias para la regeneracién de plantas via embriogé-
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nesis somatica, las cuales representan un gran potencial para
la micropropagacién. Una de ellas se basa en el empleo de
plantas in vitro de papaya, y la otra en el uso como explante
inicial de embriones cigéticos inmaduros (Rodriguez et al.,
2009).

El cultivo de embriones ha mostrado ser prometedor
para algunos cultivos (Medeiros et al., 2015).

En recientes afos, la embriogénesis somatica (ES) se
ha desarrollado para una rapida multiplicacién de muchas
especies de plantas. El éxito de alguno de los protocolos in vi-
tro depende de la habilidad para generar grandes cantidades
de plantas (a bajo costo). En general, las plantas obtenidas
por ES en medio semi-sélido son adaptadas a las condiciones
ex vitro, una vez que las plantas producen hojas y raices (Pinto
etal., 2011; Posada-Pérez et al., 2016).

De manera general, las plantulas obtenidas por ES
se regeneran in vitro en medio semisélido y mas tarde se
aclimatan cuando tienen hojas y un sistema de raices ade-
cuado. Estas plantulas in vitro, crecen en un microambiente
aséptico (recipientes de cultivo a menudo herméticos), con
baja intensidad de luz, en un medio que contiene azucar y
nutrientes que permiten el crecimiento heterétrofo y una
atmosfera con un alto nivel de humedad (Pinto etal., 2011).

La luz es un factor abidtico particularmente impor-
tante para el crecimiento y desarrollo de los cultivos (Yang
et al., 2018). Aquellos que se cultivan con luz natural estan
expuestos a luz roja coexistentes con otros tipos de luz, sin
embargo, estos se pueden separar (llieva et al., 2010). Los es-
tudios sobre la relacién de los tipos de luz demostraron que
podrian no ser independientes entre si cuando actdan en las
plantas. Existen investigaciones en donde la exposicién de
la luz azul acelera el crecimiento de foliar de los embriones
(Furtado etal., 2011; Xue et al., 2013; Fukuda et al., 2016). Xiao
et al. (2017) indican que una combinacién de luz roja y azul
aumenta el crecimiento y las propiedades nutrimentales de
la lechuga; otros autores han reportado que el uso de luz roja
(cercanay lejana) esta relacionada con la defoliacion, acumu-
lacién de carotenoides y con la fotosintesis, respectivamente
(Robin et al., 1994; Gang et al., 2015; Yang et al.., 2018). El es-
pectro de la luz influye fuertemente en el desarrollo y la fisi-
ologia de las plantas; por ejemplo, una longitud de onda par-
ticular puede promover la induccién de procesos fisioldgicos
y, por lo tanto, cambiar la expresiéon génica y los programas
de desarrollo en las plantas. Los fotorreceptores detectan la
luz roja y roja muy lejana a través de los fitocromos (phyA y
phyB) y la luz azul/UV-A a través de los criptécromos (cry1y
cry2). La activacion dependiente de la luz de phyB modula
la represién de los genes de la histona arginina desmetilasa,
que eliminan las histonas represivas de la histona arginina en
GA3ox1 / GA30x2, y por lo tanto promueve la germinacion
de la semilla (Schuabb et al., 2017).

El propdsito del presente trabajo fue determinar el
efecto de la luz roja y la composicion del medio de cultivo
durante la embriogénesis somética, el enraizamiento y acli-
matacion de plantas de papaya Maradol.
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MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utilizaron semillas de frutos inmaduros de papaya
Maradol provenientes de huertos de papaya del municipio
de Jiquipilas, Chiapas, México. Los frutos se lavaron con agua
y jaboén, se desinfectaron en una solucién clorada al 20%,
posteriormente se limpiaron con alcohol etilico al 95%. Se
extrajeron y seleccionaron las semillas de los frutos en condi-
ciones de esterilidad (Figuras 1 A, By C), se colocaron en cajas
Petri estériles para su conservacion.

Las semillas se desinfectaron y disectaron (Figura 1C)
de acuerdo a la metodologia publicada por Cabrera-Ponce et
al. (1995) y modificada por Vela-Gutiérrez et al. (2016).
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Figura 1. A) Fruto verde de papaya Maradol, B) Semillas estériles de fruto
inmaduro, C) Embrién cigético recién obtenido de la semilla.

Figure 1. A) Green fruit of Maradol papaya, B) Sterile seeds of immature
fruit, C) Zygotic embryo newly obtained from the seed.
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Cultivo de embriones

Se colocaron entre siete y ocho embriones en cajas
Petri que contenian medio de cultivo embriogénico (MEmb:
medio de Murashige and Skoog (1962), suplementado con
0.4 g/L de glutamina, ajustado a un pH de 5.8), adicionado
con sacarosa (3, 6y 9%) y 2,4-D (2,4- 4cido dicloro fenoxiacéti-
o). Finalmente se adicioné 8 g/L de agar-agar; se almacen-
aron en obscuridad a 26 °C, proveyéndolas de luz roja (0, 1y
2 horas). El disefio experimental correspondiente se muestra
en latabla 1.

Cada tercer dia se realizé6 un monitoreo de las cajas,
con la finalidad de evaluar el tiempo de apariciéon de embri-
ones somaticos, la cantidad y calidad de estos en un tiempo
determinado. La masa embriogénica obtenida se subcultivo
en cajas con MEmb incubandolas en obscuridad total para su
propagacion.

Generacion de plantulas

Los embriones se transfirieron a cajas Petri con
medio de cultivo para la generaciéon de plantulas (G4) que
consistié en medio G, medio de generaciéon de plantulas
utilizado por Cabrera-Ponce et al. (1995), adicionado con 2%
de polietilenglicol (PEG) y 5 mg/L de acido abscisico (ABA)
para elongamiento durante dos semanas, se mantuvieron en
condiciones de fotoperiodo (16 h de luz), utilizando lamparas
de luz blanca luminiscente de 6500 Kelvin (6500 K) a 28 ° C,
para producir pequeias plantulas; éstas se transfirieron a
frascos de vidrio de 200 mL que contenian medio G4 para
elongar el tallo y facilitar el crecimiento durante un mes.

Enraizamiento de plantulas
Se probaron 13 medios de cultivo para enraizamiento
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Tabla 1. Disefio experimental utilizado en la formulaciéon de medios de
cultivo embriogénicos (MEmb).

Table 1. Experimental design used in the formulation of embryogenic
culture media (MEmb).

Tratamientos Sacarosa (%) 2,4-D mg/L Luz Roja (h)
T1 0
T2 ! 1
T3 2
T4 . 0
<T5 2 1
T6 2
T7 0
T8 3 1
T9 2

T10 0
T11 ! 1
T12 2
13 © 2 0
T14 1
T15 2
T16 3 0
T17 1
T18 2
T19 0
T20 ! 1
T21 2
122 g 0
T23 2 1
T24 2
T25 0
T26 . 1
T27 2

(ME1, ME2, ME3, ME4, ME5, ME6, ME7, ME8, ME9, ME10, ME11,
ME12 y ME13), considerando una amplia gama de cofactores
de crecimiento, tal y como se describe en la tabla 2. Los
mejores resultados obtenidos de induccion al enraizamiento
en las plantulas fueron observados en el ME13, formulado
con sales y vitaminas de murashige and skoog (MS) al 50%, 1
mg/L de AIBy 30 g/L de sacarosa, a partir de estos resultados
se planted un nuevo disefio experimental, el que se muestra
en la tabla 3. Los ensayos derivados del disefio mostrado
en la tabla 3, tampoco fueron los adecuados, por lo que se
planteé un esquema de enraizamiento por gradientes, el
que se describe enseguida; para la preparacién del medio de
cultivo se utilizé sales de MS al 50% de su fuerza, adicionado
con 30 g/L de sacarosa, las plantas se expusieron en cuatro
lotes de medio de cultivo con concentraciones diferentes en
gradiente descendiente de AIB (lote 1: 3 mg/L por 48 horas,
lote 2: 1 mg/L durante dos semanas, lote 3 y 4: subcultivos de
un mes con 0.5 y 0.1 mg/L, respectivamente), a pH de 5.8, y
gelrite® 4 g/L.

Aclimatacion a suelo

La aclimatacion de las plantulas a suelo se efectud
colocadndolas en pequefas macetas que contenian abono
(mezcla de tierra negra y arcilla). Previo al trasplante, se la-
varon cuidadosamente las raices para eliminar los residuos
del medio de cultivo, ademds de mantener las raices por
cinco minutos en una solucién de Benomyl® al 1%, y evitar de
esa manera problemas de contaminacién. Una vez colocadas
en las macetas, se protegieron con una bolsa de plastico abi-
erta de los extremos. Al segundo dia se amplio el orificiode la
bolsay asi paulatinamente hasta liberarla totalmente (8 dias).

Analisis estadistico

Los resultados del efecto de la luz roja sobre la em-
briogénesis y del enraizamiento (primer y segundo disefio)
se analizaron estadisticamente mediante andlisis de varianza
de una via, utilizando el software estadistico de Minitab®
versién 17.0 para windows considerando una p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Generacion de la linea embriogénica

Los resultados demuestran el efecto positivo de la luz
roja sobre la velocidad de formaciéon de embriones somati-
cos, los mejores resultados se obtuvieron en T13, T14 y T15
(Figura 2). En la figura 2, se puede constatar que se redujo de
tres meses en condiciones de total obscuridad, a 1.5 meses
cuando se les suministré una hora de luz roja, y el medio de
cultivo se adicioné con 6% de sacarosa y 2.0 mg/L de 2,4-D
(T14) (Tabla 1) (Figura 2). Los resultados también demuestran
que los tratamientos con 3 y 9% de sacarosa no alcanzaron
la velocidad de embriogénesis como se logré con el sumi-
nistrado con 6%; los tratamientos adicionados con 3% de
sacarosa y expuestos a 2 horas de luz roja (T3, T6 y T9), induce
la embriogénesis somatica de forma similar al control (T10)
(6.0% de sacarosa, 1 mg/L de 2,4-D, sin exposicién a luz roja)
(p<0.05). La transiciéon de semilla a plantula comprende una
fase del crecimiento heterotréfico al crecimiento autdtrofo,
caracterizado por el desarrollo de érganos y la maduracion de
los cloroplastos con el inicio de la fotosintesis, para promover
el nuevo ciclo de vida de la planta (Warpeha y Montgomery,
2015). Tal y como se suponia, pequeias dosis de luz roja (1
a 2 horas) parece tener un efecto positivo sobre la veloci-
dad de formacién de embriones, lo que permite en menor
tiempo (1.5 a 2 meses) obtener una linea embriogénica de
papaya, comparado a los resultados obtenidos en ausencia
de luz roja. Chen et al. (2017) indican que la luz roja afecta la
morfogénesis de las plantas al inducir transformaciones en
el fitocromo, también es crucial para desarrollar del aparato
fotosintético y regula la sintesis de fitoquimicos, como los
fendlicos y el oxalato. Ademas, la luz roja esta relacionada
con el fitocromo B (phyB) y fitocromo A (phyA), los cuales
son fotoreceptores predominantes para luz roja y luz roja
lejana, respectivamente (Fakuda et al., 2016). Ademas, se ha
observado que la luz roja afecta positivamente la elongacién
de plantas de largo dia (phyB), debido a que phyB reprime
diferentes fenotipos, se le considera el principal actor en la
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Tabla 2. Primer Disefio de medios de cultivo para enraizamiento (ME).
Table 2. First design of culture media for rooting (MR).

Componente ME1 ME2 ME3 ME4 ME5 ME6

ME7 ME8 ME9 ME10 ME11 ME12  ME13

Sales y Vitaminas de

100 100 100 100 100 100

50 50 50 100 100 50 50

MS (%)
:-‘\Aclgo(gg/oLI)Butlrlco 3 1 _ . _ . . 5 1 . 1 1
Acido Giberélico ) o ) i i ) i ) ) i ) )
(AG3) (mg/L)
Fluroglucinol (mg/L) = 160 = = = = = = = = = =
Mio-inositol (mg/L) - - 100 100 100 - - - 100 - - -
Glicina (mg/L) - - 2 2 - - - - - 2 - - -
Tiamina-HCl (mg/L) - - - - 1 - - - - - - -
Acido Indol Acético
(AIA) (mg/L) - - - - 0.1 5 - - - - - - -
Carbén activado ) ) _ 2 ) ) ) ) _ ) } }
(g/L)
24D - - - - - - 5 5 - - - - -
Raizal* (g/L) - - - - - - - - - - 3.75 7.5 -
Sacarosa (g/L) 30 4 30 30 20 o 30 30 30 30 30 30
Agar (g/L) 8 8 - - 8 7 10 10 10 - - - -
Gelrite (g/L) = = 35 35 = = = = = 4 4 4 4
T,c‘léla 3. Segundo disefio para medios de cultivo para enraizamiento T/ Trats T13 T14 T15
'(I'abil 3. Second design for culture media for rooting. - : —o
Componente MEr1 MEr2 MEr3 MEr4 oD
Sales y Vitaminas de MS (%) 50 50 50 50
Acido Indol Butirico (AIB) (mg/L) 0.5 1 2 3
Sacarosa (g/L) 30 30 30 30
Carbon activado (g/L) 0.5 0.5 0.5 0.5
Gelrite (g/L) 4 4 4 4
pH 5.8 30D
represion de la elongacion de entrenudos (Demotes-Main-
ard etal., 2016). Resultados similares han sido publicados por
Cai et al. (1999), ellos reportaron haber inducido la formacion
de embriones globulares, de corazén y térpedos después de 60D
cuatro a cinco semanas de subcultivar embriones cigéticos
en medio de induccion. El callo embriogénico se forma a
partir de los meristemos apicales y radiculares del embrién.
Los callos embriogénicos se observan de color amarillo y de
consistencia fragil que exudan un liquido claro y denso. 90 D

Después de obtener la linea embriogénica, con los
embriones del T14 se desarrollaron diversos subcultivos para
producir suficiente cantidad de masa embriogénica, para ello
se realizaron de 3 a 4 subcultivos en MEmb (Sales de MS con
vitaminasy suplementado con 2 mg/L de 2,4-D) (Figura3C).La
cantidad de callo embriogénico se incrementd conforme se
transfiere a medios de cultivo recién elaborados en presencia
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Figura 2. Embriones durante el proceso de incubacion para la generacion
de embriogénesis somatica.

Figure 2. Embryos during the incubation process for the generation of
somatic embryogenesis.
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Figura 3. A) Embrion cigético recién obtenido, B) Embrién cigético con co-

tiledones abiertos después de dos semanas de cultivo, C) Embrién globular
obtenido entre 3 y 4 meses de cultivo en MEmb.

Figure 3. A) Zygotic embryo newly obtained, B) Zygotic embryo with

open cotyledons after two weeks of culture, C) Globular embryos obtained

between 3 and 4 months of culture in MEmb.

de la auxina (2,4-D), de esta forma se inducen sucesivamente
las fases embriogénicas (embriogénesis secundaria). Se sabe
que la produccién de brotes y raices in vitro estd controlada
por la relaciéon de auxinas y citoquininas exégenas y por el
control de los niveles de hormonas vegetales producidas
endégenamente (Kumari et al., 2017). Los mejores resultados
obtenidos en la formacién de callos embriogénicos y somati-
cos se obtuvieron utilizando una concentracién de 2 mgL’
de 2,4-D (Figura 3). Resultados similares fueron reportados
por Gutiérrez-Rosati et al. (1999) al estudiar la embriogénesis
somatica de “papayo” (Carica papaya Linnaeus) variedad
PT-101-B. En la figura 3C, se pueden observar embriones
generalmente en el estadio globular, y muy pocos en fase de
corazén y torpédos. Se ha demostrado que el 2,4-D estimula
la sintesis de otras auxinas como el acido indol acético (AlA)
en células de zanahoria (Daucus carota L). Asimismo, se ha
propuesto que el 2,4-D podria actuar no solo como auxina,
sino también como un herbicida, el cudl induce respuestas al
estrés (Quintana, 2009).

Generacion de plantulas

Los embriones obtenidos del tratamiento T14 (Tabla 1)
fueron transferidos a medio G4, se obtuvieron 21 plantulas de
30 (70%) embriones somaticos sub-cultivados por dos meses
en fotoperiodo (6500 K de luz blanca fria por 16 h). Después
de dos semanas de cultivo se observaron pequenas plantulas
de 0.5 a 1.0 cm de longitud (Figura 4 Ay B); se transfirieron a
cajas Petri con medio G4 recién elaborado, colocando de 5 a
6 plantulas en promedio por caja Petri; dos semanas después
se obtuvieron pequenas plantas de aproximadamente 2 cm
de longitud, provista de una a dos pequefas hojas verdes.
Durante los primeros dias de desarrollo existe produccién
basal de auxinas incrementandose posterior a los 15 dias

R

. W

Figura 4. Pequeiias plantulas provenientes de embriones de papaya
Maradol cultivadas en medio G4. Ay B, dos semanas de cultivo; y C, cinco
semanas de sub-cultivo.

Figure 4. Small seedlings from embryos of Maradol papaya grown in G4
medium. A and B, two weeks of culture; and C, five weeks of sub-culture.

del crecimiento, como en la pifia al noveno dia presenta
altos niveles de auxinas (Mercier et al, 2003). Las plantulas
cultivadas por cinco semanas en medio G4 presentaron un
tamafo entre 3 y 4 cm de longitud, provistas ademas de 4 a
6 pequenas hojas de color verde olivo a intenso (figura 4C).
Luciany et al. (2006) reportaron que entre los factores mas
importantes que afectan la regeneracion de plantas se en-
cuentran el tipo de explante, la condicion fisioldgica de éste,
el genotipo y la combinacién de reguladores de crecimiento
en el medio de cultivo. Ademads, esta regulado por senales
de luz percibidas por los fotorreceptores, la sefalizacién me-
diada por hormonas y los nutrientes disponibles (Warhepa
y Montgomery, 2015). Los niveles de hormonas enddgenas
regulan los procesos de diferenciacion de explantes in vitroy
se postula que son la principal diferencia entre los genotipos
con varios grados de competencia (Kumari et al., 2017).

Enraizamiento

De los trece medios de cultivo para enraizamiento
probados (Tabla 2), se observé que Unicamente el ME2,
ME12 y ME13 indujeron la formacién de raices en las plan-
tulas, después de tres semanas de sub-cultivo, las plantulas
cultivadas en estos presentaron raices pivotantes que
posteriormente se extendieron hasta aproximadamente 3
cm, en el caso del ME13 (tabla 4), el cual estimula la mayor
formacion de raices, y estadisticamente diferente al resto
de los medios de cultivo (p<0.05), probablemente se debe
a su composicién de sales y vitaminas de murashige and
skoog (MS) al 50%, 1 mg/L de AIB y 30 g/L de sacarosa. El
ME?7 presento el mismo efecto después de cinco semanas de
sub-cultivo. Las plantas cultivadas en ME2, previo a la induc-
cién de raices evidenciaron defoliacién, y posteriormente la
formacion de nuevos brotes que mas tarde se convirtieron en
hojas (Figura 5A). La formacion de raices fue nula en el resto
de los medios de cultivos probados, provocando la muerte
de la planta (Figura 5B). Esto debido al cambio de gradiente
de concentracion de auxina cuando el callo se transfiere a
medio con baja o ninguna auxina (Pradeep et al., 2010). El
ME2 y ME13 contienen 1 mg/L de IBA en su composicion,
hormona a la que se le atribuye la induccién de la formacion
de raices en plantas. Islam et al. (1993) indicaron que la for-
macién de raices ocurre solo cuando se afade al medio de
cultivo 0.1 a 1 mg/L de IBA o de acido naftalen acético (ANA),
y que los brotes son mas propensos al enraizamiento cuando
se incrementan los sub-cultivos, debido a que los sub-cul-
tivos pueden rejuvenecer las raices con un alto grado de
competencia regenerativa. Los mismos autores reportaron
mayor enraizamiento al agregar 1 mg/L de IBA en un estudio
realizado de propagacion clonal in vitro de papaya.

El carbon activado, se ha utilizado por algunos au-
tores en la formulacién de medios de cultivo, ya que reduce
la oxidacion de la las células, permitiendo de esa manera
mayor efecto para los componentes inductores de raices. En
este sentido, se evalué inicialmente la presencia de carbén
activado en el medio de cultivo ME4 (2 mg/L), sin embargo,
se presentd senescencia total de las plantas (Figura 5). En un
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Tabla 4. Resultados de la formacién de raices en medios de cultivo para enraizamiento (ME) del primer disefio experimental.
Table 4. Results of root formation in rooting culture media (MR) of the first experimental design.

ME9 1ab 1.0a 4 3-5 23
Medio de cultivo Numero Longitud del Tiempo de formacion  Numero de hojas Alturadela
para enraizamiento de brotes brote formado del brote (semanas) formadas en la plantula (cm)

formados (cm) plantula
ME1 4c 4 3-4 Senescieron 1-2
ME2 2bc 1.0a 4 3-5 2-3
ME3 0a 0a 4-8 2-3 2-3
ME4 Oa Oa 4-8 2-4 2-3
ME5 Oa Oa 4-8 2-4 =2
ME6 Oa Oa 6-8 Senescieron -
ME7 Oa 0.5a 6 3-5 2-3
ME8 Oa Oa 4-8 2-3 =2
ME10 0a 0a 4-8 2-3 2-3
ME11 Oa Oa 4-8 2-4 1-2
ME12 2bc 1.5b 4 3-5 2-3
ME13 3c 2.0-3.0b 4 3-6 3-4

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (ANOVA, p<0.05).

B

Figura 5. Plantulas de papaya Maradol: A. ME2 (formacién de raices, defo-
liacion y aparicién de nuevas hojas), B. ME4 (medio de cultivo adicionado
con carbén activado, presencia de senescencia de las hojas).

Figure 5. Maradol papaya seedlings: A. ME2 (root formation, defoliation
and appearance of new leaves), B. ME4 (culture medium added with activa-
ted charcoal, presence of leaf senescence).

estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, se
evaluaron concentraciones mas bajas de este mismo compo-
nente, pero tampoco se encontraron resultados favorables.
Otros componentes evaluados fueron acido giberélico (AG3)
en una concentracién de 0.1 mg/L, fluoroglucinol (160 mg/L)
y raizal® (enraizador comercial) (3.75 y 7.5 mg/L), mostrados
enlatabla 2, respectivamente, ninguno de ellos mostré resul-
tados satisfactorios en la induccién de raices de las plantulas,
tal y como se observé en los medios de cultivo con presencia
de IBA. Datos reportados por Saker et al. (1999) indican que
la adicién de 2 mg/L de IBA produjo un mayor efecto en la
formacion de raices (75%), asi como mayor longitud (3.15
cm) de éstas, sin induccién a la formacion de callos. Lo an-
terior sucedio al evaluar el efecto de la concentracién de la
hormona en la induccién de raices en embriones de papaya.
La presencia de bencil amino purina (BAP) y polietilenglicol
(PEG) en el medio de cultivo G4 previo a las pruebas de en-
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raizamiento, probablemente promovieron la formacién de
plantulas y limitaron la formacién de callo algodonoso en los
embriones. Esna-Ashari y Viliersen (1998), reportaron que la
bencil amino purina (BAP) es un regulador de crecimiento
del grupo de las citoquininas que afecta la division celular
y estimula la actividad axilar de los brotes, la formacion de
raices adventicias y la regulaciéon de diferenciacion. Esto
promueve la sintesis de proteinas y cambios en su actividad.
Sin embargo, su presencia inhibe la formacién de raices
(Esna-Ashari y Viliers, 1998).

Respecto al segundo disefo experimental probado
con los medios de enraizamiento (MEr1, MEr2, MEr3 y MEr4),
se observo suficiente generacién de raices en MEr3 y MEr4,
que contienen 2.0 y 3.0 mg/L de IBA, respectivamente (Tabla
3); pero presentaron senescencia después de 12 a 15 dias de
permanecer en el medio de cultivo; el resto de los medios
indujeron la formacién de raices, pero sin elongacion (tabla
5). La induccion y formacion de raices del MEr4 fue estadisti-
camente mayor que el resto de los tratamientos (p<0.05).

Los resultados obtenidos fueron determinantes para
subcultivar las plantulas en medios de cultivo con un disefio
de gradiente de IBA (lote 1: exposicidon a medios con 3 mg/L
por 48 horas, lote 2: una semana con 1 mg/L, lote 3 y 4:
sub-cultivos de un mes con 0.5 y 0.1 mg/L, respectivamente).
Se logré de esa manera la induccién de hasta cuatro raices
pivotantes y radiculares por planta, asi como la elongacién
de éstas a 3.5 cm, sin evidenciar senescencia (Figura 6). Ying
et al. (1999), reportaron que lineas de papaya transgénicas
resistentes a kanamicina desarrollaron suficiente cantidad
de raices en un lapso de dos a cuatro semanas cuando se
expusieron a sales de MS adicionado con sacarosa (20 g/L),
mio-inositol (10 mg/L) y tiamina-HCI (0.1 mg/L).
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Tabla 5. Resultados de la formacion de raices en medios de cultivo para
enraizamiento (MEr) del segundo disefio experimental.

Table 5. Results of root formation in rooting culture media (MEr) of the
second experimental design.

Tiempo de Altura

Mediosde Numero Longitud formacion Numerode delas

Enraizamiento de brotes del brote del brote hojas  plantulas
(semanas) (cm)
MEr1 2a 0.5-1.0 4-8 2-4 1-2
MEr2 3ab 1.0-1.5 4-8 3-5 2-3
MEr3 3-4bc 1.5-2.0 4 Senescente -
MEr4 4-5cd 1.0-1.5 4 Senescente -

Figura 6. Plantulas de papaya enraizadas en medio de cultivo con gradi-
ente de AIB
Figure 6. Rooted papaya seedlings in culture medium with AIB gradient

Aclimatacion al suelo

En las figuras 7 A, B, C y D, se muestran las plantas
obtenidas del cultivo in vitro, a una, dos y cuatro semanas
posteriores a su trasplante; éstas se observan aclimatadas to-
talmente, obteniendo suficiente cantidad de follaje posterior
a un mes del trasplante. Del total de plantas enraizadas, el
85% se aclimataron totalmente en las condiciones descritas
en la seccién de materiales y métodos, el resto de ellas se-
nescieron después de dos semanas de la transferencia. Esto
debido a que existen factores bidticos y abidticos, a nivel In
vitro que influyen en la aclimatacién de las plantas, por ejem-
plo, el alto contenido de humedad en el aire, baja intensidad
de luz, esto lleva a que se utilicen los azlcares del medio de
cultivo como fuente de carbono y energia (Montes et al.,
2016; Indacochea et al., 2017).

La cantidad de oxigeno, luz, el tipo de suelo, la hume-
dady el tipo de fungicida utilizado en las raices, son factores
importantes durante el periodo de aclimatacién para reducir
enormemente la muerte de las plantas, tal y como se consid-
erd en este estudio para alcanzar una aclimatacion del 85%
de las plantas. Ying et al. (1999), reportaron en su estudio
que del total de plantas enraizadas el 97% se aclimataron
al suelo, utilizando como medio de adaptaciéon vermiculita
suplementada con un volumen igual de sales de MS en cajas

Figura 7. Aclimatacion de plantulas a condiciones de suelo. A: Plantula
recién trasplantada a suelo (liberada de condiciones in vitro); Planta a una
(B), dos (C) y cuatro (D) semanas posterior al trasplante en suelo.

Figure 7. Acclimation of seedlings to soil conditions. A: Plant recently
transplanted to soil (released from in vitro conditions); Plant at one (B), two
(C) and four (D) weeks after the transplant in soil.

magenta, bajo las condiciones de 12 h de luzy 12 oscuridad,
55% de humedad y 29 °C, posteriormente se transfirieron a
macetas con tierra estéril cubiertas con bolsas de plastico
transparente, en condiciones similares a las nuestras.

CONCLUSIONES

El sistema de embriogénesis somatica utilizado (técni-
cay medios de cultivos), permitié obtener sin contaminacion
alguna embriones globulares principalmente y torpédicos
después de mes y medio de subcultivo del embridn cigoto,
posterioemente estos fueron subcultivados de forma efici-
ente para la generaciéon de masa embriogénica.

Los avances obtenidos, indican una interaccién pos-
itiva entre el estrés producido por la presencia de sacarosa
en el medio de cultivo (60%), la presencia de 2,4-D (2 mg/L)
y la exposicion a la luz roja (1 h), lo que induce con mayor
velocidad el proceso embriogénico de papaya Maradol,
obteniendo un protocolo mas eficiente a los reportados, tal
y como se muestra en el T14. Ademas de observar suficiente
cantidad y calidad de masa embriogénica que puede ser
utilizada en procesos de transformacién genética, ya que de
acuerdo a reportes se requiere embriones de esta naturaleza.

Utilizar un medio de cultivo con un gradiente de
concentracion de IBA acorde a los tiempos de exposicion,
permitié generar suficiente cantidad y calidad de raices en
las plantas, logrando posteriormente una aclimataciéon a
suelo del 85% de ellas.
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