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R ES UMEN

Como consecuencia del anidlisis biblioprafico efectuado sobre los as-
pectos biolégicos, agronémicos y econbmicos concernientes a Carica papa -
ya, tipo Cera; en el presente trabajo se analiz6 la problemitica causada
por enfermedades virales y la necesidad inmediata de desarrollar un pro-
grama de mejoramiento genético, motivo por el cual el objetivo plantcado

se relaciond directamente con la obtencién in vitro de plantas de papaya.

Utilizando cl cultivo de diferentes tcjidos de pléantulas dec aproxima-
damente 20 dias de edad sc observé que los explantes de tallo, de hoja y de
brotes apicales fueron susceptibles de gencrar tejido indiferenciado o ca-
1lo.en el medio nutricional de Murashige y Skoog, deteminindosc que las
concentraciones que lo favorecicron fueron de 0.2 mg/1 de 4cido naftalén
acético y de 0.02 mg/1 6 0.2 mg/1l de benciladenina. La prolifcracién de las

callosidades sc mantuvo rcalizando trasplantes sucesivos cada 14 dfas a me-
dio fresco.

La micropropagacién de esta planta se obtuvo mediante el cultivo de los
brotes apicales, que desarrollaron el meristemo apical y los laterales,

trasnformindose cada uno de ellos cn un brote independicnte.



T. INTRODUCCION

1.- Antecedentcs.

La papaya cs una planta dec origen tropical cultivada prohablemente
por las antiguas civilizaciones de México y de Panamd (Storey, 1976); des
de entonces a 1a fecha, cl cultivo se ha generalizado a casi todas las -
partes tropicales del mundo. Entre las causas quc dcterminan su amplia
distribucidn pueden considerarse algunas como son: faci!idad de adaptabi-
lidad del medio ccolégico, rdpida capacidad de reproduccibn, aprovechamicn
to del fruto y alto contenido de papaina, quec es una cnzima scemcjante a la

pepsina pcr su accién proteolitica (CONAFRUT, 1S73).

En México el cultivo de 1la papaya ocupa el quinto lugar en produccibn

dentro de los frutales tropicales; sin embargo, de 1970 a 1978

su pro-
duccién se ha mantenido sin un incremento considcrable. Las causas que deter
minan este estado son diversas, encontrindose primero que no existe ina va-
ricdad explotada comercialmente, sino que sc trata de tipos con heterogenci
dad gonética; las labores de cultivo estdn poco desiarrolladas, lo cual impli
¢ un manejo de las huertas {fundamentalmente empirico e improvisado que oci-
siona una gran diticultad en el control de plagas y enfermedades (Leén y Ol
vas, 1979); otra de las causas del abatimiento de i produccién ha sido la
presencia de enfermedades virales como son las causadas por ¢l virus de la
mancha anular (ringspot virus); el virus del mosaico y probablemente el -

“hunchy top" (cogollo arrepollado). Para nuestro pals sc considera a la ci-

tada cn primer lugar como la principal enfemmedad virosa (de Fischery J. -
Galindo, 1977; 1978).
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Siendo tales lus condiciones de este cultivo se considera quc la

aplicacién de los rcsultados obtcnidos mediante cl cultivo de tejidos,

son de gran valor para su mejoramiento genético, pues através de cllos
se tiene la posibilidad dc lograr cicrtas caracteristicas agronémicas

descadas como son: precocidad, adaptabilidad a diferentes medios y re-

sistencia a enfcrmedades (Favret, 1972).

Con basc en estos aspectos, el objetivo del presente estudio es la
obtencidn in vitro de plantas dec papaya, particulaimente las resistentes
al virus de la mancha anular; teniendo como fasc inicial la detemina -
cién de las notencialidades de dediferenciacién de distintos tejidos; de
las combinaciones adecuadas de reguladores del crecimiento para la induc-

cidn y prolifcracién de callo, asi como el nlmero de trasplantes neccesi-

rios para el mantcnimiento de dicha proliferacién.

Z.- Descripcibn botdnica e importancia cconbm.ca de la papaya.

Carica papaya, L. pertencce a la familia Caricacecae del orden Parie

tales, la cual consta de 4 gdneros y 31 especies: (arica (22 especies);

Jarilla (1 especice); Jacaratia (6 especies); Cylicomorpha (2 especies)

(Storey, 1976). Es una herbfcea gipante parccida a las palmas, prescnta

tallo Gnico grueso y carnoso de hasta 20 cm. de didmetro, sin ramas late
riles pero cop cicatrices foliares grandes y nunerosns rematando en un
denso grupo de hojas, las cuales son palmatilobuladas con peciolos largos.
las inflorescencias masculinas ticnen pedtneculo largo, sus flores son

blanco cremosus dec forma mds o menos tubular, corolu pentalobulada y 10
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estambres. Las inflorescencias femeninas tienen pedtinculo corto y flores
sentadas o subsésiles, con 5 pétalos carnosos, ovario sipero y 5 estigmas
sésiles. Las flores hermafroditas con ejes cortos son un tipo intermedio
entre las masculinas y femeninas. El1 fruto es ovoide y varia de tamafio,
1a pulpa puede ser amarilla, anaranjada o rojiza; el interior es hueco
donde se encuentran la masa placentaria y las semillas las cuales presen-
tan sarcotesta mucilaginosa lisa y esclerotesta con numerosas protuberan-
cias irregularmente dentadas (Badillo, 1971); teniendo ademis caracteris-

ticas que lo distinguen si proviene de una planta femenina, masculina 6

hermafrodita (CONAFRUT, 1973).

La propagacién de esta planta se hace por medio de semilla, transcu-
rriendo un afio o menos desde la siembra hasta la fructificaci6én; la pro -
duccidén de fruto es continua durante todo el afio, siendo escasa en los me-
ses frios y puede extenderse por varios afios, comercialmente es recomenda
ble la renovaci6n de plantas a los tres afios ya que después de este perio

do la produccion decae (Agete, 1931; Mandujano,1980).

"Solamentc en algunos estudios cientificos ha sido utilizado el méto

do de propagacifn asexual por medio de estacas y por injerto”, ..'"el ma-
yor peligro que ofrece esta prictica en las condiciones de las huertas de
papaya de México es 1a transmisi6n de enfermedades virosas por las herra -

mientas de trabajo y por los drboles mismos' (Mandujano, 1980).

Dada 1a predominancia de la propagacibn sexual en este cultivo, exis-

te diversidad genética entre los individuos y de aquf 1la imposibilidad de
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tener una variedad que sea explotada comercialmente, lo quec represcnta

uno de los factores que se consideran dentro del estado de su produccién

que seflalaremos mis adelante.

Los principales usos que se le da a la papaya son: como fruta fres-
ca, por la suculencia y sabor de ésta, ademis de que contienc minerales co
mo hierro, calcio, f6sforo y vitaminas Ay C; en la extraccifn a partir del
fruto de productos utilizados como materia prima para la industria de con-

servas alimenticias como compotas, mermeladas y confituras y cn la fabrica

cién de néctares (CONAFRUT, 1972).

Toda 1la planta tienc valor medicinal, en algunos pafscs tropicales -
utilizan el l4atex para ¢l tratamiento de verrugas, vermes intestinales, Gl
ceras, etc. "...cl jugo de esta fruta tiene propiecades curativas para cl
cstémago; las semillas sc consideran como antihélminticas y carminativas,
las raices de la planta dan un tdénico para los nervios" (Agete, 1931).

S5in embargo muchas dc éstas aplicaciones son de dudosos resultados.

El 1l4tex del fruto y de las partes verdes de la planta contiene tres‘
enzimas proteoliticas: quimopapaina, lisozima y papafna (del Campo, 1980)
de las cuales la (11tima c¢s la mds importante por lcs diversos usos cn la
industria, como clarificudor, aderezo, ablandador y en la medicina, cn

preparaciones para el est6mago y estimulantes cardiacos (CONAFRUT, 1973),

A nivel mundial, el cultivo de la papaya tiene una amplin distribu -

cién en las regiones tropicales y subtropicales; en México se cultiva cn
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20 estados (CONAFRUT,1973).

La superficie, produccién y valor de 1la producci6n de¢ 1970 a 1978
se aprecia en la Tabla 1; en la Fig. 1 se observan las fluctuaciones en
cuanto a la produccidén, comparando ésta de 1970 a 1978 con 22 y 25 ton/ha
respectivamentc¢, podemos inferir que no hay un aumento considerable; -
enumerar y analizar las causas dc estas fluctuaciones es objeto de un es
tudio que no depende totalmente del presente trabajo, por los mGltiples
factores socioecondmicos que determinan la produccién; sin embargo, he-
mos de secfialar que las condiciones del cultivo en ¢l pafs son malas fun
damentalmente en cuatro aspectos: a) heterogeneidad genética, ya que por
su propagacidn sexual se pierden caracteristicas agronfmicas de una ge-
neracidén a otra, b) scr un cultivo de temporal, ¢) lahores de cultivo o
co desarrolladas, lo que repercute c¢n la incidencia de enfermedades -
(Lebn y Olivas, 1979) y d) enfermedades virales, en cste aspecto sc ha
sefialado la virosis que produce la mancha anular como uno de los facto-
res que afectan la produccibén, no teniendo hasta la fecha un cultivar
que sca tolerante & resistente ni el método para ccmhatir su vector, por
lo que los productores se limitan a abandonar las huertas una vez que se

han infectado 5 en el mejor de los casos o quemar las plantas evitando

ast los focos de infeccibn,

3.~ Inferacdades virtales.

Representan en el pafs uno de los méis serios probhlemas; ya que has-

ta la fecha ademis de que no es posible controlar las huertas, una vez

utacadas el daflo cs irreversible.




TABLA 1 : Superficie, produccién y valor de la producci6n de Carica papaya.

(Tomado del Centro de Estadistica de la Direcci6n General de Eco-

nomia Agricola, S.A.G.- S.A.R.H.)

ARO SUPERFICIE COSECHADA PRODUCCION VALOR DE LA PRODUCCION
(has) ton/ha total pesos/ ton total
1970 5,624 22.0 123 728 723.00 89 455.344.00
1971 6,074 23.8 144 561 600.00 86 736,720.00
1972 8,535 19.8 168 993 600.00 101 395,800.00
1973 9,222 20.0 184 440 656.00 120 992,640.00°
1974 10,343 17.0 175 RSl 800.00 140 664,800 00
1975 10,695 23.0 256 680 1,007,00 258 474,760.00
1976 9,567 23.4 223 867 1,199.00 268 417,490.00
1977 10,898 25.0 272 AS0 1,522.00 414 668,900.00
1978 10,929 25,0 273 225 1,770.00 485 247,000,00
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Existen numerosos reportes concernientes a ld identificacién de los
virus que atacan a la papaya : Jensen, (1949); thovgr, (1962) ; de Bokx,

(1965) ; Singh, (1969); Story ¥ Halliwell, (1969); Cook y Zettler, (1970);
Cook y Milbrath, (1971), entre otros.

"Bunchy top' o cogollo arrepollado: Bird y Adsuar,(1952) confirman

la naturaleza viral de esta enfermedad y la transmisi6én por la chicharri-

ta Empoasca papayae; las plantas infectadas quedan achaparradas con hojas
clorbticas, peciolos cortos con manchas elongadas verde oscuro, cn esta-

dos avanzados ocurre la defoliacién excepto en cl cogollo, la produccién

de latex decrece notablemente,

Virus del mosaico: fué descrito por Adsuar,(1940) quien rcporta que
es transmisible por inoculaci6n mecénica, injertc y por el 4fido Aphis
spiraecola; las hojas dc plantas dafiadas prescntan motcado amarillo o clo
rosis y en las hojas terminales arrugamiento; en ataques severos €éstas
quedan reducidas a estructuras filiformes. El tallo desarrolla manchas

elongadas verce oscuro y el fruto presenta anillos café oscuro.

Virus de la mancha anular: Linder et al., (1945) descubricron esta

enfermedad; posteriormente Jensen, (194631947) confirma su naturaleza vi-

ral y el vector que la transmite: Myzus persicae; su sintomatologia va -
ria dependiendo si ¢l ataque es o né severo y de la edad y estado fisio-
16gico de 1a planta: las hojas presentan moteado verde amarillento, sin

una deformacién marcada aunque ésta puede ocurrir en los limbos; las man-

chas y anillos amirillos con centro verde son producidos en frutos de
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plantas enfermas y manchas alargadas con apariencia acuosa en tallos y

peciolos (Fig. 2). lu sintomatologfa puede confundirse con la causada
por el virus del mosaico.

de Bokx, (1965) aisl6 dos tipos de virus, encontrando diferencias
en el rango de hospedantes y tamafio de las particulas virales (ver Tabla
2), las cuales son filiformes con dimensiones de 533 mer para el denomi
nado mosaico moderado y de 780 m+y para el virus de la deformacién fo-
liar y mancha anular conocido como ''distortion ringspot virus'". No hay
evidencias claras que nos indique que éste y el virus de la mancha anu-

lar sean distintos, por lo que consideramos sc trata del mismo virus.

Tabla 2: Hospedantes del virus del mosaico moderado (M.M.) y de la defor

macién foliar y mancha anular (D.R.V.) (De acuerdo a los resul-

tados obtcnidos por de Bokx, 19065).

PLANTA INDICADORA

M.M. D.R.V.
Cucurbita pepo "Small sugar' X
C. pepo var. melopepo X
Antirrhinum majus X X
Gomphrena globosa X
Cassia occidentalis X

En la Tahla 2 sc observan las diferencias en ¢l rango de lwspedantes

entre ambos tipos virales, Se piensa; no obstante ue el estudio del virus




debe encaminarse hacia su caracterizacién como tal y no a identificar-

lo con base cn la sintomatologia de plantas indicadoras, pucs €ésta va-

ria dependicndo del estado fisiol6gico y edad de 1a planta.

En México, d¢ Fischer y Galindo, (1977;1978) reportan que el vi-
rus de la mancha anular es el causante de la virosis que afecta las huer
tas y no el virus del mosaico, basdndose en la sintomatologia que pre-
sentan las plantas dafadas (Fig.2) la cual coincide con las descripcio-
nes hechas por Jensen, (1949)y en la caracterizacién de particulas vira-
les filiformes y flexibles de aproximadamente800 mey , que a su vez cs

semejante a la reportada por de Bokx, (1965) para ¢l virus de la deforma

ci6n foliar y mancha anular.

Con respecto 4 la susceptibilidad de C. papaya a los dos tipos de
virus se ha visto que no hay resistencia entre los individuos de diver -

sos cultivares, pevo C. cauliflora, C. stipulata, C. pubescens y Jacara-

tia spinosa resultaron ser resistentes al virus de la manchd anular en

las investigaciones realizadas por de Zerpa, (1967) y Cook y Zettler,
(1970).

Dichas investigaciones han conducido a la bGsqueda de resistencia al
virus de 1a mancha anular através de cruzas interespecificas (Jimenez y

Horovitz, 1958; Horovitz y Jimenez, 1967; Mekako y Nakasone, 1975). Fn

cste aspecto no hay resultados satisfactorios; sin embargo indican ciertas

potencialidades a explotar como aquellas que implican una seleccibn gené-

tica en la cual pueda incorporarse al contingente genético de la especie

it
[reseTh




problema (C. papaya) dquel gene o genes involucrados en la resistencia

de las plantas que la presenten, ya sea por obtencién de hibridos 6 por

induccion de mutaciones con métodos fisicos 6 quimicos.

En este Gltimo aspecto, la induccién de mutaciones también se logra
por medio del uso del cultivo de tejidos ya que éste es Gtil por los as-
pectos nutricionales, fisiol6gicos y genéticos pues el callo mantenido
por largo tiempo es inestable y sus células presentan alta probabilidad

de mutaciones tanto estructurales como n(mericas, por lo cual esta técni

ca se considera mutdgena per se (Devreux, 1973).

4.- Cultivo de tejidos.

El desarrollo del cultivo de tejidos se inicié en 1902 cuando G.
Haberlandt pcstulé la capacidad de las células vegetales de crecer aisla

das cn un medio nutritivo, tal capacidad es ahora referida como la toti-

potencia de las c€lulas (Thomas y Davey, 1975).

Al haberse deteminado que las plantas se nutren de sustancias in-
orglnicas por Sachs y Knop (1860-1861), cl cultivo de tejidos tiene su
primera fase en trahajos encaminados a la bisqueda de las combinaciones
de minerales favorables para lograr el crecimiento ilimitado de las c€-
Tulas vegetales in vitro (Street, 1977) el cuial se obticne al enriquecer
los medios nutricionales con sustancias orgfinicas como son las vitaminas
del complcjo B y el dcido indol acético (Thomas y Iavey, 1975); con lo

que ¢n 1944, Skoog demuestra que las auxinas pueden estimular la forma-
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cha anular).,
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ci6n de rafces ¢ inhibir la dc brotes y quc tal efecto pucde ser supera-
do parcialmente incrementando la concentragién de sacarosa y fosfato in-
orginico al medio (Thorpe, 1979); sus igvgsg}gaciones realizadas en 1954
con callos de tabaco condujeron al descubrimiento de la 6-fufurilaminopu

rina, denominada kinetina por su capacidad para inducir divisi6én celular
(Thomas y Davey, 1975).

En 1957 Skoog y Miller postularon con base en cl uso de citocininas
y auxinas en €l cultivo de tejidos que el mecanismc regulador bisico para
entender la organogénesis es el balance entre estos reguladores. Ambos se
requieren en la divisién y alargamiento de células de callo de tabaco, pc
ro un nivel relativamente mis alto de auxinas que de citocininas favorecc

la formacién de rafces mientras que el caso inversc promueve la formacién
de brotes (Thorpe, 1979).

Estas investigaciones y otras posteriores ilustran la importancia del
cultivo de tejidos para cstwlios no s6lo de las condiciones adecuadas al
crecimiento ilimitado de células vegetales a partir de tejidos diferencia-
dos, proceso conocido como dediferenciacion y que conduce a la formacifin
de tejido indiferenciado o callo; sino también de .os mecanismos involu-
crados en la diferenciacifn de 6rganos; ademds nucvas perspectivas han -

surgido en el aspecto genético con el cultivo de protoplastos y el culti-

vo de células haploides (Carmona, 1979).

Thomas y Davey, (1975) han sugerido que los protoplastos pueden uti-
lizarse para hibridizar especics incompatibles, para introducir 4cidos nu

clofcos extrafios Gnicrosganismos benéficos a las células vegetal es, asi
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como en manipulaciones genéticas en general.

Por otra parte, los métodos de cultivo de anteras y polen presentan
varias caracteristicas de interés agronfmico, al obtencr plantas haploi-
des que a su vez permiten ciertas investigaciones en la derivaci6n de 11-
neas diploides homocigbticas, en los sistemas de seleccidn celular y en

los procedimientos de modificacién genética entre otras (Sink y Padmana-

bhan, 1977; Picard, 1974; Carmona, 1979).

En restimen, el cultivo de tejidos es un sistema que permite 1a inves-
tigaci6én de algunos de los procesos que ocurren en los vegetales como son
la organogénesis, la embriogénesis y los procesos morfogenéticos; sus apli

caciones ccondmicas estfn colocadas en cuatro categorfas segln Murashige,
(1977):

1) propagacién masiva (clonal),
2) obtencién dc plantas libres de patégenos,
3) genética y wmejoramicnto vegetal y

4) produccidn de fdmacos y otras sustancias.

En todos estos casos se hace cvidente la totipotencialidad de las cé-
lulas vegetales; es decir , la capacidad que ticenen de dediferenciarse ba-
jo clertos estimulos quimicos y {fsicos y de diferenciarse formande nuevos

individuos ccn s6lo cambiar favorablemente las condiciones iniciales de cul
tivo,

Los dos primeros métodos estin basados en un sin nfmero de investiga-
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ciones que han demostrado y reafimmado su utilidad, lo que ha repercutido
en el interés de horticultores para adoptarlos comc métodos de propaga -
cion a gran escala. No hay que omitir que cn el primer caso se generan --
plantas potencialmente idénticas al explante que les da origen y por ello
se habla de propigacién clonal, me?iantg.la cual es posible mantener ca-
racteres interesantes que pudieran perderse al propagar la planta sexual
mente (micropropagacién) y la probabilidad de establecer variedades en
cultivos donde dicho establecimiento se ha dificultado por tratarse de -

plantas en las que la propagacifn vegetativa por. métodos convencionales
no es posible.

La regeneracidon de plantas libres de patdgenes se ha 1llevado a cabo
en plantas con parasitismo viral y en donde un sistema de resistencia 6
tolerancia a virus no ha podido ser implantado (Carmona, 1979). En este
caso las plantas se obtienen de meristemos apicales, que carccen de pat6-
genos al no haber un sistema vascular que los trasloque a esta zona; cs-
tudios de este tipo se han realizado en fresa, crisantemo, dalia y cla -

vel y en plantas lefosas como citricos (Murashige, 1977).

En el aspecto genético y de mejoramiento vegetal, la importancia de
la manipulacién que se recaliza al formar tcjido indiferenciado o callo, es
la obtencién de c€lulas mutantes y por lo tanto distintas genfticamente
del explante original (Sibi, 1972-citado por Carmoni, (1979)-; Dutui, -

1975); lo anterior hace del cultivo de tejidos un método mds para iidu
cir mutaciones.,

Las células del callo pueden scr disgregadas y crecer con

un medio 1fquido para generar un cultivo en suspensién formado por células



aisladas o de pequeiios grupos celulares que pueden crecer en un modio

especifico y los mutantes se registran imponiendo una presién selcctiva

(Carlson y Polacco, 1975; Green, 1977).

De otra manera, la variabilidad genética puede ser lograda en és -
tas células por el uso de agentes mutdgenos quimiccs 6 fisicos, con la
ventaja que este método es semejante al usado en sistemas genéticos bac-

terianos al hacer posible el andlisis de un gran nCmero de células bajo

condiciones controlables.

En la actualidad son numerosos los estudios er. este campo; .os mé-
todos de cultivo in vitro tales como 1a obtencién ce callo, de protoplas
tos, de plantas haploides y el cultivo dec células en suspensi6n ha pues-
to de manifiesto las ventajas con respecto a la selectividad de lineas

mutantes resistentes (Carlson y Polacco, 1975; Murashige, 1977; Green,

1977; Carlson y Rice, 1977, Bourgin, 1978).

El estudio de las condiciones de obtencién de ciertos tipos dec mutan
tes sc inicié en 1967 con Lescure y en 1970 s¢ tuvieron varias investiga-
ciones dentro de las que destacan las hechas por Hcimer y Filner quienes
estudiando la regulacién de la sintesis de la nitrato-reductasa cn célu -
las de tabaco en suspensidn, aislaron una cepa resistente a 1a treonina;
Binding en el mismo afio obtuvo callos de Petuaia resistentes a la estrep

tomicina (Bourgin, 1978); en 1970 Carlson deteminé una técnica dc aisla-

miento de mutantes auxotr8ficos a partir de csporas de Todea barbara y Os-

munda cinnamomea y la utilizacién de dicha tgcnicu a células haploides de

lage
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tabaco le permitié aislar dos cepas parcialmente auxotr6ficas para ciertas

vitaminas (Carlson, 1970; 1977). Al mismo tiempo, Coleman regencré a partir

de callo de plantas de cafia de azGcar susceptibles al virus del mosaico,
plantas resistentes al mismo (Green, 1977) y Gengenbach y Green, (1975)

reportaron la seleccién de callos de maiz de una linea resistente a 1la to

xina de Helmithosporium maydis.

Estos estudios han permitido considerar al cultivo de tcjidos como
una herramienta para el fitomejoramiento. Green, (1977) considera que al
utilizar tal técnica en aspectos genéticos se decbe tomar en cuenta que la
especie bajo investigacifn sea capaz de crecer y madurar en condiciones
in vitro, que el caracter a modificar se exprese bajo el sistema clegido
de tal manera que pueda llevarse a cabo la seleccibén adecuadn y que las
células scleccionadas puedan regenerar plantas que expresen lua mutacién

para que ésta sea transmitida a las subsecuentes generacioncs.

Los pocos trabajos referentes a la obtencidn de plantas de C. papa-
ya por cultivo de tejidos han tenido como objctivo propagar vegetativa-
mente esta planta como alternativa al problema de scgregacibn sexual y a
la imposibilidad de implantar una técnica de propagacién asexual por mé-

todos convencionales. La utilizacién de citocultivos para el mejoramicnto

genético no ha sido reportado para esta planta,

de Brujine ¢t al., (1974) regeneraron pléntulas a partir de callo

derivado dc segmentos de peciolo de plantas dec papaya de edad no especi-

ficada; Medhi y Hogan, (1976) obtuvicron plantas a partir de brctes apica




les y regiones nodales del Cultivar Soio Ne. 83 Yie y Liaw, (1977) en
Taiwan trabajaron dos métodos de propagacibén clonal, inducicndo la for-
macién de callo y la diferenciacién de meristemos apicales y lateralcs
de brotes apicales de pléntulas del Cultivar Solo No. 1. En la India,
Arora y Singh, (1978a, b, ¢) reportaron la imposibilidad de proliferar in
vitro tejido de plantas de papaya sexualmente diferenciadas debido a 1la
exudacién de litex, micntras que obtuvicron éxito al tratar cen pldntu-
las de 4 a 8 semanas de edad y estudiaron el efectc de las auxinas, ci-

tocininas y &cido giberélico en el crecimicnto de callosidades originadas
de tallo.

Litz y Conover, (1978) cn Florida , utilizando el brote apical de
plantas maduras, lograron desarrollar plantas sin la induccién de callo,
dcjando establecido la relativa facilidad de este método de propagacién,
asi como la ventaja dc scleccionar individuos hembra tolerantes al virus
de la mancha anular; para estos autores, los trubajos publicados hasta
ese momento carecen de valor fruticola ya que ¢l scxo y otros caracteres
de la planta adulta son desconocidas en las plintulas; la probabilidad de
poliploidfa, aneuploidia 6 aberraciones cromosSmicus son grandes debido a
la naturaleza heterogénea del callo de papaya y los explante de tejido ma

duro raramente responden en el medio de cultivo, como aquéllos derivados
de pléntulas.
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[T. MATERIALES Y METODOS

1.- Material Biol6gico.

En la realizacién de este trabajo se utilizaron como material de

explante, plantulas de Carica papaya tipo Cera dc aproximadamente 20
dias de cdad obtenidas através de la germinacién de semillas sembradas

en recipientes con una mezcla de tierra de hoja, tierra negra y arena en

partes iguales y manteniéndolas bajo condiciones de invernadcro.

)
2.~ Medio Nutricional.

El medio nutricional empleado fué el de Murashige y Skoog, (1962) -
con 3% de sacarosa, 0.8% de agar, suplementado con diversas concentracio

nes de rcguladores del crecimiento y pH ajustado a 5.8 0.05 con NaOH 1N
y HCL IN. En frascos "gerber" sc colocaron 15 ml., del medio nutricional

scllandolos con papel aluminio y finalmente se esterilizaron durantc 15

minutos cn autoclave a 1 kg/cm2 y 120 °c.

3.- Siembra del material cn los medios de cultivo.

Las pldntulas de papaya de aproximadamente 20 dias de edad se usa -
ron como material de explante ; antes de ser sembradas se desinfectaron
de la siguiente manera: en material aséptico se remojaron sin rafces du-
rante 5 minutos cn alcohol etflico al 70%; posteriormente se lavaron agi-
tando contfnuamente ¢n cloro comercial (Cloralex) al 15% durante 20 mi-
nutos ; para removor el cloro sc sumergicron c¢n agua destilada estéril 3
veces., Una vez desinfectado cl material se procedi6 a la siembra cn una

cimara de flujo laminar: sobre papel filtro estéril sc disectaron las




plantulas (ver Fig.3), de tal manera que se obtuvicron segmentos de0.5
cm. de tallo; las hojas cotiledonarias y asimilatrices fracccionadas a
la mitad y los brotes apicales; estos explantes se colocaron cn los fras
cos que contenian el medio de cultivo cuya composicién varié en combina-
cién de reguladores del crecimiento en cada fase de 1a investigacién.
Los frascos se sellaron herméticamente y se colocaron en una cimara de
crecimiento con fotoperiodo largo ( 16 hr. luz y 8 hr. oscuridad) con

una intensidad luminosa de 2000 lux y temperatura de 26  5°C. El mate-

rial se revis6 periodicamente.

4.- Reguladores del Crecimiento.

4.1. Induccién de callo: La potencialidad de dediferenciacidn de
los explantes de tallo, de hoja y de brote apical se probS empleando

acido naftalén acético (ANA) y tenciladenina (BA) en las siguientes con
centraciones:

MEDIO ANA(mg/1) BA(mg/1)
I, - -
I1 - 0.01
I, - 0.1
Iy 0.01 -
I, 0.01 0.01
I 0.01 0.1
Ig 0.1 -
I, 0.1 0.M
1g 0.1 0.1
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plantulas de C. papaya, sin diseccién de plantulas
raices de aprox. 20 dias de en condic iones asépticas.
cdad.

FIG, 3 Esquema que miestra ol procedimiento seguido para ¢l talto

cultivo de tres tipos de explante Jde Carica papayva, ..
T e Tipos de «plante.

"1Z
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MEDIO ANA(mg/1) BA(mg/1)
M, 0.2
M, 0.02 0.2
Mg 0.2 .
M, 0.2 0.02
Mg 0.2 0.2

4.2. Proliferacit6n de callo: El mantenimiento dec la proliferacibn
en las callosidades fué evaluada en 6 situaciones:

1.- Lote testigo, sin trasplante.

2.- Lote con 1 trasplante a los 14 dias de originado cl callo.

Lote con trasplantes sucesivos cada 14 dias al mismo medio de induc-

cién de callo.,

4.- Tdem (3) al medio V7

5.- Tdem (3) a! medio V8

6.- Tdem (3) al medio S1

Los mcdiosv7 y V8 coinciden con las concentraciones de ANA y BAgue
favorccieron la induccibn y mayor crecimiento de las callosidades; el me
dio S1 con aquellas que reportan Yie y Liaw (1977) para el crecimiento de
callosidades de C papaya. Estos medios fueron suplementados con los compues

tos orgénicos utilizados por los citados autores. Las concentraciones de

reguladores del crecimiento fueron:



¥4 _ M A2 Bl Fa i RN %! bl iy
TEERE  wmaattatwicatab s A AV EEE B oSt S e

T f!;‘«; ey ¢
SR R

23.
MEDION ANA(mg/1) BA(mg/1) Zeatina (mg/1)
v, 0.2 0.02 -
V8 0.2 0.2 -
S1 1.0 - 0.1

4,3, Diferenciaci6n de brotes: Los brotes apicales cultivados en la
fase de induccidén de callo desarrolaron el meristemo apical y los latera
les; para una mejor diferenciacién de éstos se probS el &cido indol acé-

tico (AIA) y la zeatina (Z) como reguladores del crecimiento en las si -

quientes concentraciones.

MEDIO AIA (mg/1) Z(mg/1)
S2 0.1 2.0
S3 - 2.0

4.4, Enraizamiento de brotes: El medio nutricional de Murashige y

Skoog (1962) fué suplementado con 4 mg/l de &4cido i1ndol butirico y 0.3%

de carbbén activado.

S5.- Evaluacibfn de resultados.

Para 1a evuluacién de induccién de callo se consider§ el porcentaje
de explantes de tallo, de hoja y de brotes apicales que lo desarrollan ,

con relacién al total sembrado en cada uno de los diferentes medios, co-

rroborando su significancia mediante la prueba de XZ.

La determinacién de combinaciones adecuadas dc rcguladores para la
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proliferacién fué posible al considerar el didmetro en promedio alcanza-
do por las callosidades a los 20 dias de cultivo; mientras que el nGme -
ro de trasplantes necesarios para mantener tal proliferaci6n se evalub
con la observacidn de la degeneraci6n de las callosidades en cl tiempo,
lo que indica indirectamente si éste continia vivo o n6, para 1o cual se

determind la vida media (X) y el coeficiente de velocidad de degeneraéidn
de dichas callosidades.(C.V.D.)

A los valores promedio del difmetro y de la vida media de las callo-

sidades se les aplic6 la prueba t 6 ''student" con el fin de verifizar su
significancia.

Los coeficientes de velocidad de callogénesis y de degeneraci6n del

callo se calculiron con la siguiente f6érmula:

A+ AZ .. An X 100
C.wv, =
A1T1 + A2 T2 .. AnTn

donde: A= n(mero de expaltes con callosidad en el tiempo 1,2, ..n. 6

NGamero de callosidades del tipo A, B 6 C en el tiempo 1,2,..n.
T= tiempo i, 2, . .n.
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IIT RESULTADOS

1.- Induccién de callo.

En la Tabla 3 se presentan los porcentajes dec callogénesis en los
explantes empleados.Para los mediosIj...Ig los resultados.positivos se
registraron a una concentracién de 0.1 mg/l de ANA y cualesquiera de las
concentraciones de BA: medios I, I, e Tg, sin haber diferencias signifi
cativas entre ellos (50< P#®25) usando explantes dc tallo y de brote api.

cal; de &stos medios solo el 18 fué atil para la induccién de callo a -

partir de segmentos de hoja.

Al aumentar la concentracién de reguladores del crecimiento mantenien
do la relacién aixina-citocinina, medios Mz...M8 los porcentajes de callo-
génesis fueron mis altos para los tres tipos de explante y difieren signi
ficativamente dec los medios Ij.. Ig (P~20.05) .En los medios M,y Mg di-

chos explantes registraron los mejores porcentajes de callogénesis,

En la Fig. 4 sc aprecian las callosidades originadas de los explan -
tes de tallo, hoja y brote apical. En algunos casos aquéllos difieren prin_

cipalmente cn la pigmentacién, encontrindose callosidades verde-pdlido y

blancas o albinas (Fig.5).

En la Tabla 4 se muestran los coeficientes de velocidad de callogé-

nesis, indicé4ndonos que la induccién de ésta varfa de 4 a 10 dfas.

En los medios I © 17 se registré la formacién dec rafz en los tipos



TABLA 3 : Relacibn del_porcentaje de callogénesis (++) en los explantes

indicados y de los explantes sin respuesta (--) sembrados en

diferentes combinaciones de ANA y BA

MEDIO ANA  BA EXPL ANTES &
(mg/1) tallo hoja brote *

(++) (--) (++) (--) (++) (--)
I, - - 100.0 - 100.0 . 100.0
I, - 0.01 - 100.0 - 100.0 - 100.0
I, - 0.1 6.0 94.0 - 100.0 100.0
I, 0.00 - - 100.0 100.0 . 100.0
I, 0.00 0.01 - 100.0 - 100.0 . 100.0
Ie  0.01 0.1 19.2 80.8  17.2 82.8 100.0
I, 0.1 - 37.0 63.0 100.0  35.7 64.3
I, 0.1 0.01 39.4 60.6 - 100.0  37.5 62.5
Ig 0.1 0.1 48.2 51.8  21.4 78.6  70.0 30.0
M, - 0.2  28.6 7.4 63.2 36.8  44.4 55.6
M, 0.02 0.2 10.0 90.0  87.0 13.0  40.0 A0.0
M, 0.2 - 54,2 45,8  54.5 45.5 - 100.0
M, 0.2 0.02 70.5 29.5  69.4 30,6  62.5 37.5
Mg 0.2 0.2 66.0 34.0 72,9 27.1  77.7 22.3

* desarrollo de callosidad en la base.
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FIG. 4: Callosidades originadas a partir de los explantes de tallo (a);

hoja (b) y brotes apicgles ().

4C 4D

FIG, 5: Diferencias en pigmentacién de\las callosidades obtenidas:

(a) callosidad verde-pdlido; (b) callosidad blanca o albina,




TABLA 4: Coeficientes de velocidad de callogenésis de distintos expdantes

sembrados en diferentes combinaciones de ANA Y BA.

MEDIO EX P LANTES

tallo hoja brote
IZ 5.29 -
IS 4.76 7.14 -
16 5.41 - 4.76
17 5.49 6.12
18 7.85 7.14 7.14
M2 8.10 5.90 5.19
M5 7.14 6.42 7.14
M6 4.76 6.59 -
M, 6.55 6.73 6.49
M8 7.30 6.22 9.09




de explante usados (Fig. 6)

2.~ Proliferacion de callo

Una vez que se indujo la callogénesis, el crecimiento fué cvaluado

con el didmetro alcanzado por las callosidades a 1los 20 dfas de cultivo
(Tabla 5).

Los explantes de tallo tuvieron una proliferaci6n de 6.3 mm. en el
medio M7 que fué la mayor y difiere significativamentc de la registrada
en los otros medios cmpleados (P£0.1). Para hoja, los medios que origina
ron mayor proliferacién fueron el 18’ MS’ M6 y M7 los cuales no muestran
diferencias significativas entre si (50<P >25). En los medios M

50 My Y
M8 la base de los brotes produjo callo de 8.0 mm. en promedio que en ge-

neral, fué la mejor proliferacidn observada.

Durante su desarrollo las callosidades tendieron a degencrar cambian

do su aspecto sucesivamente de {rdgil y verde-pllido, callosidad tipo A,

a lechoso compacto, callosidad tipo B en donde puede permanccer indefini-

damente 6 necrosarse, callosidad tipo C (Fig. 7).

Con base en cstas consideraciones es que sc procedié a detemminar el
n(mero de trasplantes necesarios y ei medio adecuado para que las callosi-

dades mantuvieran su aspecto verde-pflido o pudicran recuperar este aspec-
to.

En la Tabla 6 sc encucntran tabulados 1a vida media (X) de los tipos
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FIG. 6: Organogénesis de raiz en los explantes de tallo (a); hoja(b) y

brote apical (c), inducida en los medios Igel,
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TABLA 5: Relacién de los valores promedio (D) en mm y desviacidén estén-
dar (S) de las callosidades obtenidas a los 20 dfas de cultivo
a partir de los explantes indicados en diferentes combinaciones

de ANA y BA.

MEDIO EXPLANTES
TALLOS HOJAS BROTES

() (s) (D) ) (S)
I2 2.5 1.5 - - - -
I¢ 2.8 1.4 1.0 1.0 - .
I 2.2 2.6 - - 4.0 1.0
I, 4.0 1.0 - - 4.0 1.0
Ig 4.3 1.1 3.1 1.5 4.0 1.0
M, 4.0 1.0 1.9 1.4 7.0 1.7
Ms 4.0 1.0 3.1 1.3 8.0 1.0
Me 4.0 1.0 2.8 1.5 - -
M, 6.3 3.9 2.6 1.5 8.0 1.0
Mg 4.2 0.9 1.0 1.0 8.0 1.0




FIG. 7:

Desarrollo y degeneracién de las callosidades en el tiempo, de
izquierda a derecha: callosidad verdepflido tipo A; callosidad

lechosa compacta tipo B; callosidad que tiende a necrosarse

tipo B y callosidad necrosada




TABLA 6: Relacidén de la vida media (X), desviacién esténdar (S) y los coeficicntes

de velocidad dc degeneracién de las callosidades tipo A, By C en 6 situa-

ciones diferentes

LOTE CALLOSTIUDATDES
A B C
X S C.v.D. X S C.V.D. X S C.V.D.
1. 6.5 3.1 15.3 23.8  14.5 4.2 28.0 15.4 3.6
2. 8.3 5.5 12.0 7.7 5.3 12.8 25.5  16.0 3.9
3. 15.5  10.2 6.4 26,7 15.3 3.7 27.9  15.5 3.5
4, 15.4 9.8 6.4 21,9  14.9 4.5 28.0  15.4 3.6
5. 16.0  10.2 6.2 18.0  11.06 5.5 28.0 15.4 3.6
6. 16.0 11.4 6.2 26,2 15.6 3.8 25.1  14.3 3.9
Promedio 12.9 8.7 20.7 5.7 27.0 3.0

‘ee
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de callosidades A, By C y los coeficientes de velocidad de degeneracién
del tejido (C.V.D). Para las callosidades tipo A el valor de X cs menor
en el lote testigo y difiere significativamente con respecto a los lotes
3, 4, S5y 6 (PL0.01), en éstos lotes el C.V.D. decrece, lo que indica

que al realizar trasplantes cada 14 dfas ya sea al medio de induccién de
callo 6 a los mediosV7, V8 y S1 la callosidad manticne su aspecto verde-

pdlido 15.7 dias en promedio, disminuyendo a la ve: su velocidad de dege
neracién.

Los valores de X indicados para las callosidades del tipo B muestran
diferencias significativas cntre sf (P <€0.01); los lotes 2, 4 y 5 presen-
taron una X menor y un C.V.D. mayor con respecto al testigo, en cl lote 2
esto se dcbié a la degeneracién del tejido y por tinto a un mayor porcen-
taje de callos necrosados; por cl contrario en los lotes 4 y 5 se¢ mantuvo
la proliferaci6n de las callosidades, determinado »or observacién relati-
vit de un aumento del didmetro. Los lotes 3 y 6 a su vez presentan una X

mayor y un C.V.D. menor mostrfindonos que las callosidades permanecicron

sin cambio de aspecto.

Este comportamiento fué similar para las callosidades del tipo C,
en donde los lotes 1,3,4 y 5 no muestran difercncias significativas en
los valores de X (50 P 25) y a su vez son distintos de los lotes 2y 6

(p. 0.01) considerando que en éstos hubo recuperacibn al aspecto de la

:allosidad del tipo B.

las callnsidades del tipo A son mis inestables ya que permanecicron
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12.9 dias en promedio con su aspecto verde-pdlido a diferencia de 20.7
y 27 dias para los tipos B y C respectivamente con un C.V.D). mayor que
éstos. Al no existir diferencias entre los lotes 3, 4, 5 y 6 en los que
se realizaron trasplantes sucesivos cada 14 dias se manifest6 la impor-

tancia de dichos trasplantes mids que el medio en ¢l mantenimiento de las
callosidades.

3.- Diferenciacitn de brotes.

Todos los medios cmpleados permitieron la sobrevivencia de los bro
tes apicales durante los primeros 15 dfas (Tabla 7); en un corto ticmpo,

sin embargo, tales brotes perdieron su pigmentacién y se promovié la cai

da de hojas, 1o que condujo a la muerte del tejido.

Sin embargo, en los medios S2 y 83 se produjo un mejor desarrollo y

la proliferacién dc brotes mGltiples, los que al ser separados pucden

formar un nuevo individuo (Fig. 8 b, c yd).

En la Tabla 8 se presentan el nlmero de brotes en promedio origina-

dos a partir de un brote apical (A) y los brotes originados al individua-

lizar los brotes y colocarlos cn medio fresco (B).

4,- Enraizamiento de brotes,

Se obtuvo 13.3% de brotes cnraizados (Fig. 9) observindose que ol

86.7% restante prescentaron caracteres seniles que condujeron a la muerte.
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TABLA 7: Porcentajes de Brotes (%) que desarrollan a los 15 dfas de culti-

vo: (1) meristemo Apical,(2) meristemo apical mis meristemos late-

rales 6 (3) sin desarrollo,

sembrados en diferentes combinaciones

de ANAy BA.
MEDIO BROTEGE (%
(1) (2) (3)

1 33.3 R 66.7
I, 30.0 20.0 50.0
1, 100.0 ]
I, 100.0 - ;
1, 100.0 -
I, 100.0 -
I, 14.3 85.7 .
1, 75.0 25.0 ]
I, 60.0 40.0 -
M, 66.6 33.% ]
M 80.0 20.0 ]
M 66.6 33.3 -
M, 37.5 62.5
Mg 33.3 66.6
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TABLA 8: Relacibén de brotes en promedio originados en los medios S,y 53
A. Brotes originados a partir de un brote apical (la. siembra)
B. Brotes originados de aquéllos que fueron obtenidos en A. que

se separaron y se colocaron en medio fresco ( resiembra)

MEDIO ATA(mg/1) Z (mg/1) A. B.
S2 0.1 2.0 1.5 2.5
S - 2.0 1.3 2.8

3
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FIG. 8t Brotes apicales que originan hojas laterales y brotes mGiti

ples en los medios S, y 5. (a, b, ¢).

L)




FIG. 9: Brote con raices, desarrolladas cn ¢l medio de Murashige vy

Skoog, suplementado con 4 mg/1 de AIB y carb6n activado.




40.

IV DISCUSION

1.- Induccién de callo.

Para el establecimiento de tejido indiferenciado o callo suceden
dos procesos: induccibén y divisidén los cuales se caracterizan por canbios
metab6licos que conducen al desarrollo del mismo callo. Durante la induc-
ci6én, las células se preparan para dividirse, la duracibn de esta fase
varia con el estado fisiol6gico de las células en el explante original

y las condiciones de cultivo empleadas (Aitchison gt al., 1977),

Se ha dado importancia al tipo de explante usado, aunque tec6ricamen-
te todas las c€lulas vegetales son capaces de rctornar a un cstado meris-
temitico, las condiciones end6genas del cultivo son determinantecs cn el
tipo de respuesta. Los factores a tomar en cuenta acerca dc las caracte-
risticas del explante incluyen: a) tipo de 6rgano donador, b) estado fi-
siolégico y edad del Srgano, c¢) estacidn cn la que el explante se obtienc
y d) tamafio del exnlante. Estos factores pueden ser controlados cuardo sc
mantienen las plantas bajo condiciones de invernadero, habiéndose demos-

trado que cualesquier 6rgano como tallo, hoja, etc., puede ser usado en

citocultivos (Thorpe, 1979).

Como se aprecia en la Tabla 3 bajo las condiciones quimicas y fisicas
de cultivo utilizadas fué posible obtener callosidades de los tres tipos
de explante usado, lo que confirma observaciones hechas por diversos inves
tigadores en este sentido (Thorpe, 1979; Aitchison et al., 1977; Than Van

y Trin, 1978) y concuerda con los resultados de Gonzdlez (1980) para C.




papaya quicn con dilerentes reguladores del crecimiento a los utjliza-

dos en este trabajo, obtienc callosidades de hoja, tallo y brotc apical,

a diferencia de lo reportado por Arora y Singh (1978 b) quienes no obtu-

vieron respuesta con segmentos de hoja.

En 1a obtencién de porcentajes relativamente altos de callogénesis
en los inedios M7 y M8 para tallp, hoja y brote apical, fueron importantes
las concentraciones de reguladores empleados. Sabemos que tanto las auxi
nas como las citocininas son neccsarias para la formacién de callo, aun
que la aplicacién separada de cada una de ellas permiten-una respuesta,

ésta se ve mejorada al aplicarlas juntas cn determinadas concentraciones,

este hecho se conoce como sinergismo. Estudios citol6gicos nos permiti-

rfan analizar acertadamente las respucstas obtenidas en los otros medios

donde se logré callogénesis, pues nos indicarfian si la respuesta se de -

bié a un aumento en voldmen originado por las auxinas & en nfmero celular

favorecido por las citocininas.

los coeficientes de velocidad de callogénesis (Tabla 4) tuvieron una
amplitud de 4 a 10 dias, que abarcan aquéllas reportadas para C. papaya
por diversos autores: Litz y Conover (1978) 10 dias; Arora y Singh (1978b)
3-4 dfas y Yie y Liaw (1977) 14 dfas, Este tiempo representa cl periodo
lag o de iniciacién que es el tiempo minimo que transcurre entre la apli
cacién del regulador y el efecto del mismo. En otrus investigaciones se

ha visto que en forma general este periodo es de 7 dias (Aitchison et al.,
1977; Thanh Van y Trin, 1978; Azaola, 1979).
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La morfologia y estructura de los callos varia alm tratfndose de
la misma especie (Thomas y Davey, 1975; Dutui, 1975) dependiendo de la
composici6én del medio de cultivo, en especial de los niveles de regula-
dores del crecimiento y el estado fisiolb6gico del axplante, en este tra

bajo se obtuvieron diferencias en cuanto a la pigmentacién : callosida-
des verde-pidlido y blancas o albinas, 1o que indica diferencias metab6-
licas en cuanto a sintesis de clorofila. Es pesible que al hacer un and

lisis citogenético y/o de composicién quimica existan divergencics ci-

toldégicas a estos niveles.

La organogénesis de raiz obtenida en los medid T, e I, sc debif a

una relacién a favor de las auxinas, que promueven la formicién de raf-

ces (Thomas y Davey, 1975; Yeoman y Street, 1977).

2.- Proliferaci6n de callo.

La proliferacién representa la segunda fase para el establecimiento
del callo y se ha reportado que el cambio a medio fresco pemmite el cre-
cimiento indefinido del tejido (Street, 1977; Thorpe, 1978; Skoog y Tsui,
1948; White, 1°39; Blakely y Steward, 1961). Algunos autores como Thorpe,
(1978) y (1979), Dutui (1975); Devreux (1973); Litz y Conover (1978) en-
tre otros sefialan las desventajas genéticas al mantener tal crecimiento;

sin embargo, tales desventajas pueden ser (tiles es aspectos agronémicos

como la resistencia 6 tolerancia a enfermedades.

Esta fuse se caracteriza por un continuo crecimiento y divisi6én del

tejido acompafiado por in incremento cn contenido de protefnas y fcidos -
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nucléicos {Aitchison ct al., 1977) , la cuantificaci6n de éstas no fué
posible llevarlas a cabo, por lo que la proliferacién durante la prime-

ra fase se cvalu6é con valores relativos al didmetro alcanzado por el te-

jido a los 20 dias de cultivo.

En los tres tipos de explante la proliferacién sc inicia en la par-
te seccionada, lo cual parece ser una {orma mas o menos generalizada de
inducir callo y se conoce como respuesta a la herida (Thomas y Davey, -

197S; Dutui, 1975; Thanh Van y Trin, 1978) que parcce tener cierta im -

portancia en :a i1nduccién pero no en el establecimiento del callo (Ait-

chison et al., 1977; Yeoman y Street, 1977) lo cual dependc de los nive

les ex6genos y enddgenos de reguladores del crecimiento en el cultivo.

la proliferacién de callo ¢n segmentos de tallo, aunque se inicia
en las regiones scccionadas, prosigue una divisidn hasta alcanzar cier
to didmetro, lo mismo ocurre con los brotes cn los que el callo sc origi

na y continda proliferando hacia la basc,

Con relaci6én al mantenimiento de las callosidades tipo A, B y C por

medio de los trasplantes a medio fresco, debemos considerar dos aspectos

fundamentales : la fisiologfa del tejido y la importancia del abasteci -

miento de nutrientes: de nuestra experiencia desprendemos que el tejido
permancce vivo en el tipo de callosidad A durante 12.9 dfas cn promedio,
tanto por la apariencia mostrada como por la prolongacién de su vida me_
dia en 1os lotes 3,4, 5y 6 cn comparacibn con el .ote testigo; las otras

cullosidades pierden cl potencinl de divisién manteniendo su aspecto 6 nc
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croséndose.

Pensamos que posiblemente estas caracteristicas son inherentes a la
especie aunque para un andlisis acertado conviene hacer otro tipo de in-

vestigaciones y de cualquier forma verificar las potencialidades de dife

renciacién de cada tipo de callosidad.

El abastecimiento de nutrientes tanto orgdnicos comc inorg4nicos re-
quiere una atencién cspecial. Murashige (1974) divide los constituyentes
del medio en 1) sales inorgdnicas, 2) sustancias orglnicas y 3) comple -
jos naturales. Dentro del primer grupo se consideran los minerales, macro
y micronutrientes; la fuente de carbono, los reguladores del crecimicnto
y las vitaminas en el grupo 2) y las sustancias como agua de coco y ex-
tractc de levadura en el Gltimo grupo. Se ha visto que de los macronutrien
tes el nitr6geno reducido es importante para el crecimiento de las célu-
las en cultivo, encontrindose que este nutriente se agota a los 14 dias
(indicado indirectamente al medir la actividad de lia nitreto-reductasa) y
que el abastecimiento de tal nutriente va acoplado a las concentraciones

de sacarosa cn ¢l medio, 1la cual se agota a los 8 dfas de cultivo (Ojima
y Ohira, 1978),

Si tomamos cn cuenta lo anterior podremos explicar el hecho de gue
al renovar el medio cada 14 dias se prolongé la vida media de las callo-
sidades tipo A. El mantenimiento del aspecto verde-p4lidn estd reclacio-
nado con la concentracifn de sacarosa y de auxina en el medio ya que se

gin Edelman y Hanson (1971) el efecto de la sacarosa en la eficiencin
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fotosintética consiste particuiqrmente en la reduccién del ntmero de
cloroplastos por célula, al inhibir el desarrollo 1amc1ay y Pamplin y
Chapman en 1975 (citado por Aitchison et al., 1977) proveen evidencias
de que la sacavosa afecta la actividad de la 5-aminolevulinato sinte-
tasa, importante en la sintesis de clorofila, por lo que algunos inves
tigadores como Dutui (1975) recomiendan que se evite su uso; por otro la

do, el desarrollo de los cloroplastos, dependiendo de la especie se ve a-

fectado por las auxinas (Aitchison et al., 1977).

Estos dos factorcs deben ser considerados para el mantenimiento del
tipo de callosidades verde-pdlido, al igual que algunos factores fisicos
como la luz; de aqui que no se haya logrado un deszrrollo mis prolongado
de este tip> de callosidades y los tipos B y C no recuperaran su aspecto
original. Otros factores como los micronutrientes probablemente no influ-
yen en el mantenimiento de las callosidades y los componentes orgdnicos
como las vitaminas, bajo las condiciones experimentales usadas, tampoco
parecen ser determinantes en este sentido; no obstante, no se debe menos-

preciar su valor hasta no haber comprobado su importancia para las callo-
sidades de C. papaya.

3.~ Diferenciaci6bn de brotes.

El desarrollo de los meristemos apicales y laterales de los brotes
s¢ favoreci6 por la composici6n del medio en gencrul y los niveles end6-
genos de reguladores, cl desarrollo de los meristmos apicales ocurrié al

remover las hojas, que representaban cicrto grado de inhibici6n 6 rcpre-

si6n del desarrollo dc tales meristomos.
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El desarrollo de brotes miltiples ha sido reportado por Yie y Liaw
(1977) y Litz y Conover (1978); los medios S2 y 83 coinciden con los uti
lizados por los primeros para la diferenciacién de los brotes. Los resul
tados en este trabajo concuerdan con las apreciaciones de dichos autores
y difieren con lo reportado por Gonzdlez (1980) ya que durante su inves-
tigaci6n no logra el desarrollo de brotes mGltiples; asf pues la posibili

dad de propagar vegetativamente esta especie se confirma con los resulta-

dos obtenidosen este trabajo.

5.~ Enraizamiento de brotes.

Una relacifén auxina-citocinina a favor de la primera induce la for-

macibn de raices (Thorphe, 1979; Thanh Van y Trin, 1978; Azaola, 1979;

Yeoman y Street, 1977); para C. papaya Yie y Liaw (1977) y Litz y Cono-

ver, (1978) han reportado el enraizamiento de brotes derivados por culti-
vo de tejidos; cl bajo porcentaje de enraizado y la respuesta de los bro-
tes colocados para ello durante nuestra investigacion, sugicre que la fi-
siologia dc éstus c¢s importante, ya que dc¢ no haber alcanzado cierto gra-

do de desarrollo, es posible que el incremento en la concentracién de au-

xinas en el melio, actfic negativamente,
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V. CONCLUSTONES

1.- Los tres tipos de explante empleado, tallo, hoja y brotes api-
cales de plantulas de Carica papaya tipo Cera dc aproximadamcnte 20 dfas

de edad fueron susceptibles de experimentar dedifercnciacibn bajo las con-
diciones de cultivo utilizadas.

2.- lLas combinaciones de reguladores del crecimiento que favorecieron

1la induccién de callosidades fue de 0.2 mg/l de ANA y de 0.02 mg/1 & 0.2

mg/1 de BA en los explantes usados, sicndo 1a base de los brotes apicales

las que deszrrollaron mejor crecimiento (8.0 mm.).

3.~Para la proliferacién de las callosidades sc observd auec es neccesi-
rio el trasplante a medio freco cada 14 dias, no habiendo diferencias sig-
nificativas si ¢l trasplante sc realiza al mismo medio de inducci6én de ca-
11o 6 1a los medios V7, V8 y S]. recomenddndose un estudio acerca del cefecto
de las concentraciones de sacarosa y de condiciones de luminosidcd en el
mantenimiento de la divisién en el tejido y en l1a diferenciacidon del mismo,
con 1o que se pueden iniciar los estudios de caracter genftico que tendic-

ran a la obtencion de resistencia en esta especic al virus de la mincha anu
lar.

4.- E1 desarrollo de brotes mGltiples y la posibilidad de enraizar és
tos, sugierc la utilizacifn de citocultivos para la propagacifn vegetariva
de esta especie, con la ventaja de poder seleccionar individuos con toleran

cia y/o resistencia al virus de 1a mancha anular y diferenciadas sexualmen-
te.
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