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RESUMEN

El cultivo de tejiuos de papaya {(Carica papava L.) se

ha observado que la principal via de regeneracifn es la em-
briogénesis (vie y Liaw, 1977; Litz y Conover, 1981, 1982,
1983; Gonzdlez, 1985), aungue en algunos casoss@ ha obtenido

también organogénesis (Yie y Liaw, 1977).

para este estudio se propagd callo de 2 afios de edad
que provenia de embriones inmaduros de papaya. La propaga-
cién se hizo en un medio MS modificado con 0.1 mg/l de
2,4-D para inducir embriogénesis. Posteriormente se hicie-
ron 2 tratamientos, uno gue contenia ANA 2 mg/l, AIB 3 mg/1,
glutamina 400 m g/1 y adenina 80 mg/l, y otro carente de re
guladores de crecimiento, adenina y glutam:na. E1 primer
tratamiento sirvi6 para enraizar pldntulas y el segundo pa-
ra e] desarrollo de los embriones y para la preservacién

de callo a utilizar en los subsecuentes cultivos.

Se separaron los diferentes estados de desarrollo del
embridn (fase globular, forma de corazdn, forma de torpedo
y forma cotiledonar) en la fase cotiledonar se observd sis-~

tema vascular que une al meristemo de raiz con el meristemo

de tallo.

ix



Ademds se realizé la siembra de las cruzas interespe-
cificas de (. papaya X €. cauliflora, C. pubescens y C.
guercifolia en un medio MS con 8 diferentes tratamientos

con 2,4-D, obteniendo mejores resultados con, 0.1 mg/l.



INTRODUCCION

Dentro de los frutales tropicales, sobresale el papa-

yo (Carica papayva L.); pues ademis de la utilizacién de sus

frutos para consumo directo, en la industria alimentaria
son requeridas ampliamente sus enzimas proteoliticas: quimo
papaina, lisolicina, y la mis importante, la papaina, enzi-
ma que actda en forma similar a la pepsina y a la tripsina
usdndose principalmente en la industria cervecera, textil,
de curtido, farmacéutica, lechera, fotogré&fica y en la ali-

mentaria (Avilés, 1974; Rangel, 1977).

En México, el cultivo de la papaya, encuentra grandes
extensiones con las condiciones propias para su desarrollo:
ya que este pais forma parte del centro de origen del cultji

vO.

En el aflo de 1983, se cuantificd la superficie dedica
da al cultivo de papaya en: 13,192 ha, de las cuales 7,589
ha se encuentran bajo temporal el cual es su principal sis-
tema de cultivo y 5,603 ha bajo riego; produciendo en total
316,806 ton que equivale para ese afio a 5'294,339 (pesos)

(DGEA, 1983).



Los principales estados productores son: Veracruz <on
5,864 ha, con una produccién de 100,997 ton; Guerrero con
2,425 ha y una produccibén de 35,768 ton; el tercer lugar lo
ocupa Jalisco con una superficie de 785 ha y una produccidn
de 20,400 ton (DGEA, 198l). Sin embargo, Veracruz resulta
ser uyno de los Estados gue presentan mds bajos rendimientos
(18.67 ton/ha), comparado con Yucatdn (53.116 ton/ha) y 0a

xaca (52.000 ton/ha) (DGEA, 1981).

Estas cifras denotan que tanto a nivel nacional, como
el principal estado productor, los rendimientos por unidad
de superficie son bajos; y posiblemente se debe a la inci=-
dencia de plagas y enfermedades (virosas principalmente)
junto con los factores climiticos y edificos como; escasa
y mala distribucién de precipitacién pluvial, sueles poco

profundos, de baja fertilidad, pedregosos y textura pesada.

De los factores mencionados con anterioridad, los gue
"influyen dristicamente sobre el papayo son las enfermedades
virosas que han tomado tal proporcién que su cultivo se ha
mostrade incosteable en algunos lugares. En algunas locali
dades del Estado de Colima, cualquier plantacién puede lle-
gar a presentar un 100% de plantas enfermas en muy corto

tiempo (De Lebn, 1976).



En México se ha encontrado que el virus del mosaico
de la papaya y el de la mancha anular estdn involucrados
en conjunto en el problema viral de este cultivo en este
pais (Ochoa de Fischer, 1976), el cual se ha incrementado

en los dltimos anos.

Al ser la papaya una planta originaria del centro de
distribucifén Sur-mexicano y Centroamericano, que comprende
el sur de México, Guatemala, Honduras y Costa Rica (wWil-
sie, citado por Mandujano, 1979) se ha tratado de buscar

resistencia a esta enfermedad en estos lugares.

Por otro lado se han seleccionado lineas de papaya
como la Rw 11, 7D, K5A, K4, K1, 12D, 12C y C28-4 con bue-
nag caracteristicas agrondmicas y que han mostrado resis-

tencia al virus de la manchaganular (Litz y Conover, 1978).

Actualmente se sabe que otras especies del género
Carica que se encuentran en este centro de distribucién pre
sentan resistencia al ataque de este virus. Dichas espe-

cies han sido Carica stipulata, C. pubescens y C. cauliflora,

confiriéndole la resistencia a la presencia de un gen domi~
nante {(Horovit y Jiménez, citados por Litz y Conover, 1979

y 1980} . vpor otro lado, Carica candamarcensis (sinonimia




de C. pubescens] ha mostrado resistencia a las cepas de es-
te virus existente en Puerto Rico (Austin, 1975). Por lo
cual una alternativa promisoria ha sido la obtencién de un
hibrido resistente a esta enfermedad por la incorporacidn

de este gen dominante a Carica papaya mediante la cruza con

las especies silvestres senaladas. Sin embargo, al hacer
las cruzas de estas especies con C. papaya se han manifesta
do una incompatibilidad sexual (Litz y Conover, 1980), pro-
duciendo frutos que caen prematuramente (aproximadamente a
los 30 y 40 diaé de haber sido polinizados) de la planta y
por ende, producen embriones gue no pueden germinar normal~-

mente (embriones abortivos).



CBJETIVOS

Propagacién de material vegetal in vitro proveniente de

embriones inmaduros de Carica papaya L.

Conocer la ontogenia de embriones somdticos y organogé=-

nesis en cultivo in vitro de una cepa de Carica papaya

L.

Establecimiento de las plantas obtenidas in vitro de

Carica papaya L., bajo condiciones de suelo.

Cultivo in vitro de embriones inmaduros de Carica papaya

L. L-19-4-2 X Carica pubescens Lenne & Kock, Carica

cauliflora Jacq., Carica quercifolia.




REVISION DE LITERATURA

Descripeién botdnica

La papaya (Carica papaya L.) es una planta herb&cea
gigante; mide de 2 a 10 metros de altura. El tallo es
erecto, cilindrico, con tejido esponjoso, hueco, de 10 a
30 cm de didmetro, sin ramas laterales, pero algunas veces
dividido en varios tallos erectos. Las hojas se encuen-
tran cerca del dpice del tronco, estédn arregladas espiral-
mente; el peciolo mide de 25 a 100 cm de largo, €s hueco,
de color gris pdlido o teftido de pidrpura; la ldmina mide
de 25 a 75 cm de didmetro, es orbicular y glabra, palmeada
y profundamente lobulada, con 7 a 11 16bulos, profundos y
ampliamente dentados, de color verde pdlido en el envés y
con venacibn prominente. El papayo comienza a florear de
los 4 a los B8 meses después de la siembra y emite inflores
‘cencias axilares. Las flores son de 3 tipos de acuerdo
con el sexo: estaminadas, pistiladas y hermafroditas.

Las flores estaminadas son sésiles y se encuentran en ci-
mag axilares de 25 a 75 cm de largo; el cdliz tiene forma
de copa, mide 1 mm de largo, es pentadentado; la corola

tiene forma de trompeta y mide 2.5 om de longitud, de co-



lor blanco cremoso o amarillo; tiene 10 estambres insertos
en 1a entrada del tubo de la corola en 2 hileras; las ante-
ras son oblongas, bilosulares, amarillas; el pistilo es ru-
dimentario y algunos autores lo consideran como una exten-
sién del eje floral. Las flores pistiladas miden de 3.5 a
5 ¢m de largo, son axilares, con peddinculo corto, solita-
rias o agrupadas en cimas; el cdliz tiene forma de copa,.de
2 a4 mm de longitud y con 5 dientes angostos:; la corola
tieneVS pétalos casi libres, imbricados, incurvados, carno-
sos y de color amarillo; el ovario es grande, de 2 a3 3 cm,
ovoide~oblongo, de color verde pdlido; con una cavid cen-
tral con numerosos ovulos. El fruto es una baya carnosa,
con el pericarpio delgado, liso de color amariilo 0 naranja
en la madurez; las semillas estdn adheridas, son esféricas,
de color negro ¢ grisdceo rodeadas por un tejido mucilaging

so llamado arilo (SARH-INIA, 1982).

La familia Caricaceae estd constituida por 4 géneros

que son Carica, Cylocomorpha, Jacaratia y Jarilla. E1 géne

ro Carica comprende 40 especies (Cobley, 1976), segin Badi-
llo (1971) citado por Mosqueda, 1973; menciona que este gé

nero estd formado por 22 especies.

De las 22 especies que toma en cuenta Badillo, 1971,



{citado por Mosgqueda, 1973)‘ la mayoria son dioicas, algunas
monoicas y otras poligamas (Storey, 1967, citado por Mosque-
da, 1973):; entre las especies consideradas como poligamas se

encuentra Carica papayva L. (Storey, 1938, 1953, Alonso 1952,

Nakasone 1955, Lassondiere 1968, Badillo 1971, citados por

Mosgueda, 1973).

L2 planta usualmente es dioica y puede ocurrir un cul-
tivar hermafrodita solo. El sexo es determinado por 5 genes
muy ligados en el sexto cromosoma cuyos efectos pueden ser
descritos como determinados por 3 alelos de un solo gen don-
de; M; es macho dominante, M; hermafrodita dominante y m co
-mo hembra recesiva, y las combinaciones son Mjm, macho; Mam,

hermafrodita; mm, femenino (Cobley, 1976).

Se ha escrito bastante sobre el alto grado de polimor-

fismo floral presente en Carica papaya L., Higgins y Holt

(citados por Mosqueda, 1973), describen la existencia de 3
formas sexuéles y Lange (1961) describe 15 formas hermafro-
ditas, diferenciables una de otra por el ndmero de estambres
y de huellas vasculares en el ovario. Storey (citado por
Mosqueda, 1973), redujo para fines prdcticos las formas des-

critas por Higgins y Holt a solo 4 formas sexuales.



La primera informacién sobre las enfermedades causa-
das por virus de la papaya, es de Jamaica y aparecil en el
afo de 1929 (posdena, 1968, citado por Solano, 1975); a
partir de esta fecha la cantidad de informes respecto a
tal se han incrementado en todas partes del muando. Sin
embargo, a pesar de la gran informacién sobre estas enfer-
medades, experimentalmente no siémpre se realizaron traba-
jos que permitieran afirmar que el agente causal era un vi

rus.
Descripcibn general del virus de la Mancha Anular

Los primeros experimentos con transmisién que se pu-~
dieron conocer acerca del virus de la mancha anular de la
papaya fueron los realizados en Puerto Rico, India, Austra

lia y Hawaii (Solano, 1975).

En Florida se describen 3 virus, pero si se comparan
los resultados que fueron obtenidos durante la transmisién
de estas enfermedades virosas, se encontrd gue se trata de

2 tipos (Conover, 1962, citado por Solano, 1975).

El primer tipo es transmisible mecdnicamente por in-
jertos y &fidos; el segundo, lo es por injertos y cicadé-

lidos.
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Para 1982 se tienen reportadas 11 enfermedades viro-

sSas;:

1. Mosaico

2. Mancha en anillos

3. D2formacibén foliar y mancha en anillos
4, Mosaico débil y manchas anulares

5. Mosaico suave

6. Cogollo arracimado

7. Muerte regresiva

8. Necrosis del &pice

9, Follaje amarillo y rizado
10. Hojas encrespadas

11. Hojas rizadas

De las cuales 3 presentan manchas en anillos como sin-

toma:

a. Mancha en anillos (Ringspot): el sintoma caracteris

tico que las diferencia de otras enfermedades virales, es
la presencia de manchas circulares verdes obscuras en los
frutos, las cuales se tornan amarillentas al madurar los
frutos, conservando verde el centro {Holmes, Ishii, Portis,

Videla, citados por L&pez Pinto, 1972).
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b. Deformacifdn foliar y mancha en anillos (Distortion

ringspot): sus sintomas caracteristicos son la presencia
de estructuras filiforrmes en el follaje y manchas grasien

tas sobre tallo, peciolo y frutos.

c. Mosaico débhil v mancha en anillos (Faint mosaic

ringspot): presenta manchas anulares en tallo, peciolo y
frutos y moteado débil en las hojas (Jensen, 1949, citado
por Lbpez Pinto, 1972), llegdndose a considerar como una
cepa del virus de la deformacién foliar y manchas en ani-

l1los.

Estas 3 enfermedades las considera Lbpez Pinto (1972)
como una, denomindndola Deformacién y Mancha en Anillos,

teniendo como hospedantes alternantes a Cucurbita pepo,

Melothria quadatupensis, Cucumis sativum. La diseminaciébn

la realizan: _Aphis spiraecola, A. craccivora, A. yossypii,

A. nerii, A. medicaginis, Macrosiphum solanifolii y Myzus

persicae (en México).

La 1nactivacién térmica de su agente causal es a 54 -
56 °C por 10 minutos y por dilucifn a 1/1000. Su duracibén
in vitro es de 96 - 120 horas, su longitud promedio es de

780 nm. Sin embargo, no se pueden considerar estas carac



teristicas como dnicas, debido a que existen diversas ce-

pas de virus, reportdndose unas en Florida y otras en Puer-

to Rico (Austin, 1375).

las primeras plantas infestadas exhiben clorosis en
sus hojas mds jbvenes, las cuales presentan rédpidamente
aclaramiento de la venacibn, rugosidad y un prominente mo-
teado de la ldmina, la cual puede convertirse extremadamen-
te filiforme. Se desarrollan lineas elongadas verde-obscu-
ro sobre los peciolos y en la mitad superior del tallo, pe-
ro eventualmente puede afectar el tallo completo; este li-
neado cominmente sigue poco después, pero nunca precede la
apariencia de sintomas foljares. Ias plantas infectadas se
plasman, los peciolos se reducen y los frutos se asientan
reducidos como la enfermedad progrese, El sabor y aroma
de la fruta que amarra %on notablemente afectados, desapare

cen después de la infeccifn.

Al final las plantas infestadas'presentan una reduc~
cién en el tamafio, peso y niamero de frutos por planta, con
desmejora notable en su aspecto, color y sabor. La magni-
tud de los dafios varia seglin 18 temporada en que se desa-
rrolla la enfermedad, condiciones ambientales. imperantes

en la zona (en climas frescos la expresién de los sintomas
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es mids severo), tiempo que las plantas llevan infestadas,
edad y estado de desarrollc de las plantas al momento de la
infecci6n (Austin, 1975; Lépez Ppinto, 1972; Solano, 1975).
Khurana (1970), encontré que el virus de la mancha anular
reduce el contenido de azdcar en un 42% y causa deterioro

en la calidad del l4tex.

Durante 1974 algunos investiqgadores observaron huertos
de papaya en las zonas cercanas a Papantla, Veracruz y Til-
z2potla, Morelos donde se colectaron materiales infectados
(Ochoa de Fischer y Galindo, 1974), en 1975 se detectd en
la regidn central de vVeracruz una enfermedad de etiologia
viral 1lamada mancha annlar, ccasionando severos dafios al
cultivo. El municipio donde se observ6 mayor incidencia
fue Soledad de Doblado, principal productor de este fru-
tal, actualmente se ha propagado esta enfermedad hacia el
Srea de Tierra Blanca, 1o cual ha favorecido la amplia di

seminacién del patégeno (Diaz, 1974).

Hasta ahora se ha peodido determinar que el problema
es en realidad, de origen viroso, y ha sido posible trans-
mitir la enfermedad, de papaya a papaya mediante injertos
y por transmisibn mecinica. En el microscopio electrénico

se ha podido observar particulas filiformes del virus, que
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corresponden a las descripciones consignadas en la litera-
tura para el virus de la mancha anular (Papaya Ringspot Vi

rus).

Sin embargo, probablemente se trate de una cepa del
virus diferente a la consignada en otros paises, ya que ha
sido imposible trasmitirla en forma mecinica a otras plan-
tas herbdceas, como diversas especies de Chenopodium y un

amplio intervalo de Cucurbiticeas.

Respecto a las medidas de control que se han practica

do para el caso del virus en papaya sucede lo siguiente:

1. Las plantas enfermas no se recuperan por medio de ferti

lizacidn ni podas (L&6pez pinto, 1972).

-

2., Se ha visto que el uso de insecticidas para el control
de vectores no ha sido satisfactorio para el control de

la enfermedad, ni el aislamiento de las plantaciones

de papaya (Austin, 1973).

3. Como la enfermedad se empieza a manifestar desde los 6
meses de edad de la planta, una de las medidas emplea-
das ha sido la extraccién de los primeros &rboles ataca

dos y el control de malezas sin herbicidas (Mandujano,
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1980). Sin embargo, esta eliminacién de las plantas in-
festadas no ha dado resultados satisfactorios (Austin,

1975).

4., En 1978 el INIA determindé gue el (nico medio de control
por el momento es el escape al ataque mediante la deter-
minacién de fechas de siembra para cada reqgidn y elimina
cién de hospedantes alternantes (Ireta, 1978), sin gque’

hasta la fecha haya evaluacién de estas medidas.

El cultivo de tejidos in vitro se caracteriza por te-
ner diversas aplicaciones prdcticas que pueden ser emplea-
das para solucionar ciertos problemas que presentan algunas

plantas de interés agricola (Murashige, 1977).

De acuerdo a diversos trabajos realizados en cultivo
de tejidos vegetales empleando tejidos, células u 6rganos,
las reépuestas mor fogenéticas de éstos forman un sistema
complejo que dependen de las sustancias primarias involucra
das, tipo, concentracibn y combinacién de los reguladores
. de crecimiento, de la capacidad de los tejidos de responder
al medio donde se le cultiva, asi como de los factores am-

bientales fisicos que favorecen la embriogénesis o la organg

génesis,
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La aplicacién de cultivo de tejidos se pone de mani-
fiesto en diversas publicaciones de algunas especies como
es el caso de papaya, en donde se ha considerado como prin
cipal via de regeneracién a la embriogénesis (Yie y Liaw,
1977; Litz y Conover, 1981, 1982, 1983; Gonzdlez, 1985},
aunque en alqunos casos se ha obtenido también orqganogéne-

sis (Yie y Liaw, 1977).
EMBRIOGENESIS SEXUAL O CIGOTICA
Origen y desarrollo del embridn

Se ha ceongiderado que el embrifn cigbtico se origina
a partir de la célula huevo del saco embrionarioc una vez
gue ha sido fertilizada por el nicleo haploide masculino:

es decir, una vez que el cigoto ha sido conformado.

Para formar el embribn, generalmente el cigoto se di~
vide transversalmente en relacién al eje micrépilo chalaza,
La segunda divisifdn puede variar en orientacién. General-
mente la célula préxima al micrépile se divide transversal
mente y la distal puede dividirse transversal, oblicua o
longitudinalmente, variando al momento de divisién de es-
tas células segiin la especie (Esau, 1972). Todas las divi

siones celulares posteriores forman filas celulares que
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mis tarde sufrirdn la primera diferenciacidn en cuerpo prin
cipal o embrién propiamente dicho, y suspensor, que es un
agregado celular en forma de pedinculo que mantiene unido
al embrién y saco embrionarioc en la regi6n micropilar; aun-
que no todas las especies presentan la formacién de suspen-

S0r.,

La segunda divisién que ocurre en el cuerpo del em-
brién és la de los polos distal, mis lejano de la regibn mi
cropilar, y la proximal, mds cercanc a la regién micropi~-
lar (wardtaw, citado por Esau, 1972). Antes de la apari-~
ci6n de los cotiledones, hay un engrosamiento de la parte
distal del embrién, dado por las divisiones periclinales

que ocurren en é1 (Norstog, citado por Esau, 1972).

La organizacién del sistema de meristemos primarics
(procambium, protodermis y meristemo principal) empiezan
mucho antes de que el embribén alcanza su .tamafo final. 1La
protodermis se inicia por divisiones periclinales a lo lar-
go del cuerpo del embrién y no en el suspensor. El procam-
bium se organiza antes que los cotiledones y, a medida que
esto sucede, contindan hacia ellos para unirlos con el eje

embrionario (Esau, 1972).

1a secuencia de divisibn y destino de las células va-
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ria incluso dentro de la misma especie, siendo la forma del
embr;én resultado de la interaccién entre 6vulo-embrién prin
cipalmente a nivel nutricional y espacio (Norstog, citado
por Esau, 1972). Sin embargo, otros autores (Wareing y
Graﬁam, 1976) han considerado que los caracteres del embrifn
cigbtico estan determinado por los codones de proteina de
tres genomas: el del padre, el de la madre y el del cigbti-
co, difiriendo de los sistemas somdticos en los que intervie

ne un solo genoma.

Por otro lado, se ha encontrado que el huevo organizado
y el ndcleo de la célula central, que da origen al endosper
mo, son ricos en ADN en sus estados iniciales, pero a medida
gue el nidcleo sexual femenino se desarrolla se va diluyendo
el contenido de ADN, lo cual indica gue en esos momentos no
hay mds sintesis de la macromolécula y después de la ferti-
lizacidn dicho contenido es incrementado (Kapil y Tiwari,
1978 y Bhatnager y Sawhner, 1981) por la aportacién del ma

terial genético por parte del nficleo masculino.

También se han encontrado diferencias metab6licas en
cuanto a la especie y momento de desarrollo del embrién, 1lo
cual manifiesta diferentes requerimientos externos que pue-

den ser aplicados a la embriogénesis in vitro. Por ejemplo:
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en Lilium regale la célula huevo y sinérgidas presentan ba-

jo contenido de polisacdridos comparados con sus antipodas

y célula central, en cambio; en Lilium candidum las sinérgi

das presentan alto contenido de polisacdridos antes de la
fertilizacién, pero si se acumulan en la regibén micropilar
al momento de é&sta, tal vez por mayores requerimientos de

energia de la célula huevo (Kapil y Tiwari, 1978).

" Se ha encontrado que la diferenciaci6én del embrién
se lleva a cabo cuando se presentan los valores mds bajos
en cuanto a potencial osmdtico, contenido de azdcar no re-
ducida, proporcién de respiracién y contenido de nitrégeno
en forma de amino en el tejido que 1o rodea. Ademds de
qre 0l crecimiento del embrién, que se considera va del mi
cr¢silo a 1la chalaza, se encuentra en direccifén opuesta a
I« s gradientes de estos mismos pardmetros en el tejido que
0 roéea (Ryczkowski, 1980), lo cual concuerda con lo que
sucede in vitro, ya que el embrifn gue se desarrolla siem-
pre crece del agregado hacia la atmb6sfera y no se ha en~
contrado formacién de esta estructura del agregado hacia

el medio de cultivo sélido.
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Estructura final del embridn

Una vez que el embrién ha llegado a su estado madu=-
ro, se le considera como una estructura bipolar, por pre=-
sentar meristemos que crecen en sentido opuesto (meristemo
apical de raiz y meristemo apical de vdstago. En sau mayor
parte, las células estén poco diferenciadas, aungue en su
parte central del eje hay tejido vascular, o procambium,’
que une a los dos meristemos. El meristemo apical de
raiz est& protegido por una capa celular denominada calip-~

tra (Esau, 1972).

Dentro del ciclo vital de una planta, se ha conside=
rado al embridn como un esporofito parcialmente desarrolla
do, debido a que la relacidén que guarda el hipocStilo y
los cotiledones es gsimilar a la que existe entre tallo y

-
hojas' (Esau, 1972).

Para llegar a conformar esta estructura final, cono
cido como fase cotiledonar, el embrién tiene gue pasar por
otras formas, tales como: forma globular, forma de cora-
zén, y forma de torpedo. Sin embargo, los embriones de mo
nocotiledSneas y dicotiledbneas son similares solo hasta

la forma globular, a partir de la cual en dicotiled6neas
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se toma una forma bilobada y, en el caso de monocotiledé-
neas se toma una forma cilindrica. Otrz diferencia entre
estos embriones es que en monocotileddneas los meristemos
se presentan mds desarrollados como radicula y como brote
embricnario. El brote embrionario consta de un eje con
entrenudos y uno o mds primordios foliares designdndose

epicétilo y plimula respectivamente (Esau, 1972).

En gramineas, la estructura del embrién es la siguien
te: un eje provisto de escutelo a un lado, una radicula
propiamente dicha, con caliptra y cubierta por coleoriza,

y una pldmula cubierta por el coleoptilo y el pelo del bro
te. Por encima de la coleoriza, insertada opuestamente al
escutelo, se localiza una proyeccifn denominada epiblasto.
Por presentar sistema procambial, el escutelo se considera
cotiledén y no es identificable ningin hipocbtiloc, El eg-
cutelo se encuentra en contacto con el endospermo, siendo

la via de suministro de alimento al cotiledSn para su ger-

minacién (Esau, 1972).

Se ha considerado que la tendencia bipolar del em~
brifn se establece desde que éste se encuentra como célula
hueve en el saco embricnario, presentando una conformacién

histol6gica similar al tejido que se forma in vitro, como
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se verd posteriormente, Por lo general la célula huevo e
altamente“polarizada mostrando una gran vacuoia que cubre
la tercera parte o mitad de la regién micropilar, asemejan=-
do a las células gue conforman al callo, mientras gue al fi
nal chalazal se encuentra el nicleo y mucho citoplasma, se-
mejante a las capas celulares externas del callo a partir
de las cuales surgen los embriones jin yitro (Street, 1976 y
Wareing y Graham, 1976}. Esta polaridad también se mani-
fiesta en estados posteriores de desarrollo embriogénico.
Después de la fertilizacibn y de la primera divisién que es
transversal y desigual, se origina una gran célula basal va
cuolada hacia el micropilo, y una pequefia célula terminal
densamente vacuolada y con ndcleo prominente, dando origen

al suspensor la primera y al cuerpo del embrién la segunda

(Wareing, 1976).
Origen y papel del endospermo

La importancia del estudio del origen y funcionamien-
to de esta estructura en la embriogénesis radica en el he=
cho de que el endospermo es una de 1ms principales fuentes

de alimento del embrién in viveo, in wvitro, el endospermo es

sustituido por el callo y el medioc de cultivo.
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En angiospermas, los dos nicleos haploides de la célu-
la central del saco embrionario se fusionan dando origen a
un ndcleo secundario de naturaleza diploide el cual, poste-
riormente se fusiona con uno de los niGcleos masculinos gque
descarga el tubo polinico en el saco embrionario, y gue no
fue empleado en la fertilizacién de la célula huevo, para
dar origen al nicleo primario del endospermo que es de natuy
raleza triploide. Las repetidas divisiones de este ndcleo
primario del endospermo son las que van a dar origen al en
dospermo, que aparece después de la fertilizacién de la cé-
lula huevo; siendo necesario, sobre todo para angiospermas
no apomicticas, que se presente la naturaleza triploide pa-
ra un crecimiento y desarrollo normal del endospermo y evi-
tar la produccién de semillas abortivas. Esto no ocurre en
plantas gimnospermas, ya que en ellas el endospermo (gametd
fito) es de naturaleza haploide y se presenta al momento de

la fecundaci6n (Bhatnagar, 1981).

En algunos taxa, el tejido de reserva emerge de la nu
cela (tejido gue rodea al saco embrionario) nombrdndosele

perispermo y siendo de naturaleza diploide (Esau, 1972).

No es necesario que se presente la naturaleza triploi

de para que la célula central empiece a funcionar como fuen
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te de alimento a la célula huevo. Se ha encontrado que la
hidr6lisis gradual del almiddn de reserva presente en la cé
lula huevo y, sobre todo, en la célula central, provee la
energfa necesaria para la fertilizacién (Luxova, citado por

Bhatnagar, 1981).

Se ha encontrado que la cé€lula central presenta todos
los organelos, tales como ribosomas, mitocondrias, aparato
de golgi, cloroplastos, cuerpos de proteina, amiloplastos y
esferosomas, entre otros, necesarios para la sintesis de ma
cromoléculas que se emplean para el c¢recimiento de las si-
nérgidas, c¢élula huevo y endospermo, asi como para el alma-
cenamiento. La presencia de estos organelos varia segdn la
especie y momento de desarrclle del embrién, lo que denota
diferentes rutas metabllicas (Bhatnagar, 1981), que deben

ser consideradas en el cultivo de tejidos.

Después de la fertilizacidn ocurren varios cambios en
la estructura final de la célula central, incrementdndose
la actividad metabblica y sintesis de protefna, principal~-
mente a los 12-20 dias despu&s, con disminucién del conte-
nido de aminodcidos, para la rdpida diferenciacién de la
célula endospérmica primaria. Asimismo, después de la fe~-

cundacibén el retfculo endopldsmico se ramifica, conectan-
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do la pared del saco embrionario con la membrana plasmdtica
de células del endospermo, estando involucrado en la dispo-
sic%én de material de pired celular y secrecidn de enzimas
hidroliticas que degradan sinérgidas y nucela (Bhatnagar,

1981).

por lo general el ndcleo secundario dentro de la cély
la central estd separado por una gran vacuola, que es reség
vorio de aminodcidos, azicares y sales inorgdnicas, de las
antipodas del saco embrionario; y estd unido a la célula
huevo y sinérgidas por hilis citopldsmicos. En los puntos
de unién con el resto de tejido que la rodea, la célula cen
tral presenta proyecciones llamadas haustorios gue sirven
para una mayor absorcién de nutrientes y actividad metabdlj

ca (Bhatnagar, 1981).

En estados de madurez, el citoplasma del endospermo
es llenado por cuerpos de proteina y almidén, llegando a
gser de naturaleza poliploide el nicleo, o incluso las célu~-
las endospérmicas presentan 2 n"ucleos. Estos cambios en
el material genético tal vez se deben a endomitosis, C-mito
sis expontdnea o a endoduplicacién (Bhatnagar, 1981), sien-
do esto también caracteristico de las células que conforman

el callo jin vitro.
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En angiospermas sa han clasificado en tres los tipos

de endospermo que se presentan;

aj

b)

c)

Nuclear: el ndcleo primario del endospermo sufre varias
divisiones siner6nicas y asincrénicas sin formacién de
membrana celular, por lo cual pueden permanecer libres,
o formar postericrmente membrana celular en todo el en-
dospermo, o so0lo en la regién micropilar, permaneciendo
la chalaza con nicleos libres y es a partir de ella don
de se origina el haustorio. Este tipo de endospermo

lo presenta Cocus nucifera en estados iniciales de de-

sarrollo, por lo cual se presenta en forma liguida y ha
sido ampliamente empleado para obtener cmbriogénesis en
cultivo de tejidos. Este tipo de endospermo también lo
presentan las leguminosas y cucurbiticeas, en las cuales

gse utiliza para el crecimiento y maduracibn del embrién,

Celular: en este tipo las divisiones nucleares van acom-
pafiadas de formacibn de paredes celulares. Sus ejemplos
los encontramos en las familias Acanthaceae, Lobeliaceae

¥ Scrophulariaceae.

Helobial: Presenta condiciones intermedias entre los

dos tipos antericres. El ndcleo primario del endosper-
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mo se divide en dos ndcleos con diferente potencial de
divisién, siendo el de la rezidén micropilar mds grande
y de origen celular, y el é¢ la regién chalazal mds pe-
quefio y puede o no dividirse, permaneciendo cenocitico.

La mayoria de las monocotilzidneas presentan este tipo

de endospermo,

Los materiales de almacenamiento mds importantes son
los carbohidratos como almidén, los lipidos y las protei-
nas, variando su presencia segin la especie. E] almiddn se
presenta como grano en el estrc-ia del plastidio, embebido
en una matriz de proteina en c<reales. Las proteinas se lo
calizan en distintos organelos llamados cuerpos de protei-
na, pudiendo tener su origen en la vacuola como en Yucea

spp., Gossypium hirsutum, Phaseclus spp., Ricinus spp. y

Vicia spp., © en los plastidios como en Triticum Spp. Yy
Oriza sativa, o en el reticulo endopldsmico como Zea mays

(Bhatnagar, 1981).

Cabe sefialar que las sustancias nutrimentales del =en
dospermo pueden ser consumidas dez dos formas o momentos:
1) Durante el desarrollo del embrién hasta su maduracién
como sucede en leguminosas y cucurbitdceas, por 1o cual de

saparece y las sustancias de reserva necesarias para la
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germinacién se encuentran en los cotiledones, llaméndose
especies exhalbuminosas. 2) Puede persistir durante el de
sarrollo del embrién, sirviendo como tejido de almacenamien
to y soportar el desarrollo del embrién en la germinacién
come sucede en cereales, Phoenix sp. y Ricinus sp., nombrén

dose especies albuminosas.
Diferenciaci6n del embri6n en pldntulas

Esta etapa de desarrollo ya no pertenece a la embriogé
nesis, perc involucra niveles de metabolismo y accién de
hormenas que ayudan a entender el proceso de embriogénesis

in vitro.

Después de la maduracién fisioldgica, el embrién sufre
deshidratacibn, proceso que inactiva un buen ndmero de ru-
tas metabblicas. Dicha inactivacién puede durar poco tiem
po, como sucede en cereales o un tiempo relativamente gran-

de, como sucede en especies frutales caducifolias,

Para la reactivacién del metabolismo del embribn, y
demds tejidos de la semilla, es necesario gue se expongan
a condiciones favorables de humedad, temperatura y aerea=-
cibén. Tales condiciones hacen posible la reactivacibén de

enzimas ya existentes en la semilla, asi como también la
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sintesis de nuevas enzimas, tales como isocitasa, amila-
sa, peroxidasas y proteasas, la sintesis de aminodcidos y

proteinas se inicia después de la rehidratacién (Wareing y
Graham, 1976). La reactivacién de las enzimas ya existen-
tes en la semilla se deben a la liberacibn de dcido giberé-

lico (AG) dentro de la semilla.

Se ha encontrado que la sintesis de proteina durante.
los inicios de la germinacién depende del ARNm que ya exis-
te en la semilla seca y no totalmente de la sintesis de no-
vo de ARNm: ya que al aplicar actinomicina D, que es un in-
hibidor de la sintesis de ARNm, no se afecta la sintesis de
proteina (Wator, citado por Wareing y Graham, 1976). Al
trabajar con embriones de algod6én se ha encontrado que en
aguellos que no han alcanzado el 60% de su peso final no dg
sarrol%an proteasas cuando se scmeten a tratamientos con ac
tinomicina D, no as{ en aquellos embriones que han alcanza-
do mis del 60% de su peso final. Esto tal vez debido a que
en estados inmaduros del embrién no hay suficiente sintesis
de ARNm. Por otro lado, se ha observado que el ARNm nece-
sario para la sintesis de enzimas involucradas en la germi-
nacién, se sintetiza en los cotiledones, siendo necesario

que se trasloque hacia el eje embrionario para cumplir su
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cometido. Asi, para evitar la germinacién en estados tem-
pranos (menos del 60% del peso en el caso del algodén) di-
cha traslocacién es inhibida. Hay evidencias que indican
al 4cido abscisico (ABA) gue se difunde en el embribén a par
tir de la pared del &évulo como inhibidor de dicha trasloca-
cién, permitiendo asi que el embrién llegue a su madurez
(Wwareing y Graham, 1976). Este regulador del crecimiento
ha sido empleado para eliminar formas deformes que se han
obtenido por medio de cultivo de tejidos (Ammirato, 1974),
tal vez porgue permite gue dichos embriones lleguen a su ma

durez,
Embriogénesis somdtica

Se considera como embriogénesis asexual o somdtica,
al desarrollo de embriones a partir de células que no son
producto de la fusién gamética, es decir, de células sométi
cas (Ammirato, 1983). Este proceso puede presentarse de ma
nera natural, en la poliembrionia, como en varias Rutaceas,
principalmente en Citrus spp., y en mango; o puede inducir-
se in vitro a2 partir de varios explantes o tejidos, lo cual

es el tema principal del presente capitulo,
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Embriogénesis asexual natural

Por lo general este tipo de embriogénesis se presenta
en tejido interovarial, pudiendo surgir el embribn de las
sinérgidas o antipodas, presentando nimero cromosbdmico ha-
ploide o diploide; del endospermo como sucede en Brachlaria
setigera, presentando un nimero cromosdmico triploide; de
la nucela como sucede en Citrus spp., del proewmbribén ciéé—
tico o del suspensor, siendo en estos tres dltimos casos de
naturaleza diploide los embriones. En tcdos estos casos se
tiene como caracteristica el seguir la misma ontogenia y
patrones de crecimiento que el embrién cigdtico normal

(vasil y vasil, 1972:; Ammirato, 1983).

Ahora bien, en el ovario se puede presentar la forma-
cidén de varios embriones aparte del cng}ico, conociéndose
asi como poliembrionia. Ccada embrién formado de esta mane-
ra se desarrolla independientemente. En el caso en que la
poliembrionia surge a partir de sinérgidas o antipodas, se
conoce como embriogénesis de endedura y es mds comin en
el primer tipo de células, principalmente cuando estdn cla
ramente contrastadas en cuanto a estructura final (Street,

1976).
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Segldn Street (1976), la poliembrionia puede ser inter
pretada como resultado del rompimiento del mecanismo normal
de requlacidédn gue ocurre en genotipos particulares, junto
como la formacidn espontdnea de tumores somdticos caracte-
risticos de genotipos hibridos particulares. Es esta una
de las principales bases de la "Teoria del Mosaico" que in=-

tenta explicar lo que sucede in vitro.

No todas las angiospermas presentan poliembrionia (Esan,
citado por Tisserat y Murashige, 1977}, encontrdé que la nu-
cela de especies monoembriogénicas de Citrus spp. contiene
un represor embriogéﬁico difuso, trasmisible por injerto,
que se presenta a bajasvconcentraciones en especies poliem=-
briocgénicas. Por tener efectos no reversibles se cree que
dicho inhibidor actia a nivel de transcripcifn genética.
Posteriormente, Tisserat y Murashige (1977) encontraron gue
son varios los represores embriogénicos, siendo algunos vo-
litiles, entre los que pueden estar el etileno, el etanol y
el CO0,y, y otros no voldtiles, pudiendo ser AIA, AG3 y/o ABA,
ya que se presentan en mayores cantidades en especies mono-
embriogénicas., Se considera que este factor inhibidor tam-
bién puede ser el responsable de 1la inhibici6n de la embrio

génesis in vitro,.
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Lmpriogénesis asexual inducida

El primer informe gue se tiene en cuanto a la obtencién
de embriogénesis somdtica in vitro es el de Steward (citado
por Evans, et al., 1981; Ammirato, 1983) al trabajar con te

jido de almacenamiento de raiz de Daucus garota L.; y ha si-

do el sistema mds empleado para estudiar el proceso de em-~
briogénesis in vitro. Hasta 1983, Ammirato informa que ha
sido inducida embriogénesis somdtica in vitro en 32 familias,
81 géneros y 32 especies, incrementindose estas cantidades

a medida que pasa el tiempo, debido al auge que ha tenido es
ta técnica y a las posibilidades de estudio que proporciona.
S$in embargo, hay controversias en cuanto al nimero de espe-
cies que han exhibido embriogénesis in vitro, debido a la
conceptualizacidén de este proceso, principalmente para dife-

renciarlo de la organogénesis,

Haccius {citado por Street, 1976) enfatiza que solo
puede ser considerada embriogénesis in vitro a aquel proce-
SO regenerativo que presenta una estructura primaria bipo-~
lar, es decir, que presenta cotiledbn y radicula, y gque no
estd conectado por medio de tejido vascular con el explante
o agregado (callo) en cultivo. Posteriormente se atribuye

otra caracteristica al proceso para considerarse como em-
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briogénesis, la cual es éue la estructura que se origina
presente un desarrollo similar a la ontogenia del embrién
cigbtico Street (1976); es decir, que tenga un origen uni-
celular y que pase por los estados globular, corazén, tor-
pedo y cotiledonar. Ultimamente se le han atribuido otras
caracteristicas, tales como no presentar proliferaciones
extrafias (mds cotiledones de los que normalmente presenta
el embrién cigbético, eie muy corto con cotiledones largos
0 viceversa) y que sea capaz de originar una planta comple
ta (Ammirato, 1983), siendo esta dltima caracteristica 1la
que ha reducido el nimero de casos en 10s que se han obte-
nido embriogénesis. Para tener una mejor idea en cuanto
al nimero de casos en los que se ha obtenido embriogénesis
se recomienda consultar Tisserat, et al. (1979) y Evans,

et al. (1981).

Esta conceptualizacién no solo debe concebirse como
de utilidad tebrica para entender el proceso de embriogé-
nesis, sino también como de utilidad préctica; ya que no
gsolo es importante obtener embriones normales, sino tam=-
bién plantas completas normales para culminar el proceso

regenerativo con un individuo completamente desarrollado.

Por otro lado, la diferenciacifn entre organogéne-
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sis y embriogénesis tiene un valor pré&ctico. Por ejemplo,
en el caso de gramineas las plantas obtenidas por brotes me
ristemoides (organogéne:;is) tienen un origen multicelular,
por lo qgue no pueden ser empleados en la seleccién de mutan
tes u otro tipo de andlisis genético; en cambio al obtener
el embribén a partir de una célula si puede hacerse este ti-
po de seleccibn &6 estudios (Chin-Yi y Vasil, 1982). Aunque
el posible origen unicelular no es ampliamente aceptado, a
pesar de existir evidencias (Street, 1976; Santos, et al,
1983). Por otro lado, al presentar conexidn vascular con
el callo, las plantas obtenidas por organogénesis tienden

a morir al transformarse al suelo, por no tener un flujo

de nutrientes y agua entre raiz y tallo.

oOtra diferencia entre organogénesis y embriogénesis
es técnica, por ejemplo, en Brachycome lineariloba se lo-
grd la inJuccién de embriogénesis en un medio Miller B
con ANA (0.5 mg/l) y cinetina (0.1 mg/l), en cambio en el
mismo medio con ANA (0.5 mg/l)}) como Gnico regulador se lo-
ar6 solo la formacibn de rafz y no se pudo lograr la em-
briogénesis al pasar este material al primer medio seflala-
do, ya que hubo solo proliferacidén del callo. Al pasarse

a un medio que solo tenia citocininas como Gnico regulador
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se logré la formacidn de brotes y, por tanto una planta
completa (Gould, 1978). A pesar de estas diferencias me-
todolégicas algunos autores consideran que hay solo una
via de regeneracidén in vitro (wicart, et al, 1984), sien-

do intrinseco de la especie con la que trabajaron.

por otro lado, la embriogénesis in vitro no solo
tiene importancia en cuanto a obtener material vegetal clg
nal, sino también como herramienta de estudio de procesos
fisiolégicos y bicguimicos que se presentan en la embriogé
nesis sexual, como se ha hecho en la produccibdn y caracte
rizacién de los lipidos producidos en la embriogénesis de

Theobroma cacac (Pence, et al., 1981).

No solo se ha obtenido embriogénesis in vitro a par-
tir de células somdticas, sino también a partir de cé&lulas

haploides como en Datura jinnoxia (Engvild, et al., 1972;

Geier y Kohlenbach, 1973; Tyagi, et al., 1979, 1981),

Nicotiana tabacum (Heberle y Reinert, 1979; Dollmantell y

Reinert, 1980; Rashid y Reinert, 19Bla, 1981b; Rashid,

et al,, 1981), Datura meteloides (Geier y Kohlenbach,

1973), Arachis hvpogea y Arachis glabrata (Bajaj, et al.,

1981).
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Un problema muy importante que se ha encontrado en el
cultivo de tejidos que sigquen la via de embriogénesis es
un gran intervalo de formas aberrantes en adicién a los em
briones normales (Ammirato, 1974; Gonzilez, 1985). Este
problema ha sido una de las principales objeciones para se
guir esta via de regeneracién, asi como un paso importan-
te por dar para perfeccionar la técnica de cultivo de te-

jidos.

Factores que afectan la embriogénesis in vitro

Entre los factores manipulables que se han tomado en
cuenta para la obtencidn de embriones in vitro estén los
siguientes:

1. Reguladores de crecimiento
-

- A través del conocimiento de la influencia de estas
sustancias en diferentes procesos de desarrollo, las auxi-
nas y las citocininas han sido los factores més estudiados
en la propagacifén de plantas y en el cultivo de tejidos ve
getales in vitro. Sin embargo, en el casoc de la embriogé-
nesis no deben ser los dnicos factores a manejar, debido
a que son muchas las condiciones que determinan este pro-

ceso, entre ellas otros requladores del crecimiento.
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Zbell (1980) seﬂala.que de todos los factores que in-
tervienen en la embriocgénesis es la auxina fundamental, ya
que es prerrequisito en el medio de cultivo para que alcan
ce un nivel dentro del tejido que permita posteriormente
la eliminacién de ella para el desarrollo del embrién.
Asf, se tiene que las auxinas no son necesarias para el de
sarrollo in vitro, pero si para su induccibén (Kang et al.,

1971; Tisserat y Murashige, 1977).

Halperin (citado por vasil y Vasil, 1972 y Brown,
et al., 1976} ha demostrado que la embriogénesis es un pro
ceso vigoroso en aguellos cultivos en suspensifn de zana-
horia que han side defivados de explantes inducidos a pro-
liferar en un medio gue tiene auxina como Gnica hormona.
Similares casos se han obtenido en el cultivo de tejidos

de pimpinela anisum (Ernest y Oesterhert, 1984; Ernest,

et al., 1984). En otros casos, como en Bracchycome

lineariloba (Gould, 1979) y en Hyoscyamus niger (Cheng

et al., 1985) es necesario inducir embriogénesis en un me-
dio con auxina junto con citocinina a baja concentracién

y., posteriormente, para el desarrcllo de embriones, es ne-
cesario eliminar la auxina. Asi se tiene que la auxina es

necesaria para la induccibn de embriogénesis y posterior-
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mente hay que eliminarla para el crecimiento de los embrio

nes.

El protocolo dado anteriormente lo cumplen la mayor ia
de las especies que han seguido la ruta de embriogénesis en
cultivo de tejidos (Tisserat et al., 1979); sin embargo, no
es general ya que en cultivo de tejidos de Ranuncylus
sceleratus se ha obtenido la induccidn y crecimiento de em-

briones en el mismo medio sin eliminar o rebajar la auxina,

Se considera que a una alta concentracién de auxina en
el medic, o su permanencia después de inducir embriogénesis,
puede inhibir el proceso de desarrollo de los embriones por
la liberacién de etileno, por inhibicidén de la expresién de
isoperoxidasas requeridas para el desarrollo completo de
los embriones, o0 por interferir el proceso de formacién del

huso acromdtico (Zbell, 1980; Kang et al., 1971).

En la induccibn de embriogénesis, en las etapas inter-
medias, es decir la formacién de callo se ha visto también
la influencia gue tiene la concentracifén de la auxina, ya
que altas concentraciones incrementan la friabilidad del
callo y, por tanto, la separacién de células, considerdndo

se como tejido no embriogénico (Torrey y Reinert; citados
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por Evans et al., 1981}. otro puntoc importante es el tipo
de auxina, para determinar a que concentracifh debe mane-~
jarse. En el caso de cultivo de tejidos de trébol rojo se
encontrd que el AIA (0.5 mg/l) no induce embriogénesis, en
cambio ¢on 2,4-D (0.01-0.1 mg/1l) se indujo embriogénesis en
el 41% de los explantes (Phillips y Collins, 1980); siendo
esta auxina mds activa no solo en este sistema, sino en mu-
chos m&s (Evans et al., 1981), aungue se observé la produc
cién de embriones y plintulas malformadas y gran variacién

genética,

No solo debe considerarse el manejo de la auxina como
Gnico regulador de la émbriogénesis, ya que ha sido encon~
trado que la aplicacién exbgena de 1078 a 10-5 de zeatina

promueve el crecimiento de embriones de phaseolus coccineus

in vitro (Bennici y Cionini, citados por Ernest y Oester-
hert, 1984). Aunque los requerimientos de esta citocinina
dependen del material vegetal. En umbeliferas se ha visto
gue no es necesaria para el desarrollo de embriones (Ammi
rato, 1983), tal vez porque es suficiente el nivel de esta

hormona dentro del tejido. En Brachycome lineariloba se

ha encontrado que la estructura de los embriones ya induci

dos depende de la concentracién de citocinina en el medio
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ya que este regulador puede promover la maduracién de los

embriones somdticos (Gould, 1979; Yasuda et al., 1985).

Otro requlador de crecimiento importante a considerar
es el dcido giberélico, el cual causa inhibici6n parcial o
completa de la apariciédn de células embriogénicas, pero
tiene poco efecto una vez que se han producido los embrio-
nes (Vasil y Vasil, 1972). En cultivo de 2zanahoria el
dcido giberélico detiene a los embriones en estado de cora
z6n y torpedo (Fujimara y Komamine, citados por Evans,

et al., 1981).

Asimismo se ha encontrado que el ABA disminuye la fre
cuencia de embriones inducidos en cultivo de céiulas de za-
nahoria a ciertas concentraciones (Fujimura y Komamine, ci
tados por Evans, et al., 1981). En embriones obtenidos en
cultive en suspensifén de Carum carvi se encontré que las
aplicaciones de ABA a concentraciones que permitan el desa-
rrollo de embriones (1076 a 10~/ m) elimina las formas abe-
rrantes, m&ximo cuando se incuba bajo condiciones de obscu-
ridad (Ammirato, 1974). Esto tal vez se debe a que el ABA
estd involucrado en la maduracién de embriones cigbéticos y
no permite la germinacidn precoz que puede ser causa de la

malformacién de los embriones, comO sucede en el cultivo de
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embriones inmaduros (Norstog, 1979).

Tisserat y Murashige (1977) han encontrado que la
aplicacién de ethephon, que es un liberador de etileno,
causa una pequefia disminuci®n en el nimero de embriones,
pudiendo suceder que la preservacién de auxina en el me-
dio después de la induccifén haga que se libere etileno,
aunque esto no es del todo seguro, debido a la multipli-

cidad de accifn que presenta la auxina (2Zbell, 1980).

Las células que proliferan bajo la influencia de re-
guladores de crecimiento, principalmente bajo la accién de
una auxina, son mis grandes, vacuoladas, con apariencia pa
renguimatosa madura que deben seguir la desdiferenciacién
para convertirse en meristemdticas y presentar actividad
mitética. Durante este proceso, particularmente en presen
cia de auxinas, las células sufren muchos cambios, tales
como alargamiento del nGcleo y nucleolo, incremento en den
sidad de nidclechistonas alrededor del nucleolo o incremen-
to en la sintesis de proteina, ADN y ARNr (Vasil y Vvasil,

1872).

Sharp (1980) dice que los reguladores de crecimiento

son los responsables para la iniciacién del ciclo celular



de Gy y juegan un papel directo 6 indirecto en el control
de la sintesis de factores citoplasmiticos durante Gy ¥ Gy
como histdnas y proteinas, dcidos nucleares, gue son respon
sables del enmascaramiento o desenmascaramiento de genes
gque transcriben ARN en los filamentos hijos de ADN en forma
diferencial y da por resultado dos célu}as hijas fenotipica
mente diferentes (pero con genotipo iqual) sometidas a dife
rentes patrones de desarrollo, causando de esta manera la
citodiferenciacién, creando células que permanecen meriste-
miticas, en tanto que la otra con las condiciones medicam=-
bientales se volvieron células madres embriogénicas. Hay
muestras de diferenciacién, como elementos traqueales y pa=-
rénquima inmaduro sin la intervencién de mitosis. Mientras
gue la diferenciaci6n para la embriogénesis (formacién de
células madres embriogénicas) ocurre en una mitosis tempra-
na. RBstas células diferenciadas no pueden ser detenidas en
un punto operacional del ciclo celular, pero si en un esta=-

do operacional de citodiferenciacibén que es el Ggp.

Un explante estd formado en el cultivo primario de di-
ferencias en morfologia, bioquimica y tiempo en el ciclo mi
tético, estas cé€lulas tienen diferentes destinos de desarro

1llo impuestos sobre ellas por la diferencia de plantillas
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de ADN disponibles para la‘transcripcién. por eso actdan en
forma diferencial al efecto de los reguladores de crecimien
to. Variando la concentracién de regquladores de crecimien-
to se puede observar la que afecta la mitosis o redetermina
cidén de una poblacién fenotipica particular, por lo cual
las células madres embriogénicas son descendientes de una
poblacién de células receptivas a una induccidn embriogéni-
ca critica, inducidas con una concentracién o proporcién de
sustancias reguladoras de crecimieito (auxina/citocinina)l .,
Estas células hijas procedentes de una que sufrid el trata-

miento anterior, que tendrdn accibdn génica diferente, una

de ellas es probablemente la c&lula madre embriogénica.

El uso de otras sustancias pueden reforzar los efec=-
tos de los reguladores del crecimiento sobre la embriogéne-
sis. Tal es el caso del uso de carbbn activado, que elevd
la produccién de 45 embriones por recipiente a 1560 al empe

zar 2mM de BA y 1 mM de ANA en cultivo de Carica stipulata

(Litz y Conover, 1980). Este efecto se atribuye a que el
carbén activado absorbe inhibidores de los reguladores de

crecimiento, tales como los fenoles.

2. Medio de cultivo

Este factor influye tanto por su composicifén nutricio-
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nal como por sus caracteristicas fisicas. Respecto a la
composicién nutrimental, se ha encontrado que el nitrégeno,
el potasio, el sodio y los complejos naturales presentes en

el medio afectan a la embriogénesis.

El cultivo de zanahoria se ha encontrado que el nitrd
geno en forma de idn amonio y la caseina hidrolizada estimu
lan fuertemente la embriogénesis en comparacién con el ni-
tr&égeno en forma de nitratos y de glutamina, aunque al pare
cer el prerrequisito importante para la embriogénesis es
cierto nivel de NHz dentro del tejido mds que su concentra-~
cién y forma en el medio de cultivo (Tazawa y Reinert,
1969; vasil y vasil, 1972}. La importancia del nitrb6geno
como NHX presente dentro del tejido radica en el hecho que
es un precursor de amincdcidos y proteinas que son importan
tes en la embriogénesis, ya gque las células embriogéni-
cas son ricas en citoplasma y ribosoma (Tazawa y Reinert,

1969).

Se ha encontrado gue el ion amonio y algunos aminodci-
dos de la caseina hidrolizada, que son fuentes de nitrégeno,
producen tejido con fuerte capacidad embriog&nica en zanaho
ria (Halperin, y Halperin y Wetherell, citados por Wethe-

rell y Dougall, 1976). Sin embargo, tal vez por diferen-
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cias en el explante empléado, Brown, et al (1976) al analji
zar requerimientos de potasio, encontraron poca formacibn
de embriones al emplear aminodcidos de la caseina hidroli-
zada como fuente de nitrégenc, nc asi al emplear L~alani-

na, NH4NOj3 y L-glutamina,

1.0os requerimientos de NHZ pueden ser parcialmente
reemplazados por la adenina, la glutamina o la caseina hi-
drolizada en cultivo de células de zanahoria (Evans et al.,

1981).

Al emplear KNOj como Gnica fuente de nitrégeno hay ba
ja formacién de embrioides, ademds de que el pH se eleva
al aumentar su concentracién en el medio (Wetherell y Dou
gall, 1976); encontréndose cierta relacibn entre la fuente

de nitrégeno y el pH.

Se ha observado gque al estar ausente el ion amonio
~del medio, o al presentarse el ion nitrato a bajas concen-
traciones, el medio no puede ser ‘“bufereado", el pH fluc-
tda y puede inhibir la embriogénesis (Dougall y Verma, ci
tados por Evans et al., 198l). Por otro lado, la caseina
hidrolizada 40 M puede soportar embriogénesis a pH de 4.8

a 5.0 en cultivo de zanahoria silvestre en cultivo en sug
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pensién (Wetherell y Dougall, 1976). Estos mismos autores
han encontrado que 21 nitr6geno residual en el tejido que
se trata con alguna fuente de nitrSgeno no es suficiente
para la embriogénesis si se pasa el tejido a un medio sin

dicho elemento,

Los tejidos que son cultivados por largos periodos de
tiempo, pierden habilidad para sintetizar nitrégeno orgdnj
co a partir de ion amonio, correlaciondndose con la reduc-
cibn del potencial de produccibn de embriones (vasil y va-

sil, 1972).

Al emplear sales de sodio, tales como NaNO; 5 mM o Na
succinato + KNH4Cl 50 mM, como fuente de nitrégeno se repri
me la embriogénesis, debido a los efectos del sodio (wethe

Respecto al potasio, se ha encontrado que sus efectos
pueden ser separados de los efectos del nitr6geno (Evans
et al., 1981). 5Sin embargo, en cultivo de zanahoria se ha
encontrado que a medida gue se reduce el contenido de pota
8io en el medio de cultivo, disminuye la formacién de em~
briones; y este ion solo tiene efectos positivos cunando

se adicionan cantidades favorables de nitrbgeno al medio



48
(Tazawa y Reinert, 1969).

También en cultivo de tejidos de zanahoria, se ha en-
contrado que los requerimientos de potasio para una méxima
formacién de embriones son mayores (10 - 5 mM) que la reque
rida para un mdximo crecimiento de callo (1 mM), siendo tam
bién dependiente de la fuente de nitrégenc para una mdxima
formacién de embriones; y sus efectos no pueden ser reemplg'

zados por el ion sodio (Brown et al., 1976).

Otro componente importante del medio de cultivo que
influye en la embriogénesis es la fuente de carbono, siendo
ta m&s comin la sacarosa. En el caso de cacao se ha encon-
trado que a mayor concentracifn de sacarosa del 3% comin-

mente usado se inhibe la embriogénesis (Pence et al., 1981).

Uno de los complejos naturales mds cominmente usados
°
en el medio de cultivo y que tiene efectos positivos sobre
la embriogénesis es el agua de coco (Vasil y vasil, 1972).
Sin embargo, el empleo de este endospermo, asi como de -
otros complejos naturales, trae problemas en cuanto a gque

no siempre presentan la misma composicién quimica, pudien-

do no ser repetitivos los efectos que produce.

El estado fisico del medio de cultivo es otra caracte
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ristica que afecta la embriogénesis in vitro, principalmen
te relacionada a los requerimientos nutrimentales, (vasil
y Vvasil, 1972). La adenina sulfatada es esencial para la
induccién de embriogénesis en perejil cuando se emplea un
medio s6lido. Sin embargo, en medio liquido no fue ne-
cesaria la presencia de este aminodcido (vVasil e Hilde-

brant, citados por Vasil y Vasil, 1972).

De todos los medios que se han obtenido para el cul-
tivo de tejidos vegetales, el de Murashige y Skoog (MS) ha
sido el mds empleado en embriogénesis (Evans et al., 1981}
con algunas modificaciones., Esto se ha debido a que pre-
senta un mayor contenido de nitrato, amonio, f8#sforo, pota
gio y calcio respecto a otros medios, principalmente res-
pecto al de White (Tazawa y Reinert, 1969) siendo necesa-
rio en este dltimo la suplementacién con nitrato de amo-

nio para la embriogénesis.

Ammirato y - Steward (1971) han sugerido que un desba-
lance en el medio de cultiveo, o en el medio ambiente son

las causas de una poblaci6én malformada de embriones in

vitro.
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3. Periodo de cultivo

Sussex y Frei (citados por Evans et al., 1981) han re
portado que no existe pérdida en el potencial embriogénico
en tejido de zanahoria que ha sido cultivado por 10 afos,
aunque las plantas producidas resultaron estériles, lo cual
da indicios de alteraciones en dichos tejidos. La mayoria
de las especies trabajadas se ha encontrado que a mayor

tiempo de cultivo hay reduccibén del potencial embriogénico,

Entre las posibles causas de pérdida de este potencial
se han citado la pérdida de capacidad para sintetizar nitré
geno orgdnico a partir de ion amonio; y a los cambios en
el ndmero cromosémico y arreglo de cromosomas (Smith y
Street, citados por Evans et al,, 198l) debido al usc de
reguladores de crecimiento o a la divisidén celular asincr6=-

nica que se lleva a cabo en el callo.

1a pérdida del poﬁencial embriogénico puede ser rela-
cicnada al ndmero de generaciones de crecimiento celular,
asi como a un perfodo absoluto de tiempo. Se ha encontra-
do que la pérdida del potencial embriogénico en células de
zanahoria puede ser aliviada por menor frecuencia de sub-

cultivos (Smith y Street, citados por Evans et al,, 1981).
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Otro factor al que puyede deberse la pérdida en el po-
tencial embriogénico es la secrecibn de fenoles por el te-
jido en cultivo, ante lo cual, la agregacidn de carbén ac-
tivado al medio puede reestablecer esta capacidad (Drw, ci

tado por Evans, 1981),

Ahora bien, el periodo de cultivo que va a ser necesa
rio que pase un tejido para expresar embriogénesis va a’'de
pender, entre otros factores, de la especie que se trate,

0 mds bien de sy ciclo bioldgico in vivo. Para Citrus

—

auyrantifolia se han diferenciado embriones a los 75 d ias
de cultivo (Mitra y Chaturvedi, 1972); en cambio en culti-

vo de tejidos de Pimpinela anisum se ha observado la pre=-

sencia de embriones globulares a las 68 horas de incuba-

¢cién (Ernst et al., 1984).

4. Tipo y tamafio del explante

Para cualquier especie o cultivar puede ser necesa-
rio cierto tipo de explante para la regeneraciébn de plan-
tas, como sucede en cereales, tales como trigo (Shimada,
1978; Shimada y vamada, 1979; Ozias y Vasil, 1983a, 1983b
y Magnusson y Bornman, 1985), sorgo (Dustan et al., 1978)

y cebada (Norstog, 1970), que requieren tejido embrionario
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Siguiendo con la familia de las gramineas, se ha en-
contrado que el embrifén inmaduro de las especies de la sub
familia panicoidea presenta estructura similar a los em~
briones maduros de la subfamilia festucoidea, siendo la
causa por la cual se requiere embriones inmaduros, en el
caso de las primeras especies, y embriones maduros, en €l
caso de las segundas, para su cultivo in vitro y lograr
embriogénesis (Mc Daniel gt al., 1982; Magnusson y Born-

man, 1985).

A pesar de esta informacibén no es obligado que los
tejidos derivados de embriones cigbticos normales (pléntu-
las) formen mds facilmente embriones in vitro que aguellos
derivados de raiz u otra parte de la planta. Lo que si se
puede asegurar es gue dependiendo del tejido empleado va a
ser la provisidén de reguladores de crecimiento, complejos
naturales y n utrimentos necesarios para obtener la embrio

génesis in vitro.

La densidad celular y tamafio del explante o agregado
son importantes en la induccién de embriogénesis y, princi

palmente, para obtener un proceso embriogénico sincroniza-



do (Fujimura et al., 1980). En Pimpinela anisum se ha en-

contrado que la densidad éptima es de aproximadamente 105
células/ml (Huber et al., citados por Evans et al., 1981),
debiendo ser células embriogénicas. Por otra parte se ha
encontrado que a bajas densidades celulares los embriones
gque se forman son mds pequefos & aguellos gue crecen en al-
tas densidades celulares (Halperin, citado por Evans et QL"

1981). Esto hace suponer que hay cierta interaccién, tanto

entre células embriogénicas como en no embricgénicas.

Todos los factores seffalados anter:ormente no actdan
de manera aislada, sino en interaccién. Esto viene a enfa
tizar la idea expresada anteriormente de que hay que dar
las condiciones adecuadas de cultivo y regeneracién a cada

tejido gque se emplee como explante.

Por otro lado, estos factores pueden influir indirec-
tamente en la embriogénesis desde el momento gque determi-
nan las caracteristicas del callo que es inducido (Evans

et al., 1981).

Otros factores gque influyen en la expresibn morfogeng

tica y por ende en la embriogénesis, que han sido poco con

siderados son:
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- La especie, ya gue se ha' encontrado gue las especies gque
siguen la vi{a de organogénesis no presentan embriogéne-
sis al menos gue se den condiciones especiales, como suce
de en Solanaceas que requieren altas densidades de lugz,
o0 el caso de las cruciferas que no han presentado embrio-

génesis (Evans et al., 198l).

- La edad y estado fisiolégico de la planta madre, princi-
palmente relacionado al grado de diferenciacién y conteni-
do de nutrientes y hormonas de las células que se van a em
plear como explante (Murashige, 1979). En el caso de pa=-
paya, se ha encontrado que para su establecimiento in
vitro influyen el tipo sexual, y la época del afio en la

gue se obtienen los explantes (Litz y Conover, 1981).

Por lo anterior, es necesario controlar los factores

antes y después del establecimiento del cultivo in vitro.
°>

Por la informacién aqui vertida se observa gue es ne-
cesario realizar estudios de tipo bioquimico que suceden
en el proceso de embriogénesis in vitro, para elucidar la
interaccifn entre medio de cultivo, medio ambiente y el
tqjido. Ya que es poca la informacibén con que se cuenta

como los estudios respecto a cambios en la sintesis de ADN,



ARN y proteinas en tejidos que sufren embriogénesis (Fuji~-

mura et al., 1980).
Origen del embrién

Se ha considerado que son dos las vias de embriogéne~
sis in vitro: una directa, gue s cuando el embrién emerge
directamente del explante sin la formacién del callo, como

ha sucedido en Ranunculus aceleratus; y otra indirecta, en

la cual es necesario pasar por la formacidn de callo para
gue posteriormente emerja el embritn, siendo esta via la
mds comin en la mayoria de los vegetales estudiados {(Ammi-

rato, 1983), de la que se hard mencién a continuacidn para

entender el origen del embridn.

Al colocar un segmento de tejido vegetal en cultivo

in vitro, uno de los indicadores que se ha establecido es
1a proiiferacibn de una masa amorfa, denominada callo,
que emerge principalmente de las partes seccionadas como
producto de una ripida divisibn celular de células dedife-
renciadas. Dicho agregadeo va a variar segdn sean las con-
diciones de cultivo a las gue se someta, pudiendo diferen-
ciarse en dos tipos: a) callo friahle que presenta baja

capacidad embriogenética y b) callo blanco y compacto gue
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con el tiempo toma una coloracibn amarilla-café del cual

surgen los embriones,

En el caso del agregado embrifnico, si se hiciera un
corte de €1, se encontrarian las siguientes caracteristi-
cas: capas superficiales de pequefias células isodiamétri-
cas, densamente citopldsmicas, con alto contenido de ribo-
somas, nicleo y nucleolo prominentes, con varias vacuolas
pequeflas, numerosas mitocondrias y amiloplastos prominen-
tes. Dichas capas rodean a un gran‘nﬁcleo central de cé-
lulas grandes, de varias formas, de apariencia parenquima-
tosa, presentando una gran vacuola que llena toda la cavi
dad celular y presenta pocos ribosomas, mitocondrias y ami
lopl4dstos (Thomas et al., 1972; Nadar et al., 1978; 2ee,
1981; Mc Daniel et al., 1982;: pPierson et al., 1983; Wicart

et al., 1984 y Magnusson y Bornman, 1985).

Las células superficiales del agregado a menudo se
encuentran en mitosis, o estdn separadas por una delgada
pared celular ondulante, asemejando secciones oblicuas de
proembriones. A menudo se encuentran interconectadas por

plasmodesmos {(Thomas et al., 1972), los cuales solo se for

man entre células hermanas, permitiendo un transporte mids

fluido de metabolitos y tal vez estdn involucrados en e
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control de la diferenciacib6n por influir en el transporte

polar, principalmente de hormonas (Juniper, 1976).

Se ha observado que a partir de estas células superfij-
ciales es donde emerge el embrifn, apareciendo primero como
pequefios nSdulos algodonosos. Sin embargo no todas las cé-
lulas superficiales tienen capacidad embriogénica, ya que
algunas estdn involucradas en la proliferacidén del agregado
(Thomas et al., 1975; Santos et al., 1983). Por otro lado,
se ha observado la formacidn de embriones a partir de célu~

las en las profundidades del callo de Thylophora indica (Rao

y Narayanaswamy, citados por Vvasil y Vvasil, 1980).

En cultivo en suspensifn se ha encontrado que las célu-
las a partir de las cuales surge el embrién son pequefias, es
féricas, densamente llenas de almidén y usualmente forman co

lonias globulares (vasil y Vvasil, 1972).

Respecto a la ontogenia de desarrollo del embrién se
han observado algunas diferencias. Fn el caso de cultivo de
células de zanahoria, la formacién del embrién empieza con
una divisibén celular desiqual, similar a la formacién del
embribn cigbtico, siguiendo la formacién de tejido paren-

quimatoso y células embriogénicas (Backs y Reinert, cita-
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dos por Zbell, 1980). En cambio, en alfalfa se ha visto
que la primera divisién de células embriogénicas de célu-
las de igual tamafio (Santos et al., 1983). Respecto a los
demd&s estados de desarrollo, es decir el globular, forma de
corazbn, torpedo y cotiledonar, si se han encontrado en los

embriones formados in vitro (Pierson et al., 1983).

En algunos casos, la estructura del embrifn estéd unida
a4l agregado celular por medio de un suspensor similar al del

embrién cigdtico, como sucede en Coffea canephora (Pierson

et al., 1983)., Al parecer las células mds externas dan ori-
gen al embrifn y la subsuperficiales inmediatas dan origen
al suspensor, sin determinarse exactamente si tiene una cély

la como origen comin (Santos gt al., 1983).

Respecto a la embriogénesis directa, también se ha ob-

tenido en Coffea canephora (Dublin, citado por Pierson et al.,

1983) y en cotiledones e hipocttilos de embriones somdticos

inducidos in vitro de alfalfa (Santos et al., 1983).

Efecto del 2,4~D en la embriogénesis inducida

Los reguladores de crecimiento como el 2,4-D, tiene la
funcién en el medio de cultivo de determinar las células ma-

dres embriogénicas y la sincronizacibn de éstas, aunque ta-
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les c&lulas parecen estar estiticas (arresto mitético)
hasta subcultivarlas en un medio sin la hormona, inductor

de la embriogénesis.

Se dice que el 2,4~D induce diferenciacién de acuerdo

-a los siguientes fenfmenos:

1. Proliferacibn de una sola poblacibn celular (fenotipica)

del explante original.

2. Alargamiento del ciclo mitético de una poblacién parti-
cular con la interferencia de uno o mis puntos de con-

trol.

3. Determinacién y paro de una poblacién distinta de célu~

las en el ciclo celular con blogque de Gy, Gy 6 Go.

También se piensa gque existe un reajuste de la activi
dad de la enzima peroxidasa por el 2,4~D en la fase Gys Gy
6 Ggr y cuando la auxina es liberada, cesa la proliferacién
del callo y ocurre la divisibn en cé&lulas embriocgénicas pre

existentes.

Es importante conocer como el 2,4-D estd condicionando

a las células del callo para la embriogénesis,
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El 2,4~D llega a la membrana plasmdtica donde estd loca
lizado el sitio receptor de la hormona. La auxina primero
hace contacto con la superficie exterior de la membrana, el
2,4~D conduce a un cambioc conformacional en la membrana, por
lo tanto libera al receptor o penetra en la nembrana y ataca
directamente al receptor liberado 6 complejo hormona-recep-
tor puede entonces ser liberado y se mueve a través del ci-
toplasma y entra al ndcleo, donde se lleva a cambio el cam-
bio, controlande la actividad de la ARN-polimerasa I y II
(Ahton y Crafts, 1973; Audus, 1976; Everett et al., 1978;
More, 1979). Pero es estimulada principalmente la ARN-polji
merasa encargada de la sintesis de ARNr (ARN ribosomal).
También promueve la sintesis de ADN y estimula la prolifera-
cién, aunque tiene efecto en la diferenciacibn (Cherry,

1976; Bevan y Northcote, 1981).

Cherry (1976} ; Guifoyle et al. (1975) observaron que el
2,4-D controla la sintesis proteica a muchos niveles, uno
es a nivel transcripcifn relacionado a la regulacién especi-
fica de ADN dirigida a la sintesis de ARN, otro control pue-
de ser a nivel del genoma por la desrepresidn génica por re-

mocidén de histonas o proteinas 4cidas o en la activacién de

una ARN-polimerasa especifica.



Un segundo control es a nivel traslacién, relacionado
con la traduccién del ARNm para la sintesis de proteinas.
Esta regulacién puede ser hecha afectando, la transferencia
de ARNs especificos, ribosomas, incorporacién de las cade-
nas de ARNm a los ribosomas (o poliribosomas). La existen-
cia de ARNasas que atagquen selectivamente a un tipo de ARNm,
dejando traducirse a un sclo tipo de ARNm (Sharp et al.,
1980). Pero es mds probable que actle a través de la requ~-
1acién.quimica de la transcripcién y cambiando la expresién
del genoma que puede resultar en la sintesis de nuevas pro

teinas (Guilfoyle et al,., 1975; Cherry, 1976; More, 1979),

La induccidén de la embriogénesis por la remocibn del
2,4~D es controlada probablemente a nivel translacicnal y
transcripcional. Las células creciendo en medio con 2,4-D
pueden sintetizar ARN involucrado en la inducciébn embriogé-
nica, p}obablemente no ocurre hasta la remocibn del 2,4-D.
Es probable gque la transcripcién original sintetizada en el
medio con la auxina es modificado cuando las células son
" transferidas a un medio sin la auxina, esta modificacibn
puede involucrar poliadenizacién o una modificacifén en 1la
terminal 5'., También puede ser posible gque la unidn del

ARN a los ribosomas se lleve a cabo hasta que la concen-
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tracién de la auxina es reducida o gue el ARN necesario pa
ra la induccién de la embriogénesis sea sintetizado en pre-
sencia del 2,4-D y al quitarlo ocurre el desenmascaramien-

to del ARN.

Se ta visto que al remover el 2,4-D se dispara la sin-
tesis de ARN poliadenizado, aunque no se sabe si la poliade
nizacién del ARN es la del preexistente o es sintetizado
por completo. Estos poli(A} + ARN traen cambios en el me-
tabolismo del ARNm. Se ha visto que en ciertos productos
traslocables de el ARN transcritos en presencia de la auxi-
na son involucrados en estados tempranos de desarrollo del
embrién, mientras que los productos translacionales de el
poli{A) + ARN sintetizado de novo tienen un papel en los es
tados posteriores de desarrollo del embrién (Sharp et al.,

19380) .

La desventaja del uso del 2,4-D es que causa anormali-

dades cromosOmicas en cultivos in vitro tales como:

a) Incremento en el nGmero cromesdmico sin rompimiento:
Son simples cambios en forma repetida del grupo bédsico
de cromosomas, tomando niveles 2n, 4n, 8n, et¢, tenien-

do como consecuencia la poliploidia,



b)

d)

e)

£)
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Decremento en ndmero sin rompimiento cromosbmico; La
formacién de haploides puede llevarse a cabo por varios
mecanismos, como la formacibén del huso multipolar (Bay-
liss, 1973; D'Amato, 1978; Chand y Roy, 1980), no dis-

yuncidn o retardo de las cromdtides.

Rompimiento cromosfmico sin cambio numérico: Se refiere
a cambios estructurales y a pérdida de material genético,
altterando el cariotipo del cultivo original, son fuente

de variacién en cultivo de tejidos.

Rompimiento cromosbmico con cambio numérico: Un cambio
en namero cromosémico proveniente de un rompimiento, re-

sulta invariablemente de la formaciédn de un anillo.

Endoreduplicacién somdtica: Una irregularidad en culti-
vo de tejidos es la omisién de mitosis total, pero se per
mite la replicacién de ADN, este fenfmeno no provoca cam
bios estructuralés o cambios en ndmero, sino que consiste

en una doble, triple o midltiple duplicacién de cromosomas,

creando los cromosomas politenicos.

Fragmentacién nuclear: Ocurre al momento de la induc-
cién del callo por el efecto hormonal del 2,4-D, dando

resultado células multinucleadas (micronicleos) que pos-
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teriormente sufre celularizacidén, resultando células con
niimero cromosémico muy variable, desde diploides a hipo
e hiperploides, provocdndose una poblacibdn mixta (D'Ama-

to, 1977, 1978 y 1980).
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizaci6n de este trabajo se propagd callo
de 2 arfiocs de edad que provenia de embriones inmaduros de

Carica papava de 30 y 40 dias de haker sido polinizados.

Se utilizéd un medio bisico de Murashige y Skoog
(1962), adicionando 150 ml/l de agua de coco, 80 mg/1 de
adenina, 400 mg/l de glutamina, 30 g/l de sacarosa, 0.l

mg/l de 2,4-D (Cuadro 1) para inducir embriogénesis,

El medio de cultivo se prepar6 a partir de soluciones
madre (concentradas), usdndose para su elaboracibn agua
tridestilada. El pH del medio de cultivo se ajustf a 5.7
empleando soluciones de NaOH 1N y NC1 1N, se solidificd con
7 g/1 de 2gar y su esterilizacién se llev6 a cabo en una
autoclave a 120°C y 1.5 kg/cm2 de presién, durante lgbminu-

tos.

Posteriormente para enraizar pldntulas se hizo un tra-
tamiento que contenia ANA 2 mg/1l, AIB 3 mg/l, adenina 80
mg/l, glutamina 400 mg/l, y otro medio carente de regqgulado
res de crecimiento, sin adenina y sin glutamina para trans-
ferir callo y asi obtener embriogénesis en los consecuentes

subcultivos y lograr también la germinacib6n de los embriones
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y su desarrollo posterior.

En cada uno de los tratamientos se pusieron 50 fras-
cos con 20 ml de medio de cultivo/frasco., En el caso del
medio para enraizar pléntulas se colocaron 3 plantas/frasco,
y en el medio para callo y embriones 3 porciones en el caso

del primero y 4 a 5 embriones/frasco.

Los frascos conteniendo el propigulo se colocaron en
un cuarto de incubacién con ambiente controlado, a una tem-
peratura de 25-28°C y con un fotopericdo de 16 horas luz,

usando ldmparas fluorescentes de 500 lux.

El material se transfiri® a un medio nuevo c¢ada cuatro

semanas.

Los embriones subcultivados en el medio sin regulado-
res de crecimiento, siguieron su desarrollo normal y aproxie-
madamente a los 8 dias de haber sido transferidos a este me-

dio las pléntulas se pasaron a suelo estéril.

Antes de ser trasplantadas a suelo las plantas se enjua
garon con agua destilada estéril, para quitar cualquier resji
duo de agar que llevaran en la raiz, con 1a finalidad de evi

tar contaminacién por hongos y/o bacterias, Asimismo al sue
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1o se le di6 un riego ligero con agua conteniendo fungici-

da {captin) a una concentracié4n de 1 g/1.

Las plantas se colocaron en vasos de unicel (3/vaso),
se cubrieron en bolsas de pldstico para mantener una alta
humedad relativa, reduciendo un poco el cambio dréstico de
in vitro a suelo, se etiguetaron y se mantuvieron en el
cuarto de incubacidén a una temperatura de 25 a 28°C y un fo
toperiodo de 16 horas luz a una intensidad de iluminacién
de 500 lux con ldmparas fluorescentes Grolux, regdndose con
medio de cultive a la mitad de su concentracién 2 veces por
semana durante 2 meses y posteriormente se pasaron a inver-

nadero.

CLASIFICACION DE LOS ESTADOS DE DESARROLLO DE LOS EM-

BRIONES Y ESTRUCTURAS ORGANOGENICAS

para la identificacibn de los diferentes estados de
desarrollo y las estructuras organogénicas de una cepa de

Carica papaya, se tomaron 3 frascos, primero se £fij6 en

FAA (formol 10 ml, &cido acético 5 ml y alcohol etilico

50 ml). A los 3 dias se pasaron a:

Metanol al 50%

Metanol al 70%
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Metanol al 85% + eésina
Metanol al 95% + eosina
Metanol al 95% + eosina
Metanol al 95% + eosina
Metanol al 50% + 5% de xileno
Xileno al 100%

Xileno al 100%
Durante 15 horas minimo en cada tratamiento,

Cuando el materia)l estaba tefiido de un color rosa, se
separaron los diferentes estados embriogénicos (fase globu-
lar, forma de corazdn, forma de torpedo y forma cotiledo=-
nar) asi como, las estructuras organcgénicas, con la ayuda

de pinzas y un microscopio de diseccidn.

para montar cada una de las estructuras encontradas
en la cepa se hicieron anillos de alambre de diferente did-
metro y grosor. Se colocS la estructura en un portaobjetos
y @ su alrededor el anillo, se selld la muestra con resina
. Yy se cubri6 con el cubrobjetos para después ponerla en una
plancha caliente para secar la resi na y eliminar las burbu
jas de aire, Cuando la resina estaba seca se procedid a la

observacidn en el microscopio.
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SIEMBRA DE EMBRIONES DE LAS CRUZAS INTERESPECIFICAS

Utilizando la misma metodologia de Carica papaya se

procedié a la siembra de los embriones inmaduros obtenidos

de las cruzas interespecificas de Carica papaya L. X Carica

pubescens Lenne & Kock, Carica cauliflora Jacg. y Carica

quercifolia de 30 y 40 dias de haber sido polinizados, ya
que es el momento en que el fruto cae prematuramente. Las
polinizaciones se llevaron a cabo en plantaciones del cam-
po experimental del Institute de Investigaciones Agricolas

en Cotaxtla, Veracruz.

Los frutos permanecieron en refrig eracién hasta que

se llevS a cabo la siembra.

En el medio MS modificado para papaya (Cuadro 1) se
procedid a la siembra de los embriones inmaduros, atilizan-
do 8 diferentes tratamientos con la adicibn de la auxina
2,4-p, 0.0l mg/1, 0.05 mg/1l, 0.1 mg/l, 0.5 mg/1l, 1.0 mg/1,

50 mg/1l, 10.0 mg/1l y 20.0 mg/l, 6 repeticiones/tratamiento.

Con las precauciones de asepsia necesarias la siembra

del material vegetal se realizd de la siquiente manera:

Los frutos se limpiaron con alcohol, después se pasa-



ron a hipoclorito de sodio al 4% durante 20 minutos y pos
teriormente se enjuagaron tres veces con agua destilada es
téril dentro de la cdmara de flujo laminar. Los fryutos se
dividieron a la mitad con la ayuda de un bisturi y pinzas
previamente flameadas con una ldmpara de alcohol, se colo=-
caron de 15 a 20 embriones por frasco gerber con 20 ml de
medio de cultivo MS, se sellaron con papel aluminio y se
etiguetaron, para despuéds colocarlos en el cuarto de incu~-
bacibén, con Qna temperatura de 25 a 28°C y con un fotope-
riodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad, bajo una intensi-
dad de iluminacién de 300 lux con el uso de la&mparas fluo~

rescentes Gro-lux.



Cuadro I. Composicifn del medio MS modificado.
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Compuesto Mg/L Millimol/L
Ca Clp . 2 Hp0 440.0 3.0 mM
NH4NO3 1650.0 41.2 N
KNOj 1900.0 18.8 mM

KI 0.830 0.005 mM
CoCl, . 6 H20 0.025 0.0001 mM
KH2PO4 170.0 1.25 mpM -
H3BO3 6.2 0.1 mM
Nap MoO4 . 2 Hy0 10.250 0.001 mM
Mg SO4 . 7 Hz0 370.0 1.5 mM
Mn 504 . 4 Hp0 17.0 0.1 mM
Cu 804 . 5 HZO 0.025 0.0001 mM
Zn 504 . 7 HpO 8.6 0.03 mM
Fe S04 . 7 H20 27.8 0.1 mM (Fe)
Nay EDTA 37.3 0.2 mM (Na)
Inositol 100.0

Acido Nicotinico 0.5

Piridoxina - HC1 0.5

Tiamina - HC1 0.1

Glicina 2.0

Sacarosa 30,000.0

Adenina 80.0

Glutamina 400.0

Agua de coco 150,000,0
" Na H,P0, 170.0

Agar 7,000.0

Medio de Murashige & Skoog (1962), modificade por Gonzdlez,

1985.



RESULTADOS

La propagacidén del material vegetal en el medio con
0.1 mg/1 de 2,4-D fue adecuado para inducir embriogénesis,
encontrando en una misma cepa también organogénesis, es de
cir pldntulas sin raiz o bien solo raiz. En este material
pudinmos observar que los embriones provienen de un callo
compacto de color amarillo-café y surgen de las capas su-
perficiales del callo, en tanto gue las partes organogéni-
cas surgen de un callo blanco y friable (Fotografias 1 y

2).

En el medio MS modificado con ANA 2 mg/1l, AIB 3 mg/l,
adenina 80 mg/l y glutamina 400 mg/1l did buenos resultados
para enraizar las pldntulas obtenidas por organogénesis,

Las plantas en este medio de cultivo a los 20 y 30 dias
sus rafces tenian dev2 a 3 cm, y fue entonces cuando se

transfirieron a suelo estéril.

Los embriones subcultivados en el medio sin regulado-
res de crecimiento, adenina y glutamina germinaron y si-
guieron su desarrollo posterior (presentando los dos polos,
meristemdtico de raiz y tallo) (Fotografia 3). Asimismo es

te medio fue efectivo para preservar callo para los subse-
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cuentes cultivos.

Los embriones a los ocho dias de haber permanecido
en este medio de cultivo se desarrollaron y fueron pasados

a suelo estéril.

Al pasar las plantas a suelo observamos que algunas
présentaron las hojas cotiledonares malformadas (una hoja
grande y la otra pequefia o bien las dos grandes y redon-
das (Fotografias 4 y 5), y en otros casos la formacidn de
callo en la base del talle y la presencia de raices grue~
sas o muy peguefias (Cuadro II y III}). §Sin embargo, cuando
las plantas tenian las hojas cotiledonares deformes se eli
minarcon cuando fueron pasadas a suelo y la plénta siguid

su desarrollo normal.

De las plantas establecidas en suel0 encontramos gue
las que provenian de embriogénesis tuvieron un 18% de so=
brevivencia mayor que las obtenidas por organogénesis (Cua

dro II y III).
Egstados de desarrollo del embrién

En la clasificacién de los estados de desarrollo del

embrién se encontrd la forma globular, forma de corazén,
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forma de torpedo y la forma cotiledonar (Fotografias 6, 7,
8, 9). Las diferentes etapas de desarrollo de los embrio-
nes se desprendian del callo en relacién a las estructuras

organogénicas que permanecieron conectadas a él.

Las preparaciones fijas se observaron al microscopio
y se diferencid sistema vascular gue une al meristemo ra-

dicular con el meristemo de tallo.

Cruzas interespecificas de Carica papaya con las especies

silvestres

En el cultivo de los embriones inmaduros de Carica
papaya X las especies silvestres se observé que el mejor
tratamiento para la proliferacidn de callo fue el de 0.1
mg/1 de 2,4-D, seguido por los tratamientos 0.05 mg/1 y
0.5 mg/l respectivamente, aungue hubo mejor respuesta en

la cruza de C. papava X C. cauliflora (ver Cuadro 1V).

A los ocho dias de la siembra algunos de los embrio
nes inmaduros en el medio de cultivo presentaron una colo
racién verde y al mes comenzaron a desidferenciarse, pero

la proliferacién de callo fue lenta en las tres cruzas.

En el cultivo de C. papaya X C. pubescens tan solo
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germind un embrién inmaduro sin pasar por c¢allo en el tra-

tamiento con 0.1 mg/1 de 2,4-D.



cuadro J1. Malformaciones observadas en las plantas pasadas a suelo obtenidas por embriogéne-

ais,

No., Vaso Plantas Plantas con Plantas con rajces Plantas con c¢allo en Sobrevi-
3 Pl/vaso  normales hojas deformes gruesas O pequefias la _hase del tallo vencia
1 3 3
2 3 2
3 2 1 2
4 3 3
5 3 3
6 3 3
7 3 3
8 3 3
9 3 3.
10 1 1 1 2
11 1 1 1 3
12 3 3
13 1 2 2
14 1 C R 1 1
15 2 1 3
16 3 3
17 2 1 3
18 2 1 3
19 3 1 3
20 1 2 1
21 1 2 3
22 2 1 3
23 1 2 2
24 3 2
25 3 3
75 plantas 50 21 3 1 66

88% de sobrevivencia.

9L



Cuadro 111. Malformaciones observadas en las plantas pasadas a suelo obtenidas por organogéne-

sis,

No. Vaso Plantas Plantas con plantas con rafces Plantas con ¢allo en Sobrevi-
3 Pl/vaso normales hoijas deformes qruesas 6 pequefias la base del tallo vencia
1 1 1 ) 1 1
2 1 2 2
3 1 2 3
4 2 1 2
5 2 1 2
6 1 2 3
7 1 1 1 1
2] 3 2
9 2 1 1
10 2 1 3
11 2 1 3
12 2 1 2
13 2 1 2
14 1 1 1 1
15 3 2
16 1 2 2
17 2 1 3
18 3 3
19 1 2 3
20 2 1 2
21 2 1 1
22 1 1 . 1 2
23 3 2
24 1 2 2
25 3 3
75 42 53

20 8 5

70.6% sobrevivencia.



Cuadro IV. Formaci6én de callo en las cruzas interespecificas de C, papaya x las especies
silvestres en diferentes concentraciones de 2,4-D,

Concentracibn No. frascos Carjica papaya Carica papaya Carica papaya
mg/L sembrados X x %
Carica pubescens Carica cauliflora Carica quercifolia

0.0 6 - - -
0.01 6 + + -
0.05 6 + -+ +
0.1 6 44 ++4 ‘ +4
0.5 6 + ++ +
1.0 6 a o + : +
5.0 6 - - + ‘ +
10.0 6 - - -
20.0 6 ’ - - -

i
1

= no formaci6n

poco degarrollo,
buen desarrollo
mejor desarrollo

+
1]

i

+4
+H4

il
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Foto 1. a) Callo compacto de color amarillo-café del cual
surgen los embraones. .
b) Callo blanco y friakle de donde provienen las
estructuras organogénicas

R

Foto 2. <Callo netamente embriogénico, compacto y de color
amarillo-café,
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Foto 3.

Embriones subcultivados en el medic sin requ-
ladores de crecimiento, adenina y glutamina.
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Foto 4.

Foto 5.

Plantas con hojas cotiledonares malformadas.

Presencia de raices gruesas y/o peguefias.
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Foto 6.

Foto 7.

Fase globular.

Forma de corazdn.
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Foto 8.

Foto 9.

Forma de torpedo,

Forma cotiledonar.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos al cultivar in vitro embrio-

nes inmaduros de Carica papaya L., nos permitieron detec-

tar que el 4cido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) induce

la embriogénesis, pero después es necesario suprimir su
efecto en el medio de cultivo para permitir que los embrio
nes germinen y continden su desarrollo posterior. Estas 6Q
servaciones concuerdan con lo que sefialan algunos autores,
Zhell, 1980; Cheng et al., 1985; Kang et al., 1971 al

trabajar con Daucus carota e Hyoscyamus nhiger encontraron

que todos los factores que intervienen en la embriogénesis
la auxina es fundamental, ya gue es prerequisito en el me-
dio de cultivo para que alcance un nivel dentro del tejido
Y. que posteriormente se elimine para el desarrollo del en

brién. En otros casos, como en Bracochycome lineariloba

(Gould, 1979) fue necesario inducir embriogénesis en un me
dio con 0.5 mg/l de ANA y 0.1 mg/1 de cinetina y, posterior

mente, para el desarrollo de embriones fue necesario elimi=-

nar la auxina.

Esto sucede en la mayoria de las especies gue han se-
guido la ruta de embriogénesis (Tisserat et al., 1979), sin

embargo no es general, ya que en cultivo de tejidos de -



85

Ranunculus sceleratus L. se ha obtenido 1ta induccidn y creci

miento de los embriones en 1 mismo medio sin eliminar 1a

auxina,

Asimismo, al tratar de inducir embriogénesis es nece~-
sario considerar la concentracién de la auxina, ya que altas
concentraciones incrementan la friabilidad del callo y, por
tanto, la separacién de las cé&lulas, considerdndose como te-
jido no embriogénico (Torrey y Reinert, citados por Evans

et al., 1981).

Se considera gue una a lta concentracibén de auxina en
el medio, 0 su permanencia posterior a la induccién de em-~
briogénesis, puede inhibir ¢l desarrollo de los embriones
por la liberacién de etileno, por inhibicién de la expresién
de isoperoxidasas requeridas para el desarrollo completo de
los embriones, o por interferir el proceso de formacifn del

—
huso acromdtico (2bell, 1980; Sharp et al., 1980).

Ahora bien no solo debe considerarse el manejo de la
auxina como Gnico regulador de la embriogénesis, existen
también otros reguladores de crecimiento, las fuentes de
carbono, nitrégeno y complejos naturales que intervienen

en la embriogénesis in yitro, aungque no hay que perder
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de vista otros factores que influyen en la expresién morfo-
genética, y por ende en la embriogénesis, é&stos son: la es
pecie, la edad y estado fisiolfgico de la planta madre.

En el caso de papaya, se ha encontrado gue para su estable-
cimiento in vitre influyen el tipo sexual, y la época del
afio en la que se cbtienen los explantes (Litz y Conover,
1981}. Por lo cual se deben considerar los factores que in
fluyen en e 1 explante, antes de establecer el cultivo in

vitro de Carica papaya y sus especies silvestres,

Un problema muy importante gque se ha encontrado en el
cultivo de tejidos que siquen la ruta de embriogénesis es
un gran intervalo de formas aberrantes en adicifn a los em
briones normales (Ammirato, 1974:; Gonzdlez, 19 B85). Como

se observé en las plantas de Carica papaya obtenidas in

vitro al presentar las hojas cotiledonares malformadas,
Este problema ha sido una de las principales objeciones pa
ra seguir esta via de regeneracién, asi como un paso impor
tante de superar y de esta formad perfeccionar la técnica

de cultivo de tejidos.

pPor tal motiveo, consideramos necesario realizar un
andlisis cromosdémico del material de papaya proveniente de

un medio con 2,4-D, puesto que no solo provoca alteracio-
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nes fenotipicas, sino también anormalidades cromosSmicas,
tales como: incremento en el nimero cromosémico sin rompi
miento, decremento en nimero sin rompimiento cromosdmico
sin cambio numérico, rompimiento cromosdmico con cambio nu
mérico, endorreduplicacién somitica y fragmentacién nu-
clear (D'Ammato, 1977, 1978 y 1980; Evans et al., 1981),
Ademds también serviria para establecer una metodologia
adecuada en los estudios cromosdmicos de (Carica papaya y
sus especies silvestres, ya que muy poco se ha trabajado

al respecto (Datta, 1971).

En cuanto a la separacibn de los diferentes estudios
de desarrollo de los embriones, se encontrd la fase globu-
lar, de corazbn, torpedo y cotiledonar. En las observacio
nes que se hicieron al microscopio se encontrd sistema vas-
cular gue une al meristemo radicular con el meristemo de
tallo, lo cual ds evidencias que es un embrién somdtico
que sigue el mismo desarrollo de un embrién cigbtico. Es-
te embrifn somdtico no estd conectado por tejido vascular
al callo. Por otro lado, en la misma cepa encontramos es
tructuras organogenéticas raiz o tallo que estaban conecta

das al callo.

Haccius (citado por Street, 1976) enfatiza gue solo
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puede ser considerada embriogénesis in vitro a aquel proce
SO regenerativo que presente una estructura primaria bipo-
lar, es decir, que presente coleoptilo y radicula, y que
no estd conectado por medio de tejido vascular con el ex-
plante o agregado (callo} en cultivo. Posteriormente se
atribuye otra caracteristica a proceso para considerarse
como embriogénesis, la cual es gue la estructura que se
origina presente un desarrollo similar a la ontogenia del
embrié cigbtico {Street, 1976); es decir gue tenga un ori-
gen unicelular, y que pase por los estados globular, forma
de corazbdn, forma de torpedo y cotiledonar y que sea capaz
de originar una planta completa (Ammirato, 1983), como se

observ® en Carica papayd.

Por otro lado la diferencia entre organogénesis y em=-
bricgénesis es prdctica. Por ejemplo, en gramineas las
plantas obtenidas por brotes meristemoides (organogénesis)
tienen un origen multicelular, por lo que no pueden ser em-
pleadas en la seleccidn de mutantes u otro tipo de andlisis
genético; en cambio al obtener el embrién a partir de una
célula si puede hacerse este tipo de seleccién de estudios
{Chin-Yyi y vasil, 1982). Por otro lado, al presentar cone-

xibén vascular con el callo, las plantas obtenidas por orga-
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nogenésis son mds dificiles de establecer en suelo, como

sucedib en Carica papava,

La embriogénesis in vitro no solo tiene importancia
en cuanto a obtener material vegetal clonal, sino también
como herramienta de estudios de procesos fisioldgicos y bio
quimicos que se presentan durante la embricgénesis sexual,
asi como para la regeneracién de plantas provenientes de em
briones inmaduros, como es el caso de papaya en donde se de

sea obtener una planta hibrida entre Carica papaya y sus es

pecies silvestres,

En cultivo de Carica papava X Carica pubascens germind

tan solo un embridén inmaduro sin pasar por callo. Esto sig
nifica que es necesario hacer mds investigacién al respecto
con el propbsito de buscar las condiciones adecuadas y po-

der lograr la germinacién de los embriones inmaduros sin pa
sar por la etapa de callo, siendo de esta forma mds fdcil y

preciso considerar que la planta es hibrida.
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CONCLUSIONES

Como se ha establecido por varios autores y una vez
mds se confirma en esta investigacién, las auxinas y espe-
cificamente el &cido 2,4-Diclorofenoxiacético es necesario
para la induccién de la euwbriogénesis, y posteriormente de-~
be ser eliminado del medio de cultivo para aseqgurar el desa
rrollo posterior de los embriones hasta obtener la planta

completa.

Por las observaciones hechas en algunas plantas gue
presentaron malformaciones en hojas y raices, consideramos
que el 2,4-D causa alteraciones fenotipicas y anomalias cro
mosémicas en cultivo in vitro de embriones inmaduros de

Carica papaya.

Los embriones de Carica papaya, se originan de las ca-
pas superficiales del callo que se muestra compacto y de co

lor amarillo=-café.

En una cepa de Carica papaya encontramos tanto embrio-

génesis como organogénesis.

Los embriones somdticos cultivados in vitro de C(Carica

papaya presentan la misma ontogenia de un embrién cigbtico,
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es decir, presentan la fase globular, forma de corazébdn, for
ma de torpedo y cotiledonar, presentando tejido vascular

que une al meristemo de raiz y tallo sin conexién con el ca
1lo, lo que apoya a ser considerados plenamente como embrio

nes somdticos.

De las plantas establecidas en suelo, las obtenidas
por embriogénesis tuvieron un 18% de sobrevivencia mayor

que las provenientes por organogénesis,

Las plantas de 8 dias de haber germinado los embriones
tuvieron un prendimiento en suelo mejor que las gue tenfian

mids tiempo en el medio de cultivo.

El tratamiento con 0.1 mg/l de 2,4~D en el medio MS mg
dificado para papaya a una temperatura de 25 a 28°C y un fo
toperiodo de 16 horas luz fue el més efectivo para la pro-

duccién de callo en las cruzas interespecificas de Carica

papaya x C. pubescens, C. cauliflora y C. guercifolia.



92

SUGERENCIAS

Consideramos que para la propagacidén masiva de papaya
la vi{a de embriogénesis es efectiva, ya que en un cultivo
se obtienen suficientes embriones que se desarrollan nor-~

malmente,

Se deben tomar en cuenta los factores tales como: la
especie, edad y estado fisiolbgico de las plantas a utili-

zar en las cruzas interespecificas de Carica papaya vy sus

especies silvestres, el momento de la polinizacién, la tenm
peratura, luz, humedad, etc, es decir las condiciones de

las plantas en campo.

Es necesario establecer una metodologia adecuada para

realizar el andlisis cromosf6mico de Carica papaya y las es-

-
pecids silvestres.

En futuras investigaciones relacionadas con el tema se
debe hacer énfasis en obtener las condiciones adecuadas pa-
ra tener la germinacién de los embriones inmadurcs de las

cruzas interespecificas de Carica papaya con las especies

silvestres sin pasar por la etapa de callo.
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FE DE ERRATAS

IX Dice El, Debe decir En.

Pag.
Psg.
Pig.
Pig.
P&g.

P&g.

P&qg.
Pég,
P&g.
Pig.

pPdg.

4

7

56

€5

74

84

88

Dice se han manifestado, Debe decir se ha manifestado,
Dice SARH-INIA, Debe decir INIA,
Dice Para 1982, Dsbe decir Para 1972,

Falt8 subrayar el nombre cientifico Brachycome lineariloba

bice Ranuncylos, Debe decir Ranfinculus

Dice c8lulas dediferenciadas, Debe decir células desdiferen
ciadas,

Dice agregado embrifnico, Debe decir agregado embriogénico.
Dice Ncl, Debe decir Hcl,

Dice desidferenciarse, Debe decir desdiferenciarse.

Dice Zhell, 1980, Debe decir Zbell, 1980,

Dice seleccidn de estudios, Debe decir seleccifin o estudios.
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