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METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE PROTOPLASTOS DE Carica papaya L.
(CARICACEAE)

RESUMEN

Carica papaya es un frutal de importancia econdmica debido a lo cotizado de su fruto y a
los productos que se extraen de fa planta; Ia principal enfermedad que presenta es el virus
de la mancha anulat, cuyo efecto en México es grave y solo se puede atacar por la
manipulacién genética introduciendo un gen que aporle iesistencia a la enfermedad Un
método que puede ayudar a este ptopdsito es la manipulacién de protoplastos, por lo cual
con o que se debe contar en primer lugar es con un método facil y confiable paa la
obtencion de los protoplastos, que sea un modelo 1til en Jos estudios genético-moleculares,
el objetivo del presente trabajo fue establecer un método adecuado para obtener
protoplastos de C Papaye. Bl punto de partida fue el método de Litz (1984, 1986 a), del
gue se hicieron modificaciones. Se probaron como pretratamiento con reguladores del
crecimiento 5mg/l de BAP con cada una de tres auxinas ANA, AIA y 2,.4-D, cada una de
ellas en 5, 3, 1, 0.1 y 0.01mg/l y un pretiatamiento hipotéimico con obscuridad. Como
enzimas se utilizaron Celulasa, Hemicelulasa y Pectinasa, que pennitieron sepatar los
protoplastos de forma satisfactoria; para el cultivo se utilizd un medio que consta de sales
de MS modificado (MS-MC) v el medio K3 adicionados con BAP vy ANA 0.2mg/l de cada
uno. El pretratamiento con reguladores que ragjor resulté fue BAP 5mg/l con ATA Smg/l,
aunque al 1cemplazarlo por el tratamiento hipotérmico con obscuridad se pudo evitar Ia
contaminacion que habia sido constante. El medio de cultive que permitié que los
protoplastos se mantuvieran por lo menos tres semanas fie el MS-MC adicionado con

ANA y BAP.
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4-pu N-(2-cloro-4-pinidil)-N"-fenilurea
ABRA Acido absicico

AlA Acido indol acético

ANA Acido naftalén acético

BAP Bengcil amine purina

DA Fluoresceina diacética

MS Murashige v Skoog

msnom metros sobre el nivel del mar

VMAFP Virus de la mancha anular de la papaya



METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE PROTOPLASTOS DE Carice papuya

L. {Caricacac}

IMPORTANCIA DE LOS PROTOPLASTOS

Los protoplastos son las células vegetales desprovistas de la pared celular, es decir son
células desnudas, consisten de membrana plasmadtica, citoplasma, organelos v sistemas
membranales internos. Son fragiles asméticamente, se deben manipular con cuidado debido
a que pueden plasmolizaise y se aislan después de remover la pared celular (Thomas y
Davey, 1975; Vasil y Vasil, 1980). Las técnicas de cultivo de tejidos se han extendido
recientemente pata incluir el cultivo de protoplastos, €stos son un material experimental
valioso paia el aislamiento de organelos y macromoléculas y para investigar fenémenos
tales como la transferencia de plasmalema y regeneracion de pared celular, pero més
importanie es su potencialidad en ¢l campo de la hibtridacidn somatica ¢elular, la
produccion de plantas y en el estudio de las infecciones vitales v transformacidn genética,
porque pueden aislarse en gran niimeso y cultivarse hasta la regeneracion de plantas
(Butchner € Ingram, 19763, lo cual ez un ejemplo claro de la totipotencialidad de las células

vegetales.,

ESTUDIOS REALIZADOS CON PROTOPLASTOS

Giaja (1922, En: Bizeau y Bizeau, 1970} aisl6 protoplastos de levadura al degradar la pared
celular con jugo digestivo de caracol; mas tarde, Kiister (En: Schilde-Rentschler, 1975) en
Alemania, aislé protoplastos de cebolia utilizando una solucidn concentrada de azlcar ¥ no
es sino hasta 1960, que Bergman (En: Schilde-Rentschler, 1975) culiivé células libres;

Cocking {En: Schilde-Rentschler, 1975}, empled una mezcla de enzimas de hongos (lamada
l
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macerocima para sepatar las células, degradar la pared celular y asi obtener protoplastos.
Zaitlin y Coltrin (1964) pwificaron pectinasa de una preparacion comercial extraida de un
filtrado del hongo Rhizopus iritici que hidroliza pectinas y de esta forma se conocié que la
pectinasa parcialmente purificada es 10 a 15 veces mas activa sobre la proteina base que la

preparacidn comeicial

Los primeros problemas que enfrentaton los investigadores fueron la asepsia vy el
mantenirmiento del cultive (Schilde-Rentschler, 1975) Una vez resueltos, los trabajos con
protoplastos se encaminaron a estudiar [as condiciones del medio de cultive observando fa
influencia de los nutrimentos minerales y organicos que se adicionaban al medio. Esto
permitié estudiar e} transporte de iomes como K7, CF, H:PO4, v Ca™ a tavés de la
membrana (Mettler v Leonard, 1979%a; Mettler y Leonard, 1979b); también se estudid el
transporte de aziicares y aminodcidos {Guy y Reinhold, 1978). Ultimamente el empleo de
€cnicas como ¢l “patch-clamp”, que consiste en aislar un pedazo de membiana celular con
una pipeta a la cual queda sujeta y permite exponetla a diferentes solutos, siendo asi posible
conocer como es el paso de los solutos a través de la membiana, por lo que este método ha
sido importante y ha permitido avances significativos en el conocimiento de Ia fisiologia de

la membrana de la célula vegetal (Bregante ef of , 1996; Pifieros y Kochian, 2001).

Los protoplastos son un matetial privilegiado para la experimentacién pues permiten
estudiar la reconstruccién de la pared celular Por gjemplo, Abdel-Basset (1998) demostrd
que los iones Ca” v los nutrimentos en el medio de cultivo juegan un papel importante paa

que las células recobien su capacidad de regeneracidn. Un trabajo semejante, pero en tabaco
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lo realizaron Uchimiya y Murashige (1976), quienes ufilizaron sales del medio MS
(Murashige-Skoog, 1962), adicionadas con 15 g/l de sacarosa, 110 g/l de manitol,
compuestos organicos de MS, 6 mg/l de ANA, 0-0.1 mg/]l de Cinetina y observaron la
reconstruccion de la pared celular ent un 85%, ademas de recobrarse el 35% de la capacidad
de la division celular. Sugirteron también que el método para modificar genéticamente a las
plantas a partir de protoplastos implica tres pasos: a) aislar los protoplastos de las células,
b) preparar el material genético que se incorporard al protoplasto y ¢) regenerar la ¢Clula y

llevarla hasta formar una planta.

Los protoplastos de girasol (Helianthus anmuus) se han wiilizado como modelo para realizar
estudios sobre ]a regeneracion de la pared celular v la organizacion de los microtubulos por
efecto de la agarosa (Caumont et al., 1997), el efecto de la presién atmosférica en la
division de los protoplastos (Barthou er af.,1997), asi como la influencia de tratamiento
eléctrico v la densidad de siembra sobre la capacidad de la proliferacién de protoplastos
(Keller ef ol. 1997} En protoplastos de Betula platvphylla var. japdnica se estudio el efecto
de los reguladores del crecimiento vegetal, densidad de siembra, niveles de nitrdgeno,
fosfato inorganico y pH sobre la division celular, la cual se incrementd con medio MS al
50%, adicionado con sacarosa 00 09M, ANA 1M v 4-pu 1uM (Wakita ef al., 1996) v en
haba se observd la regeneracién de plantas a paitic de protoplastos por efecto del
thidiazuron (Tegeder er al, 1995} Los protoplastos también han constituide un buen
material para obtener de ellos estructuras celulares como cromosomas (Szabados el ai.,
1981; Jouve & af,1991) o nicleos como se hizo en soya para el estudio de [a sintesis de

RNA ¢ incorporacién de aminodcidos (Ohyama er al, 1977)



Debide a que son céluias separadas, se pueden inducir mutaciones y después clonar lineas
celulares o bicn fusionar protoplastos de diferentes especies o unidades subcelulares que
pueden ulilizarse para liansferit parte del genoma vegetal entre especies distintas con
caracteres agrandmicos deseables; ello ha dado lugar al desarrollo de plantas genéticamente
modificadas como se ha realizado con naranja y uva (Ohgawara ef o/, 1989) y entre dos
especies del género Linmwm, utilizando Agrobacterium tumefaciens (Ling y Binding, 1997);
se han obtenido también hibiidos somdticos de Porcirus trifoliata con Fortunella hindsii,
especies que no se hibridan naturalmente (Miranda ef af., 1997) Otios dos géneros de
citricos de los que se han obtenido hibridos somatices son Microcitrus con Citrus (Vardi e¢
al., 1989). En la mayoria de los casos, se utiliza el material vegetal que tiene potencial pata

brindar caracteres o mejorar caracteristicas adquiridas.
Diversos factores importantes deben considerarse en la obtencion de protoplastos, ¢

la penetracién. de las enzimas que puede ser por la eliminacidn de la epidermis o por
infiltacion de la solucién enzimatica con el uso de vacio. Bl tratamiento enzimatico es un
paso fundamental, ya que de éste depende la liberacion de los protoplasios y para ello se
deben tomar en cuenta la naturaleza de las enzimas y su concentracidon. El pH y la
temperatura son factores que se deben considerar para que las enzimas funcionen de forma
dptima asi como la 1elacién enzima y la cantidad de tejido, generalmente 10 a 1 es

adecuada. Debido a la fragilidad osmética de los protoplastos se requiere de un



estabilizador osmoélico en las soluciones enzimalica, de lavade y medio de cultivo, por lo

que se han empleado diversos tipos de aziicar y CaClsy.

Fl medio de cultivo para protoplastos contiene niveles reducidos de compuestos
inotganicos, debido a que las células desnudas son mds eficientes en la toma de los
nutrimentos. El rendimiento y la viabilidad de los protoplastos estd estrechamente
relacionada con la fuente del matetial, tas condiciones cémo creci6 la planta y su edad

(Loyola, (990).

Para lograr la regeneiacion de plantas a partir de protoplastos, se requiere la formacion de
callo embriogénico; lo cual implica que se deben considerar la variacidn somatica, que se
refiere a la variacion propia entre los distintos tejidos del explante, va que es frecuente
encontrar diferentes niveles de ploidia en distintos tejides de una misma estructura vegetal
{Thomas v Davey, 1975) v la variacién somaclonal, que se¢ refiere a la variacion en un
misme tejido por efecto del cultivo in vitre que se hereda (Vazquez v Linacero, 1992). Esio
se ha demostrado por estudios microscdpicos en callos que presentan heterogeneidad
celular, provocada por factoies como el origen vy la edad de los cultivos y la composicién
del medio (Butcher e Ingram, 1976). Aungue la variacidn que puede ocurrit en los cultivos
puede considerarse como un impedimento para la clonacion, es posible tomar provecho de

ella para seleccionar caracterfsticas deseables que permitan el mejoramiento de las plantas

cultivadas como, por gjemplo, la resistencia a enfermedades
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PAPAYA
DESCRIPCION BOTANICA

La papaya (Carica papaya L.} es un miembro de la familia Caricaceae (Fig. 1), que consta
de cuatto géneros: Cylicomorpha, Jacaratia, Jarilla y Carica, todos ellos, a excepcibn de
Cylicomoarpha, son otiginarios de América tiopical Dentro del género Carica se ubican 22
especies, de las cuales C papaya e;s, la especie mds importante desde el punto de vista

econdmico {Badillo, 1993).

La planta de papaya es una herbacea perenne, de crecimiento rdpide, que puede alcanzar de
3 a 12 m de altura, con tallo generalmente Gnico, grueso, camnose, hueco, hasta de 20 cm de
diametro, marcado con cicatiices foliares grandes y numerosas, que remata en un grupo
denso de hojas grandes. Las hojas presentan limbo amplio, casi circular, profundamente
palmatinervas, palmatilobadas y los lobulos pinatifidos. Peciolos fistulosos de 50 a 70 cm

de largo (Badillo, 1993; Diaz- Luna v Lomeli-5encidn, 1997}

Las inflorescencias de 25 a 100 cm de largo pueden encontrarse en individuos monéicos
con flores pistiladas o estaminadas o bicn con flores hermafioditas, son cimoso-paniculadas
con numerosas flores de color blanco cremoso; las flores masculinas son pequefias con | a
1.5 ¢m de largo del ciliz. Las femeninas son flores sentadas, se presentan en niunero de 1 a

3, con 5 a 10 em de largo. El ovatio es mas o menos ovoide, uniloculat, hasta de 3 cm de



largo por 15 a 2 cm de ancho, los estigmas miden apioximadamente 1 cm, son
ramificados, cortos, a maneia de “comamenta de venado™ (Badillo, 1993).

El fruto es una baya ovoide-oblonga, piriforme o casi cilindrica, desde 2 a 10 cm de largo
por 1.5-6 ¢m de ancho, hasta muy grande cn cultivo. Es carnosa, jugosa, ranurada
tongitudinalinente en su pairte exterior, de color verde amarillento, amarille o anaranjado,
unitecular v de color amarille, anaranjade o rojiza al intericn con numerosas semillas
parictales. Las semillas son de color negio, redondeadas u ovoides y cnceriradas en un arilo
transparente  (sarcofesta  mucilaginosa); presenta la  esclerotesia con  numerosas
protuberancias irregularmente dentadas; los cotiledones son oveide-oblongos, aplanados y

de color blanco (Ochse ef al., 1976; Badillo, 1993, Diaz- Luna v Lomeli-Sencion, 1997).

C papaya no se conoee en sstado silvestie, aunque hay poblaciones que se escapan de
cultivo desde América Central hasta el Noreste de América del Sur; poblaciones con
plantas unisexuales, estaminadas o pistiladas, con fiutos pequefios v asférices, aromaticos:
que se cruzan con variedades culiivadas (Ledn, 1987)

En México, con respecto al tamafio, forma y apariencia del fruto se determinan tipos v
variedades, entendiendo como tipos aquellos materiales que no se manejan con polinizacidn
controlada, mieniras que lag variedades. tiemen un control de la polinizacion v
mejoramiento genético en general; se tiene: los tipo cera, covo ¥y mamey y las variedades

maradel y hawaiana (Beltran er ¢l , 1999)



REQUERIMIENTOS AMBIENTALES

Las regiones en donde se favoreve el desarrollo de papaya son aquellas que fienen
temperaturas medias altas, sin variaciones marcadas durante el afio, de tal forma que a lo
largo del dfa vatie entre los 21° y 33°C a la sombra, aunque puede soportar mas
temperatuta, siempie que cl suelo esté himedo y el aire no sea seco Las heladas vy las
temperaturas por abajo de 0°C matan a la planta inmediatamente; si las noches son fiescas
{menores de 16°C) y himedas, los frutos madwan lentamente. La altitud para que se
desarrolle mejor debe ser inferior a 1000 msnm, en los trépicos; sin embargo los mejores

fiutos se obtienen a los 400 msnm o menos.

El papayo requiere de uniformidad en la cantidad de agua en el suelo, pues bajo esta
condicién la planta se encontrard en constante crecimiento y produccion dwante todo el
afio. El cultivo prospera en lugares donde las precipitaciones son de 1 500 a 2 000 mm; si
la precipitacién es menor o la sequia se prolonga, se requeritd de riego; asi una estacién de
lluvias de 6 a § meses es la condicidn ideal pata el cultivo. Cuando se aplica el riego, deben
cuidarse los excesos, pues cuando la raiz permanece inundada por mds de 48 horas, sufte

dafios tales que pueden causar la muerte de la plania.

Los suelos para ¢l cultivo deben ser ligeros, permeables y ricos en humus, tipo aluvion;
pero puede tolerar cualquier clase de suelo siempre v cuando no esté demasiade seco ni mal

drenado {Pacheco, 1972, Ochse er af , 1976; Santos de la Rosa, 1993).



CULTIVO

De acuerdo con Védzquez y colaboradores (1974), el cultivo productivo de papaye puede
iniciarse con semiflas que pueden comprarse en el mercado o bien, seleccionarlas de plantas
sanas y vigorosas de sexo femenine o hermafrodita, con buena produccion y porte bajo, asi
como uniformidad en el tamafio del fruto; los frutos seleccionados deben estar bien
desarrollados, sanos y bien formados, la cdscara lisa, con color anaranjado o amarillo, cen
pulpa firme, gruesa y dulce. La semilla se extrae y se remueve la sarcotesta {cubierta
uanslicida gelatinosa que cubre a la semilla) una vez seca al sol, se trata con insecticidas y

fungicidas para almacenatse en bolsas de papel en un [ugar seco v fresco.

La siembia sc realiza en semilleros, para los que se recomienda tierra desinfectada de
textura franca. Los riegos deben ser ligeros pero manteniendo la humedad necesaria para la
cmergencia uniforme de las plantulas, las cuales al alcanzar de 10 a 15 om de altura podran

trasplantarse a su lugar definitivo.

El terreno para el trasplante definitivo se prepara con anticipacion y se cavan cepas con
distancias segin la densidad de plantacion que se desee. Una vez realizado el trasplante se
riega para asentai el suelo. Cuando tas plantas florecen se lieva a cabo la distribucion de los
sexos en una proporcion de una masculina por 10 a 15 femeninas {Pacheco, 1973). Para el
desarrollo dptimo de las plantas se debe fertilizar segin las necesidades y ¢l tipo de riego
del que se disponga. El cultivo debe mantenerse libre de plantas arvenses (malas hierbas)

para evitar plagas y enfermedades (Beltran et af , 1999).

9



ORIGEN Y DISTRIBUCION

Autores como Storey (1979} v Purseglobe (1968, En: Litz, 1984) ubican el origen dec esta
planta en la parte norte de América Central, Badille (1993} indica como punto de
procedencia el sur de México y Pacheco (1973) agrega Costa Rica a los anteriores. Esta
informacion nos permite pensar que el origen pudo ser desde el sur de México hasta Costa
Rica en América Central, aunque Macko (1959, En: Ludlow-Wiechers, 1981) puntualiza
que ¢l polen de papaya se ha registrado en el Mioceno thace 25 000 000 de afios) de

Palonia.

Oviedo, historiador de la conquista de Méxice, menciona que durante la Colonia se Hevaron
sermillas a Panama y Santo Domingo, después a Manila v que, a mediados del siglo XVI, el
papayo se extendid rdpidamente a Mélaga, Espafia y 2 la India, de tal forma que en el siglo
XVII ya era muy conocide en el mundo. Actualmente su cultivo se distribuye en todas las
zonas intertropicales, en paises como Cuba, Brasil, Colombia; Argentina, Nicaragua,
Venezuela, Ecuador, Puerto Rico, China, Japdn, India, Ceilan, Filipinas, el Archipielago
Malayo, Estados Unidos (Hawai vy Florida), Jamaica y algunos paises afiicanos {(Pacheco,
1973; Litz, 1984; Badillo,1993; Beltan et «f , 1999}, De todos, Biasil ¢s el mayor productor
de este frutal aportando ahededor del 36% del total mundial [ASERCA (Apovos y

Servicios a la Comercializacion Agropecuaria), 1999].

[MPORTANCIA

El papayo presenta una distribucion amplia e interés econdmico debido a que como culiivo

se adapta facilmente, ademds de que presenta rdpida capacidad para producir frutos. En



Furopa y Estados Unidos la demanda de papaya es alta, sin embargo en Europa, sc
encuentra poco en el mercado pues la calidad que se exige es alta asi como su precio

(Pacheco, 1973; Foltran ef al., 1993).

CONSUMO Y UTILIZACION DE LA PAPAYA

El fiuto se consume fresco, en bebidas y en conserva como: mermelada, trozos en jarabe,
fruta cristalizada, encurtidos y pulpa seca dulce. Del fruto inmaduro se extrae papaina, que
es una enzima proteolitica similar en su accién a la pepsina y la tripsina, la papaina se
utiliza en medicina ¥ en la industria alimentaria, pot ¢jemplo como aclarador de cerveza.
Los tallos ¥ las hojas se utilizan para extraer carpaina (estimulante cardiaco) y también se
utiliza de forma medicinal para el tratamiento de hemorroides, incordios (tumores) y
enfermedades de los ojos; la raiz se utiliza para aliviar erupciones de la piel, ademas de que
se pueden cocinar preparadas como legumbres y el jugo se puede ufilizar como

antihelmintico, para ta dispepsia v la Glcera (Del Ame, 1980; Beltran e of , 1999),

En México el consumo de papaya es principalmente como fouto fresco y s6lo un pequefio
porcentaje de la produccidn se utiliza en la industria para la elaboracién de néctates y
dulces (Santos de la Rosa, 1993). Cabe sefialar que la fiuta tiene un contenido de 86% de
agua y 12.8% de carbohidratos, se considera que es una buena fuente de provitamina A, asi
como de una cantidad elevada de vitamina C (Litz, 1984); también conticne minerales
coma Ca, P, Fe, Mg, K, Na y Zn (Muiioz de Chédvez, 1996) y aminodcidos como tiiptofano,

lisina ¥ metionina (Beltran ef af ,1999).



Figura 1 - Planta de papayo

Figura 2.- Hoja mostrando manchas causadas por el virus de la mancha anular de la papaya




Por las ventajas que iepresenta el consumo de papaya y la diversidad de sus usos, el
consumo nacional per cdpita pot afio ha crecido en gran escala dwrante los altimos afios;
para efectos de comparacion, de 1990 a 1997 el consumo se inctemento de 3.012 Kg a
5 842 Kg, lo que representa casi 94%, aunque ha presentado altibajos como en 1993, afio de

menor consumo (Beliran e; af , 1999).

PRODUCCION

En México, los tipos y variedades mds comercializados son: cera, mamey v la variedad
maradol Sin hacer la diferencia entre tipos y variedades, en 1973, el papayo se cultivaba en
28 estados de las 5 zonas fruticolas, pero hacia 1998 la produccion recay6 principalmente
en los estados costeros, siendo el mayor productor Vetacruz con 11 906 Ha cosechadas
(SAGAR, 1998; Diaz- Luna v Lomeli-Sencidn, 1997). Esta zona productora de Veracruz se
localiza principalmente en el centro y sur del estado, comprendiende 10 municipios en

total,

ENFERMEDADES

El papayo es un cultive que puede ser atacado por diferentes plagas como insectos o dcaros,
nematodos, hongos y virus. asi como presentar deficiencias por nutrimentos. Exceptuando
las enfermedades virales, todas pueden ser criadicadas ¢ controladas por medios fisicos o

quirmicos.

Los virus que atacan al papayo son: Bunchy-top (cogollo artepellado), el mosaico, la

variegacion amarilla v el virus de la mancha anular {fig. 2) que es el mas importante

-

(Pacheco, 1973).



El virus de |a nrancha anular del papaye (VMARP) es ta principal enfermedad que enfrenta el
cultivo. Como su nombre lo indica se presenta como manchas en forma de anillo de color
amartille en fodos los drganos de Ia planta (Fig. 2), causando en el fruto reduccidn en su
calidad; las hojas se tornan amarillas, se secan y caen muriendo toda fa planta (Santos de la
Rosa, 1993). El dafio puede ser tal que se llega a ocasionar pérdida total de la cosecha;
cuando logra producir fivos son de baja calidad y poco atractives para el consumo fiesco
En la mayor parle de las regiones productoras del Sureste de México, ¢l 90% de las plantas
mueren en menos de un afio por esta enfermedad (Moa-Aguilera ef of., 1993; 1996); ésta se
transmite por diferentes especies de dfidos en forma no persistente v su dispersion depende
principalmente de los factores bidticos y abidticos que mfluyen en la presencia de los

msectos vectoies

Para contrarrestar la enfermedad que causa el virus de la mancha anular, se han sugerido
diferentes métodos que se pueden aplicar en el campe (Mora-Aguilera ef al., 1993; Santos
de la Rosa, 1993) como son:

e Corte y quema de las plantas infectadas.

¢ Siembra de planiaciones nuevas alejadas de las enfermas

s Elirninacion periddica de a maleza, tanto adentro como alrededor de la plantacion.

e Siembra de surcos de otro cultivo como maiz ¢ jamaica que sirva como bariera

protectors & las plantas de papayo.
s Aplicacion de aceites vegetales,

¢ Incremento en la densidad de poblacién a 2 200 plantas por hectérea.



+ Cruzas de protcccion con tazas benignas de VMAP de Hawai
Ademas Mora-Aguilera y colaboradores (1996} después de r1ealizar un estudio de
comparacién multivariada del desarrollo epidémico del virus de la mancha anular de
papaya, sugiere que para reducir la incidencia del mismo, se tiasplante en febrero ¥ junio
como alternativa a los trasplantes de abrit ¥ mayo que practican los agricultores en la parte

cential de Veracruz,

A pesar de todas las sugetencias no se ha logrado en Meéxico un control satisfactorio del
VMAP y menos ann su erradicacién Para lograrlo se requiere de introducir genes que
confieran resistencia de la planta a la enfermedad, con métodos tiansgénicos en los que se

pueden utilizar protoplastos como modelo de estudio

TRABAJOS DE CULTIVO IV VITRO

Se han realizado diferentes estudios de laboralorio encarninados a la solucion del problema
del VMAP. Entre ellos estdn los realizados por Litz y Conover (1978) quienes, a partir de
una coleccidn de germoplasma de papaya, se propusieron realizar la propagacion clonal de
plantas 1esistentes a la enfermedad; asi se tomo al cultivo de tejidos como una buena
aliernativa para explotar esta posibilidad. Contaban con el antecedente de que por este
miétodo se habian 1egenerado plantas de callos derivados de peciolos o de callos producidos
a partit de plantuias, en medios de cultivo adicionados con cinetina y AIA (De Bruijne et o/,
1974; Mehdi ¥ Hogan, 1976, En: Litz v Conover, 1978) por lo que propagaton papaya
utilizando el biote apical de plantas maduras crecidas en campe, adicionando al medio de
cultiva ANA y BAP. Después los mismos autores (1981 a), enconiraron que los cultivos in

wire de brotes apicales de papayas ciecidas cn ¢l campo, se ven afectados por la estacion

15



del afio en que se colectan, el sexo de la planta y el grado de contaminacidn por bacterias
que presente el cultivo en el campo; las mejores condiciones ocurren cuando se colectan los
brotes de plantas estaminadas y con poca contaminacion {problema constante con
Pseudpmonas) durante el verano. En el mismo aiio, Litz ¥ Conover {1981b) también
cultivaron 6vulos inmaduros de plantas de papaya fecundados con polen de C. coudiffora y
lograron obtener embriones somaticos in virre con alta efectividad. Continuando con sus
investigaciones, Litz v Conover (1983} mejoraron el método de produccidn de embriones
somdticos a partit de Svulos, empleando medie liquido para el cultivo. También,
relacionaron la mayor produccidn de embiiones con  fiutos piriformes de plantas
hermafioditas, encontrando que en las plantulas que se desatrollan se observa variabilidad
fenotipica considerable, su establecimiemto es dificil, debido probablemente a
anormalidades inducidas durante el cultivo de tejidos. Litz (1986 b), ptecondiciona los
cultivos en suspension de Carica con altas concentracionss de marnitol para incrementar la

eficiencia de los cultivos en la produccién de embriones soraticos.

Hacia la década de los 90, la eficiencia de produccion de embriones sométicos mejord al
cultivar embriones inmaduros aislados de los tejidos ovulares y suplementar el medio MS
con 2,4-D ¥ también se obtuvieron resultados positives empleando cxplaties de diferentes

estructuras de plantulas (Fitch y Manshardt, 1990; Fitch, 1993; Fitch, 1995).

Una vez que se establecieron métodos de piopagacién mediante embricgénesis somdtica, se
requirid e establecer métodos pata el mejoramiento genético de fa especie. Bhojwani v
Cocking, (1972), en la bisqueda de la posibilidad de manipular genéticamente células
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vegetales y la posterior regeneracion de plantas, propusieton el emplec de protoplastos para
encontiar nuevos genotipos de interés agrondmico.

ANTECEDENTES

Con el fin de inducir mutaciones que permitieran logtar la obtencion de tolerancia al
VMAP, Alamgit y Rahman (1991), en Bangladesh, expusieton semillas de papaya a
radiacion gamma Con 50 rads encoptraron 93.1% de germinacién, mientras que la
exposicion a 100, 500 y 5000 rads produjo plantas maés altas y con la base del tallo mds
ancho; el nimero de plantas femeninas se incrementé con 10 000 rads v los frutes maés
grandes los obluvieron con las gue se trataron con 100 1ads. Martinez-Catdenas v
colaboradores (1992), con el objetivo de inducit mutaciones para detectar mutantes
tolerantes o resistentes al VMAP, iiradiaron semillas de papaya tipo cera y durante la
germinacion detectaron la dosis letal en 3 krads; las plantas sobrevivientes de los lotes
tratados fueron mds altas y tuvieron mayor atea foliar que las plantas testigo. No obstante
que observaron quimetas en las hojas, argumentaron gque el vigor de la planta podria

mejorarse con este atamiento.

El hecho de observar quimetas en las hojas, sugirié que fa radiaciéon gamma induce
mutaciones distintas en los tejidos ¥ gue si alguna mutacién hubiera sido favorable a la
planta, no se podria fijar, ya que la hoja es una estructura de la planta que se pierde a laigo
plazo, por lo que se planted que fa obtencién de protoplastos de tejidos irradiados permilitia
la deteccion de lineas celulares con caracteres que pudieran mejorar a la papaya, o bien
utilizar tejidos no inradiados, con los que se pudieran realizar hibridaciones somaticas con

especies que tuvieran la resistencia natural al VMATP.
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Fn el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad Auténoma Metropolitana, se ha
cultivado in virro la papaya, para la cual se ha lograde la produccién de embriones
somaticos y androgenéticos (datos no publicados). Con el proposito de seleccionar lineas
tolerantes o resistentes a enfermedades se inicid la imvestigacidn que conduzca a la
obtencion de protoplastos de hoja de papaya, debido a las posibilidades que estas células

ofrceen.

Se han realizado escasos estudios que involucran el cultivo de protoplastos de papaya, Litz
(1984 y1986a), describid escuetamente un método realizado por Conover para cultivar
protoplastos de cotiledon y aunque obtuvo protoplastos, al final indica que los cultivos no

prosperaron, Este método es relativamente sencillo y susceptible de mejorarse.

Mas tarde, Chen v colaboradotes {1991} v Chen y Chen (1992), iealizaton estudios para
madurar embriones de O papava x C cauliffora v lograron regenerar plantas de embriones
somdticos cultivando cmbiiones inmaduros de un hibiido; posteriormente de esos
embriones somatices cultivados i vifro, se obtuvieron protoplastos y a partir de ellos se

regeneraron plantas.

JUSTIFICACION

El cultivo de protoplastos es una alternativa viable en la obtencidn de lineas celulares, con
las que se puedan seleccionar aquellas que presenten resistencia a enfermedades viales y
también para realizar hibridacidn somatica, en aquellas especies incompatibles y donde los
métodos de fitomejoramiento tradicional sean limitados. Por ello es preciso realizar
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estudios en esle campo, sobre lodo en plantas de Umportancia econdmica que presentan
enfermedades virales que sélo pueden ser contrarrestadas por la manipulacion genética.
Como es ¢l caso de la papaya, planta cultivada de gran importancia econdmica, cuyo
problenta principal la enfermedad del VMAP La aplicacion del cultivo de protoplastos de
papaya repiesenta una herramienta muy valiosa para mejorar a cantidad y calidad de este

frutal, es por cllo, que en la presente investigacion se plantearon los siguientes objetivos.

OBJETIVO GENERAL

Establecer el método adecuada que permita aislar protoplastos de papaya tomando como

base el método descrito por Litz (1984 y1986 a).

OBJETIV(OS PARTICULARES
Determinar ¢l explante del cual se puedan obtener protoplastos ficilmente, ya sean

cotiledones u hojas jovenes de plantas de dos aiios de edad.

Establecer un pretratamiento que permita obtener protoplastos en mejor cantidad y buenas

condiciones, con reguladores det ciecimiento vegetal o hipotérmico con ohscuridad.

Deteminat ei medic nutritivo en el que pueda prosperar el cultivo de los protoplastos, el

Murashige-Skoog (MS)modificado o el K3
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METODO
Para establecer el método de praduccion y culiive de protoplastos se toméd como base el
procedimiento utilizado pot Litz (1984, 1980a), (cnadia 1) el cual se modificd con base en

los resultados que se fueron obteniendo

Se probd cada una de las etapas con experimentos que permitieran encontrar la mejor
condicion, desde la obtencidn del explante hasta el cuftivo exitose. Asi, el trabajo se dividid
en tres fases:

» La primera se disefié pensando en dar un pretratamiento al explante que indujera a
la mayor produceién de pirotoplastos con la utilizacién de 1epuladoies del
crecimiento vegetal

e En {a segunda fase s¢ probé la adicion al medio de cultivo de los compuestos
requeridos, tales como 1a caseina v uno guimnicamente no definido como es el agua
de caco.

¢ La tercera fase cousistié en probar un pretratamiento hipotérmico v dos foriviulas de
medios de culiivo, el K3 v uno que resultd de lag modificaciones realizadas, al que

se Hamd MS-MC. A continuacién se describe cada una de las fases.

PRIMERA FASE

PRETRATAMIENTO CON REGULADORES DEL CRECIMIENTC

Se disefié un experimento que peimitiera evaluar la accion de la BAP (en una concentracion
constante de 5mg/1) en combinacion con cada una de las signientes auxinas, ANA, AIA y2-

4.1, éstas en diferentes concentraciones: ¢.01, 0 1, 1,3 v 5 mg/l. Cada pat



Cuadro 1, Método para cultivo de protoplastos de papaya, Tomado de Litz (1984, 1936a)

A) Obtencion de las plantulas
Las semillas de papava S¢ germinan en vna mezcla libre de suelo en una camara de crecimiento con
foropetiodo de 16 h, 25°C, con riego y fertilizacion
b) Oblencion del Explante y Pretratamiento

Los cotiledones se cosechan 4-8 dias después de lu germinacion y se sumergen en una solucidn que contiene:

NH;NGO; ImM y Ca Cl; 2H,0 1mM con BAP 22 pM ( Smg/l) ¥ ANA 5 4 uM (Imgfl), en la obscaridad, por

1.5-2 § dias.

¢) Enjuague

Desinfectar los cotiledones durante 5 min en clorox 5% (v/v) con 1-2 gotas dc Tween 20, quitar las venas

medias y cortar 1a limina on tiras de 1mm, lavarlas en una solucion MS 25% con CaCly2H,O 3mM, Manitol |

03 mM y Caseina 500 mgf por § b bajo luz tenue

d) Tratamiento Enzimatico

La solucién de cnjuague se reemplaza por una mezcla enzimatica que consiste en MS 25% con CaCl; 2H,0
3mM, Caseina 500mg/l, Garramicina 200mg/l, Teuaciclina 22.5mM, Ampicilina 1 imM, Manitol 0.3M,
Macerocima 0.5% y Celulasa 15 % {ambas enzimas de Kinki YakultMfg.Co.) El tejido del cotiledon se
infiltia al vacio con la mezcla enzimdtica y se incuba en la obscuridad ¢n un agitador rotatorio por 4 ha 40

Tpm

e) Aig ato de los protoplastos
Los protoplastes sc aislan pasando a avés de un filtro con poro de 63 pM vy se ceatrifugan a 70-8¢ g por 3

mitl, se remueve el sobrenzdante con solucidn de enjuague Repetir 2-3 veces.

1) Siembra

L os protoplastos se resuspenden en medio de cultive que conilene mactosales de MS 25%, excepto NILNO;,
CaCly ZH,O0 3mM, caseinz 500mg/l, wanitol 0.3M, microsales M3, FeEDTA 25%, orginicos de MS,
Glutamina 2 7mM, agua de coco 10%, sacarosa 58.4mM y NHyNO; 5mM a densidades de 1-2 x 10 ;
srotoplastos'ml, plaqueados en capa delgada l{iquida en caja de Peui a densidades de 5 x 10 %1 x10°

protoplastos/ ml




de reguladores del crecimiento vegetal se prepard en una solucidn que contenia NHyNO;
ImM ¥ CaCly2H:0 1mM como preteatamiento, con el fin de determinar la proporcion de
BAP: Auxina mds adecuada. Los explantes utilizados inicialmente fueron cotiledones de
pléntulas de seis dias de haber emergido, se pretrataron durante 48 h con las combinaciones
de BAP/ANA, se enjuagaron como lo indica el método tomado como base y se llevaron al
tiatamiento enzimético para contar el nimeic de protoplastos que se producian. Con este

tipo de explante se realizaron tres experimentos

Posteriormente se ufilizaron las ldminas de hojas jévenes cxtendidas totalmente, de plantas
maduras (dos aflos de edad) de C. papaya tipo cera, caltivadas en inveinadero (en la cindad
de México). Se cligio este tipo agrondmico porque es el que se cultiva en mayor cantidad en

ei Estado de Veracruz, que es el que tiene la produccion mds alta en el pais.

De las hojas, se tomaron porciones de 1g aproximadamente v se colocarcn en 10 ml de la
sofucidn de pretratamiento en ia que permanecieron por 43 h en obscuridad a 25°C. Se
inicid con la seric BAP/ANA, debido a que son los reguladores del crecimiento que se
sugieten en el método tomado come base y posteriormente se probaron otras dos auxinas
para detetminar si se mejoraban los resultados. Para los pretratamientos con AIA y 2,4-D se
1ealizaron seis tepeficiones y para el pretratamiento con ANA se hicieion ocho repeticiones;
la diterencia ¢n el nimero de repeticiones se debid a la cantidad de material de que se

disponia. bn cada repeticidn se utilizd una hoja de una planta distinta



Una vez que transcurrieron las 48 h del pretratamiento, los explantes se colocaron en la
solucidn de enjuague de Litz (1986a) dwante lh, agitando a 40 rpm y, dado que no se
indicaba ja temperatura, esta se fijé a 30°C; como se indica gue la luz sea tenue, se

colocaron bajo luz indirecta de lamparas fluorescentes

Posteriormente, los explantes pata su tratamiento enzimitico se celeocaion en la solucidon
con las sales de MS como Litz (1986a) describe Las enzimas que empleo el autor eran
mezclas enzimdticas, como la macerocima, asi que se sustituyeron por aquellas que estan
involucradas especificamente en la degradacion de los componentes de la ldmina media y 1a
pated celular, las enzimas que se utilizaton fueron Pectinasa (Sigma P4300) al 1.5% v
Celulasa (Sigma C0901) al 2.5%. Los explantes se incubaron a 37 °C durante 4h, los tubos
que los contenian se agitaron manualmente de manera suave para homogenizar vy de ellos
se tomé una alicuota de 0.1jam’ cada 30 min. El nimero de protoplastos que se producian,
se determind con ayuda del mictoscopio Optice y la cdmara de Neubauer (Mérquez-

Guzman, 1991),

Se realizo un andlisis multivariado para mediciones repetidas (MANOVA), debido a que las
muesiras que se tomaron para contar los protoplastos, fueron para cada uno de les tiempos
de un mismo tubo; esta condicidn hace que los datos subsecuentes tengan dependencia con
el anterior. En este andlisis, los factores bajo estudic fueron las 3 auxinas, sus 5
concentraciones v las mediciones iepetidas representan las fecturas en los 9 diferentes
tiempos. De acuerdo con el MANQVA a tiavés del estadistico A de Wilks se calculd la

probabilidad de rechazo de la hipdtesis nula { Mifliken y Johnson, 1984},
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SEGUNDA FASE
PREPARACION DE UN MEDIO DE CULTIVO ESTABLE

Una vez que los experimentos anteriores permitieron conocer la mejotr combinacion de
reguladores del crecimiento vegetal, sc procedié a realizar modificaciones al medio de
cultivo MS meodificado (Litz,1986a) anexo 1. se desinfectaron los explantes favandolos
cuidadosamente con detergente, se enjuagaron con agua destilada esterilizada, se
stmetgieron en una solucidn de cloto comercial al 10% por 10 min, en seguida se realizé
desde el pren‘atamientol hasta la siembra. A la solucién enzimdtica, esta vez afiadida con
Hemicelulasa (Sigma H 2125) 1.5%; se esterilizd por liltracién con un filtro estéril de
0 22p (Millipore), para no desnaturalizar & las enzimas y evitar que perdieran su actividad.
Los explantes permanecieron en esta solucidn por 4h a 30°C bajo luz indirecta con

lamparas fluorescentes,

Para lavar la solucién enzimdtica, se filtrd por una malla de 60y, se centrifugd por 5 min a
70 g, cambiando fa solucidon enzimética por la de enjuague, s¢ cnjuagd en dos ocasiones y

se tomo la parle superficial del sobrenadante para sembrar en una densidad de 1X10°

protoplastos/ml en 5 ml de medio de cultivo

Para el medio de cultivo, dade que Litz (1986 a) no especifica el tipo de caseina, Ias
soluciones mutritivas que debian contenecla, se prepararon con caseina no hidrolizada vy se

realizaron diferentes ensayos modificando el pH en un intervalo de 5.8 a 6.5. En otio

experimento se agregd peptona de caseina.
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El agua de coco 10% viv, que se obtuvo ditectamente del fruto v después se mantuvo cn
ebullicion durante 20 min, se filttd ¥ se guardd en congelacion hasta su utilizacion Al
medio de cultivo se le ajustd el pH a 5.8 y s adiciond con 2% de agar para hacerlo mds
eslable (Thomas y Davey, 1975). Todas las soluciones que no contenian enzimas se

esterilizaron en autoclave.

TERCERA FASE
PRETRATAMIENTO HIPOTERMICO Y CULTIVO

Se¢ utilizaron como explantes hojas jovenes de planta tipe cera, de 2 afios de edad,
desarrolladas cn campo, en ¢l Rancho “La Bandera”, Actopan, Ver. de la Universidad
Veractuzana y en Zanatepec, Oax. Las hojas se cortaron en el lugar al medio dia, se
guardaron en bolsas de plastico para su transportacién y se colocaron en hielo para evitar
que se desecaran; se mantuvieron en reftigeracién por 4 dias a 7°C en obscuridad,
condiciones que sirvieron come prefratamiento hipotérmico, que se inicid desde el

mamento del corte hasta la exposicion al tratamiento enzimético.

Para combatir la contaminacion se decidid ser mas agresivo en el método de desinfeccion,
por lo que los explantes se desinfectaron ¢omo lo sugieren Fisher y Hain {1995} en su
trabajo con tabaco y solo se modificaron los tiempos: los explantes se lavaron con agua
destilada esterilizada, después se colocaron en una solucion de etanol al 70% por 10 min, se
enjuagaron v se desinfectaron con 0.6% de cloro activo {(a partir de cloro comercial), se
enjuagaron con agua destilada csterilizada v después se llevaron al tratamiento enziméatico

directamente. La solucion enzimatica sc adiciond con penicilina 2.0 mM (sustituyendo a la
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garamicina o gentamicina y a la tetraciclina sugeridas en el método de Litz, 1986 a),

ampicilina 1.1mM vy se procedio a los lavados con centrifugacion

Se tomd la porcion superficial del sobrenadante con una pipeta Pasteur pata hacer los
lavados y postertormente la siembra en el medio de cultivo, se realizaton cuatro
repeticiones, para cada una de ellas se piepararon ocho tubos y de cada tubo se toraron dos
alicuotas para cuantificar los protoplastos que se habian conservade después de la

centrifugacion.

Se determing el mimero de protoplastos viables en la suspension utilizando la tincién con

FDA (Sigma F-1397) de la siguiente manera (Langis y Steponkus, 19%0):

De Ia solucién madre de FDA (7.2x107°M en acetona), se tomaron Sul que se agregaron a
950 pl de suspensién de protoplastos. Se incubaron por 10 min a 20°C. La concentracién

final de acetona fue de 0.5% v/v

Para determinar la proporcién de protoplastos viables, se cuantificd en un microscopio de
fluorescencia y se contd el nimero de éstos que presentaron color amarillo fluorescente de

100 células en total en 10 prepaiaciones distintas.

Para el cultivo se utilizd el medio MS (1962), al que se te agregd Hidiolizado Enzimatico
de Caseilna (Sigma C-7290) 500 mg/l, se suprimic el agua de coco y se adiciond BAP 0.2

mg/l y ANA 02 mg/l por sugerencia de la Tha. Emuma Mordn (comunicacion petsonal).
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Dado que este medio resulta ser distinto del MS modificado por Litz (1986 a), a ¢ste medio

se le llamo MS-MC

También s¢ probo el medio K3 (Napy v Maliga, {976, En: Fisher y Hain, 1995), debido a

gue es un medic de cultivo para protoplastos (anexo ), ¢l pH se ajusté a 5.8.

Se sembré en cajas de petri con una densidad de 32.7 X 10° protoplastos/ml. Para cada uno
de’ los medios de cultivo utilizados se sembraron 5 cajas de petti selladas con papel
parafilm, Se mantuvieton en una cdmara de crecimiento con luz tenue a 25°C y se les dio
seguimiento cuantificando la poblacién cada semana durante 3 semanas; las cajas con

cultive se observaron al microscopio de luz invertido.

RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA FASE

Al utilizar cotiledones como explante para la obtencidn de protoplastos, se ohservd que el
tejido que forma la ldmina presentaba un aspecto flicido después del pretratamiento v en
ningune de los casos se observaron protoplastos durante el tratamiento enzimatico, por lo
que se procedid a cambiar el cotiledén por hoja, dado que los tejidos de ésta son menos

delicados.

Los tesultados obtenidos con cada combinacidn de reguladores empleando explantes de
hoja s¢ muestran en la grafica : en la combinacién BAP/ANA (grafica 1), la propoicion
3:0 01 mg/l fue en la que se produjo la menor cantidad de protoplastos con una diferencia no
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significativa {p<0.0001) a partii de los 30 min y hasta el final del experimento. Se observd
un comportamiento similar al anterior en la propercion 5:0.1mg/l, pero con mayor
produceién de protoplastos Las concentraciones 5:1, 5:3 vy 5:5 produjeron cantidades de
protoplastos semejantes entre si, de los 90 a 150 min. Sin embargo, a partit de los 180 min
los explantes con pretratamiento de 5:1mg/l produjo mayor nimero de protoplastos hasta
los 240 min, probablemente por eso es la proporcién de la combinacion BAP/ANA que Litz

(1986 a) utilizd.

[.a combinacién de BAP/ATIA como fitoreguladotes permitio la obtencion de un nlimero
mucho mayor de protoplastos con una diferencia significativa con respecic a BAP/ANA
(p<0.001), ya que st se comparan las escalas de las grificas | y 2, la escala de la segunda
supeta a la primera en un orden de magnitud. Todos los puntos de las curvas para las cinco
concentraciones de AIA se encuentian por amiba del mtumero de protoplastos que se
produjeron a los 240 min de tratamisnto .enzimético, de aquellos que se pretrataron con

BAP/ANA 5:1mg/l.

En la grafica 2, se observa que la combinacian BAP/ATA 5:5 mg/l, es la que produjo un
nimero superior de protoplastos a partir de los 30 min de pretratamiento enzimdtico y
aumentd hasta los 240 min, con una disminucién a los 150 min que se 1ecuperd
posteriormente. La diferencia que presentd este lote comparado con los otios de la misma
combinacidn resulta significativa (p<0.0001), incluso la proporcidn 5:3, que es [as mds

cereand.



(héfica 1: Produceion de protoplasios durante ] hatamiento enzimatice, pretratados con BAP y ANA
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Griafica 2: Produccion de protoplastos duranlte el wratamiento enzimdtico, pretratados con BAP y AJA
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Grafica 3: Produccién de protoplastos dwrante el tratamiente enzimético, pretzatados con BAP y 2.4-D
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En la disminucién gue se obscrvé a los 150 min para la proporcidn 5:5 | la produccion de
protoplastos se aceirca g la de la proporeidn 5:3 para cl mismo ticmpo dnicamenie €n ese

punto, las dos propotciones no presentan diferencia significativa (p = 0.1288).

Con respecte a la combinacién BAP/2,4-D (grafica 3), las curvas correspondientes a cada
una de las diferentes concentraciones de 2,4-D aumentan de los 30 a los 60 min, las
concentraciones de 5:5 y 5:3 superan significativamente (p = 0.0067) lo que se obtuvo a los
240 min con los mejores pretratamientos de BAP/ANA, pero el mayor ndmeto de
protaplastos producido a los 60 min con la combinacién BAP/24-D 5:5mg/l, es

significativamente inferior (p<0.0001) al producido por 1a combinacion BAF/AIA 5:5.

Se puede observar que con las diferentes concentraciones de la combinacién BAP/2,4-D, el
namero de protoplastos producido se mantuvo estable en promedio entre los 60 y 180 min y
posteriormente disminuyd hasta 0 a los 240 min Posiblemente esto haya sido como efecto
del 2,4-D) gue en concentraciones bajas actila como fitoregulador, pero en algunos casas es
toxico paia las células vepetales y en concentraciones altas, se puede utilizar como
herbicida (Salisbury y Ross, 1994); el efecto de regulador del crecimiento vegetal o cl de
hetbicida depende de la especie (Smith, 1977). Resulta evidente que pudo ocurtir un efecto

1oxico para los protoplastos de papaya, pues en todos los casos el tesultado fue el mismo

Los resultades arojados por el MANOVA nos indican también que al comparar la
praduccion de protoplastos es significativamente diferente (p<0.0001) entre las auxinas

utilizadas; lo mismo ocurié entre fas concentraciones consideradas de manera global, asi
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como con la interaceion auxina®concentracion es decir, gque la produccion de protoplastos

debida a la congentracidn difiere entre auxinas.

La produccién de protoplastos tomados de forma global, resulta significativamente
diferente (p<0 0001) tomando en cuenta la interaccién que existe entre tiempe y auxinas,
esto es que, la variacion en la produccion de protoplastos debida al tiempo difiere entre las

auxinas, tanto como para las concentraciones

SEGUNDA FASE
Durante la preparacidn de los medios nufiitivos se observd que al esterilizar en autoclave en

el que contenia caseina, ésta se precipitaba.

De los cuatro expelimentos que se realizaron se obtuvo lo siguiente:

1. El pH del medio se ajustd inicialmente a 5.8 y después de esterilizarse disminuyé a
5.0 v la cassina precipitd. Posiblemente debido a la acidificacion del medio de
cultivo, ya que la caseina es una fosfoproteina que en solucion salina se precipita
por acidos y se disuelve por la accion del carbonato o el hidroxido de sodio {Adian

erel, 1980)

2. Con base en o anterior se elevé el pH a 6.5 pata evitar que la caseina se precipitara
al esterilizarse en autoclave; no obslante, volvio a ocurrir la precipitacion y el pH
baje a 5.7 Como también sefialan Adrian y colaboradores (1981), es posible que la
caseina también precipite por accion de la presion o que el punfo isoeléctrico de [a
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profeina varie por las diferencias de temperatura; el puntlo isoeléctiico para la
caseina es de 4.7 entre los 25° y los 40°C (White ef «l,,1983), mas precisamente 4 6
a 20°C (Cabe hacer notar que el punto isolcctrico de una proteina equivale al pH en
el cual la proteina se encuentta eléctricamente neutra y que cuando se encuentta en
solucidn pierde la atraccion idnica que la mantiene suspendida en la solucién y

precipita).

Se prepard nuevamente medio de cultivo, esta vez sin caseina y resulté un medio
con aspecto transparentc. Se sembrd siguiendo el método descrito; los explantes de
hoja se desinfectaron con una solucién de cloto comeicial que tenia una
concentracion final de 6% de cloro activo por 10 min, se enjuagaron con agua
destilada estéril después del pretiatamiento y a la solucidn enzimatica se le agregd
Antifun y Antibac (Microlab) como fungicida y bactericida respectivamente, cada
une al 10%. A pesar de eflo todos los explantes sembrados presentaron

contaminacion.

Se repitio la siembra, cuidando ain mas la asepsia, ademas se adiciond Peptona de
Caseina, que también precipitd. La peptona es un producto obtenido de una
degradacion enzimatica que permite la solubilizacién de productos protéicos, se
oblienc como resultado de la accidn de la pepsina o de la pancreatina, se compone
de péptidos solubles de grandes dimensiones, aungue es soluble en agua, debe estar

apH 7 (Adrian ¢f of,, 1981) v el medio de cultivo debe estar en 3.8 de pH.
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Aun con todos los cuidados volvié a presentarse contaminacién con bacterias en todos los
cultivos, después de dos dias éstos sc observaron con aspecto lechoso. Al microscopio
dptico se observaron bacilos, que probablemente hayan sido del género Pseudomonas cuya

presencia es constante en papaya segin lo expresado por Litz (1981 a).

El precipitado obtenido durante las centrifugaciones al enjuagar la solucién enzimatica, se
observa de color verde como lo men_ciena.n Thomas y Davey (1975).

De este botdn se tomd la muestia para la siembra pero dos dias después no se encontraron
los protoplastos y probablemente muricron por fa contaminacion que se presents, ya que

son susceptibles por la carencia de pared celular.

El agua de coco, provocd que el medio de cultivo se tornaia turbio y dado que este
componente es quimticamente indefinido, ademas de que su composicidn puede variar
dependiendo del estado fisiclagico de cada fruto, el tiempo que haya transcurride desde su
cosecha y las condiciones de mantenimieiiio que haya tenido, se eliminé como componente

del medio de cultivo.

TERCERA FASE

Con el fin de erradicar la contaminacion de los cultivos y favotecer que prosperaran los
protoplastos sembrados, se suprimid el pretratamiento con ieguladores del crecimiento
vegetal y se remplazd por condiciones de oscuridad e hipotermia que se pensaba podian
tener el mismo efecto. Al cortar la hoja de papava durante la mafiana, los estomas se

encuentian abiertos poi efecto de la temperatura ¥ la luz; los estomas no se cietran porque
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no hay forma de que reciban una sefial hormonal que les indique que se interrumpié el
suministro de agua. Esta sefial en ¢l caso de una hoja gue no se ha desprendido de la planta
es ¢l ABA, que se produce en la taiz cuando se detecta deficiencia hidrica y se transporta a
la hoja donde, por la pérdida de la twgencia, se ciertan los estomas evitando asi la

transpiracion,

El almacenamiento de las hojas a baja temperatura y en oscuridad favorecieron que se
mantuviera la apertura estomatica de la hoja desprendida y propiciaton que las células se
plasmolizaran reduciendo su tamafio, con la consecuente separacidén de la membrana
plasmética, que es lo gue se persigue con un tratamiento con reguladores del crecimiento

vegetal (Cocking, 1982),

Aislamiento de los Protoplastos

Como se menciond en el método, a la solucitn enzimdtica se le adicionaron antibidticos de
amplio espectio cuya accidn protegié contra la contaminacion, ya que es en esta solucion en
la que el tejido permanecid més tiempo durante el proceso de obtencién de los protoplastos

hasta la siembra.

Los resultados negativos obtenidos con la siembra del matetial de color verde obtenide en
el precipitado de las centrifugaciones en la segunda fase levd a realizar una revisidn
bibliogiafica que reveld que este material cultivade no cotrespondia a los protoplastos,
como se habia supuesto. Schilde-Rentschler (1975), Power (1977), Zhu y Negrutiu (1991)

asi como Fisher y Hain {1995), mencionan que los protoplastos flotan formando un anillo
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alrededor del menisco que forma la sofucidn en que se encuentran, por lo que en la tercera
fase se tomo el liquido gue se encuentra en la superficie de la solucidon de enjuague para

sembrar posteriormente en ¢l medio de cultivo.

Asi después de los lavados, se obtuvo 270.909 x10°t 86.2x107 (DS} protoplastos/ml en
promedio. La variacién que se observd, puede deberse a la diversidad inherente a los
explantes y también al estado de conservacion que presente el explante, ya que cuando el
material bioldgico utilizado se encontraba deteriorado, el nimero de protoplastos obtenidos

después de 1a centrifugacion [ue menor que con explantes en buenas condiciones.

La tincidn con FDA para determinar viabilidad dio como resultado 753 +2.96 % de
protoplastos viables ( Fig. 3} 8¢ pudo observar que algunas células se encontraban
separadas del tejide, pero fluorescian en color rojo, indicando que aun contenian pared
celular o retenfan al menos una patte. Estas no se contaton como protoplastos, son células
que se separaron completamente del tejido al que pertenccian peto no se digirié
completamente la pated celular v por su tamafio, pudieron pasar por el filtro.

Se considela que la presencia de estas células no interfiere con los resultados y es dificil
eliminarlas pues no hay founa de separarlas de los protoplastos. Mas atn, si el objetivo
fuera oblener lincas celulares, estas células podrian ser ulilizadas v no tendiian que pasar

por la fase de 1econstiuccion de la pared celular, y si el caso fuera fusionar protoplastos,.



Figura 3

a) profoplastos en gampo clare

b) protoplastos con fluorescengia 1
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este tipo de células no intervendiian en ninguna fusién va que la pated celular se los

impeditia

Cultivo de los protoplastos

Cuando se piobé el medio K3, en dos siembias que se realizaron no pudo evitarse que el
medio de cultivo se evaporara porque el parafilm con que se selld, se petford por efecto de
la temperatura. Para la tetceta siembza se sellaron con doble capa de parafilm y asi se pudo
controlar mejor este factor En las cajas que contuvieron gl medio MS-MC (anexo 1), se
evapord la solucidén en tres cajas hacia la tercera semana, sin embargo con ayuda de un
microscopio invertido se observaron los protoplastos ¢n las dos cajas restantes y resultd que

¢l medio MS-MC, es mejor que el medio K3 (cuadro 2).

Cmadro 2. Numero de células observadas en cada caja de peti después de la siembza =0 cada uno de los medies de

cultive

[ SEMANA | CATA MS-MC [ K3 1
T i | 08 36 ]

‘ 2 267 18
L 3 443 : 8 |
4 | 4 |

5 : 4

2 1 223 [ a0

2 257 23

3 285 3

4 0

3 1 | 251 0

i 2 [ 418

Probablemente en la cajas de cultivo en las que se obseivaron protoplastos éstos ya eran
células individuales con pared celular reconstruida, potque la sintesis de pared se inicia
nuevamente de forma inmediata una vez que se elintina la celulasa, quedando 1econstruida

pocas hotas después En algunas cajas se observaron también grupos celulares y esto puede
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debeise a que las células se reagrupan cnando no se encuentran en agitacién o bien a que se
haya iniciado la proliferacion celular { Thamas y Davey, 1975). Seria recomendable realizar
tinciones especificas para cromosomas, para confirmar la proliferacion celular y poder

discemit entre si ocurridé agregacion o proliferacion celular en los cuitivos observados.

Haciendo un analisis genetal, a la luz de los antecedentes de este trabajo, el cultivo de
tejidos con explantes de papaya se ha utilizado historicamente como un método de
propagacion clonal de las plantas que pudieran presentar resistencia natural al VMAP v se
lograron antetiormente avances significativos al cultivar diferentes explantes para papaya
de forma exitosa, aunque al principio existian los inconvenienies de que se desconocia el
sexo y otras caracteristicas en las plintulas v existia la probabilidad de poliploidias,
aneuploidias o aberraciones cromostmicas, debidas a la naturaleza heterogénea de los
callos de papava, lo cual podria limitar ¢l valor horticola de las plantas obtenidas (Litz y

Conover, 1978).

Es por eso que los trabajos se encaminaton a establecer un método que permitiera separar
lineas celulates pata su posterior regeneracion a plantas o bien, como en este caso, que la
obtencién de protoplastos permita realizar cruzas interespecificas a futuro, que puedan
conferir resistencia al VMAP en las plantas que se regeneren. Al respecto sdlo se tiene el
trabajo de Chen y Chen {1992), quienes parten de realizar primero la cruza de enire C

papava x C cawliflora y despugs producen protoplastos de los cuales regeneran plantas
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Retomandoe estos trabajos y con el objetive de establecer un método para la obtencién de
ptotoplastos de papaya, se decidié comenzar con el método descrito por Litz (1984, 1986a),
debido a que el explante que él utiliza es facil de obtener, los reactivos para preparar las
soluciones que indica se pueden adquirit facilmente y se contaba con el equipo

indispensable para realizarlo.

El cxplante que se utilizd inicialmente fueron los cotiledones, pero son muy delicados v se
malirataban con la manipulacion y durante el pretratamiento hormenal, pudiendo ser la
causa de que se contaminaran Por ello se decidi6 tomar como explante un tejido parecido
peto mas 1esistente, hojas jovenes de plantas maduras crecidas en campo, lo que sugiere
buenas condiciones de fuz, 1iego ¥ nutricion pero con el inconveniente de contenet mayot
cantidad de mictoorganismos. Hu y colaboradores (1999) mencionan que, cuando se utiliza
hoja para la obtencién de protoplastos, se puede obtener un gran nimero de ellos con
pequefias cantidades de material vegetal Las muestras de hoja son un material no
destructivo y permiten una investigacion subsecuente de las generaciones descendientes de
las plantas domadoras, en comparacién con el empleo de embiicnes como fuente de
protoplastos en la cual el donador se destruye, aparte de que fos embriones son una fuente
con vatiabilidad genética debido a que los gametos de los cuales provienen han

experimentado un entrecruzamiento caracteristico de la meiosis.

Para obtener los piotoplastos se requiete en muchos casos que el tejido tenga un
pretratamiento para inducir cambios en la pared celular y permitit que las células se

plasmolisen. Ln las células plasmolisadas el protoplasto sc separa de la pared celutar y



disminuye su tamafio, confiricndo la ventaja de que al irse digiriendo la pared celular y
abrirse huecos en la misma durante el tratamiento enzimatico (Vasil y Vasil, 1980}, el
protoplasto se desprenda del tejido; si se encuentra en el medio osmdéticamente adecuado, el

protoplasto no suftitd lisis debido a la turgencia.

As{ ocurre una pérdida de agua (Santos- Diaz y Ochoa-Alejo,1990} v las células se
plasmolisan permitiendo que se libere el protoplasto durante la degradacidén enzimatica de
la pared celular, previa intertupcion de las comunicaciones intetcelulares. Los
plasmodesmos son los pasadizos que conectan la pared celular entre células, proveyendo un
trnsito de comunicacidn simplastica v estdn delimitados por la membrana plasmatica
externamente y en el interior por el 1eticulo endopldsmico modificado. Se piensa que el
espacio entre las membranas es ¢l pasaje principal para el transporte célula-célula. Ciertas
condiciones pueden reducir la conectividad tales como: la plasmotisis, el flujo de calcio,
diferencias de presidn o el wrifosfato de inositol (Crawford y Zambryskd, 2001) de los cuales
los dos primeros son inductoics que se utilizaron oo osie tiabajo, durante los

pretratamientos con reguladores del crecimiento vegetal.

El método que se tomoé como guia, sugiere la utilizacion de ANA y BAP como
fitoreguladores que pueden inducir la formacion de los protoplastos. La relaciéon entre
auxinas y citocininas es muy importante en cultivo de tejidos ya que de ello depende que se
promueva la dediferenciacion y la individualizacion de las células para el caso de los
protoplastos (Thomas y Davey, 1975; Smith, 1977). En el pretratamiento hormonal para ia

formacién de protoplastos. las auxinas y citocininas son necesarias, ya que: ay las auxinas
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actltan principalmente incrementando la permeabilidad de 1a membrana al agua v solutos
por la activacion de la bomba de H' que promueve la formacién de enzimas relacionadas
con la despolimerizacidn de los polisacéridos de la pared celular como la celulasa, enzima

del grupo de las glicosidasas que funcionan a pH bajo {Smith, 1977; Moore, 1979).

b) La presencia continua de citocininas en el medio de cultivo es necesaiia durante la
interfase para producit el inicio de la division celular Las citocininas no se requieren
dwante 1a mitosis misma, sugiriendo que los eventos dependientes de citocininas suceden

completamente antes de que ocurra la mitosis (Azsola, 1979).

Lo que se menciond anteriorments es la causa de la utilizacién come pretratamiento, de
estos reguladores del crecimiento vegelal, ya que las auxinas preparan a la pared celular
para su despolimerizacion y las citocininas predisponen a la célula para su proliferacion

posterior,

Con base en ello se decidié variar la concentracién de auxinas, esperando que una de las
combinaciones utilizadas seria fa que favorecieta la despolimetizacion de la trama de
celulosa que forma la pared celular. Dependiendo del estadio de desarrollo, tejido ¥ planta,
la 1espuesta a estos dos tipos de hormonas pueden ser sinergética, antagonoista o aditiva,
Un efecto sinergético de auxinas y cilocininas se pucde observar en el control de la division
celular de células indiferenciadas. En protoplastos de hoja de tabaco, la expresion del gen
B-glucoronidasa (GUS) bajo ¢l control de un promotor cde? de Arabudopsiy reveld que el

gen cortespondiente se puede induch por auxinas ¥ extender su expresién un poco mas por
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citocininas, por lo que un tratamiento con ambas hoimonas deja niveles mayotes de

expresién que cot una sola de las hormonas (Coenen y Lomas, 1997).

Como se mencioné anteriormente, la mejor combinacion fue 1a que contuve Smg/l de BAP
con Smg/l de AJA, porque ¢l nomero de protoplastos dutante las cuatro horas de
observacion fue superior a los otros tiatamientos, incluyendo el que sugiere Litz (1984,

1986 a).

Para evitar ¢l exceso en la manipulacidn y la contaminacién se eliming el pretiatamineto
hormonal sustituyéndolo por un pretratamiento con hipotermia y obscuridad. Este se llevo a

cabo desde el momento del corte de 1a hoja hasta la exposicidn al tratamiento enzimatico.

Como se menciond, bajo las eondiciones en que se cortd Ia hoja se pudo haber promovido
que los estomas permanecietan abiertos (al menos por un tiempo), debido a que ya no se
recibe el ABA producido en fa raflz cuando hay déficii hidiico, éste regulador del
crecimiento vegetal actua como sefial para el ciemre estomatico. Sumado a lo antetior, la
pérdida de comunicacion entie células se puede actecentar va que en la hoja, los estomas
presentan plasmodesmos cerrados permanentemente, mientras que las demads células los
pueden tener dilatados en diferente grado. De la misma forma, el trdnsito de proteinas por
los plasmodesmos, se ve afectado por la edad de la planta v por su estado fisioldgico,
siendo mayot en hojas jovenes y en plantas ciecidas en suelo que en las cultivadas in virro,
al parecer csto ocurre por el control que ejercen la temperatura, el fotoperiodo y la cantidad

de luz, asi como el estado de nutricién {Crawford y Zambrysky, 2001)



Después estimar ¢l niuncio de protoplastos por ml que  se obtuvieron después de las
centrifugaciones, se pudo observar que el namero es variable dependiendo del estado de
conservacion que guarde el material, de este modo fue posible observar que una hoja que
tiene coloracién amarilla, produjo menos protoplastos que las hojas verdes en buen estado,
y el dato obtenido de la hoja amarilla se descarté cuando se efectud el calculo del promedio

de protoplastos preducidos, porque era muy diferente de lo obtenido con las hojas verdes.

Al estimar la viabilidad de los protoplastos que se obtuvieron que fue de 75.27%, sc

considerd como aceptable aunque Litz (1986 a) no reporta la viabilidad.

El medio MS-MC y el K3 que ufilizan Fisher y Hain (1995) para protoplasios de hoja de
tabaco se componen de los mismos macro vy microelementos (anexo 1), aungue en
diferentes cantidades y sales que se aportan, siendo que el medio K3 lleva distintas sales,
que aportan mactoelementos, pero en concentiacion se equilibran con aquéllas que contiene
el MS-MC E! medio K3 es el que 1equicte ¢n menor concentiacion algunos de los
micionutiimentos como el boio, el manganeso y el zinc. Excepto la glicina que lieva el MS-
MC, las demas moléculas organicas son iguales y sélo la cantidad del acido nicotinico es

mayoi paia el medio K3

En cuanto a azdcares, el medio MS Heva 58.4 mM de sacarosa, mientras el K3 300 mM, [o
que hace una diferencia en la relacién asmotica con el protoplasto, pero que se compensa
con ¢l manitol que se agrega al MS El manitol es el mds estable como osmoregulador,

pues es una molécula que dificilmente participa en el metabolisme para obtencion de
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energia, lo que no ocurre con la sacarosa que es un producto que la célula puede ingresar
facilmente a glucdlisis y posteriormente a ciclo de Kiebs para obtencion de ATP. Asi se
puede pensar que la cantidad mayor que se utilizé en el medio K3 compensaria la sacarosa
que las células pueden utilizar durante su metabolisimo con aquella que va a osmoregular el
medio de cultivo, mientras que la sacarosa que se agrega en el medio MS es la que
participard en el metabolismo; el medio K3 se complementd ademads con Xilosa en pequefia

cantidad de acuerdo con Fisher y Hain {1995).

El medio de cultivo MS-MC se adicion6 con glutamina y caseina La glutamina es un
aminodcido esencial que requieren las células vegetales para llevar a cabo el proceso de
transaminacién v que junto con el acido ceto-glutdrico permiten la incotporacién del
nitrégeno en forma de radical amino para formar 4cido glutdmico; este hecho es importante
pata la transportacion del nitrgeno y su almacenamiento, asi como para la construccion de
proteinas principalmente (Salisbury y Ross, 1994; Lehninger, 1994) y en el metabolismo de
los aminodcidos. Estos hectios hacen de la glutamina un aminodcide gue no puede faltar en
la dieta de fa célula para poder iniciar su crecimiento y la proliferacion, ya que para ello se

necesitan tanto proteinas como enzimas que favorezcean el metabolismo

En cuanto a la caseina, es una fosfo-glicoproteina que contiene 94 % de proteina, 3% de
calcio, 2.2% de fosforo, 0.5% de acido citrice y 0.1 de magnesio. La proteina consiste de
209 residuos aminoacidos, de los cuales 5 son de fosfoserina v aunque carece de cisteina,
constituye una excelente fuente de aminoacidos {(White er al., 1983); esto la hace un

compuesto importante para el medie de cultivo, ya que las células tequieren de los
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diferentes aminoacidos para la constiuccién de las proteinas necesarias para su proliferacion
y la forma quimica de agregarla es como hidrilizado enzimatico para evitar problemas de

precipitacion.

Las férmulas de los medios de cultivo Litz (1984, 1986 a) y K3 difieren también con
respecto a los reguladores del crecimiento vegetal, en el primero no se adicionan mientras
que en el K3 si. Sin embargo, se agiegaron a los dos medios de acuerdo con Fisher ¥ Hain
{1995), considerando los fitoreguladores como el ANA y el BAP indispensables para
preparar a la célula para su reproduccién. Litz (1984,1986 a) menciona que su cultivo de
protoplastos no proliferd y lo que nosotros observamos es que con ¢l medio de cultive
adicionado se pudieron conservar los protoplastos por lo menos hasta la tercer semana
después de la siembra; también se pude observar que habia agrupaciones celulares que
probablemente fieron producto de la proliferacion celular. En el medio de cultivo K3, el
nimero de protoplastos fue disminuyendo hasta terminar en cero a la tercer semana después

de 1a siembra.

Los 1esultados obtenidos de ia siembra en los medios de cultive no se analizaion
estadisticaments debido a que la diferencia fue muy evidente; lo anterior nos lleva a pensar
que los compuestos que contiene el medio MS-MC, més los fitoreguladores ANA y BAP
agregados, favaiecieron el mantenimiento del cultive y su proliferacion. Probablemente el
cultivo en este medio con ANA ¥y BAP puedan producir callc o bien inducit a la

embriogénesis



Con base en los resultados obtenidos sc propone como método para obtener y cultivar

ptotoplastos de papaya el siguiente:

- Tomar como explante hojas jovenes de plantas crecidas en campo, cortarlas a durante la
mafiana, guardarlas en bolsas de polictilene con ciene hermético vy manteneilas a 4°C

durante dos dias en obscuridad.

- Desinfectar lavando con Tween 20 (SIGMA) durante 10 min, enjuagar con agua destilada
esterilizada, pasar el explante a una solucién de cloro activo de 0.6% dwanie 10 min,
enjuagar con agua destilada esterilizada v pasar a etanol al 70% durante 5 min, enjuagar con

agua destilada esterilizada; todo con agitacion suave.

- De la hoja, cortar las venas principales para eliminarlas v la ldmina cortarla en tiras de
Imm de ancho, colocar 1g de explante pot cada 10 ml de solucidén enzimdtica que contenga
sales de MS al 25%, con CaCly 3mM, adicionada con 2.5 % de celulasa, 1.5% de
hemicelulasa y 1.3 % de pectinasa, asi como 2 mM de penicilina y 1.1 mM de ampicilina,

que se hace pasar por un filtro millipore estéril. Incubar en esta solucién pot 4 h a 30°C con

luz tenue

- Filtrar para desechar los residuos de hoja, pasando la solucidn por una malla de plistico de

60 de abertura de poro

TESIS CON :
FALLA DE QRIGEN




~ El material se centrifuga a 70 g durante 5 min, se toma del sobrenadante [a porcidn que
forma el menisco y diluir en la solucion de enjuague que contenga: sales MS al 25%, CaCl,
3 mM, 4.3 M de manitol, caseina 500 mg/l. Volver a centrifugar de la misma forma y

repetir la operacidn paia lavar la solucién enzimética.

- Estimar el nimero de protoplasios con ayuda de una cimara de Neubawer y sembrar con
una densidad de 32.7 X 10" protoplastos en promedio, por mi en el medio de cultivo de MS-
MC, que contenga: Macrontrimentos MS al 25% con NH4NO, 5mM y CaCly 2H,O 3miM,
hidiolizado de caseina 500mg/l, manitol 0.3M, Micronutrimentos MS al 25%, FeDETA

MS, orgdnicos MS, Glutamina 2.7 mb, sacarosa al 2%, BAP 0.2 mg/l y ANA 02 mg/l.

Se espera que este método de cultive para protoplastos sitva como base para estudios
posteriozes que permitan la hibridacion somatica de células de C. papaya con células de
otra especie 1elacionada como C. caulifiora que es resistente natural al virus de la mancha
anular o hien que nermitan 2l mejoramiento genétice de la especie, lo cual también puede
ser utilizando transgenia, es decir, introduciendo genes especificos. Ademas el estudio

puede extenderse hasta [a regeneracion de plantas y combinando las técnicas, pueden llegat

a obtenerse plantas mejoradas

BENEFICIOS DEL METODO:

El método establecido permite utilizar un explante mas resistente que el que se plantea en
estudios anteriores {Litz, 1986). no destruye a la planta y asi se tiene la facilidad de poder

retomar el explante del individue de origen, lo que mantiene la homogeneidad genética.
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Se evita un pretratamiento hormonal, asi como una mayor manipulacién del explante,

Sc disminuye &l costo y tiempo en la obtencidn de protoplastos.

Se alcanza la desinfeccidn suficiente del explante para evitar contaminacion.

El medio de cultivo que se obtuvo permite que los protoplastos se conserven exitosamente

por al menos 3 semanas.

CONCLUSIONES

Los objetivos planteados para este trabajo pudieron cumplirse satisfactotiamente, de tal
forma que se establecid un método de cultive que permitié obtener y mantener viables

protoplastos de papaya.

Se determind que las hojas jévenes de plantas desarrolladas en campeo, son nn explante del

cual se pueden obtener protoplastos facilmente.
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Anexo 1. Composicion de los diferentes medios utilizados

- SALES MS modificado por | K3 MS-MC
Litz, 1986 a |
| MACRONUTRIMENTOS g/l g/l g
NHNO, 040 025 0.40
KNO; 0.475 25 0.475
CaCly 2H,0 05751 09 0.5751
MgSOs 7H,0 0.0925 025 00925
KH;PO, 0.0425 _ 0.0425
(NH)2504 _ 0134 -
NaH;PO, H,O _ 0.15 -
|CaHPO, 2H,0 - 0.05 —
|
MICRONUTRIMENTOS mg/l my/l g/l
H:BO; 6.2 30 62
MnSOy 4H,0 223 10.0 223
ZnS0, 4110 8.6 20 86
KI 083 075 0.83
NaMoQ, 21,0 025 025 025
| CuS0, SH,0 0.025 0025 0.025
CoCly 6H,0 0025 0.025 0025
FIERRO mg/l g/t mg/l
FeSO. THAO 278 278 278
NaEDTA 373 372 373
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SALES MS modificado por K3 MS-MC
Litz, 1986 a
| ORGANICOS mgl me/! mg/l
Glicina 2.0 - 2.0
Mio-inositol 100 100 100
| Acido nicotinico | E; o | os |
Pindoxina HCL 0.5 1.0 0.3
Tiamina HC1 10 10.0 1.0
AZUCARES mM MM ] mM
Sacarosa 58.4 300 58.4
{Manitol 300 . 300
Xilosa _ 1.67 o
Glucosa o 439.9 o
r _ _
REGULADORES DEL g/l mg/! mg/t |
CRECIMIENTO VEGETAL
ANA — 10 02
| BAP - 1.0 02
OTROS W )
Glutawina 2 7mM _ { 2.7mM
Caseina 500mg/l o i 500mg/1
Agua de coco 0% vy i
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