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Resumen

Los frutos de Carica papaya L. (Caricaceae) tienen una gran demanda en el mundo,
motivo por el cual se han desarrollado una serie de investigaciones en cultivos de tejidos
vegetales, generandose diversos protocolos para obtener plantulas vigorosas y libre de
enfermedades, optimizandose su produccion. El efecto sinérgico entre hormonas genera
mejores efectos que de manera individual, pudiendo ser favorables o desfavorables para el
crecimiento y desarrollo de un explante. Ante la necesidad de conocer y evaluar el efecto
sinérgico de diferentes hormonas en la propagacién in vitro de C. papaya, se tomé como
objetivo determinar el efecto sinérgico. Para ello se seleccionaron entrenudos de “papaya”
procedentes de invernadero, para ser transportados al Laboratorio de Biotecnologia del
Instituto de la “Papa” y Cultivos Andinos. Para su establecimiento in vitro se empleo el
medio MS 1962 suplementado con diferentes concentraciones de acido indolacético,
6-bencialaminopurina y 4acido giberélico. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, siendo T5 el que evidencié mayor altura y nimero de hojas. Se concluye que
el medio de cultivo MS suplementado con 0,5 mg.L! de BAP + 0,5 mg.L'! de AIA y 0,5 de
AGS3 es 6ptimo para propagacion in vitro de C. papaya.

Palabras clave: dcido indolacético, acido giberélico, 6-bencilaminopurina, propagacién
in vitro, Carica papaya.

Abstract

The fruits of Carica papaya L. (Caricaceae) are in great demand in the world, for this
reason there have been a series of researches in plant tissue cultures, giving rise to various
protocols to obtain vigorous seedlings, free of diseases, optimizing the crop production.
The synergistic effect between hormones generates better effects than individually, and
they can be favorable or unfavorable for an explant. Because of the need to know the
synergistic effect of different hormones in the in vitro propagation of C. papaya, we took
this objective for this research. We selected papaya nodes from greenhouse, then they
were transported to the Laboratory of Biotechnology, Institute of Potato and Andean
Crops. For in vitro establishment, we used MS 1962 medium supplemented with different
concentrations of indoleacetic acid, 6-benzylaminopurine and gibberellic acid. Statistically
significant differences were found, and T5 showed greater height and number of leaves. It
is concluded that the MS culture medium supplemented with 0.5 mg.L* BAP + 0.5 mg.L*
IAA and 0.5 GAS3 is optimal for in vitro propagation of C. papaya.

Keywords: Indoleacetic acid, gibberellic acid, 6-benzylaminopurine, in vitro
propagation, Carica papaya.
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Introduccion

C. papaya L. es cultivada en la mayoria
de paises tropicales, su centro de origen son
las dreas célidas de norte y Centroamérica,
entre el sur de México y Nicaragua.
Pertenece a la familia Caricaceae, la cual
consta de cinco géneros: Carica, Jacaratia,
Cylicomorpha, Jarilla y Horovitzia. C. papaya,
es una planta herbécea, arborescente, de
crecimiento rapido y de vida corta. Su tallo
es recto y cilindrico pudiendo alcanzar
alturas de 10 m. La raiz principal es alorhiza
(=pivotante). Mientras que las hojas son
grandes, palmeadas, con I6bulos profundos
y borde dentado. Las inflorescencias son
axilares y las flores pueden ser unisexuales o
hermafroditas. El fruto es una baya ovoide-
oblonga, piriforme o casi cilindrica, de color
verde amarillento o anaranjado amarillo
cuando madura. Actualmente, existe una
mayor demanda de sus frutos en el mundo,
debido a su agradable sabor, propiedades
medicinales y nutricionales, pues contiene
vitamina A, By C. Por otro lado, la presencia
de papaina le brinda un efecto favorable en
la digestion y asimilacion de los alimentos
(IIFT, 2011; Alfonso, 2010; Guzman, 1998).

Dentro del crecimiento y desarrollo de
las plantas, las hormonas tienen funcién
especifica, actuando fisiol6gicamente
en concentraciones muy bajas. Existen 5
grupos principales: Auxinas, gibelinas,
citoquininas, acido abscisico y etileno. Tanto
auxinas y citoquininas se ha demostrado
desde hace mucho tiempo que pueden
actuar de forma sinérgica o antagonista para
el control de varios procesos de desarrollo,
tales como la formacién y mantenimiento
de meristemo. Siendo las auxinas, las que
tienen la funcién principal de promover el
crecimiento y alargamiento celular. Entre
las principales auxinas tenemos al: Acido

indol acético (AIA), acido naftalenacético

(ANA), acido indolbutirico (AIB), 2,4-D.
Siendo el AIA la fitohormona més conocida,
que naturalmente se produce en los apices
de los tallos, meristemos y/o hojas jovenes,
migrando al resto de la planta de forma
basipétala (de arriba a abajo). Por otro
lado, las giberelinas cumplen la funcién
de promover el crecimiento en longitud
de plantas intactas, siendo el AG3, la mas
comun. Tanto auxinas como giberelinas son
promotoras del crecimiento, pues estimulan
el alargamiento de los tejidos. Mientras que
las citoquininas actdan en los procesos
posteriores a la replicacion del DNA,
pero previos a la mitosis promoviendo la
divisién celular e incrementando la sintesis
de proteinas. De manera natural, las
citoquininas son producidas en las zonas
de crecimiento como los meristemos de
la punta de la raiz, siendo transportados
via acrépeta (de abajo hacia arriba). Las
mas conocidas son: Zeatina, kinetina y
bencilaminopurina (Ortega, 2010; Rojas et
al., 2004; Su et al., 2011; Curtis et al., 2008;
Campbell, 2001; Gémez & Garcia, 2006).

Existen diversas formas de propagar
“papaya”. Eluso de semilla es]la mas comun,
facil y econémica. Siendo su principal
desventaja la desuniformidad en el cultivar,
debido a que las semillas pueden proceder
de éarboles femeninos fecundados con
papayos masculinos o semillas procedentes
de arboles femeninos y hermafroditas.
Otra
estacas, sin embargo, se corre el riesgo de

técnica es la propagacion por
estar diseminando virus. Siendo es un
método laborioso y costoso. Una de las
técnicas mas utilizadas en la actualidad,
es la reproduccién asexual a través de
cultivo de tejido celulares, pues permite
obtener un 100% de plantas hermafroditas
(Alfonso, 2010; PROMOSTA vy DICTA,
2005). El concepto de cultivo de tejidos o
propagacion in vitro abarca tanto el cultivo
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aséptico de tejidos como el de células y
organos. Basicamente, esta técnica consiste
en sembrar un indculo bajo condiciones
asépticas provistas de un medio de cultivo
con nutrientes y hormonas, llegandose a un
punto en el que podemos ejercer control
relativo de los procesos morfogenéticos,
fisiol6gicos y bioquimicos. La propagacion
in vitro se basa en la siembra de un pequeno
fragmento (explante) dela planta madre bajo
las condiciones descritas anteriormente,
producira pequefias plantulas, réplicas
de su progenitor. Las plantas obtenidas a
travez de esta tecnologia existe una mayor
probabilidad de que la carga viral sea
menor o nula. Por ello, la biotecnologia
vegetal contribuye con el mejoramiento
de los cultivos, obteniéndose germoplasma
saneado (Kessel, 2008; Abdelnour &
Vincent,1994; Beltran & Roca, 1984; Curtis
& Schnek, 2008). En la actualidad, se han
realizado muchos ensayos de propagacion
in vitro,
la creacion de

los cuales ha contribuido en

diferentes protocolos

de propagacion, utilizando diferentes
fitohormonas. El presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar el efecto sinérgico de
diferentes hormonas en la propagacion in

vitro de C. papaya.

Material y métodos

El presente trabajo, se realizd en
Biotecnologia  del
Instituto de la Papa y Cultivos Andinos
de la Universidad Nacional de Trujillo. El

material vegetal (entrenudos de “papayo”),

el Laboratorio de

procedieron del invernadero de Fisiologia
Vegetal de la Universidad Nacional de
Trujillo.

Preparacion de medio de cultivo

Se prepar6é medio de cultivo MS-1962,
suplementado con sacarosa al 3%, phytagel
al 0,8 % vy diferentes concentraciones
de fitohormas, segin su tratamiento
correspondiente. Las cuales se detallan a

continuaciéon:

Tabla 1. Medio de cultivo MS 1962 suplementado con diferentes concentraciones de acido
indolacético, giberélico y 6-bencialaminopurina.

Tratamiento Medio + Hormonas
BAP AIA AG3

T1 0 0 0.5
T2 0.5 0 0.5
T3 0.8 0 0.5
T4 0 0.5 0.5
T5 0.5 0.5 0.5
T6 0.8 0.5 0.5
T7 0 0.8 0.5
T8 0.5 0.8 0.5
T9 0.8 0.8 0.5
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Una vez preparado los medios de

cultivo, estos fueron esterilizados en

autoclave a 1 atm por 30 minutos.
Desinfeccion de explantes

Despusés de ser colectados, los explantes
fueron lavados con abundante agua y
detergente comercial por 1 minuto, luego se
sumergieron en legia al 1% por 20 minutos.
Para que finalmente sean enjuagados 5
veces con agua destilada estéril. Luego
los explantes fueron transportados a
camara de siembra, previa desinfeccion
del area y encendido de los mecheros.
Donde se sumergieron los explantes por
30 segundos en alcohol al 70° y enjuagados
3 veces. Finalmente, fueron sumergidos
nuevamente en legia al 2% por 2 minutos,
seguido de 3 enjuagues con agua destilada
estéril.

Siembra de explantes

Con la ayuda de una pinza estéril, los
explantes desinfectados fueron puestos en
una placa de Petri estéril provista de papel
filtro, con la finalidad de eliminar el exceso
de humedad. Finalmente, se sembraron
los explantes uno por uno dentro de
los frascos que contenian el medio de
cultivo previamente esterilizado. Una vez
concluida esta actividad, los frascos fueron
colocados en un cuarto de incubaciéon a
temperatura ambiente, con un fotoperiodo
de 16-8 horas luz-oscuridad.

Analisis estadistico

El disefio fue en bloques al azar, estando
constituido por 216 explantes. La toma de
datos de altura de plantula y ntimero de
hojas fue a los 55 dias después de la siembra,
con los cuales se estim6 el valor promedio.
Ademas, de efectuarse su correspondiente
Andlisis de Varianza (ANOVA) y la Prueba
de Multiples Rangos (DUNCAN).

Resultados y discusion

Las evaluaciones a los 55 dias después
de la siembra, nos indica que el tratamiento
T5 es el mas 6ptimo, ya que los explantes
presentan mayor nimero de hojas y mayor
altura (Tabla 2 y Fig. 1). Investigaciones
corroboran que la combinaciéon de MS+ 0,5
mg.L* de BAP, AIA y AG3, son 6ptimas
para el establecimiento in vitro de C. papaya
(Solis et al., 2011). Auxinas como el AIA
reprimen el desarrollo de brotes laterales y
mantienen la dominancia apical. Estudios
indican que promueven el alargamiento
de las células a ciertas concentraciones.
Mientras que el BAP estimula la divisiéon
de tejidos
de gran importancia el equilibrio entre

no meristematicos. Siendo
ambas. Pues su correcta interaccién ejerce
efecto en la desdiferenciacion y division
celular, rompiendo la latencia de yemas
axilares (Rojas et al., 2004; Curtis et al., 2008;
Campbell, 2001). La altura promedio del T5
fue relativamente pequefia (Tabla 2 y Fig.
1). Frente a otras investigaciones donde
han adicionado é&cido giberélico (AG3)
en concentraciones entre 1- 5,0 mg.I". Por
otro lado, se evidencia un efecto similar al
adicionar al medio de cultivo 100 mg / 1 de
ureay 2,0 g / 1de carbén activado al medio.
Mientras que alturas superiores a 1,50 cm,
se obtiene suplementando al medio de
cultivo MS con 0,25 mg 1" BAy 40 mg [
de sacarosa. Esto de debe a que citoquininas
como la Bencialadenina (BA) promueven la
division celular, acelarando la formacion de
brotes tiernos (Wu et al., 2012; Cruz,2012;
Chirinos & Pérez,1999; Banergee, 2002;
Posada, 2005; Roy et al.,2013; Anandan et
al., 2011). En los tratamientos T6, T8 y T9
se observo la presencia de ciertos callos.
Investigaciones que tuvieron como objetivo
evaluar la formacion de callos a partir de
secciones de tallo, empleando el medio
de cultivo propuesto por Nitsh y Nitsh,
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suplementado con mayores concentraciones
de BAP Y AIA (1,5 mgl'), lograron la
formacién de callos compactos, secos y
grumosos con estructuras embriogénicas.
Investigadores prefieren utilizar el 2,4-D
y el ANA como auxinas, inductoras a la

formacion de callos. Sin embargo, estudios
han demostrado que el incremento de
AIA y BAP, permite obtener callos de
mayor consistencia y aspecto morfolégico
(Gallardo, 2005; Posada, 2005).

Tabla 2. Altura (mm) y n° de hojas de hojas promedio de plantulas de C. papaya a los 55

dias de evaluacion.

Tratamiento  Altura(mm)  N°de hojas
T1 1.16 0.36

T2 2.46 2.38

T3 1.87 1.42

T4 1.93 0.91

T5 4.03 4

T6 3.05 3.17

T7 1.83 0.95

T8 3.64 3.19

T9 3.79 3.05

Fig. 1. Plantulas de C. papaya L. a los 55 dias de siembra en medio de cultivo MS 1962
suplementado con diferentes concentraciones de fitohormas.
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Al realizar el analisis de varianza para
las variables nimero de hojas y altura de
plantulas (Tabla 2 y Fig. 1). El valor-P de
la prueba-F fue menor que 0,05, existiendo
diferencias estadisticamente significativas
entrelos tratamientos, conunnivel del 95,0%
de confianza. Esto corrobora la existencia
de diferentes respuestas de los explantes de
C. papaya ante diferentes concentraciones
de BAP, AIA Y AG3. Por otro lado, los
tratamientos T1, T2, T3, T4 y T7 presentaron
los menores promedios en cuanto a las
variables numero de hojas y altura de
plantulas, estos tratamientos no presentan
diferencias significativas entre si, segtin la
prueba Duncan. Esto se debi6 a la ausencia
ya sea de auxina (AIA) o citoquinina (BAP),
pues cambios en el balance hormonal
afectan el crecimiento, obteniéndose una
diferente repuesta del explante. De ello,
se infiere que la interaccién citoquinina -
auxina regula la formacién de callos y la
morfogénesis in vitro, y su efecto puede
varia segun la especie, tejido, entre otros.
Esto se debe a que existen interacciones
sinérgicas o antagonistas entre dos o mas
hormonas vegetales. Tal es el caso, que
para ciertos cultivos, el combinar auxinas y
citoquininas contribuye con la elongacion,
generandose un efecto aditivo entre ambas.
Por otro lado, el correcto balance entre
ambas hormonas se ve reflejado en el
adecuado desarrollo de los explantes, como
lo observado en el tratamiento T5 (Pérez &
Cornejo, 2014; Castro et al., 2009; Yang et al.,
1996; Gémez & Garcia, 2006).

Conclusion

El medio de cultivo MS suplementado
con 0,5 mg.L" de BAP +0,5 mg.L" de AIA 'y
0,5 de AGS3 ejerce efecto sinérgico positivo,
siendo 6ptimo para propagacion in vitro de
C. papaya.
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ANEXO

Fig. Carica candicans A. Gray, A. Flor femenina; B. Frutos.
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