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Induccion de embriogénesis somatica a partir de hojas
cotiledonares de papaya (Carica papaya L.)

Jaime Arturo De Leon Nowell

Resumen. La embriogénesis somatica (ES) es una de las vias de regeneracion de plantas
que permite obtener gran cantidad de individuos genéticamente iguales. Los objetivos de
este estudio fueron documentar el protocolo para la germinacion e induccion a callogénesis
de papaya in vitro y evaluar el efecto de fitohormonas y carbéon activado (CA) en induccién
a ES. Se utilizaron callos obtenidos de cotiledones en medio basal Murashige y Skoog (MS)
suplementado con 12.5 uM de 2,4-D en total oscuridad durante 40 dias, lo cotiledones
fueron obtenidos de semillas de papaya germinadas in vitro en medio MS. Los callos fueron
transferidos a medio MS sin hormonas (1), MS + CA + clormecuat (2), MS + CCC (3) y
MS + 4cido naftaleneacético + kinetina (4); permanecieron en estos medios durante 40 dias
a 25°C, humedad relativa de 70%, 2000 lux con fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas
oscuridad. El tratamiento con mayor cantidad de callo embriogénico fue el del medio 4, con
alto potencial de formacion de embriones somaticos. El tratamiento con mayor namero de
embriones somaticos fue el del medio 1, sin embargo, no presentaron diferencia
significativa con los medios 3 y 4. El medio 2 induce rizogénesis. Se document6 un
protocolo para germinacion e induccion a callogénesis, y se obtuvieron embriones
somaticos al dia 50 a partir de callogénesis. Por lo que se recomienda utilizar primero el
medio 4 y posteriormente cambiar los callos generados a medio sin hormonas.

Palabras clave: Callogénesis, clormecuat, cultivo in vitro, micropropagacion, reguladores
de crecimiento.

Abstract. Somatic embryogenesis (SE) is a process in which regeneration of plants allows
to obtain a large number of individuals genetically the same. The objectives of this study
were to document the protocol for germination and induction of papaya callogenesis in
vitro, and to evaluate the effect of phytohormones and activated charcoal (AC) induction to
SE. It was used callus tissues obtained from cotyledons in basal medium Murashige and
Skoog (MS) supplemented with 12.5 uM 2,4-D kept in total darkness for 40 days,
cotyledons were obtained from papaya seeds germinated in vitro on MS medium. The
calluses tissues were transferred to MS medium without hormones (1), MS + AC +
clormecuat (2), MS + CCC (3) and MS + naftaleneacetic acid + kinetin (4); were kept in
these mediums for 40 days at 25°C, relative humidity of 70%, 2000 lux with photoperiod
of 16 hours light/ 8 hours darkness. The treatment with the highest amount of embryogenic
callus was on the medium 4, with high potential of somatic embryos formation. The
treatment with the highest number of somatic embryos was in the medium 1, however,
showed no significant difference with 3 and 4. Medium 2 induces rhizogenesis. It was
documented a protocol for germination and induction to callogenesis, and obtained somatic
embryos at day 50 from callogenesis. Therefore, it is recommended to first use the medium
4 and subsequently change the calluses generated in the mediums without hormones.

Key words: Callogenesis, chlormequat, growth regulators, in vitro culture,
micropropagation.
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1. INTRODUCCION

Carica papaya L. de la familia Caricaceae es un cultivo tropical poligamo, semi-lefioso y
de semilla dicotileddnea, se cultiva a lo largo del tropico por su fruto. Este cultivo
particularmente tiene tres diferentes formas de sexo basado en su composicion floral, las
cuales son masculinas, femeninas y hermafroditas (Jiménez et al. 2014). Dentro de los
paises productores de papaya encontramos en primer lugar a India con una produccion de
5,699,000 toneladas de papaya, continuando con los paises mas productores de
Latinoamérica: Brasil, México, Peru y Venezuela. Se estima una produccion mundial de
13,050,749 toneladas (FAOSTAT Data 2016).

En papaya la micropropagacion ha sido tomada con diversos tipos de explantes, como
embriones cigoticos inmaduros (Fitch y Manshardt 1990), segmentos de tallos provenientes
de vitroplantas (Colina ef al. 2004), yemas apicales y meristemos apicales (Wu et al.2012),
cada tipo de tejido tiene sus ventajas y desventajas. Actualmente el sector productivo busca
propagar plantas hermafroditas las cuales ofrecen un fruto con caracteristicas deseables para
el consumidor. Una de las principales ventajas de la propagacion in vitro es la obtencion
plantas libres de patogenos o eliminar enfermedades provenientes de campo en el
laboratorio (Posada-Pérez et al. 2017).

La razén de propagar plantas previamente seleccionadas de papaya in vitro es debido a la
creciente demanda mundial gracias a que es un fruto del cual se obtienen muchos
beneficios, ya que es un producto alto en vitaminas A y C, usos medicinales y usos en la
industria (Fuentes y Santamaria 2014). Mediante este técnica obtenemos plantas mas
uniformes, mayor cantidad de plantas y una reduccion de utilizacion de insumos al
momento de la siembra, debido a que por postura tradicionalmente se trasplanta 2 o 3
plantulas (Garcia 2010).

En la region de Latinoamérica y el Caribe recientemente ha aumentado la investigacion
para encontrar nuevos métodos y mas eficientes de propagar este cultivo, estudios sobre
callos o embriogénesis somatica han sido descritos por: Yie y Liaw (1977); Arora y Singh
(1978) ; Litz et al. (1983); Jordan y Velozo (1996); Rajeevan y Pandey (1983) y Anandan
etal.(2012). Independientemente de los tejidos vegetales utilizados han obtenido resultados
favorables.

El desarrollo de un protocolo a partir de semillas variedad Tainung germinadas in vitro,
evaluando la respuesta en las etapas de induccion a embriogénesis y maduracion de



embriones somaticos permiten abrir el paso para generar informacion para la produccion in
vitro de plantas de papaya.

La diversidad de compuestos en la actualidad como fitohormonas sintéticas y otros
ingredientes permiten muchas vias para la regeneracion de embriones, el uso de carbon
activado, que actlia como un absorbente de compuestos polares como auxinas, citoquininas
y fenoles (Thomas 2008) serdn examinados en el estudio para comprobar capacidad de
generar embriones somaticos a partir de tejido indiferenciado (callo).

Los objetivos de este estudio fueron:
e Documentar el protocolo para la germinacion e induccion a callogénesis de papaya
in vitro.
e Evaluar la induccion de embriogénesis somatica a partir de cotiledones de papaya.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
departamento Ciencia y Produccion Agropecuaria en la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano ubicada en el departamento de Francisco Morazan, Honduras.

Fuente de material.

Se obtuvieron semillas de papaya variedad Tainung para su germinacion in vitro y de las
germinadas se extrajo los cotiledones para la induccion de formacion de callo y embriones
somaticos.

Preparacion y desinfeccion del material.

El proceso de desinfeccion de las semillas inicié con una limpieza de agentes contaminantes
externos con un lavado de abundante agua y jabon suave. La desinfeccion se hizo a
continuacion con etanol al 70% durante 20 segundos, seguidamente de hipoclorito de sodio
al 20% “/y (ingrediente activo 4.72%) y Tween® 80 (2 gotas/100 mL) durante 15 minutos
en constante agitacion.

Medio de cultivo para germinacion de semillas de papaya.
Para la germinacion de semillas in vitro se utilizo las sales minerales de Murashige y Skoog
(MS) (Cuadro 1) el pH se ajustd a 5.8 y se solidifico con Phytagel® (2.8 g L.



Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para germinacion de
papaya (Carica papaya L.).

Componentes  Formula Nombre comiin mg/L
Macroelementos NH4NO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNO3 Nitrato de potasio 1900.000

MgS0O4.7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000

CaCl2.2H20 Cloruro de calcio bihidratado 440.000

KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000

Microelementos H3BOs3 Acido bérico 6.200
CoCl2.6H20 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025

CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025

KI Yoduro de potasio 0.830

MnSO44H20 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300

NaxMo0O42H20  Molibdato de sodio bihidratado 0.250

ZnS0O4.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600

Hierro FeNa EDTA Etilendiaminotetraacético 50.000
Inositol 100.000

Vitaminas Tiamina 0.100
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

Fuente: (Teo y Chan 1994)

Germinacion in vitro de semillas de papaya.

En tubos de vidrio 150 x 25 mm con 10 mL de medio MS con sales completas, esterilizados
durante 20 minutos a 121°C y 15 PSI, trabajando en cdmara de flujo laminar se coloc6 una
semilla por tubo, dejando la mitad de la semilla expuesta al medio y la otra mitad fuera del
medio. Se incubaron durante 30 dias a 25°C + 0.5, humedad relativa de 65% y con
fotoperiodo de 16/8 (luz/oscuridad). A partir de estas semillas se obtuvieron las hojas
cotiledonarias.

Medio induccion (MI) a callogénesis.

Para la induccion a callogénesis se us6 el medio basal MS (Cuadro 1) suplementado con
acido 2,4-diclorodifenoxiacetico (2,4-D) (12.5 uM) el pH se ajust6 a 5.7 y se solidifico con
Phytagel® (1.8 g L.

Subcultivo de hojas cotiledonarias en MI.
A los 30 dias después de siembra, en cdmara de flujo laminar se procedi6 a extraer las hojas
cotiledonarias de cada plantula germinada. Los explantes se sembraron en platos Petri de
90 x 15 mm con 25 mL de MI y posteriormente fueron sellados con Parafilm®. Los
explantes fueron incubados durante 30 dias en total obscuridad a una temperatura de 27°C
+ 0.5 y humedad relativa de 65% (Figura 1).



Figura 1. Material vegetal obtenido a partir de semillas de papaya germinadas in vitro. A.
Plantula a los 30 dias de siembra. B. Corte de hojas cotiledonarias bajo condiciones
asépticas. C. Material vegetal en medio de induccién a callogénesis.

Induccion de embriogénesis somatica (ES).

Subcultivo a callos en medios para induccién de ES. La induccién a ES fue a partir de
callos obtenidos de los explantes cotiledonares obtenidos del medio de induccion.

Medios de cultivo. Para la induccion de ES se utilizo el medio basal MS a 100% de sales
suplementado con compuestos para determinar su efecto en la ES. Los tratamientos
evaluados fueron:

1. Medio MS sin hormonas.

2. Medio MS + clormecuat (CCC) (0.084 mL L) (Kochba et al. 1978).

3. Medio MS + carbén activado (15 g L!) + CCC (0.084 mL L) (Cipriano et al.
2018).

4. Medio MS + 4cido naftalenacético (ANA) (1 mg L) + kinetina (0.5 mg L") (Chen
et al. 1987).

Se utilizoé Phytagel® (1.8 g L) para solidificar los medios, se sirvieron aproximadamente
25 mL de medio por plato Petri y una vez colocados los callos se mantuvieron en el cuarto
de crecimiento durante 30 dias, a una temperatura de 24°C + 0.5 y humedad relativa de
65%, con un fotoperiodo de 16 horas luz /8 horas oscuridad.

En camara de flujo laminar se procedio a refrescar los medios a los 21 dias en los cuales se
encontraban los explantes, con la ayuda de pinzas estériles, se movieron a platos con medio
fresco, esta actividad se realizO debido a que presentaban deshidratacion y
consecuentemente reduccion de la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo
(Utino et al. 2001).



Variables evaluadas.

Se evalud la formacion de callo embriogénico y friable y la presencia de embriones
somaticos en explantes utilizando escalas.

Escalas. Para la evaluacion de los tratamientos descritos se cred una escala para medir el
porcentaje de callo embriogénico en cada explante (Figura 2). Asi mismo se cred una escala
para determinar los explantes con embriones somaticos formados y los explantes que
carecian de ellos (Figura 3).

Figura 2. Escala para evaluacion de callo embriogénico a partir de explantes cotiledonares
de papaya. A. 0% de formacion de callo embriogénico (CEmb). B. 25% de formacion de
CEmb. C. 50% de formacion de CEmb. D. 75% de formacién de CEmb. E. 100% de
formacion de CEmb.

Figura 3. Escala presencia de embriones somaticos. A. Explante sin embriones somaticos.
B. Explante con embriones somaticos.



Disefio experimental.

Se utilizé un disenio completo al azar. El experimento consistié en cuatro tratamientos con
11 platos Petri como repeticiones y cada plato constaba de 4 unidades observacionales,
teniendo un total de 44 unidades observacionales por tratamiento.

Analisis estadistico.
Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza, se realiz6 separacion de medias

con el método “LSD Fisher” con una probabilidad de (P<0.05). Se utiliz6 el programa
“Statistix® 8.1.”



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion de semillas de papaya.
Al dia 30 el 25% de las semillas germinaron (Figura 4), de estas se tomo las hojas
cotiledonares para la generacion de callo.

Figura 4. Plantulas de papaya germinadas in vitro al dia 30 de ser puestas en medio MS
desprovisto de fitohormonas.

Induccion a formacion de callo.

A partir del dia 10 de haber colocado los explantes en MI, las hojas comenzaron a tomar
una textura arrugada y la formacion de callo inici6 del peciolo, ésta es una zona de alto
potencial de dediferenciacion del tejido (Daquinta et al. 1997) posteriormente fue
avanzando a la parte distal del explante. Para el dia 14 todos los explantes ya tenian
presencia de callo tanto embriogénico como friable (Figura 5). Al dia 34 se observd un 97%
de los explantes con callo. El tejido vegetal se mantuvo de color verde durante la etapa de
callogénesis.



Figura 5. Desarrollo de callo en hojas cotiledonares de papaya en medio MS con 2,4-D
(12.5 uM). A. Dia 14. B. Dia 34. C. Dia 40.

Induccion a embriogénesis somatica.

Las hojas cotiledonares tienen alta capacidad de formacion de callos con potencial
embriogénico. Para la formacién de embriones somaticos regularmente es utilizado acido
abcisico, una fitohormona producida naturalmente en las plantas (George et al. 2008), su
uso en cultivo de tejidos es muy comun para maduracion de embriones somaticos (Cipriano
et al. 2018), diversas fuente indican que existen otros compuestos que se pueden utilizar
para la formacion de embriones somaticos (Kochba et al. 1978).

Evaluacion de induccion a callo embriogénico.

El callo embriogénico es formado a partir del resultado del proceso de dediferenciar las
células y de redireccionar estas para que formen embriones (George et al. 2008). En cuanto
a la variable de porcentaje de callo embriogénico se observo que tanto el tratamiento de
medio basal MS sin hormonas, medio MS + CCC y el medio MS + ANA + kinetina
presentaron mejores resultados (Cuadro 2), por lo que el incremento de callo embriogénico
no es dependiente de reguladores de crecimiento (Figura 6) previo a la induccién de ES.

Cuadro 2. Porcentaje de callo embriogénico y friable formado en cotiledones de papaya en
medio MS suplementado con reguladores de crecimiento y carbon activado.

Callo Callo
Tratamiento embriogénico friable
(%) (o)
MS sin hormonas 59.09 ab 4091 ab
MS + CA* (15 g L") + CCC¥ (0.084 mL L) 5391 b 46.09 a
MS + CCC (0.084 mL L) 61.36 ab 38.77 ab
MS + ANA? (1 mg L) + kinetina (0.5 mg L} 63.64 a 3636 b

£= carbon activado. ¥= clormecuat. Y= acido naftalenacético.



Figura 6. Callo embriogénicd y friable formado a partir de hojas cotiledonarias de papaya
en medio basal MS sin hormonas a los 71 dias de ser inducido a callo. A. Callo friable. B.
Callo embriogénico.

Tratamiento basal MS sin hormonas. Segin George ef al. (2008), al obtener callo
previamente formado, se debe mover a un medio desprovisto de hormonas para que
comience el proceso de maduracion de embriones, el refrescar los explantes a este medio
dio como resultado el mantenimiento de callo embriogénico, siendo una opcién viable al
momento de realizar el protocolo de induccion de embriogénesis somatica.

Tratamiento basal MS + carbén activado + CCC. Este tratamiento fue ¢l que menos
callo embriogénico logro, obteniendo una diferencia significativa en relaciéon al mejor
tratamiento. Siendo el tratamiento con mayor niimero de explantes con menor porcentaje
de callo embriogénico. El crecimiento de callo se detuvo y como consecuencia la formacion
de callo friable fue mas notoria, ademas de la formacion de o6rganos a partir del explante
(Figura 7).

Tratamiento medio basal MS + CCC. La adicion de un inhibidor de giberelinas para la
maduracion y formacion de embriones somaticos dio resultados favorables, las masas de
callo pre-embriogénicas se desarrollaron y el tejido embriogénico se mantuvo fresco
durante el tiempo de evaluacion.

Tratamiento de medio basal MS + ANA + kinetina. Para el analisis de medias se obtuvo
que este fue el mejor medio para obtener mayor porcentaje de callo embriogénico a partir
de cotiledones de papaya con una significancia P<0.05. Este resultado concuerda con Chen
et al. (1987) confirmado que la adicion de una citoquinina a un medio con ANA aumentaba
el crecimiento de callo (Figura 7).
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Figura 7. Callos provenientes de hojas cotiledonarias de papaya en distintos medios de
induccion a embriogénesis somdtica. A. Explante en medio MS + carbon activado (15 g L)
+ clormecuat (0.084 mL L!). B. Explante en medio MS + 4cido naftalenicetico (1 mg L)
+ kinetina (0.5 mg L™).

Evaluacion de presencia de embriones somaticos.

A los 30 dias de haber realizado el cambio de los callos a los tratamientos, se observaron
embriones somaticos en diferentes estadios de desarrollo. En el medio MS sin hormonas se
observo el mayor porcentaje de callos con embriones somaticos, y el medio MS+CA+CCC
fue el que menor porcentaje obtuvo (Cuadro 3).

Cuadro 3: Porcentaje de callos con embriones somaticos de papaya en medio MS
suplementado con reguladores de crecimiento y carbon activado.

Presencia de

Tratamiento embriones somaticos
(%)
MS sin hormonas 23 a
MS + CA* (15 g L") + CCC¥ (0.084 mL L) 7 b
MS + CCC (0.084 mL L) 21 ab
MS + ANAS (1 mg L") + kinetina (0.5 mg L) 12 ab

£= carbdn activado. ¥= clormecuat. §= acido naftalenacético.

Tratamiento MS sin reguladores de crecimiento. Un mayor nimero de explantes con
embriones somaticos se reportaron en el medio sin hormonas, con un 23% de explantes con
embriones somaticos. Segin George et al. (2008), pasar el callo embriogénico a medio
desprovisto de hormonas propicia que se detenga la formacion de callo y de paso a la
formacion de los embriones.

11



Tratamiento MS + CA + CCC. Dicho medio en comparacion con el MS sin reguladores
fue diferente, solamente tres explantes de 44 (7%) presentaron embriones somaticos y se
inici6 la formacion de drganos (principalmente raices) a parir del callo.

Tratamiento MS + CCC. Segtin Kochba et al. (1978), una correcta adicion de inhibidores
de AGs3 indujo formacion de ES en naranja. Para nuestro estudio con una dosis de 0.084 mL
L' se obtuvo una cantidad superior de embriones somaticos. Cabe resaltar que a los 20 dias
de haber movido los explantes al medio de induccidon a embriogénesis somatica se
obtuvieron los primeros embriones somaticos. Confirmando que el clormecuat es una
opcion para inducir y madurar embriones, se necesita mejorar protocolos ya que se observo
una respuesta positiva.

Tratamiento MS + ANA + kinetina. Segiin afirman George et al. (2008), un correcto
balance de auxinas y citoquininas en el explante propicia la induccion de embriogénesis
somatica, este tratamiento fue el tercer tratamiento con menos callos con presencia de
embriones.

Figura 8: Embriones somaticos en diferentes estadios provenientes de hojas cotiledonarias
de papaya, a los 71 dias de induccion a callogénesis en diferentes medios de induccion a
embriogénesis somatica. A. Explante en medio basal MS sin hormonas. B. En medio basal
MS suplementado con clormecuat (0.084 mL L. C. Explante en medio basal MS + 4cido
naftalenacético (1 mg L) + kinetina (0.5 mg L!).

Durante el experimento se observo que los callos subcultivados en los medios y a los cuales
se les fue removidas porciones de tejido no diferenciado no formaron embriones somaticos
(Figura 9).
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Figura 9. Callos obtenidos a partir de hojas cotiledonarias de papaya en medios de induccion
a embriogénesis somatica a los 30 dias de ser refrescados en el medio. A. Callo sin porciones
de tejido no diferenciado y sin embriones somaticos. B. Callo tejido vegetal amarillo y con
embriones somaticos. C. Callo con tejido vegetal ain verde y con embriones somaticos.

Ademas, en los callos en el medio MS + CA + CCC a partir del dia 11 después de moverse
a los medios de induccion de embriogénesis somatica, se comenzo a observar la formacion
de raices. Esto se produjo debido a la adicion de CA, que actua como un absorbente de
compuestos polares, removiendo las citoquininas endogenas del explante (Thomas 2008),
estando el balance del lado de las auxinas en la relacion: auxinas-citoquininas, en respuesta

a esto se dio lugar a rizogénesis (Figura 10) estos resultados coinciden con los obtenidos
por Drew et al. (1993).

Figura 10: Formacion de raices a partir de callo de hojas cotiledonarias de papaya en medio
basal MS + carbén activado (15 g L) + clormecuat (0.084 mL L). A. Plato Petri con
explantes de callo y formacion de raices. B. Alta formacion de raices en explante de callo.
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Los medios de cultivo anteriormente descritos con excepcion al medio MS + CA + CCC,
son una via favorable para la induccién a ES, todos los tratamientos presentaron formacion
de embriones somaticos (Figura 12), sin embargo, los tratamientos de medio MS + CCC y
medio MS + ANA + Kinetina, presentaron una alta variabilidad en cuanto nimero de
embriones por explante, se observaron callos con un embrion y callos con grupos de 50 o
mas embriones somaticos asincronos (Figura 13). Es posible que los embriones se
presentaron de manera asincrona es decir iban desarrolldndose en distintas etapas. Por
razones como la disponibilidad de nutrientes, la facilidad de tomar nutrientes y la
interaccion de los embriones mismos segun explica De Jong et al. (1992) sobre la
asincronica de embriones somaticos en zanahoria,

Figura 11. Masa de embriones somaticos inmaduros, algunos en etapa globular en medio
MS sin hormonas. Explante proveniente de cotiledones de papaya. Barra =2 mm.
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Figura 12. Embriones somaticos de papaya (Carica papaya L.) en las distintas etapas
(globular, corazdn, torpedo y cotiledonar). A. Masa de embriones somaticos asincronos
en medio MS + clormecuat (0.084 mL L). B. Embriones sométicos en etapa cotiledonar
en medio MS sin hormonas. Barra = 2 mm.

i G . 4
Figura 13. Masa de embriones somaticos asincronos en las distintas etapas (globular, corazon,
torpedo y cotiledonar) provenientes de callo embriogénico de hojas cotiledonares de papaya.
71 dias a partir de induccidn a callogénesis. A. Masa de embriones asincronos en medio MS
+ clormecuat (0.084 mL L'). B. Masa de embriones somaticos asincronos en medio MS +
4cido naftalenacético (1 mg L") + kinetina (0.5 mg L™!). Barra Smm.

15



4. CONCLUSIONES

Se logré documentar el protocolo para germinacion e induccidn a callogénesis de
papaya in vitro.

Se logrd obtener embriones somaticos a partir de callos embriogénicos el medio MS
basal sin fitohormonas y en los medios suplementados con CCC, ANA + kinetina.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar el subcultivo del callo para incrementar su capacidad embriogénica y por
lo tanto el nimero de embriones somaticos formados.

Realizar pruebas para determinar el tiempo ideal en que los ES deben permanecer
en el medio de induccidn previo a su cambio a medio de maduracion.

Evaluar la germinacion de embriones cigoticos inmaduros in vitro para obtener
hojas cotiledonarias de papaya en menor tiempo.
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7. ANEXO

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano
Laboratorio de Cultivo de Tejidos

Protocolo para germinacion e induccion a callogénesis de cotiledones de papaya

(Carica papaya L.) in vitro

Elaborado por: Jaime Arturo De Leon Nowell

Materiales

Semillas de papaya

Etanol al 70%

Cloro liquido comercial (4.72% de NaClO)

Medio de Murashige y Skoog (MS) modificado para germinacién de papaya. (Teo
y Chan 1994).

Beaker, gaza, probeta, agua destilada.

Procedimiento para germinacion de semillas de papaya

Desinfeccion de semillas de papaya

Lavar las semillas en un beaker con abundante agua y jabdn suave para remover
particulas indeseadas.

Colocar una gaza por encima del beaker para evitar el derrame de semillas.
Agregar etanol al 70% al beaker con semillas y agitar por 20 segundos y remover
Agregar una solucién de hipoclorito de sodio al 20% ¥/v mas Tween® 80 (2 gotas/100
mL), mantener en agitacion durante 15 minutos (Figura 1) y remover dentro de la
camara de flujo laminar.

Realizar un triple lavado con abundante agua destilada estéril previo a la siembra.
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Figura 1. Semillas de papaya en solucion de hipoclorito de sodio al 20% V/v.

Medio para germinacion de semillas

e Preparar medio basal de Murashige y Skoog modificado para germinacion de
papaya (Cuadro 1) sin hormonas.

e Ajustar el pH a 5.8 y solidificar el medio con Phytagel® (1.8 g L.

e En tubos de vidrio de 150 x 25 mm agregar 10 mL de medio y colocar el tapon.

e Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121°C y 15 PSI. Dejar enfriar.

Cuadro 2. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para germinacién de

papaya (Carica papaya L.).

Componentes  Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos NH4NO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs3 Nitrato de potasio 1900.000

MgSO4.7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000

CaCl..2H20 Cloruro de calcio bihidratado 440.000

KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000

Microelementos H3BOs3 Acido bérico 6.200
CoCl2.6H20 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025

CuS045H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025

KI Yoduro de potasio 0.830

MnS044H20 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300

NaxMo0O42H20  Molibdato de sodio bihidratado 0.250

ZnS0O4.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600

Hierro FeNa EDTA Etilendiaminotetraacético 50.000
Inositol 100.000

Vitaminas Tiamina 0.100
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

(Teo y Chan 1994)
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Siembra en medio estéril
e En cémara de flujo laminar proceder a colocar las semillas de papaya en los frascos
con medio MS con pinzas estériles. Colocar la semilla dejando la mitad dentro del
medio.
e Sellar con pléstico e identificar (Figura 2).

Figura 2. Plantulas de papaya germinadas frascos de vidrio con medio basal MS bajo
condiciones de temperatura, humedad y luz controladas.

Condiciones de incubacion
e En cuarto de crecimiento a 25°C + 0.5, humedad relativa de 65%, intensidad
luminica de 2,000 y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

Procedimiento induccion a callogénesis a partir de cotiledones de papaya.

Medio de induccion a callogénesis (MI)
e Preparar medio basal MS (Cuadro 1) suplementado con 2.76 mg L' (12.5 uM) de
2,4-D.
e Ajustar el pH a 5.7 y solidificar el medio con Phytagel® (1.8 g L!).
e Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121°Cy 15 PSI en frascos Erlenmeyer,
cuando el medio esté a temperatura entre 60-70°C servir en platos Petri de 90 x 15
mm dentro de la camara de flujo laminar y dejar enfriar.
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Subcultivo de cotiledones

e Alos 30 dias de la siembra en el medio para germinacion, llevar las vitro plantulas
a camara de flujo laminar y con una pinza extraerlas de los tubos para cortar los
cotiledones y sembrar cuatro hojas en cada plato Petri con MI.

e Sellar los platos con parafilm e identificarlos con el medio MI y fecha.

i 3 g ‘ =
Figura 3. Proceso de subcultivo de cotiledones de papaya (Carica papaya L..) a medio de
induccidn a callogénesis suplementado con 2,4-D (12.5 uM).

Condiciones de crecimiento de callo
e Incubar durante 40 dias en total oscuridad a 27°C y humedad de 65%.

Figura 4. Formacion de callo a partir de cotiledones de papaya en medio MS suplementado
con 2,4-D (12.5 uM).

24



	Portada
	Portadilla
	Página de firmas
	Resumen
	Tabla de contenido
	Índice de cuadros, figuras y anexo
	Introducción
	Materiales y métodos
	Resultados y discusión
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Literatura citada
	Anexo




