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RESUMEN

El papayo (Carica papaya L.), Caricaceae, es un cultivo importante por su alto valor
nutricional y sus aplicaciones medicinales e industriales, sin embargo, este cultivo tiene
problemas de plagas y enfermedades por lo cual hacen falta investigaciones para obtener
variedades mejoradas de papaya. Una alternativa es el cultivo de anteras para lo cual es
necesario conocer su competencia con la induccion de callos; con lo planteado el objetivo
de esta experiencia fue determinar el efecto del acido naftalenacético y 6-
bencilaminopurina en la induccion de callos embriogénicos en anteras de C. papaya L.
variedad criolla. Los pimpollos obtenidos fueron medidos y agrupados segin su
longitud, para determinar el estado de desarrollo del grano de polen y se confirmé el
estado de microspora con la coloracion de carmin acético y HCI. Luego los explantes
fueron sometidos a un pretratamiento en frio (6°C) por 4 dias, luego se sembraron en el
medio Murashige & Skoog, que contenia sacarosa (3%), fitagel (0.5%), pH de 6.0 y
combinaciones de ANA y BAP a concentraciones de ppm. La evaluacion se realizo
durante 4 meses, el tratamiento T4 (ANA 1y BAP 0.5) fue el mejor para el porcentaje de
anteras con callos (hasta un 40%), en cuanto a microsporas inducidas el mejor fue TS
(ANA1yBAP 1)conel 2.9%. El tamafio de las anteras aumento y el color de las mismas
cambié de amarillo a marrén. Durante el proceso de induccion no se observaron
embriones, pero si desdiferenciacion del tejido (meristemoides).

ABSTRACT

The papaya (Carica papaya L.), Caricaceae, is an important crop for its high nutritional
value and its medicinal and industrial applications, however, this crop has problems of
pests and diseases, which requires research to obtain improved varieties of papaya. An
alternative is the cultivation of anthers for which it is necessary to know their competence
with the induction of calluses; with the stated objective of this experience was to
determine the effect of naphthaleneacetic acid and 6-benzylaminopurine in the induction
of embryogenic calluses in anthers of C. papaya L. var. criolla. The obtained buds were
measured and grouped according to their length, to determine the state of development of
the pollen grain and the microspore state was confirmed with the coloring of acetic
carmine and HCI. Then the explants were subjected to a cold pretreatment (6 ° C) for 4
days, then they were seeded in the Murashige & Skoog medium, which contained sucrose
(3%), phytagel (0.5%), pH 6.0 and combinations of ANA and BAP at ppm
concentrations. The evaluation was performed during 4 months, the treatment T4 (ANA
1 and BAP 0.5) was the best for the percentage of anthers with calluses (up to 40%), as for
microspores induced the best was TS (ANA 1 and BAP 1) with 2.9%. The size of the
anthers increased and the color of the anthers changed from yellow to brown. During the
induction process, embryos were not observed, but tissue dedifferentiation
(meristemoids) was observed.
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INTRODUCCION

Carica papaya Linn (Caricaceae) es nativa de
Américatropical y es reconocida por su tallo fragil, no
ramificado, que produce abundante latex, y en la parte
apical presenta numerosas hojas. Tiene un rapido
crecimiento que puede llegar hasta 20 metros de alto.
Es importante por su valor nutricional y aplicaciones
medicinales e industriales. Tradicionalmente las hojas
han sido y son utilizadas en un amplio rango de
dolencias, como malaria, dengue, ictericia y actividad
antiviral. Las hojas jovenes son ricas en flavonoides
(miricetina), alcaloides (carpaina, pseudocarpaina,
dehidrocarpaina), compuestos fenolicos (acido
ferulico, cafeico y cloroigénico), compuestos
cinogenéticos (bencilglucosinolato) (Gyauchand et
al., 2015; Navarro et al., 2016; Yogiraj et al., 2014).
Sin embargo, su cultivo tiene que afrontar una serie de
problemas en su produccion que se ve limitado por el
virus de la mancha anular de la papaya (PRSV);
ademas la fragilidad y la naturaleza perecedera de la
fruta limitan la exportacidon a gran escala. También los
métodos convencionales que se usan para propagarla,
ya sea por semillas, injertos y estacas suelen ser
tediosos e impracticos a gran escala debido a una
variacion considerable en la susceptibilidad a las
enfermedades, calidad y rendimiento de la fruta
(Gyauchandetal.,2015).

Laandrogénesis es la produccidn de plantas haploides
a partir del cultivo de anteras o de microsporas
aisladas. En condiciones apropiadas el grano de polen
puede desarrollar en callo o en un embrioide. El callo
puede ser inducido a dar origen a un embrioide en un
medio de cultivo favorable. Los embrioides
desarrollaran en plantas sin embargo la fertilidad del
regenerante y el numero de plantas verdes puede
impactar en las lineas doble haploides producidas. El
término haploide es usado para describir a una planta
que tiene un juego de cromosomas (n) y doble
haploide (DH) describe a una planta haploide en el
cual el nimero de cromosomas ha sido doblado (2n)
(Humphreys y Knox, 2015). Los haploides ocurren
espontaneamente o pueden ser inducidos por métodos

in vivo (hibridacidon inter o intra especifica,
haploidizacién mediado por centrémero) o in vitro
(cultivo de gametofitos inmaduros masculinos o
femeninos) (Makowskaet al.,2017).

Varios investigadores han adoptado el cultivo de
anteras por el elevado numero de granos de polen
dentro de cada antera que teoricamente produce
plantas DH. Ademas, el cultivo de anteras es
reportado como el mejor costo-efectivo en relacion
para el método de cruzamiento intergenérico para la
produccién de plantas doble haploides a gran escala.
(Humphreys y Knox, 2015; Dewivedi et al., 2015).

El estado de desarrollo de la antera tiene fuerte
influencia en la eficiencia de induccion de haploides.
Esta debe ser cosechada saludablemente, la planta no
debe estar estresada, debe estar en 6ptimas condiciones
de temperatura, intensidad luminosa, fotoperiodo,
nutricion y agua. También el estado de desarrollo de la
microspora en el momento de iniciar el cultivo es
importante porque influencia en la totipotencia de la
microspora durante la androgénesis in vitro (Dewivedi
etal.,2015; Humphreys y Knox, 2015).

El pretratamiento del explante antes de iniciar el
cultivo es beneficioso para mejorar la eficiencia de
DH en muchos cultivos para detener a la microspora
en su via gametofitica. Su desarrollo que se orienta
hacia la embriogénesis promueve la division celular
seguida por la formacidn de estructuras multicelulares
y finalmente, las estructuras embrionarias son
liberadas por la pared de la exina. La mayoria de los
pre-tratamientos incluye la temperatura, sacarosa y
medio ayuno sin nitrégeno y estrés osmotico, lo cual
difiere entre especies. Dependiendo de las especies
y los genotipos, el estrés por temperatura puede ser
aplicado para someter toda la inflorescencia o botones
florales excisados o anteras excisadas con bajas o altas
temperaturas por varias horas o dias (Parra, 2015).

Los constituyentes del medio basal y las combinaciones
de los reguladores del crecimiento son importantes en la
induccién de haploides. El tipo y concentracion de
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auxinas determina la via del desarrollo de la
microspora, con 2,4-D induce formacion de callos,
mientras que AIA y ANA promueven directa
embriogénesis. Particularmente importante en los
cultivos in vitro, es la accién concertada de auxinas y
citoquininas orientados al control y division celular
ademas de la morfogénesis. Usualmente antagdnicas
pero sus efectos son modulados por el genoma de la

plantay el tejido especifico (Zur et al., 2015).

Concentraciones elevadas de auxina (5-10 mgl-1) de
2,4-D, estimula la iniciacion de la embriogénesis de la
microspora de algunas especies recalcitrantes, como
en yuca (Perera et al., 2014). Ello ha sugerido que el
2,4-D no es solo una auxina analoga, sino que a altas
concentraciones es un factor de estrés que orienta a la
via embriogénica a la célula en desarrollo. Esto
sugiere que los niveles enddgenos y el aplicado puede
ser crucial para la produccion y calidad de los
embriones derivados de la microspora.

Aporte de investigaciones sobre el tema, tenemos el
de Kalam et al, (2013) que trabajaron con tres
especies de Carica (C. papaya, C. cauliflora, C.
goudotiana) en las cuales ensayaron diferentes
medios de cultivo y el tamafio del pimpollo floral para
inducir callos y regenerar plantas haploides.
Utilizaron 2.0 mg/lde ANA, 1.0 mg/lde BAPy 60 g/
de sacarosa. Las tres especies manifestaron altos
porcentajes de callos, solo C. goudotiana mostro
callos embriogénicos y regeneracion de planta
haploide. Gyuanchand et al. (2015) informaron de
una tasa de induccioén de embriones de hasta 8% en
anteras cultivadas en medio agar con 0,1 mg/L de BA
y 0,1 mg/L de NAA, después de ser pretratadas en
MS liquido suplementado con 2% de sacarosa
durante siete dias a 35 °C. Al final los pretratamientos
con altas temperaturas 25 y 35 °C son los mas
adecuados para la induccidén de embriones en papaya.
Hazarika y Chatuverdi (2013), trabajaron con ovarios
no fertilizados de Camelia sinensis y lograron
establecer un callo desdiferenciado de origen
haploide. Obtuvieron el mayor nimero de callos a 8.5
M BA y 4.5 uM 2,4-D con 33°C por 10 dias en la
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oscuridad, y encontraron que la mayoria de células
fueron haploides. Ibrahim et al., (2015) realizaron
experiencias con 6vulos de Hibiscus cannabinus L.,
para producir haploides. Utiliz6 ANA, BAP, 2iP y
TDZ encontrando alta produccion de callos (98%) si
los 6vulos provenian de pimpollos florales de 22-24
mm de longitud y tratados con 3 ppm de ANAy 3 ppm
de 2iP. Kouakou et al., (2015) evalué el potencial
androgénico de las anteras de Lagenaria siceraria
con un pretratamiento de 0, 1, 2, 4,6 y 7 dias a 4° C.
Obtuvieron un 79% de callos cuando las anteras
estuvieronunoy dos diasa4°C.

El contar con metodologias que nos permitan obtener
plantas haploides a través del cultivo de anteras, no
solo en papaya sino también en otras especies, es de
vital importancia, pero antes se debe comenzar a
conocer las caracteristicas morfologicas e histologicas
que presenta un callo, lo cual es frecuente al iniciar los
cultivo in vitro de anteras. Con lo expuesto el objetivo
de este trabajo fue determinar el efecto del acido
naftalenacético y el 6-bencilaminopurina, a distintas
concentraciones, en la induccion de callos a partir de
anteras de C. papaya L. variedad criolla.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los botones florales fueron colectados de plantas de
C. papaya L. (variedad criolla) cultivadas en el
campo experimental de Fisiologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de Tryjillo.

Determinacion del tamafio adecuado de
primordio

Se colectaron botones florales con longitudes
variables, con la finalidad de tener anteras con granos
de polen en diferentes estados de desarrollo. Estos se
clasificaron en 4 grupos de acuerdo a su tamafio: de 1
a3mm;de4aS5Smm,de6a8mm;de9all mm;yde
12 a 14 mm. A cada uno de estos grupos se le realizo la
diseccion (separacion de las anteras del conectivo),

tincidn con orceina acética y posterior observacion al
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microscopio para determinar las etapas de desarrollo
del grano de polen. Se selecciond el grupo de
primordios que contenian anteras con una poblacion

alta de microsporas en estado uninucleada.

Cultivo in vitro de las anteras

Para la experiencia se utilizaron primordios de 6-8 mm
de longitud (Fig. la). Durante la fase de
pretratamiento, los botones florales fueron cubiertos en
papel aluminio y colocados a una temperatura de 6 °C
durante 4 dias. Posteriormente los primordios fueron
desinfestados en alcohol al 70% durante 30 segundos y
en una solucién de hipoclorito de sodio al 1.5% por 10
minutos y enjuagados varias veces en agua destilada
estéril. Luego se retiraron las hojas florales para
exponer las anteras, extraidas éstas se colocaron en
medio MS (Murashige & Skoog, 1964), con 1% de
fitagel y 3.0% de sacarosa y suplementado con acido
naftalenacético (ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP)
a distintas concentraciones para cada tratamiento
(Tabla 1). Previamente el pH del medio se ajusto a 6.0
con NaOH/HCI 1,0 N antes de afiadir el gelificante.
Después de autoclavar a 1.2 Kg/cm2 y 120 °C durante
15 minutos, los medios se vertieron en placas Petri de
5.5 cm de diametro, conteniendo cada uno 8 ml de
medio de cultivo. El mimero de anteras por placa fue de
15 y se incubaron durante 4 meses a 25 + 2 °C con un
fotoperiodo de (16:8). Se realizé un recambio de medio

de cultivo alos 2 meses (Fig. 1b).

Fig. 1. Primordios florales del papayo utilizados en la

experiencia (a). Anteras sembradas en placas Petri (b)

Disefio experimental
Se utilizéd un disefio completamente al azar. Para
establecer el efecto de los reguladores de crecimiento

sobre las anteras, se formularon 5 tratamientos y un

laminopurina en la induccion de callos embriogénicos en anteras de Carica papaya L. variedad criolla

grupo testigo (t) cada uno con tres repeticiones y cada

unade ellas con 15 unidades muestrales (Tabla 1).

Tabla 1. Composicidon del medio de cultivo para los
distintos tratamientos que inducen callos en anteras de
Caricapapaya

Componentes Tratamientos
t T1 T3 T3 T4 T5
ANA(mg/L) - 0.1 01 05 1 1
BAP(mg/L) - 0.1 0.5 1 05 1

t: testigo, T: tratamiento

Evaluacion

Se evaluo cada 10 dias el nimero de anteras que
formaron callos (%), y el color y la forma que iban
presentando durante la experiencia. También se
evalué el numero de microsporas inducidas por
antera, con cambios en su morfologia. Para este caso,
de cada antera, se hizo un preparado en fresco y se
observo al microscopio (10 x) contando en cuatro
campos panoramicos utilizando la camara de
Neubabuer. De cada campo se obtuvo el nimero de
microsporas totales y microsporas inducidas,
aplicando la siguiente formula:

Total Células Contadas x 10.000
Numero de Cuadrados

Concentracion =

Analisis histologico

Se tomaron dos explantes de cada repeticion para el
analisis histologico. Estos fueron fijados en solucion
AFA (40% de formaldehido-10 ml-/acido acético
glacial-3ml-/ 50% etanol -87 ml). Las muestras fueron
posteriormente deshidratadas en una serie de alcoholes
(de 30% a 100%) y luego embebidas en parafilm. Los
cortes transversales se hicieron con un micrétomo (el
grosor y el angulo de la cuchilla fueron 7um y 11°
respectivamente). Finalmente ellas fueron coloreadas
con safranina (1 hora) y cristal violeta (2 minutos), y
luego fotografiadas con ayuda de un microscopio
Olympus que tenia acoplado una cdmara digital.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa
SPSS v. 24. Se realiz6 una ANAVA y una
comparacion de medias de Tukey para encontrar
diferencias significativas entre los porcentajes de
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anteras con callos y entre los porcentajes de

microsporas inducidas por antera.
RESULTADOS

Anteras con callos

Después de 4 meses de cultivo, los tratamientos que
produjeron mostraron un mayor porcentaje de
formacion de callos por anteras fueron el T4 y TS con
un 40% y 15.5% respectivamente (Tabla 2); con la
prueba de ANAVA y TUKEY se determind la
diferencia significativa entre estos dos tratamientos
respecto a los demads, y que también existe diferencia
significativa entre el T4 y TS5; sin embargo, no existe
diferencia significativa entre los tratamientos T5 y T3
con un nivel de confianza del 95%. Esto quiere decir
que de todos los tratamientos T4 (1 pg/ml ANA/ 0.5
ug/ml BAP) fue el que tiene el mayor porcentaje de
induccién de callos.

En las anteras tratadas hubo un cambio con respecto a
las no tratadas (Fig. 2), se observo un cambio en su
morfologia (mayor tamafio y bordes irregulares en toda
su superficie) y color variando de amarrillo (normal) a
marrén. Los callos de forma irregular y translucido,
fueron notorios en el tratamiento 4 (Fig. 3).

v 4

Fig. 3. Anteras mostrando los callos (flechas), todas
ellas provienen de los tratamientos con reguladores
del crecimiento. El callo es translucido, se extiende
sobre la superficie de la antera y sin forma definida.
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Fig.4. Microsporas de C. papaya inducidas después
de 4 meses de cultivo. Se observan agrupadas para
formar callo embriogénico(a), diferencias en el
tamafio (b) y division de la microspora (c). Estas
caracteristicas fueron frecuentes en TS.
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Microsporas inducidas por antera

El tratamiento que mostré mayor porcentaje de
microsporas inducidas por antera fue el TS (1 pg/ml
ANA/ 1 pg/ml BAP) con un 2.9% (Tabla 2) y fue el
unico con diferencias significativas respecto a todos
los demas tratamientos (p<0,05) con un nivel de
confianza del 95%. Las microsporas inducidas eran
mas grande que las microsporas normales (Fig. 4b),
algunas de ellas se agrupaban para formar el callo
(Fig. 4a) y otras presentaban un estado de division
(Fig. 4¢).

Desarrollo de meristemoides

En los cortes histologicos se pudo observar cambios
en los tejidos de anteras procedentes de T1y T4 (Fig.
5). La caracteristica es: la mayoria de células son
grandes y desordenadas, la presencia de células
pequeiias (en la zona del conectivo) intensamente
coloreadas y agrupadas que dan origen a los
meristemoides y futuro embridn.

DISCUSION

Encontramos que los reguladores del crecimiento, el
estado de la microspora y las condiciones del shock
térmico son importantes para la respuesta androgénica
ademas que fueron los determinantes no solo para
formacion de callos sino también para la formacion de
nuevos tejidos en el callo. Por ejemplo, el grosor de la
pared en la antera también influencia en la
embriogénesis, las anteras jovenes son mas sensibles.
Si las paredes son gruesas pueden retrasar la difusion o
los factores inductores hacia el 16culo de la antera,
reduciendo su efecto sobre las microsporas inducibles,
también el estandarizar el tamafio del pimpollo floral
s un paso critico y es altamente genotipo-especifico.
(Dewivedi et al., 2015), o que el tejido de la antera
provea nutrientes y proteccién contra el estrés
(Soriano y Boutilier, 2013). Sin embargo, en el cultivo
de anteras, las células somadticas son diploides y
pueden desdiferenciarse y dividirse formando unas
plantulas o callo diploide no deseado.
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Se realizd un pretratamiento de las anteras de C.
papaya a 6°C, la cual es muy crucial en esta técnica,
pues solo los agentes fisico-quimicos estresantes
desencadenaran la reprogramacion de las microsporas;
Golabadi er al. (2017) sugieren que cualquier estrés
induce una sefial de respuesta en la planta, la cual va a
depender de la seleccion del genotipo con capacidad
embriogénica. Ademas, el estrés abidtico frecuente,
aparte de otros, es la temperatura la cual causa un
shock térmico. En respuesta al tratamiento del estrés,
existen varias hipdtesis para explicar los cambios que
sufren las microsporas por ejemplo Abdalla (2016)
propone cambios en la expresion génica y en la
organizacion de la estructura celular de la microspora
que afecta el nucleo y el citoplasma, durante el
pretratamiento; Golabadi e al. (2017) reporta que a
bajas temperaturas después de la mitosis causa una
rotura de los microtubulos de las microsporas lo que
determina una divisiéon asimétrica del nucleo. Parra
(2015) describen que al aplicar temperaturas bajas
causa interrupcion en el desarrollo de la célula
vegetativa, asi la division estimulada causa la
induccion de androgénesis en el cultivo de anteras.

Sobre los callos obtenidos, el mayor porcentaje de
induccion lo encontramos en T4 y TS5, (Tabla 2). Es
probable que los callos se hayan formado a partir de
las microsporas que se observan al interior de las tecas
segun la Fig. 5C o de la formacion de meristemoidesy
alteraciones del tejido (Fig. 5 A, B, C, D). Rivas-
Sendra et al., (2015) a las cinco semanas encontr6 en
anteras de S. melongena dos tipos de callos. El
primero de tipo compacto, no friable y de color verde,
no organogénico, luego se necrosa y muere. El
segundo tipo, que es el que observamos en anteras de
C. papaya, era translucido, espongoso y masa friable,
organogénico de la cual emergieron hojas. Kurtar et
al., (2018) trabajando con dos especies de Cucurbita
reporta que los callos de color verde que obtuvo son
altamente productivos en la iniciacion de las plantas.
Entonces el color del callo para regenerar una planta
va a depender de la especie y reguladores del
crecimiento utilizadas, porque las anteras con callos

embriogénicos de papaya fueron marrones.
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Tabla 2. Anteras de C. papaya con callos y
micrsporas inducidas por antera en los distitos
tratamientos de ANA y BAP luego de 4 meses de
cultivo. Los reguladores del crecimiento enmg 1"

N° de anteras

Anteras con  Microsporas inducidas

por tr i callos (%) por an (%)

C (control) 45 0 0.5

Tl ANA BAP
o1 0.1 45 22 0.2
T2 0.1 0.5 45 22 0.4
T3 05 1.0 45 6.7 0.2
T4 1.0 0.5 45 40 1.2
TS5 1.0 1.0 45 15.5 29

Fig. 5. Observaciones histoldgicas de callos derivados
de anteras de C. papaya. a Callo friable no diferenciado
con las células parenquimaticas. b Aislamiento de
células agrupadas en el parénquima que dara origen a un
proembrion (flecha celeste). C Los sacos polinicos con
microsporas transformadas formando proembriones
(flechanegra).

Las microsporas inducidas en T5 (Fig. 4 a,b,c)
presentaban cambios que se observan en muchos
trabajos donde se inducen embriogénesis a partir de
microsporas (Soriano et al., 2013) y con pre
tratamiento a temperaturas de 4° C ( Kouakou et al.,
2015) como aumento de tamafio, otras empezaban un
proceso de division y se encontraban cubiertas atn
por una capa de exina y otras se agrupaban
linealmente formando embriones tipo suspensor; al
hacer una tincion fluorescente con D API observaron
la presencia de varios nucleos en dichos pro-
embriones. Perera et al., (2014) trabajando con
anteras y microsporas de Manihot esculenta
coinciden con nuestras observaciones (Fig. 5). Ellos
reportan que la pared celular de la antera, epidermis,
endotecio y capa media se alargaban y el tapete se
degeneraba. En cambio, el tejido conectivo de la
antera presentaba pequefias células meristematicas
con nucleo intensamente coloreados. Dos diferentes
estructuras multicelulares se observaron, la primera
es el incremento del didmetro de la microspora
inducida sobre la microspora no inducida y la

segunda es la division simétrica del ntcleo.
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Entonces el genotipo de las plantas donadoras
determina la eficiencia in vivo o in vitro de la
produccién de haploides. Esta respuesta varia no solo
entre especies sino dentro de las especies, con pocos
genotipos con gran respuesta mientras que otros son
recalcitrantes. La interaccidén genotipo y tamafio del
brote y el genotipo por condiciones de crecimiento
del donador impactan en la eficiencia de la
produccién de haploides. La mayoria de las especies,
con pocas excepciones, son recalcitrantes para la
androgénesis, la cual es controlado por genes
especificos del polen (Kurtar ez al., 2018).

CONCLUSIONES

Podemos afirmar que el estrés a 5° C es clave para
inducir cambios en las anteras de C. papaya, ademas
las combinaciones ANA-BAP inducen callos como
también transforman a las microsporas y se observan
en alto porcentaje en los tratamientos T4 y T5
respectivamente. Con esta experiencia es posible
obtener plantas haploides y poder promover el
mejoramiento de este cultivo.
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