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RESUMEN

El presente trabajo consistié en desarrollar una metodologia para propagar hibridos de papaya mediante el cultivo in
vitro. Como material vegetal se emplearon brotes laterales de plantas del hibrido | B P- 42 — 99, los explantes fueron
establecidos siguiendo la metodologia propuesta por Posada et al. (1999). Para la multiplicacién se estudié la
combinacion de 6- BAP (0.225, 0.45, 0.90 mg.I") con ANA (0.14, 0.28 mg.I%). Para el enraizamiento se compararon los
medios de cultivo propuestos por Drew (1988) y Posada (1995). El medio de cultivo MS (1962) suplementado con 0.45
mg.I* de 6- BAP y 0.14 mg.I* de ANA result6 ser en este trabajo el més adecuado con un coeficiente de multiplicacion
de 3.93, para la etapa de enraizamiento fue 5mg.I'* de AIB con 10 dias en el medio de cultivo donde se obtuvo un 68%
de plantas enraizadas y en la fase de aclimatizacién se alcanz6 un 71% de plantas adaptadas.
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ABSTRACT

This work consisted of developing a methodology to propagate papaya hybrids through in vitro culture. As plant material,
lateral buds of plants of the hybrid IBP 42-99 were used. The explants were established following the methodology
proposed by Posada et al (1999). For the multiplication stage, the combinations of 6-BAP (0.225, 0.45 and 0.90 mg.I?%)
and ANA (0.14 and 0.28 mg.I") were studied. In the rooting stage, a comparison was done between the culture media
proposed by Drew (1988) and Posada (1995). The culture medium containing MS salts (1962) supplemented with 0.45
mg.I* of 6-BAP and 0.14 mg.I"* of ANA was the most adequate for multiplication, while the best medium for rooting was
5mg.I* of AIB with ten days in the culture medium, where 68% of rooted plants was obtained and in the acclimatization

phase 71% of plant adaptation was achieved.
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INTRODUCCION

El cultivo de la papaya (Carica papaya L.) ocupa un
lugar importante para la alimentacion por su alta
probabilidad de aprovechamiento, pues se puede usar
el tallo, las hojas y los frutos, por su elevado contenido
de proteinas y vitaminas (Diaz, 1984; Lima, 1991). Esta
especie vegetal ha presentado dificultades en cuanto
a rendimiento y calidad de sus frutos por lo que se ha
hecho imprescindible la busqueda de variedades e
hibridos para mejorar estas caracteristicas. La principal
variedad que se cultiva en Cuba es la Maradol rojo, la
misma a pesar de sus ventajas tiene como dificultad
gue sus frutos son de gran tamafio, posee un brix de
10, es susceptible a las principales enfermedades virales
y lleva muchos afios en explotacién, por lo que se
realizan trabajos encaminados a obtener nuevas
variedades e introducir otras de diferentes paises.
Posada et al. (1995) obtuvieron un hibrido a partir del
cruzamiento de esta variedad con la Strawberry, el cual
posee menor peso y tamario de los frutos y mas alto
brix que la variedad Maradol rojo. En Cuba se ha
estudiado el comportamiento de este hibrido en
condiciones de extension en campo. La intensidad de
las investigaciones sobre el cultivo de tejidos en la
papaya de los ultimos 20 afios y su plasticidad in vitro,

ha permitido el desarrollo de una serie de técnicas
eficientes en la propagacion asexual de material élite
de hibridos. Segun Drew y Manshardt (1997) la
multiplicacion in vitro de la papaya solo se justifica
econdmicamente si la misma se realiza para un
genotipo hibrido. Uno de los grandes problemas que
tiene esta metodologia a nivel internacional, es el alto
porcentaje de contaminacién in vitro (bacterias y
hongos), cuando se emplean como explantes iniciales
apices o meristemos de plantas adultas cultivadas en
campo (Brary Khush, 1994; Wilson, 1996). Posada et
al. (1999) lograron establecer in vitro pices del hibrido,
pero se hace necesario estudiar las demas fases para
proponer una metodologia para la micropropagacion
del mismo. Es por ello que los objetivos del presente
trabajo son: Establecer los medios de cultivo més
adecuados para las fases de multiplicacion y
enraizamiento y lograr la aclimatizacion de las
vitroplantas del hibrido.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal de partida se emplearon yemas
laterales y apicales de plantas adultas del hibrido | B P
42-99, las cuales provenian de casas de cultivo con
condiciones controladas de temperaturay humedad.
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Para el establecimiento de los explantes se utilizé la
metodologia propiuesta por Posada et al. (1999)
alcanzandose un 85% de 4pices establecidos.

Fase de multiplicacién
Experimento 1
En laobtencion de un medio de cultivo adecuado para

la multiplicacion de las vitroplantas ya establecidas,
se utilizaron las sales Murashige y Skoog (MS) (1962)

con diferentes combinaciones de 6-Bencilaminopurina
(BAP) y Acido Naftalenacetico (ANA) (Tabla 1), para
este experimento se emplearon como repeticion ocho
frascos plasticos con capacidad de 500 ml por
tratamiento con cinco plantas cada uno.

Como control se utilizé el medio de cultivo propuesto
por Posada (1995) el cual contenia las mismas sales
e incluia como reguladores del crecimiento dos
citoquininas 6 BAP (0.22 mg.I'?) y Kinetina (0.11
mg.l), los tratamientos se evaluaron a los 24 dias.

Tabla 1. Diferentes Combinaciones de 6 BAP y ANA evaluadas para la multiplicacién in vitro del hibrido de

papaya IBP 42-99.

Tratamientos 6 BAP mg.I* ANA mg.I*
I 0.23 0.14
I 0.45 0.14
1] 0.90 0.14
v 0.23 0.28
\ 0.45 0.28
Vi 0.90 0.28

Las evaluaciones efectuadas por vitroplantas
individuales fueron:

1-Altura (cm).

2-Numero de brotes axilares.

Experimento 2

Se estudidé el efecto del tiempo de subcultivo
(tratamiento 1 a los 24 dias y tratamiento 2 a los
30 dias) en el crecimiento de las vitroplantas en la
formacion de brotes axilares. Para esto se empleé el
medio de cultivo del experimento anterior con el que
se obtuvieron los mejores resultados, y se evaluaron
las mismas variables: altura (cm) y nimero de brotes.
Se utilizaron ocho frascos plasticos con capacidad
de 500 ml por tratamiento con 60 ml de medio de
cultivo y cinco plantas cada uno.

Ambos experimentos se realizaron tres veces
como repeticién. Los resultados fueron procesados
en el SPSS. Version 9.0 alos que se le realizaron
ANOVA de clasificacion simple con homogeneidad
de varianzay prueba de Duncan y Dunett's C para
una significacién de 5%.

Fase de enraizamiento
Experimento 1

Para determinar el medio de cultivo mas adecuado
en el enraizamiento de las plantas del hibrido, se
compararon dos medios de cultivo, el propuesto
por Drew (1988), el cual contenia la mitad de las
sales MS (1962) suplementadas con 2 mg.I'* de
Acido Indol-3- butirico (AIB) y el recomendado por
Posada (1995) quien utilizé también la mitad de

las sales MS (1962) suplementadas con 5 mg.I*
de AlB, solidificados ambos medios con Gelrite (3
mg.I?). Las vitroplantas fueron colocadas en el
medio de cultivo durante 10 dias, para el cual se
utilizaron 10 frascos plasticos por tratamiento con
capacidad de 500 ml con 60 ml de medio de cultivo
y se ubicaron cinco plantas en cada uno. Luego
se transfirieron las vitroplantas a medio de cultivo
MS (1962) sin regulador del crecimiento por tres
semanas para la formacién de las raices, pasado
este tiempo se realizaron las evaluaciones de las
siguientes variables:

- Plantas enraizadas (%).

- Altura de la planta (cm).

- Longitud de las raices (cm).

- NUmero de hojas por plantas.

Experimento 2

Con el objetivo de determinar el mejor tiempo de
permanencia de las plantas en el medio de cultivo
con AlB, se realizé un segundo experimento para
el cual se mantuvieron las plantas en el medio de
cultivo con la auxina durante siete y diez dias.
Luego se colocaron en medio de cultivo MS (1962)
sin regulador de crecimiento. Para ello se
emplearon 10 frascos plasticos por tratamiento con
capacidad de 500 ml, se colocaron cinco plantas
en cada unoy se evaluaron las mismas variables
gue en el experimento anterior. Los resultados
fueron analizados por la prueba de ANOVA de
clasificacién simple y para determinar las
diferencias entre las medias estadisticas en los
distintos tratamientos, se utilizé la prueba de
rangos multiples de Duncan y Dunett’s C, lo cual
se especifica en cada tabla. Los resultados



expresados en porcentajes se procesaron en el
Statistix 2.1 a los que se le realiz6 prueba de
proporcion.

Fase de aclimatizaciéon
Experimento 1

Obtenidas las vitroplantas con tres o méas hojas
activas y con 2-3cm de altura, cada una fue lavada
en su base para eliminar restos de agar y fueron
colocadas en bandejas con una solucién
compuesta por 15 ml.I* de BIOBRAS- 16y 3g.I*
de Benomil durante 24h. Para lograr altos
porcentajes de plantas aclimatizadas se
estudiaron dos variantes:

Tratamiento 1: en el cual se le colocaron frascos
de cristal con capacidad de 250 ml a cada planta
boca abajo, para de esta forma mantener la
humedad relativa lo mas proxima al 100%. Estos
frascos se les retiraron en el momento del riego y
luego se le colocaban nuevamente.

Tratamiento 2: en el mismo se dejaron las plantas
expuestas a las condiciones ambientales del clima
existente en la casa de cultivo.

En cada tratamiento se utilizaron tres
contenedores de polieturano con 70 orificios
alveolares y se sembraron 35 vitroplantas a cada
uno. El sustrato estuvo compuesto por una mezcla
de materia organica 70% y zeolita 30% y se les
realizo un riego diario. La evaluacion realizada fue:
Supervivencia de las vitroplantas (%).

Experimento 2

Para mejorar los porcentajes de aclimatizacion se
decidio realizar un segundo experimento, para el
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cual se le colocaron los frascos de cristal a las
vitroplantas y se les mantuvo aun cuando se
regaban para evitar el contacto del agua con la
parte aérea de las plantas. Para este tratamiento
se utilizaron tres contenedores de polieturano con
70 orificios alveolares y se les sembraron 35
vitroplantas a cada uno, el sustrato compuesto por
una mezcla de materia organica 70%y zeolita 30%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fase de multiplicacién
Experimento 1

El analisis de los resultados obtenidos al comparar
el efecto de diferentes combinaciones de 6 BAP y
ANA, demostré que al adicionar auxina al medio
de cultivo en esta fase se lograron vitroplantas de
mayor tamafio y por tanto un mayor namero de
explantes para el proximo subcultivo a partir de
sus yemas laterales (Tabla 2).

Con los tratamientos dos y tres donde se utilizaron
0.45 mg.I* de 6 BAP con 0.14 mg.I't de ANAy
0.90 mg.I't de 6BAP con 0.14 mg.I"t de ANA
respectivamente se obtuvieron los mejores
resultados sin diferencias significativas entre ellos,
pero significativamente superiores al resto. Sin
embargo se recomienda el tratamiento dos por
tener una mas baja concentracién de 6 BAP en el
medio de cultivo y también por una ligera
superioridad respecto a la altura de las vitroplantas.
Similares resultados sefial6 Drew (1988) pero en
su caso utilizo la variedad solo. Pedroso (1990)
utilizé para esta fase el 6 BAP solo y en
combinacidn con diferentes auxinas, concluyendo
gue la mas efectiva fue la asociacion del ANAy 6
BAP, lo cual apoya los resultados alcanzados en
el presente trabajo.

Tabla 2. Influencia de diferentes combinaciones de ANA'y 6 BAP en la multiplicacion de vitroplantas de
papaya del hibrido | B P 42-99 a los 24 dias de cultivo.

Tratamientos

Altura de la vitroplanta

# de yemas laterales

principal (cm) formadas
1 157b 3.08 b
2 1.85a 3.93a
3 1.73 ab 3.70a
4 1.65b 2.75b
5 1.24c 2.85b
6 1.38¢ 3.01b
T 1.61b 3.67b
+ EE 0.16 0.41

* Medias con letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05, segin Duncan para
ndamero yemas laterales y Dunett's C para altura de las plantas
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Tratamientos:

ANA (0.14 mg.I*) + 6 BAP (0.23 mg.I%)
2 ANA (0.14 mg.I*) + 6BAP (0.45 mg.I"*)
3 ANA (0.14 mg.I*) + 6 BAP (0.90 mg.I%)
4, ANA (0.28 mg.I*) + 6 BAP (0.23 mg.I%)
5. ANA (0.28 mg.I*) + 6 BAP (0.45 mg.I%)
6 ANA (0.28 mg.I*) + 6 BAP (0.90 mg.I%)
T. Kinetina (0.11 mg.l*) + 6 BAP (0.22 mg.I?)

Experimento 2

Al estudiar el tiempo de subcultivo (24 y 30 dias)
utilizando el medio de cultivo con los mejores resultados
del experimento anterior 0.45 mg.I* de 6 BAP con 0.14
mg.I* de ANA, se comprobd que con el incremento en
dias del tiempo de subcultivo en el hibrido estudiado
no se aumento significativamente el nimero de brotes
axilares, la altura de las vitroplantas, ni el vigor de las
mismas, lo cual puede estar dado por un agotamiento de
los nutrientes del medio de cultivo a partir de los 24 dias.

Fase de enraizamiento
Experimento 1

Al comparar los medios de cultivo y realizar el analisis
de los resultados de los tratamientos estudiados, se
determiné que en contraposicidon con los demas
aspectos evaluados, solo se obtuvo diferencia
significativa en los porcentajes de plantas enraizadas
(Tabla 3). Se alcanzaron los mejores resultados en el
medio de cultivo propuesto por Posada (1995) con un
68% de plantas enraizadas, similares alos obtenidos
por la autora, comparados con un 40% logrado en el
medio de cultivo propuesto por Drew (1988), lo que indico
gue con bajas concentraciones de la auxina no se logra
un desarrollo homogéneo del sistema radicular en las
vitroplantas de este hibrido de papaya. De forma
general con la utilizacién en el medio de cultivo de
5.0 mg.I* de AIB se incrementé el porcentaje de
plantas enraizadas.

Tabla 3. Resultados alcanzados al comparar dos medios de cultivo para el enraizamiento de las vitroplantas

del hibrido de papaya IBP 42-99.

Tratamientos

Plantas enraizadas

Medio de cultivo propuesto por Drew (1988) 40%

Medio de cultivo propuesto por Posada (1995) 68%

Experimento 2

Al evaluar los resultados obtenidos, trascurridas tres
semanas después de colocados los explantes en el
medio de cultivo sin auxinas, se comprobo que
aunque el ndamero de hojas fue mayor
estadisticamente en el tratamiento de menor tiempo

de permanencia (siete dias), el porcentaje de
enraizamiento solo alcanz6 un 36% y se observo un
menor desarrollo del sistema radicular (Tabla 4). Esto
debe estar dado porque en este tiempo las
vitroplantas no absorben la cantidad de A | B
necesarias para la induccién de un sistema radicular
adecuado.

Tabla 4. Efecto sobre las vitroplantas del hibrido de papaya IBP 42-99 del tiempo de permanencia en medio

de cultivo con AIB (5mg.I?).

Tratamientos Numero de hojas

Largo de laraiz

Plantas enraizadas

(cm) (%)
7 Dias 4.44 a 2.92b 36
10 Dias 3.36b 3.84a 68.6
+ EE 0.34 0.77 -

*Medias con letras desiguales en la misma columna difieren segin Duncan para p< 0.05.

En la literatura cientifica consultada no se encontraron
datos que refieran el tiempo de permanencia mas
adecuado de las plantas de papaya en el medio de
cultivo con reguladores del crecimiento para propiciar
un mayor enraizamiento; no obstante al ser este mayor
de 10 dias ocurre una caida casi total de las hojas.

Fase de aclimatizacion
Experimento 1
Se logré la aclimatizacion de las vitroplantas del hibrido

de papaya con un 34% de supervivencia a los 60 dias,
en el tratamiento uno donde al colocarles los frascos

de cristal encima a las vitroplantas, se mantuvo de
esta forma un alto porcentaje de humedad relativa, muy
parecidos alos existentes en la fase anterior (Tabla 5).
Sin embargo, se observé que el mayor nimero de
pérdidas fue debido a una necrosis en la parte aérea
de las plantas, provocado por el exceso de humedad
en las mismas, ya que, luego del riego quedaban
pequefias gotas de agua en las hojas y los frascos al
mantener la humedad relativa préximo al 100% evité la
evaporacion de las mismas.

La supervivencia de las plantas, entre otros factores
también la atribuimos a la textura y estructura del
sustrato, lo que proporcioné un buen drenaje y aireacion.
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Tabla 5. Total de vitroplantas del hibrido de papaya IBP 42-99 obtenidas a los 60 dias de plantadas en los

contenedores.

Tratamientos

NUmero de plantas

Numero de plantas Supervivencia

sembradas vivas %
Vitroplantas cubiertas con 105 75 34.2
los frascos de cristal
Vitroplantas sin cubrir 105 7 6
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