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Arias Andrade et al.

RESUMEN

Las especies del género Vasconcellea, frecuentemente denominadas papayas de
las tierras altas, son parientes silvestres de la papaya comun (Carica papaya L.)
ampliamente distribuida en la América tropical. Sus usos son varios entre los que
se incluyen: materia prima en la industria de las frutas tropicales como fuente de
papaina o su empleo en programas de mejoramiento genético. El presente
trabajo se realizé con el objetivo de realizar una revision de literatura cientifica
sobre el aislamiento, purificacion y fusion de protoplastos en el género
Vasconcellea y sus usos en el mejoramiento genético. Ademas, se describen las
principales fuentes de protoplastos del género Vasconcellea, los factores que
influyen en el proceso de aislamiento, las condiciones de cultivo y la fusion de los
protoplastos. Finalmente, se resumen los adelantos alcanzados hasta la fecha en
la hibridacion intergenérica con Carica papaya para generar mayor resistencia y
productividad.

hibridacién

Palabras clave: herramientas

intergenérica

Caricaceae, biotecnoldgicas,

Isolation, culture and fusion of protoplasts in the genus
Vasconcellea

ABSTRACT

Species of the genus Vasconcellea, often called highland papayas, are wild
relatives of the common papaya (Carica papaya L.) widely distributed in tropical
America. Its uses are various, including: raw material in the tropical fruit industry
as a source of papain or its use in genetic improvement programs. The present
work was carried out with the objective of carrying out a review of scientific
literature on the isolation, purification and fusion of protoplasts in the genus
Vasconcellea and their uses in genetic improvement. In addition, the main
sources of protoplasts of the genus Vasconcellea, the factors that influence the
isolation process, the culture conditions and the fusion of the protoplasts are
described. Finally, the advances achieved to date in intergeneric hybridization
with Carica papaya to generate greater resistance and productivity are
summarized.

Keywords: biotechnological tools, Caricaceae, intergeneric hybridization
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INTRODUCCION

Dentro de la familia de las Caricaceae el género Vasconcellea, comprende 21
especies. Usualmente es conocido por el género monotipico Carica, incluida
papaya (Carica papaya L.), uno de los cultivos de frutas tropicales mas
importantes. Se distribuye desde México hasta Chile, con el centro de diversidad

en Ecuador y Colombia. Debido a su preferencia por las altitudes mas altas, la
mayoria de las especies de Vasconcellea se conocen como papayas de las tierras
altas o de montafia (Scheldeman et al., 2011).

En los Andes, las papayas de altura se consumen principalmente como frutos
frescos, tostados, en jugo, mermeladas, conservas o cocidos en salsas. La mayor
parte del consumo es doméstico y la comercializacidon es escasa, excepto en el
caso del hibrido Vasconcellea x heibornii, conocido como babaco, importante
comercialmente en Ecuador e introducido con poco éxito en paises de Europa y
Africa. Existe una amplia gama de agentes fitopatdgenos que se relacionan con
el cultivo de Vasconcellea en sus diferentes etapas vegetativas, dentro de ellos
nematodos, virus, bacterias y hongos que afectan en gran medida a su
reproduccion.

Los métodos de mejoramiento genético tienen como objetivo seleccionar los
mejores genotipos dentro de una poblacién, o crear genotipos nuevos con
caracteristicas previamente definidas. Tal es el caso de la fusidn de protoplastos
mediante el cual se puede transferir genes Utiles de una especie a otra, mediante
procesos de transporte y division celular, mutagénesis, variacion somaclonal y en
especial transformacion genética mediante hibridacion somatica (Davey et al.,
2005; Lin et al., 2018; Zhao et al., 2019).

Es importante sefialar que la investigacion de la técnica de cultivo de protoplastos
en el género Vasconcellea es escasa, por lo que el objetivo de este trabajo fue
realizar una revision de literatura cientifica sobre el aislamiento, purificacion y
fusion de protoplastos en el género Vasconcellea y sus usos en el mejoramiento
genético. Mediante la recopilacion de informacion confiable se ofrece una vision
mas amplia de la técnica de fusion de protoplastos, los factores que influyen en
el aislamiento y la fusidn, la seleccién de plantas hibridas y la utilizacién de los
hibridos somaticos en el cultivo de plantas pertenecientes al género Vasconcellea,
debido a que, entre sus representantes hay cultivos importantes para la poblacidon
humana como es Carica papaya.

GENERALIDADES DEL GENERO VASCONCELLEA

Las plantas pertenecientes al género Vasconcellea originalmente se incluian en
Carica. Sin embargo, analisis moleculares demostraron que estos géneros no eran
monofiléticos, y Vasconcellea se restituyd como uno diferente (Badillo, 2000).

El género Vasconcellea se caracteriza por tener hojas simples, lobuladas o con
I6bulos de palma con cinco a seis nervaduras principales. Asimismo, las flores
poseen una corola con lébulos curvos a la izquierda, estigmas lineales, cinco
ovarios loculos y évulos dispersos en dos divisiones yuxtapuestas (Scheldeman
etal., 2011).
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Los Andes son las areas con mayor diversidad de especies de Vasconcellea. Se
distribuyen desde las laderas secas de los Andes en Ecuador, Colombia y Peru (3
500 msnm) hasta las tierras bajas de Panama y en el sur de Brasil (Tabla 1;
Figura 1). Se denominan papayas de las tierras altas vistas sus preferencias
climaticas. Estas se caracterizan por una serie de atributos deseables, como
resistencia a enfermedades, tolerancia al frio, alta actividad enzimatica del |atex
y alto contenido de proteinas y vitaminas, lo cual sugiere su potencial agrondmico,
especialmente en los pueblos andinos (Tineo et al., 2020).

Tabla 1. Distribucidon de especies de Vasconcellea en el continente americano.
(Carvalho y Renner, 2014).

N° Especies Distribucion

1 V. weberbaueri Ecuador, Peru

2 V. parviflora Ecuador, Peru

3 V. stipulata Ecuador

4 V. candicans Ecuador, Peru

5 V. chilens Chile

6 V. quercifolia Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Peru

7 V. glandulosa Bolivia, Argentina, Peru, Brasil

8 V. horovitziana Ecuador

9 V. pulchra Ecuador

10 V. monoica Ecuador, Bolivia, Peru

11 V. omnilingua Ecuador

12 V. sprucei Ecuador

13 V. crassipetala Colombia

14 V. cauiflora Colombia, Costa Rica Venezuela,
Nicaragua, Panama, Guatemala, México,
Honduras, Salvador

15 V. microcarpa Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia,
Panama, Chile, Costa Rica

16 V. paladencis Colombia, Ecuador

17 V. cundinamarcensis  Colombia, Ecuador, Venezuela, Perq,
Bolivia, Panama, Chile, Costa Rica

18 V. longiflora Colombia

19 V. sphaerocarpa Colombia

20 V. goudotiana Colombia

21 V. x heilbornii Colombia, Ecuador
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Figura 1. Distribucién de especies de Vasconcellea por paises.

Las especies de Vasconcellea son plantas silvestres, semi domesticadas o
domesticadas, con un habito paquiculoso y arbustivo o arbdreo. Las plantas
suelen ser dioicas, pero a veces monoicas o poligamas (Kyndt et al., 2005).

Son arbustos o pequenos arboles perennes con aspecto robusto que se adaptan
a climas frios y bosques brumosos de la cordillera andina, aun cuando se
establecen también en zonas subtropicales y zonas templadas calidas. Requiere
precipitaciones anuales promedio de 1000 - 1 700 mm, pero tolera rangos de
500 - 2 500 mm. Prefiere temperaturas medias entre 17 y 22 °C. En relacion con
el suelo requiere terrenos fértiles y bien drenados, con pH en el rango de 6 - 7
(Fuertes, 2019).

Importancia de la familia Vasconcellea

Las frutas tropicales juegan un papel importante en la economia mundial.
Contribuyen sustancialmente a la nutricion humana y se utilizan para la medicina,
la madera, el combustible y la alimentaciéon del ganado (Drew, 2016). Los centros
con mayor diversidad genética de Vasconcellea son Ecuador, Colombia y Peru
(Salvatierra y Jana, 2015). La papaya de montafia mas grandes es el babaco (V.
X heilbornii) se cultiva comercialmente en Nueva Zelanda donde se introdujo en
1973, y es cultivo de babaco en Ecuador la especie Vasconcellea mas tolerante al
frio (Scheldeman et al., 2007).

Vasconcellea en Ecuador

El babaco es el cultivo fruticola mas importante entre las papayas de montafia
ecuatorianas. Pertenece a Vasconcellea x heilbornii, que también incluye plantas
con frutos mas pequefios e interesantes perspectivas comerciales. Los baby
babacos, supuestamente es un hibrido entre dos especies cultivadas
ocasionalmente; V. stipulata y V. cundinamarcensis (Restrepo et al., 2004).
Analisis moleculares confirman la hibridacion contemporanea ocasional entre V.
stipulata, V. cundinamarcensis y V. x heilbornii y sugirié la posible implicacién de
V. weberbaueri en el origen de V. x heilbornii (Droogenbroeck et al., 2006).
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Ciertas especies del género Vasconcellea tienen caracteristicas muy prometedoras
como resistencia a organismos fitopatdgenos y excelentes propiedades
organolépticas del fruto. Tiene un interés relevante para programas de
mejoramiento genético tanto de Vasconcellea x heilbornii (babaco) como de la
papaya comun (Carica papaya) (Marifio, 2019).

AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

En 1880, Von Hannstein sugiri6 que la unidad basica vegetal se llamara
protoplasto, en referencia a toda la célula excepto a la pared celular. En 1892,
Klercker describié un método para aislar protoplastos vivos; y este método
mecanico de aislamiento de protoplastos lo refind Plowe en 1931, quien aisld
protoplastos de las células de la epidermis de la cebolla (Allium cepa L.) mediante
plasmdlisis en sacarosa (Cocking, 2000).

Los protoplastos son células vegetales carentes de pared celular que tienen un rol
protagonico esencial en la biotecnologia vegetal. Por sus particularidades, se
consideran una alternativa viable a los cultivos vegetales convencionales e
igualmente seria factible su manipulacion genética utilizando vectores (Marquez,
2019).

Los protoplastos vegetales aislados son en realidad células vegetales desnudas
en las que la pared celular se ha eliminado mediante un método mecanico o
enzimatico (Dodds, 1983). Las células vegetales estan rodeadas por una pared
celular compleja compuesta principalmente por polisacaridos. Se han desarrollado
técnicas para la eliminacion rutinaria de esta pared de una amplia gama de células
vegetales (Fowke y Gamborg, 1980). Los protoplastos vegetales son totipotentes
y pueden regenerarse en varios 6rganos. Ademas, pueden absorber facilmente
material genético extrafno, como ADN (Acido desoxirribonucleico), cromosomas,
organulos y particulas virales (Kang et al., 2020).

El aislamiento de protoplastos es un descubrimiento realizado en levaduras en
1960 que desencadend posteriormente investigaciones en esta area sobre células
vegetales, luego se evidencié que privar momentaneamente la célula vegetal de
su pared no altera ninguna de sus capacidades (Tomar y Dantu, 2010). La forma
original de preparar protoplastos era mediante plasmdlisis del tejido, seguida de
abrasion mecanica. El método mecanico de aislamiento de protoplastos tiene la
desventaja de requerir mucho tiempo y, solo se pueden aislar cantidades muy
pequeias (Dodds, 1983).

En tal sentido, a través de los protoplastos pueden ser superadas las
incompatibilidades entre cruces de especies, promover la formacion de hibridos
somaticos. Una vez obtenidas las células con las caracteristicas esperadas, puede
regenerarse la planta completa, plantear un cultivo selectivo de sus érganos o
efectuar un cultivo in vitro. Los protoplastos podrian utilizarse a modo de
biofactorias, perfeccionar la produccion de los metabolitos secundarios de la
especie escogida (con el complemento afiadido de precursores, elicitacion, etc.)
(Marquez, 2019).

Los protoplastos pueden aislarse de diferentes partes de la planta, tales como las
hojas, raices, tallos, frutos, etc., y se emplean protocolos de asepsia para evitar
la contaminacion microbiana de la muestra obtenida (Davey et al., 2005).
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Aisladas las células vegetales se elimina la pared celular bien por medios
mecanicos o por enzimaticos. El método mecanico se utiliza menos que el
enzimatico pues estad condicionado a tejidos con un gran contenido de células y
grandes vacuolas y escaso tejido meristematico. Ademas, resulta muy complejo
y origina protoplastos con una viabilidad muy baja y actualmente se recomienda
cuando es imposible apelar al método enzimatico (Chawla, 2009).

El método enzimatico se basa en la incubacion de células vegetales obtenidas de
la muestra de tejido vegetal de donde se extraen las células que se pretenden
cultivar, en una mezcla enzimatica de origen comercial. Principalmente esta
formada por celulasas, hemicelulasas y pectinasas de diferente tipo, las cuales
degradan los elementos de la pared celular y el tejido que une a las células entre
si, de modo que los protoplastos quedan aislados en la suspension. Estas mezclas
comerciales contienen reguladores, provenientes del pH y de la osmolaridad, para
garantizar una actividad inapreciable de las enzimas y una excelente viabilidad
de los protoplastos (Szabados, 1991; Chawla, 2009).

Posterior a la digestidn enzimatica, se hace una purificacién para separar los
protoplastos sanos, de los restos celulares, protoplastos rotos y células que no
fueron digeridas entre otros elementos. Luego son sometidos a un conjunto de
procedimientos de centrifugado, filtrado y lavado que da como resultado una
suspension pura de protoplastos. Obtenidos los protoplastos viables, se inicia el
proceso de ubicacion de las areas donde seran utilizados, las cuales son muy
diversas, como la manipulacion genética y la obtencion de hibridos somaticos, sin
relegar el estudio de las biomembranas (Marquez, 2019).

Factores que influyen en aislamiento de protoplastos

Varios factores influyen en la liberacion de protoplastos, incluido el grado de
engrosamiento de la pared celular, la temperatura, la duracion de la incubacion
de la enzima y el pH de la solucién enzimatica (Chamani et al., 2012). Por otro
lado, el crecimiento de protoplastos depende de factores como la densidad de la
placa y la naturaleza y condicion del material vegetal de partida (Gray, 1993;
Davey et al., 2005).

Enzimas para el aislamiento de protoplastos

Las enzimas utilizadas para digerir la matriz de la pared celular generalmente
consisten en varias mezclas de celulasa, hemicelulasa y pectinasa. Se obtienen
principalmente de hongos o bacterias que crecen en sustratos de la pared celular.
Se producen comercialmente muchas preparaciones de enzimas y se han utilizado
con éxito para el aislamiento de protoplastos de plantas (Ishii, 1989; Kozlowski y
Pallardy, 1997; Anand et al., 2020).

El protoplasto vegetal se puede generar utilizando procedimientos de uno o dos
pasos. En el método de dos pasos, las células se maceran (separan) primero con
pectinasas (o0 pectoliasas) antes de convertirlas en protoplastos mediante
tratamiento con celulasa (Burris et al., 2016).

El aislamiento eficiente de protoplastos, la fusién y la regeneracién de los
productos de fusiéon son pasos indispensables hacia la creaciéon de un hibrido

6 https://revista.ibp.co.cu



Articulo original

Arias Andrade et al.

Biotecnologia Vegetal Vol. 22, 220420, 2022
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. UCLV. MES.
elSSN 2074-8647, RNPS: 2154

somatico y, por lo tanto, exigen un enfoque integrado de las técnicas (Duquenne
et al., 2007). La pared celular se puede digerir mediante mezcla de enzimas lo
que da como resultado protoplastos unidos a la membrana (Wua et al., 2019).

La composicidon de las soluciones enzimaticas para aislar protoplastos es
fundamental para obtener un gran nimero de protoplastos viables. La duracién
de la incubacion durante el proceso de aislamiento también determina la cantidad
y calidad del protoplasto liberado (Mastuti y Rosyidah, 2019).

Purificacion de protoplastos

Después de la incubacion de los fragmentos foliares en la solucién enzimatica,
puede observarse un numeroso grupo de protoplastos que flotan libres entre los
residuos de tejido foliar que no fue digerido y de restos celulares. Los protoplastos
deben purificarse de los residuos, la mezcla enzimatica se reemplaza por un medio
de cultivo. Generalmente se emplean varios procesos de filtracién y centrifugacion
para conseguir una suspension de protoplastos pura y libre de enzimas (Szabados
et al., 1987).

Los protoplastos se suelen purificar mediante una combinacion de filtracion,
centrifugacion y lavado. La solucion enzimatica que contiene los protoplastos se
filtra a través de un tamiz de metal o nylon (50-100 um) para eliminar las partes
mas grandes de tejido no digerido y los grupos de células. La eliminacién adicional
de las células danadas y de las enzimas de aislamiento se realiza mediante
centrifugacion repetida (3-10 minutos, 75-100 x g) y resuspension en un medio
de lavado (Ondrej, 1985). En el caso de suspensiones de protoplastos que
contienen muchos residuos, se puede utilizar la flotacion de protoplastos en un
gradiente. Entonces, los protoplastos se mezclan con sacarosa al 20% y se cubren
con medio de lavado. Tras la centrifugacion, los protoplastos flotantes se recogen
del anillo en la capa superior de sacarosa, mientras que los organulos y los
residuos celulares se encuentran en el pellet del fondo del tubo de ensayo de
centrifugacion. El lavado se repite 2-3 veces. El gradiente separa los protoplastos
obtenidos de diferentes tejidos y hojas de la misma edad que permiten obtener
material homogéneo (Navratilova, 2004). Los protoplastos purificados deben
carecer de cualquier pared celular detectable y ser viables (Graham, 2002).

Medios de cultivo para protoplastos

Habitualmente los medios de cultivo de protoplastos son semejantes a los
destinados al cultivo de células y tejidos in vitro. No obstante, los protoplastos
aislados necesitan una estabilizacion osmotica lograda a través del aditamento de
elevadas concentraciones de manitol o glucosa, en el medio de cultivo (un
ejemplo de ello, 0.35 M de glucosa en el caso de cultivo de protoplastos de yuca
(Manihot sculenta L.). Los protoplastos parecen aprovecharse de altas
concentraciones de iones de Ca2* en el medio (600-900 mg I'* CaGl), que
favorecen la estabilizacion de la membrana celular. Aparte de estas
modificaciones, el medio de cultivo de protoplastos ordinariamente es enriquecido
mediante la adicién de vitaminas, azlcares, aminoacidos, acidos organicos,
hidrolizado de caseina o agua de coco (Szabados et al., 1987; Szabados, 1991).
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CULTIVO DE PROTOPLASTOS

Mediante el cultivo de protoplastos puede llegar a ser inducida la organogénesis
o el desarrollo de una planta completa. Para lograr estas fases, el cultivo de
protoplastos debe primero formar un callo cuyo crecimiento es lento y
heterogéneo. La composicién del medio de cultivo del callo es fundamental para
su desarrollo (Davey et al., 2005; Marquez, 2019).

El tipo de cultivo a desarrollar debe considerar las particularidades y propiedades
de la especie y la eleccién de la muestra. El medio de cultivo y sus condiciones
deben controlarse durante todo el proceso del cultivo. Los medios de crecimiento
apropiados deben contar con fuentes suficientes de carbono y nitrégeno, una
ordenada relacién de macro y micronutrientes y reguladores del crecimiento entre
otros elementos. Estos son los constituyentes principales que deben estar
presentes. Otros factores como el pH, la iluminacidn, la aireacién y la temperatura
también pueden influir en el crecimiento. No obstante, la optimizacién también
puede variar en funcién de la especie y del 6rgano de procedencia del explante
(Szabados, 1991; Davey et al., 2005).

Condiciones de cultivo de protoplastos

En condiciones apropiadas de cultivo in vitro, los protoplastos reconstruyen una
nueva pared y luego se dividen para formar colonias de células, a partir de las
cuales se pueden desarrollar plantulas (Wiszniewska y Pindel, 2009). El pH de la
solucion de maceracion afecta la activacion enzimatica e influye en el rendimiento
obtenido de protoplastos (Amroune, 2011). El cultivo exitoso de protoplastos y
una mayor fusion requiere una poblacion pura de alta densidad de protoplastos
viables e intactos. Por lo tanto, los protoplastos deben separarse del material
vegetal no digerido (detritos), los protoplastos inviables y las enzimas (Echeverri
et al., 2019). Aunque ciertos protoplastos se pueden aislar de plantulas o de
cultivos en suspension celular, la preparacion de esos tejidos donantes puede, en
oportunidades, ser ineficaz, lenta y laboriosa (Poddar et al., 2020).

FUSION DE PROTOPLASTOS

La mejora genética de plantas para obtener caracteristicas deseables a través del
cultivo de protoplastos y su regeneracion se estan volviendo especialmente
significativos debido a la hibridacion somatica y la posible transformacion del
protoplasto, para especies vegetales usadas para la alimentacion y la
ornamentacion. En este sentido, un protocolo exitoso para el aislamiento, cultivo
y regeneracion de protoplastos es un paso clave hacia la manipulacion genética
de plantas y un programa de mejoramiento combinado (Ahmed et al., 2021).

La fusidn de protoplastos es un método conveniente para transferir genes entre
variedades o especies para desarrollar nuevas variedades con caracteristicas
deseables, como calidad y rendimiento. Dicha tecnologia incluye la fusién entre
dos protoplastos genéticamente distintos derivados de diversas células somaticas
para obtener hibridos de protoplastos parasexuales. Sin embargo, para
implementar la fusién de protoplastos, es preciso un sistema de cultivo de tejidos
establecido de manera eficiente, incluido el aislamiento de protoplastos y su
regeneracién. Los protoplastos de plantas son un modelo experimental basado en
células, por lo que pueden emplearse para incorporar macromoléculas, por
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ejemplo, ADN, ARN vy proteinas, utilizando varios enfoques, incluida la
electroporaciéon, la transformacién asistida por Polyethyleneglicol (PEG) vy la
microinyeccién (Ahmed et al., 2021).

Los protoplastos al fusionarse forman hibridos somaticos con la unién de sus
citoplasmas y nucleos. Cuando se produce la fusién de citoplasmas entre dos
protoplastos, con la presencia del nucleo de uno solo de estos, da origen a un
hibrido citoplasmatico, el cual puede ser homocariones (fusién de protoplastos de
dos plantas de la misma especie) y heterocariontes (de diferentes especies). En
otras palabras, la célula de una especie A, se fusiona una de la especie B y da
origen a una especie completamente nueva, o dos células de la misma especie se
fusionan entre ellas (Montero-Carmona y Jiménez; 2009; Marquez, 2019).

Obtenidas las caracteristicas deseadas pueden emplearse tres tipos diferentes de
cultivo: cultivo de células in vitro (usualmente asistido de diferentes procesos
para mejorar la produccion), cultivo de érganos vegetales u organogénesis (en
oportunidades Unicamente interesa cultivar selectivamente ciertas partes de una
especie) y la regeneracion completa de una planta (cuando dada la modificacion
o hibridacién se produce una especie totalmente nueva) (Marquez, 2019).

Desde otra perspectiva, los protoplastos se utilizan para producir nuevos cultivos,
en plantas con barreras de incompatibilidad en la hibridacidn sexual, mediante la
fusion de protoplastos (Naing et al.,, 2021). Los protoplastos aislados también
pueden fusionarse espontaneamente y este fendmeno se denomina fusidn
espontanea. Durante el procesamiento enzimatico de protoplastos de células
adyacentes, se fusionan por sus plasmodesmos para formar protoplastos
multinucleados (Gares y Saidi, 2016).

En el caso de la electroporacion de protoplastos, esta se utiliza para introducir
macromoléculas exdgenas como el ADN en las células vegetales al cambiar
reversiblemente la permeabilidad de la membrana plasmatica. El método de
fusidon quimica mas utilizado consiste en usar PEG, cationes de calcio (Ca%*) y pH
elevado (entre 9 y 11). Durante este proceso las membranas plasmaticas de los
protoplastos se ponen en contacto, y se forma puentes citoplasmaticos entre ellas
que son promovidos por el uso del PEG. Por otro lado, el alto pH y la elevada
concentraciéon de Ca®* reducen la carga negativa neta que hay en la superficie de
las membranas, que disminuye la repulsion y facilita este contacto inicial.
Finalmente, las interconexiones citoplasmaticas entre las células se expanden y
dan lugar a una fusion de los protoplastos. Se trata de un proceso complejo en el
que hay que cuidar mucho tanto la concentracion de PEG (15%-45%) como la
concentracion de protoplastos en la suspension (un 4%-5% aproximadamente).
Cuando se retiren los hibridos somaticos de la solucion, tendra que hacerse poco
a poco lavando con solucion alcalina y reduciendo la concentracion de PEG
progresivamente (Marquez, 2019).

Por otra parte, la electrofusion utiliza campos eléctricos intensos y de corta
duracién que, al desestabilizar las membranas, conducen a la fusion de los
protoplastos. El ultimo paso es inducir la divisién de las células y da lugar a la
formacion de callos. Luego, se hace que la diferenciaciéon de tejidos conduzca a la
regeneracién de una planta completa (Djoudi y Hadji, 2020).
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OBTENCION DE HiIBRIDOS SOMATICOS A TRAVES DEL CULTIVO DE
PROTOPLASTOS

Los protoplastos han sido fundamentales para estudiar muchos aspectos de la
biologia vegetal, incluida la hibridacidn, las actividades relacionadas con la luz /
cloroplasto, los mecanismos de defensa de las plantas y de respuesta la estrés
(Zhao et al., 2016; Gilliard et al., 2021).

El uso mas prometedor de los protoplastos para la mejora de las plantas es la
hibridacién celular, ya que mediante técnicas apropiadas es posible inducir la
fusion entre protoplastos de plantas que normalmente no hibridan sexualmente
(Roberts y Schum, 2003; Marques et al., 2012). La fusién de protoplastos entre
diferentes variedades de especies y géneros es facil, pero la produccién de
hibridos somaticos viables no siempre es posible (Bhatia, 2015).

La hibridacion interespecifica se utiliza para la incorporacion de genes de especies
silvestres en el genotipo. Si la hibridacion no es posible debido a la
incompatibilidad del polen y el estigma, podrian obtenerse hibridos
interespecificos mediante técnicas de fusion de protoplastos, seguidas de la
regeneracion del producto de fusién o mediante técnicas de rescate de embriones
y otros métodos (Pavelek et al., 2020).

CULTIVO DE PROTOPLASTOS EN GENERO VASCONCELLEA

Los protoplastos son una herramienta biotecnoldgica util para la mejora de las
plantas (Barcelé et al., 2019). En Vasconcellea, se han realizado muy pocos
estudios sobre tecnologia de protoplastos. Se han estandarizado protocolos
efectivos para el aislamiento y fusion de protoplastos de babaco (Vasconcellea x
heilbornii) y jigacho (Vasconcellea pubescens), de callo y hoja respectivamente
(Rivera y Jadan, 2010).

Las fuentes de explantes en el género Vasconcellea para el trabajo con
protoplastos generalmente son las hojas (Tabla 2).

Tabla 2. Fuentes de explantes para aislamiento protoplastos del género
Vasconcellea.

Especies Fuentes de protoplastos Referencia

Vasconcellea sp. Hojas jovenes y adultas, Carvajal, 2020
cotiledones, suspensiones
celulares de embriones

somaticos y callos

provenientes de hojas e

hipocotilos
V. pubescens; V. parviflra Hojas, cotiledones Fitch, 2022
Vasconcellea spp. Hojas Dhekney et al., 2016
V. quercifolia Mesdfilo de la hoja Drew et al., 2014
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Desafortunadamente aun falta mucho por investigar ya que la mayoria de
especies se encuentran en estado silvestre y amenazadas por un alto grado de
erosion genética (Morales et al., 2004). Ademas, en vista de las graves pérdidas
econdémicas causadas por organismos fitopatdgenos, la tecnologia de fusién de
protoplastos, es econdmica, sencilla y puede ser una solucion doble (Hayat vy
Christias, 2010).

Las plantas hibridas desarrolladas a partir de cultivos de protoplastos
postfusionados se pueden identificar basandose en analisis morfoldgico, citoldgico
(recuento de cromosomas, analisis de citometria de flujo y andlisis de isoenzimas)
y andlisis molecular (marcadores de ADN) (Tapingkae et al., 2012).

Técnicas como el cultivo in vitro tienen como objetivo mejorar los tiempos de
producciéon de plantas de babaco y obtener plantas libres de enfermedades y
genéticamente mejoradas (Jadan y Dorca, 2019).

HIBRIDACION INTERGENERICA DEL GENERO VASCONCELLEA

Es importante sefialar que en la revision documental efectuada en las bases de
datos seleccionadas no se ubicaron estudios divulgados con respecto a la
hibridacién somatica intraespecifica e interespecifica del género Vasconcellea, asi
como de la hibridacion, sino solamente de la hibridacién intergenérica con Papaya
(Caraca papaya L.).

La papaya es aquejada por una serie de organismos nocivos, uno de ellos es el
virus de la mancha anular de la papaya (PRSV-P, abreviatura en inglés), el cual
genera una enfermedad muy destructiva que perjudica a los frutos y se encuentra
presente en gran parte de las areas de cultivo a nivel mundial (Teixeira-Da Silva
et al., 2007; Zhang et al, 2011). Vista la relevancia econdémica de la produccion
de la papaya se han procurado opciones para mejorarla genéticamente. Una
alternativa es la hibridacion somatica partiendo de protoplastos. El género
Vasconcellea constituye el aspirante mas prometedor para alcanzar este fin
(Jordan et al., 1986; Kyndt y Gheysen, 2007). Una realidad favorable es que
muchos integrantes de este género presentan alta resistencia al virus PRSV-P, y
conjuntamente, tienen mejor sabor, y una elevada tolerancia al frio, con relacion
a C. papaya (Carvajal, 2020).

Por ejemplo, en cuanto a la hibridacidon intergenérica con Vasconcellea cauliflora,
Magdalita et al. (1996) hicieron cruces de C. papaya x Vc y rescataron embriones
F1 in vitro para desarrollar individuos hibridos. Las plantas hibridas fueron
inoculadas de forma artificial con dos aislados de PRSV-P procedentes de
Australia. De un total de 114 plantas que fueron inoculadas en el invernadero, 22
lograron sobrevivir y el 100% no desarrollé sintomas de infeccidn por virus. En
un lote diferente de 20 plantas hibridas cultivadas a campo abierto, 12
sobrevivieron y ninguna desarrollé infecciéon por virus, hecho que se confirmd
mediante la técnica ELISA.

Otra opcidon para obtener embriones intergenéricos seria eliminar la
incompatibilidad existente en los cruces artificiales entre papaya y Vc. En este
orden de ideas, Dinesh et al. (2007), aplicaron una solucién de sacarosa al 5% a
los estigmas florales previo a la polinizacién manual y lograron semillas hibridas
en los cruces entre las variedades de papaya Surya y Pusa Dwarf x Vc. Un 71.1%
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de las flores que fueron polinizadas ademas de dar frutos produjeron en promedio
13.7 semillas Fi. Usando marcadores moleculares ISSR, los autores confirmaron
que las semillas eran hibridos interespecificos.

Mas adelante, Jayavalli et al. (2011) y Jayavalli (2012) efectuaron hibridaciones
entre Vc y nueve variedades de papaya de la India con la aplicacion de soluciones
de sacarosa al 5% combinadas con cloruro de calcio y boro. De las 1197 flores
que fueron polinizadas el 25.7% logro dar frutos y cada uno de ellos en promedio
dio 2.3 semillas hibridas de las cuales germiné el 58.1%. Las plantas F; tuvieron
un buen comportamiento y fueron inoculadas con PRSV-P. El 23.6% no desarrolld
sintomas virales, pero en el porcentaje restante se observd un mosaico y
deformacion de hojas. Se determind que Pusa Nanha x Vc resultd ser el mejor
hibrido intergenérico.

De igual forma, Sudha et al. (2013) valoraron una generacién F, de cruces entre
las variedades Vc y Pusa Nanha, CP50 y CO7. De 700 plantas F» inoculadas con
PRSV-P, solo el 46% de ellas no evidencié sintomas de infeccién viral. Tomando
en cuenta el niumero de dias desde la fecha de inoculacion hasta la aparicion de
los sintomas, asi como su gravedad, la familia que resultd mejor fue la F;
procedente del cruce entre Pusa Nanha x Vc. Luego, utilizando una generacion F3,
Sudha et al. (2015), analizaron 1778 plantas Fs que fueron inoculadas con PRSV-
P y encontraron que el 30.7% no presentd sintomas de infeccion viral luego de
27 dias. Por tanto, segun la escala de gravedad, fueron consideradas resistentes;
el resto del porcentaje de plantas fueron clasificadas susceptibles y altamente
susceptibles. Cuando las plantas resistentes fueron llevadas al invernadero y
evaluadas hasta 270 dias posterior a la inoculacidon, las plantas procedentes de
los cruces entre Pusa Nanha x Vc fueron resistentes y medianamente resistentes.

Jayavalli et al. (2015) investigaron una generacion F, a partir de cruces CO7 x
Vc, Pusa Nanha x Vc y CP50 x Vc. En consecuencia, lograron inocular 683
plantulas de los tres cruces con PRSV-P, y determinaron que el 12.8% no
presentaba sintomas de infeccion, pero en un ensayo de deteccién de virus
mediante DAS-ELISA obtuvieron valores de absorbancia bajos (<0.24). En un
cruce CO7 x Vc lograron ejemplares resistentes en una proporcion de
susceptibles: resistentes equivalente a 15: 1; en tanto que en los otros dos cruces
(Pusa Nanha x Vcy CP50 x Vc), los ejemplares resistentes se relacionaron en una
proporcion de 13: 3.

La estructura genética planteada por Jayavalli et al. (2015), sugiere que la
presencia de dos genes dominantes puede explicar la proporcién de individuos
susceptibles. Observaron que no se dio segregacion en una proporcion de 3: 1
como lo explica la Ley de Mendel. De la misma forma, las proporciones observadas
indicaron que existen multiples alelos en ambas especies que al interactuar
producen combinaciones genéticas asociadas al virus PRSV-P.

La hibridacién intergenérica del género Vasconcellea procedente de

combinaciones con variedades de Carica papaya ha sido informada por diferentes
autores (Tabla 3).

12 https://revista.ibp.co.cu



Articulo original

Biotecnologia Vegetal Vol. 22, 220420, 2022
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. UCLV. MES.
elSSN 2074-8647, RNPS: 2154

Tabla 3. Hibridacion intergenérica del género Vasconcellea con Carica papaya.

Combinaciones Referencia

V. parviflora + Carica papaya L; V. goudotiana + Carica papaya Droogenbroeck et al.,
L; V. cundinamarcensis + Carica papaya L; V. quercifolia + 2005
Carica papaya L

V. Cauliflora + Carica papaya; V. pubescens + Carica papaya Drew et al., 2007

V. pubescens + V. parviflora + Carica papaya L O’Brien y Drew, 2009

V. quercifolia + C. papaya; V. parviflora+ C. papaya; V. O'Brieny Drew, 2010
ubescens+ C. papaya;

C. papaya + V. quercifolia Siar et al., 2011

V. quercifolia + Carica papaya; V. cauliflora + Carica papaya Sharma y Tripathi, 2014
Vasconcellea cundinamarcensis+ Carica papaya Tarora et al., 2016
Carica papaya + Vasconcellea cundinamarcensis Tarora et al., 2018

V. cundinamarcensis + Carica papaya, V. parviflora + Carica Sharma y Tripathi, 2021

papaya

Arias Andrade et al.

CONCLUSIONES

Atendiendo a la literatura cientifica analizada, se establece que las técnicas de
aislamiento, purificacion y fusion de protoplastos en el género Vasconcellea
permiten obtener células con caracteristicas esperadas y mediante el proceso de
fusion, transferir genes entre variedades o especies para mejorar su calidad y
produccion. Estos procesos requieren de una poblacién pura de alta densidad de
protoplastos viables e intactos, los cuales se pueden controlar mediante
protocolos eficientes de purificacion y cultivo debidamente estandarizados. La
fuente de protoplastos para experimentar con el género Vasconcellea y Carica
papaya que se emplearon son generalmente hojas.

Es importante resaltar que no se encontraron estudios con respecto a la
hibridacién somatica intraespecifica e interespecfica del género Vasconcellea, sino
solamente de la hibridacion intergenérica con papaya para la blUsqueda de
resistencia al virus de la mancha anular.
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