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RESUMEN

La enfermedad causada por el Virus de la mancha anular de la papaya es la mas importante del cultivo de la
papaya en el mundo. El empleo de las técnicas biotecnolégicas, como herramienta auxiliar, ha contribuido al
mejoramiento genético en este cultivo, aunque tiene dificultades durante las fases de enraizamiento y aclimatizacion.
Tomando como base estas probleméticas se desarroll6 el presente trabajo con el objetivo de lograr el enraizamiento
y aclimatizacion de lineas transformadas de papaya. Se determiné la influencia de dos medios de cultivo con
diferentes concentraciones de acido indol-3-butirico (AIB) sobre el enraizamiento in vitro y ex vitro de plantas de
papaya transformadas. Ademas, se valoro la influencia de la aplicacion del biopreparado de Trichoderma harzianum
en su aclimatizacién. Se logré el enraizamiento in vitro de plantas de papaya transgénicas al utilizar 2 mg.I"* de
acido indol-3-butirico en el medio de cultivo, asi como el enraizamiento ex vitro con altos porcentajes de supervivencia.
Se demostroé la factibilidad de la aplicacion del biopreparado de T. harzianum al sustrato, previo a la plantacion,
por su efecto estimulante.
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ABSTRACT

The disease caused by Papaya ringspot virus is the most important in papaya worldwide. The use of biotechnological
techniques, as auxiliary tools, has facilitated the genetic improvement in papaya. Nevertheless, this species has a
lot of constraints, mainly during rooting and acclimatization phases. For that reason we developed the present
work. The in vitro and ex vitro rooting was evaluated. Culture media with different concentrations of indol-3-butiric
acid hormone were used in the in vitro rooting. The influence of Trichoderma harzianum bioproduct in the
acclimatization of plants was also studied. The in vitro rooting of transgenic plants was achieved by applying
2 mg.I?* of indol-3-butiric acid in the culture medium. The ex vitro rooting with high percentages of plants
survival was also obtained. The applications of T. harzianum bioproduct on the substrate, previous to the plantation,
demonstrated its stimulating effect.
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INTRODUCCION cultivo de la papaya en el mundo. Es un obstaculo
parala produccién de papaya de calidad exportable
El cultivo de la papaya (Carica papaya) esta cobrando en las regiones productoras del mundo.
una mayor importancia econémica a nivel mundial
debido a que se puede consumir como fruta fresca o

procesarse para obtener otros productos como

Se han desarrollado muchas estrategias de manejo,
tanto del vector trasmisor de la enfermedad como

dulces, jaleas, licuados y encurtidos, ademas, por
su alto contenido de nutrientes. También posee un
gran potencial de industrializacion en el area
farmacéutica, culinaria, médica, industria cervecera
y bebidas no alcohdlicas (Acufia, 2005).

El Virus de la mancha anular de la papaya (PRSV)
es el causante de la enfermedad més importante del

del virus, que han resultado ineficientes. El manejo
de la enfermedad con labores agrotécnicas de diversa
indole no han logrado disminuir sus efectos. La
obtencién de plantas con resistencia al PRSV en
papaya también ha sido un tema ampliamente
trabajado. Sin embargo, la resistencia natural
encontrada en especies silvestres de Carica no ha
podido ser utilizada para cruzamientos con las
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variedades comerciales por su incompatibilidad.
Igualmente, la proteccion cruzada con aislados
atenuados tampoco ha sido viable por los elevados
niveles de divergencia del virus en diferentes
regiones geograficas (Thomas y Dodman, 1993;
Tennant et al., 1994; Gonsalves, 1998; Rezende y
Pacheco, 1998; Chen et al., 2001).

La creacion de resistencia artificial ha rendido
importantes resultados, lo cual ha contribuido
significativamente a las expectativas de éxito en
la lucha contra las virosis en papaya. Una de las
principales estrategias seguidas para lograr
resistencia al PRSV en el cultivo de la papaya han
sido las que emplean la resistencia derivada del
patégeno (Sanford y Johnston, 1985) mediante la
introduccion en el hospedero del gen de la proteina
de la capsida en sus diferentes variantes
(Gonsalves, 1998; Tripathi et al., 2008). Para este
fin ha sido necesario el empleo de las técnicas de
cultivo de tejidos. Segun Drew y Manshardt (1997)
la multiplicacién in vitro de la papaya solo se
justifica econémicamente si la misma se realiza
para un genotipo hibrido. Uno de los grandes
problemas que tiene esta metodologia a nivel
internacional es el alto nivel de contaminacion
in vitro cuando se emplean como explantes
iniciales apices o meristemos de plantas adultas
cultivadas en campo (Brar y Khush, 1994;
Wilson, 1996), ademéas de las numerosas
pérdidas de material vegetal que se producen
en las fases de enraizamiento y aclimatizacién
(Lucas, 2007). Posada et al. (2004) lograron
establecer in vitro apices de un hibrido de
papaya (IBP-4299) y Gallardo et al. (2002)
estudiaron las fases de multiplicacién,
enraizamiento y aclimatizacion para este
material vegetal y propusieron una metodologia
para su micropropagacion. Desde hace mas de
una década en el Instituto de Biotecnologia de las
Plantas se viene trabajando en la obtencién de
lineas transgénicas de papaya con resistencia al
PRSV. Partiendo de estas experiencias y la
necesidad de estudiar el desarrollo de estas fases
en plantas transgénicas de papaya se desarrollé
este trabajo que tuvo como objetivo: lograr su
enraizamiento y aclimatizacion.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para el enraizamiento y aclimatizacién se
emplearon plantas de papaya variedad Maradol roja
transformadas, que portaban una variante no
traducible del gen de la proteina de la capsida del
PRSV. Para la transformacién se empleé una
pistola de genes de baja presién siguiendo la
metodologia propuesta por Mas et al. (2002). Las
plantas estaban en fase de multiplicacion y se
encontraban en el 7™ u 8 subcultivo.
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Enraizamiento in vitro

Para determinar el medio de cultivo mas adecuado
para el enraizamiento in vitro de las plantas
transgénicas de papaya se compararon dos medios
de cultivo. Uno de los medios de cultivo utilizados
fue el propuesto por Drew (1988) [medio de cultivo A]
que contenia las sales Murashige y Skoog (MS) ala
mitad de su concentracion (Murashige y Skoog, 1962)
y 2 mg.I"* de acido indol-3-butirico (AIB). El segundo
medio de cultivo [medio de cultivo B] fue el
recomendado por Posada (1995), quien utilizé
también las sales MS a la mitad de su concentracion
y 5 mg.I* de AIB. Ambos medios de cultivo se
solidificaron con Phytagel (Duchefa) 3.5 g.I*. Cuando
se utiliz6 el medio de cultivo A, las plantas in vitro
se mantuvieron durante 20 dias y en el medio de
cultivo B, 10 dias.

Se emplearon 20 frascos de vidrio por tratamiento,
con capacidad de 250 mly 30 ml de medio de cultivo
y se ubicaron cinco plantas en cada uno a las que
se les elimin6 de 1-2 mm de la base del tallo para
favorecer la emision de las raices (Drew y Miller,
1990; Kataoka e Inoue, 1991). Posteriormente, se
transfirieron a un medio de cultivo MS sin regulador
de crecimiento durante 20 dias para la formacion de
raices. Pasado este tiempo se realizaron
evaluaciones de las siguientes variables: longitud de
la raiz mas larga (cm), nimero de raices por planta,
numero de hojas por plantay plantas enraizadas (%).

Enraizamiento ex vitro

El enraizamiento ex vitro ha sido usado por Kataoka
e Inoue (1991) con el objetivo de enraizar plantas de
papaya debido a los altos costos de esta fase en el
proceso de propagacion in vitro. Basados en este
hechoy en las experiencias de Posada (1995) quien
utilizé 8 mg.I"* de AIB en solucién acuosa con este
fin, se realizaron tres tratamientos donde se
emplearon soluciones acuosas de AIB a las
concentraciones de 0 (control), 5y 8 mg.I*.

Las plantas de papaya fueron lavadas en su base para
eliminar los restos de Phytagel del medio de cultivo y
se les eliminé de 1-2 mm de la base del tallo. Se
colocaron en las soluciones de enraizamiento durante
24 horas. Transcurrido este tiempo, fueron enjuagadas
con agua desionizada estéril y trasladadas para su
plantacion inmediata en bandejas de polieturano de 70
alveolos (121 cm?® cada uno).

El sustrato empleado fue una mezcla de cachaza
(40%), humus de lombriz (40%) y zeolita (20%)
esterilizado en autoclave durante una hora a 121°C
y 1.5 atm de presion. Cada planta se cubrié con un
frasco de vidrio transparente de 250 ml de capacidad
para mantener la humedad relativa lo mas proximo
al 100% (Gallardo et al., 2002). Se efectud un riego
diario al sustrato sin retirar los frascos para evitar que
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el agua cayera sobre las plantas. Se programaron
cuatro riegos diarios por aspersién (7 am, 11 am,
3pmy 7 pm).

Se realizaron observaciones diarias. A los 15 dias
de plantadas se evaluaron las siguientes variables:
longitud de la raiz mas larga (cm), nimero de raices
por planta, nimero de hojas por planta, plantas
enraizadas (%) y a los 30 dias se evalud la
supervivencia (%).

Efecto de Trichoderma harzianum

El objetivo fue evaluar el efecto de la aplicacion de
un biopreparado de T. harzianum en la aclimatizacién
de las plantas transgénicas de papaya. Se
compararon las plantas de papaya aclimatizadas con
la aplicacion de T. harzianum y sin el empleo de
este hongo antagonista.

El biopreparado fue obtenido en el Laboratorio
Provincial de Sanidad Vegetal de Villa Clara, con una
concentracion de 3.108 conidios.ml™.

El tratamiento se realiz6 mediante la aplicacion al
sustrato de cada alveolo de 10 ml de una solucién
del biopreparado. La soluciéon fue preparada
mezclando un kilogramo del biopreparado en 101 de
agua deshionizada estéril (Stefanova, 2006).

Se sembraron 100 plantas por tratamiento en las
mismas condiciones que en el experimento de
enraizamiento ex vitro. Se empled una solucion
acuosa de AIB (5 mg.I*%).

Las evaluaciones se realizaron a los 30 dias de cultivo
y se evalu6: longitud de la raiz mas larga (cm),
ndmero de raices por planta, nimero de hojas por
planta, nUmero de plantas enraizadas y nimero de
plantas vivas (se expres6 como porcentaje de
supervivencia).

Procesamiento estadistico
Para el procesamiento estadistico de los resultados

se realizo la prueba de ANOVA de clasificacion simple
para los efectos fijos. Para determinar los grupos
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homogéneos y/o significativamente diferentes a un
nivel de 5% se utilizaron las pruebas de Tuckey, Mann
Whitney y Kruskall Wallis.

El procesamiento estadistico de los datos se realiz6
con la ayuda del paquete estadistico computacional
SPSS/PC version 13.0 para Windows 2000.

RESULTADOS Y DISCUSION
Enraizamiento in vitro

Al comparar los medios de cultivo y realizar el
analisis de los resultados de los tratamientos se
comprobé que los mejores resultados el
enraizamiento in vitro de las plantas transgénicas
se alcanzaron con el tratamiento que emplea el
medio de cultivo propuesto por Drew (1988) donde
se obtuvo un 95% de plantas enraizadas (Tabla 1).

Se encontraron diferencias significativas en todas las
variables evaluadas en los dos tratamientos. En el
medio de cultivo propuesto por Drew (1988) se logré
un mayor nimero de raices por planta y raices mas
largas, con medias de 3.24 y 1.97 respectivamente.
Se observo geotropismo positivo.

Winnaar (1998) y Drew et al. (1991) obtuvieron
buenos resultados con la aplicacion de AIB para el
enraizamiento de papaya in vitro, lo que lo convierte
en el regulador de crecimiento muy usado para esta
especie por su estabilidad, mayor espectro de accién
y menor fotooxidacion.

En cuanto al numero de raices por planta, los
resultados concuerdan con los planteados por
Rahaman et al. (1992), Islan et al. (1993) y Vianna
(1996), lo que corroboré que el empleo de
concentraciones mas bajas del regulador de
crecimiento, favorece la emisién de raices. Taiz y
Zeiger (2002) refirieron que altas concentraciones de
auxinas no solo retarda el alargamiento celular sino
que inhibe la formacién de raices. En relacion con el
largo de las raices, los resultados se asemejan a
los de Pires de Almeida et al. (2000) quienes lograron
una media de 1.25 cm para esa concentracion del
regulador de crecimiento (2 mg.I*).

Tabla 1. Comparaciéon de dos medios de cultivo para el enraizamiento in vitro de lineas transgénicas de papaya

var. Maradol roja.

Medio de cultivo Longitud de la Ndmerode Ndmero de Plantas
raiz (cm) raices/planta hojas/planta enraizadas (%)
A 1972 a 324 a 438 a 95
B 0.104 b 241 b 0.63 b 37
Error estandar +0.074 +0.201 +0.195 -

Medias con letras desiguales, en una misma columna, difieren significativamente segun prueba de Tukey para p<
0.05 Medio de cultivo A: (Drew , 1988), Medio de cultivo B: (Posada, 1995).
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Con el empleo del medio de cultivo propuesto por
Posada (1995) se observé que el 63% de las plantas,
alos 10 dias de colocadas en el medio de cultivo sin
el regulador del crecimiento, se mostraban cloréticas
y con pérdida de las hojas por lo que fueron
eliminadas. La abscisién de los 6rganos de las
plantas es un fenémeno relacionado con el efecto de
las auxinas (Taiz y Zeiger, 2002).

El aumento de la concentracion de auxinas en el
medio de cultivo provocé la caida de las hojas en las
plantas cultivadas in vitro. Segin Wé&chter et al.
(1999) el incremento de este regulador del crecimiento
produce un aumento de la sintesis de etileno, que
conlleva a la abscision de las hojas. Segun Taiz y
Zeiger (2002), las auxinas intervienen en la sintesis
de etileno por su influencia en la formacion de acido
1-amino-ciclopropano-1-carboxilo sintasa. La
transcripcion de los genes encargados de la
sintesis de esta proteina se ve favorecida por la
aplicacion exégena de auxinas en las plantas. El
empleo de una alta concentracion de AIB en el
medio de cultivo debe influenciar en el
desencadenamiento de este proceso. El etileno
es una hormona gaseosa por lo que las
condiciones de cultivo in vitro propician su
acumulacion dentro de los frascos de cultivo. El
etileno activa la sintesis de clorofilasas (Taiz y
Zeiger, 2002) lo que explica la apariencia adquirida
por las plantas cultivadas en el medio de cultivo
con mayor concentracién del regulador de
crecimiento. Ambas teorias apoyaron los resultados.

Solo el 37% de las plantas completaron el
enraizamiento en medio de cultivo propuesto por
Posada (1995) y no mostraban suficiente vigor para
supervivir en la fase de aclimatizacion. La acciéon
de los reguladores de crecimiento auxinicos en
las raices es similar a la accién que ejerce en los
tallos, con la diferencia que la concentracién
estimuladora para el tallo es inhibitoria para la raiz.
Se ha demostrado que la aplicacion de altas
concentraciones no solo retardan el alargamiento
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celular sino que inhiben la formacion de raices. A
bajas concentraciones, estimula la formacion de
esbozos radiculares (Davies, 2004). Pires de
Almeida et al. (2000) emplearon concentraciones
de 1, 2y 3 mg.I"*t de AIB para el enraizamiento in
vitro de papaya y obtuvieron los mejores resultados
con la concentracion de 1 mg.I2.

El nimero de hojas por planta, donde también
existieron diferencias significativas entre los
tratamientos es un parametro que influye en el
enraizamiento segun los resultados de Drew (1988)
y Reuveni et al. (1990) quienes obtuvieron mas del
85% de plantas enraizadas empleando plantas con
3-5 hojas en crecimiento activo. Los resultados
coinciden con lo planteado por Suksa et al. (1998)
quienes lograron valores por encima de cuatro hojas
solo con la adicién de 2.0 mg.I"* de AIB.

La respuesta de las plantas en el tratamiento
donde se emplea una menor concentracién del
regulador de crecimiento (2 mg.It), mostré mejores
resultados en cuanto a las variables evaluadas.
Se logré un 95% de plantas enraizadas y se
obtuvieron plantas con mayor nimero de hojas,
raices y mayor longitud. Drew et al. (1991)
plantearon que el AIB a esta concentracion, tanto
en medio de cultivo semisoélido como liquido,
estimulé conjuntamente con el contenido
citoquininico endégeno, un balance auxina-
citoquinina favorable a los procesos de division,
diferenciacion y elongacion celular. Pires de
Almeida et al. (2000) (1-3 mg.I), Melo et al. (2001)
(Img.I"Y) y Mosqueda et al. (2003) (2 mg.I*)
recomendaron la utilizacién de concentraciones
bajas de AIB para especies lechosas de dificil
enraizamiento como la papaya.

Enraizamiento ex vitro
Se logr6 el enraizamiento ex vitro de las lineas

transgénicas con el empleo de AIB a las
concentraciones de 5y 8 mg.I* (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del AIB en el enraizamiento ex vitro de plantas transgénicas de papaya variedad Maradol roja.

Longitud de la raiz Numero de Numero de Phntas
i i j Supervivencia
Tratamientos (cm) raices/planta hojas/planta enraizadas up \;IV i
AIB (mg.I") (%) (9
MR RM MR RM MR RM
0 (control) 0 31.70 b 0 35.75b 235 32.50b 0 0
5 2.50 29.90a  3.58 31l48a 351 28.38a 72 63
8 257 29.90a  3.65 2389a 3.48 30.74a 75 65

Rangos medios con letras desiguales, en una misma columna, difieren significativamente segin prueba no

paramétrica de Kruskall Wallis para p< 0.05.
MR: Medias reales
RM: Rangos medios
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Se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos en los que se aplicé el regulador de
crecimiento y el que no se aplicé en todas las variables
evaluadas. Sin embargo, no existieron diferencias
significativas entre las dos concentraciones del
regulador de crecimiento empleadas en ningln caso.

Al evaluar el nimero de hojas por plantas, con las
concentraciones de 5y 8 mg.I* de AIB se obtuvo una
media de 3.51 y 3.48 hojas por planta
respectivamente, aspecto que repercutié al final del
proceso. En el tratamiento sin la aplicacion del
regulador de crecimiento la media fue
significativamente menor al evaluar este parametro a
los 15 dias.

Las plantas que murieron a los 15 dias en los
tratamientos en los que se empled el regulador,
mostraban los esbozos radiculares. Grattapaglia y
Machado (1998) plantearon el empleo de altas
concentraciones de AIB para el enraizamiento ex vitro
en especies donde esta fase del proceso es dificil,
sin embargo, el empleo de 5 mg.I* fue suficiente para
inducir el enraizamiento y alcanzar valores aceptables
de plantas enraizadas asi como su supervivencia.

La supervivencia de las plantas a las que no se les
aplicé el regulador de crecimiento fue 0% a los 30
dias. Este resultado demostré que es dificil que las
plantas sin induccién del enraizamiento, logren la
emision de raices y la supervivencia en condiciones
ex vitro.

Los resultados reafirmaron lo planteado por Kataoka
e Inoue (1991) sobre la factibilidad del empleo del
enraizamiento ex vitro en la papaya, no solo por los
altos costos del proceso in vitro sino, por la poca
funcionalidad de las raices obtenidas por esta via.

El enraizamiento ex vitro puede representar un ahorro
significativo por concepto de tiempo y reactivos. Segun
Orellana (1998) poder realizar esta fase ex vitro,
representa una disminucion entre el 20 y 25% de
costos y un incremento de alrededor del 50% de la
capacidad de las camaras de cultivo in vitro. El
desarrollo del enraizamiento en estas condiciones
tiene ventajas tanto en la papaya como en otras
especies propagadas mediante cultivo in vitro: a)
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facilidad al manipular plantas sin raices, b) el sistema
de raices producidas in vitro no siempre son
funcionales, c) la posibilidad de dafiar las raices a la
hora de extraerlas del frasco y durante la siembra es
real, lo cual da la posibilidad para la penetracion de
patégenos y d) es mas facil y econémico.

La aplicacion del biopreparado de T. harzianum en el
sustrato favorecio la aclimatizacion de las plantas
transgénicas de papaya. Se pudo comprobar que el
empleo de T. harzianum contribuy6 de forma
significativa a la adaptacion a condiciones ex vitro de
las plantas transgénicas de papaya (Tabla 3).

Se encontraron diferencias significativas entre ambos
tratamientos, tanto en largo de las raices como en
el nimero de estas. Los resultados confirmaron lo
planteado por Stefanova et al. (1999) y Stefanova
(2006) quienes plantearon que este hongo
antagonista acttia por medio de una combinacién de
competencia por nutrientes del sustrato, produccién
de metabolitos antifingicos, enzimas hidroliticas,
micoparasitismo y ademas produce sustancias
promotoras de crecimiento de las plantas por lo que
su aplicacion directa al suelo ofrece incluso una
proteccién mayor a los cultivos.

Los resultados confirman lo planteado por Herrera
(1997) quien sefial6 a Trichoderma sp. como
estimulador del crecimiento por el efecto que realiza
sobre los procesos fisiolégicos de la planta. Méndez
(2006) plante6 la influencia del T. harzianum en la
absorcion de nutrientes a través del mejoramiento y
desarrollo radicular, aumentando la disponibilidad de
nutrientes necesarios para la planta y como protector
del sistema radicular del ataque de hongos
patégenos y plagas.

Se comprobd la presencia de las hifas de T.
harzianum en las raices de las plantas de papaya
mediante el empleo de un microscopio
estereoscopico cuando se comparé con el control
(sustrato donde no se habia adicionado T.
harzianum). Esta observacion coincide con lo referido
por Deacon (2006) que planteé que T. harzianum
exhibe una fuerte competencia rizosférica, pues es
capaz de colonizar todo el sistema radical y persistir
durante todo el desarrollo del cultivo.

Tabla 3. Influencia de la aplicacién de Trichoderma harzianum al sustrato en la aclimatizacion de plantas transgénicas

de papaya variedad Maradol roja.

Tratamientos Longitud de NGmero de Plantas Supevivencia (%)
laraiz (cm) raices/planta  enraizadas (%)
sin biopreparado 154 b 248 b 71 65
con biopreparado 262 a 424 a 95 92
Emor estandar + 0.939 +0.074 - -

Medias con letras desiguales, en una misma columna, difieren segun prueba de Tuckey para p<0.05.
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Stefanova et al. (1999) comprobaron que la forma
mas eficiente para su utilizacion sin duda es la
transportacion del bio-agente junto con el sustrato
donde el mismo se encuentra previamente
establecido como micobiota normal de la rizosfera.
Este principio se aplica de manera efectiva a la
tecnologia de produccién de postura en cepellones.
La fase de aclimatizacién del proceso de
micropropagacion de plantas también ofrece la
posibilidad de utilizar los beneficios de la aplicacion
de T. harzianum en cultivos que se propagan por
esta via.

CONCLUSIONES

Se logr6 el enraizamiento in vitro de plantas
transgénicas de papaya al utilizar el medio de cultivo
2 mg.I* de AIB durante 20 dias. A su vez, fue posible
el enraizamiento ex vitro de plantas transgénicas
de papaya mediante la inmersion de la base de
las plantas en una solucion de AIB a una
concentracion de 5 mg.lI"* e incrementar los
porcentajes de supervivencia mediante la
aplicacién del biopreparado de T. harzianum al
sustrato previo a la plantacion.
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