Articulo original Biotecnologia Vegetal Vol. 16, No. 1: 13 - 20, enero - marzo, 2016
Instituto de Biotecnologia de las Plantas. UCLV. MES.
elSSN 2074-8647, RNPS: 2154

Obtencidn de plantas madre de Vasconcellea x helbornii (Badillo)
Badillo a partir de estacas en condiciones semicontroladas

Monica Jadan Guerrero?, Rafael Gémez-Kosky?, Idalmis Bermludez-Caraballoso?

!Departamento de Ciencias de la Vida, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Ave Gral Rumifiahui.
Sangolqui. Quito. Ecuador. PO BOX 171-5-31B. e-mail: mbjadan@espe.edu.ec; monica@ibp.co.cu

2Instituto de Biotecnologia de las Plantas, Universidad Central Marta Abreu de Las Villas. Carretera a Camajuani
km 5,5. Santa Clara. Villa Clara. Cuba. CP 54830.

RESUMEN

El babaco [Vasconcellea x helbornii (Badillo) Badillo] conocido también como papaya de montafia es una
fruta originaria de las zonas altas de Ecuador y Colombia. El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de
establecer un banco de plantas donadoras del hibrido babaco, a partir de estacas, bajo condiciones
semicontroladas. Como material vegetal se emplearon plantas de dos afios de edad cultivadas en casas de
cultivo. Posteriormente, se dividio el tallo en diferentes secciones de 25 cm de longitud. Estas fueron plantadas
en fundas plasticas con sustrato y sometidas a un control fitosanitario con fungicida Carbendazim al 0.5% (v/v) y
se cuantifico a las seis semanas de cultivo, el nimero de estacas enraizadadas, el niUmero y longitud de los
brotes y nimero de hojas por estaca. También se determiné el efecto de la aplicacion del bioestimulante
(GERMO-TBO01) para lograr aumentar el nimero de brotes axilares. Los resultados de este trabajo permitieron
alcanzar un 100% de brotacion y formacion de raices en las diferentes secciones de tallo. Los mejores
resultados en la formacion de nuevos brotes se alcanzaron en los explante S1, S2 y S3. Sin embargo, al
aplicar el bioestimulante la formacién de nuevos brotes se incremento a 5.82 por seccion del tallo, con una
mejor calidad. Con los resultados de este trabajo se dispondra de material vegetal donante para desarrollar
protocolos de propagacion in vitro de este hibrido, con alta calidad genética y fitosanitaria.
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Obtention of Vasconcellea x helbornii (Badillo) Badillo mother plants
from cuttings under semi-controlled conditions

ABSTRACT

The babaco [Vasconcellea x helbornii (Badillo) Badillo] also known as mountain papaya is a native fruit from
the highlands of Ecuador and Colombia. The present work was carried out with the objective of establishing a
bank of donor plants of the babaco hybrid from cuttings, under semicontrolled conditions. Two-year-old plants
grown in greenhouse was used as initial plant material. Subsequently, the stem was divided into different
sections of 25 cm in length. These were planted in plastic sheaths with substrate and subjected to a
phytosanitary control with 0.5% (v / v) Carbendazim fungicide. At six weeks of culture, the number of rooted
cuttings, the number and length of shoots and number of leaves per cutting were quantified. The effect of
biostimulant application (GERMO-TB01) was also determined to increase the number of axillary shoots. The
results of this work allowed to reach a 100% budding and root formation in the different sections of stem. The
best results in the formation of new shoots were reached in explants S1, S2 and S3. However, when applying
the biostimulant the formation of new shoots increased to 5.82 per stem sections with better quality. Since
the results of this work will be available donor plant material to develop in vitro propagation protocols of this
hybrid, with high genetic and phytosanitary quality.

Key word: bio-stimulant, donor plant material, greenhouse, rooting

INTRODUCCION Ecuador, el babaco es la Gnica que se ha

desarrollado comercialmente, por poseer un
El babaco [Vasconcellea x helbornii (Badillo) fruto con cualidades nutricionales y su uso en
Badillo], es un hibrido natural originario de las la industria. Es rico en pectina y papaina,
zonas andinas de Ecuador y Colombia. De las enzima que facilita el desdoblamiento de la
16 especies de Vasconcellea que posee proteina animal (Corteza, 2013), posee bajo



14

contenido de azlcaresy calorias, alto contenido
en vitaminas A, C y buen sabor al madurar.
Estas caracteristicas han sido imprescindibles
para su consumo en el mercado nacional e
internacional (Pro-Agro, 2007).

El principal problema que presenta el cultivo
del hibrido de babaco en su produccién y
comercializacién, es el carécter estéril que
presenta su fruto, por ser partenocarpico, es
decir que no posee semilla. Esto implica que
su propagacion tradicional se realice de forma
asexual, por medio de estacas. Por este motivo
se incrementa la difusion de enfermedades.
Dentro de las mas importantes estan las
infecciones masivas bacterianas del género
Erwinia y Agrobacterium y el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. vasconcellea que produce la
Marchitez Vascular del Babaco (MVB) y genera
grandes pérdidas (Scheldeman et al., 2003).
Como medida preventiva los agricultores
utilizan gran cantidad de agroquimicos que
afectan la calidad de la fruta, contaminan el
ambiente y perjudican la salud humana (AAIC,
2003).

En Ecuador hay mas de 180 hectareas de
cultivo de babaco, a campo abierto y bajo
condiciones de invernadero con una densidad
de plantacion entre 5500 a 8000 plantas por
hectérea. El babaco puede rendir un promedio
de 200 a 250 toneladas por hectarea. Sin
embargo, debido a los problemas antes
mencionados, las produccién nacional y la
exportacién a mercados internacionales se han
reducido notablemente (CORPEI, 2006).

Por este motivo, no existe un sistema de
propagacion confiable a gran escala para la
produccién de plantas de babaco libres de
enfermedades. No obstante, una de las
estrategias utilizadas por los agricultores para
dar solucion a dicha limitante es el sistema de
propagacion por estacas. Estas técnicas
permiten la seleccién rigurosa a partir de los
caracteres de las plantas madre, como la
robustez, la sanidad, la edad (minimo 2 afios
de edad) y las preferencia de plantas que se
encuentren a campo abierto. Pero, depende en
gran medida del riguroso control fitosanitario
que realizan a las plantas donadoras (Fabara
etal., 1985; Mufioz, 1986; AAIC, 2003).

Por otra parte, el uso de las técnicas de cultivo
de tejidos en esta especie ha sido poco exitoso,
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debido al uso de material vegetal plantas que
crecen en condiciones de campo, sin control
sanitario, expuestas al ambiente y en estado
de madurez fisioldgica.

La posibilidad de clonar individuos selectos que
han alcanzado el estado adulto para tener la
seguridad de su alta calidad es casi imposible
en la mayoria de las especies. Dicha condicion
de adultez restringe las capacidades
morfogenéticas del individuo. Por ello, para que
todo intento de propagacion in vitro tenga éxito
asegurado deberd emplearse material vegetal
juvenil o rejuvenecido y con una calidad
fitosanitaria garantizada. La capacidad de
propagacion vegetativa, por medio de cualquier
técnica, estd asociada con el caracter juvenil,
por lo que cuanto més joven sea el individuo,
mas répido y facil sera su propagaciéon (Caso,
1992).

Teniendo en cuenta dicha problemética el
presente trabajo se desarrollé con el objetivo
de obtener plantas madre del hibrido babaco a
partir de estacas, bajo condiciones
semicontroladas. Estas podrian emplearse
como material donante de brotes para el
establecimiento in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Para el desarrollo de la investigacidon se
emplearon como material vegetal 100 plantas
del hibrido babaco cultivadas en casa de cultivo
en un suelo franco arenoso arcilloso. Se
ubicaron en el Sector del Triunfo en la Provincia
de Tungurahua, Ecuador a 2600 m.s.n.m., con
las siguientes caracteristicas: robustas, sanas
(visualmente), con dos afios de edad y en etapa
de produccién. Fueron seleccionadas 35
plantas para la obtencion de las secciones de
tallo (estacas).

Efecto del empleo de diferentes secciones
de tallo en el establecimiento de estacas

Este experimento tuvo como objetivo
determinar la respuesta de diferentes
secciones de tallo provenientes de las plantas
donadoras, en el establecimiento de estacas.

Se tomaron segmentos de tallos de 25 cm de
longitud y un diametro entre 3 a 5 cm, una vez
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eliminada la zona apical (Figura 1) se
establecieron cuatro tratamientos los cuales se
describen a continuacion:

S1: segmento de tallo de 25 cm, al cual se le
elimind 5 cm a partir de la yema apical

S2: segmento de tallo de 25 cm seguido del
segmento 1

S3: segmento de tallo de 25 cm seguido del
segmento 2

S4: segmento de tallo de 25 cm seguido del
segmento 3

A todas las estacas se les realizo un corte en
forma de bisel en la parte superior para evitar
la pudricién y presencia de contaminantes y en
la parte inferior de forma transversal para tener
mayor area de formacion de raices (Figura 1).
Alas estacas se les aplicé el fungicida Bavistin®
(BASF, Alemania) 1ml I, combinado con
Hidréxido de Cobre 1g Ity se dejaron en
posicion de 45° de inclinacién por 8 dias bajo
sombra dentro de la casa de cultivo.
Transcurrido este tiempo se eliminé el latex y
se cicatrizaron los cortes (Eyden y Cabrera,
1999).

Posteriormente, las estacas fueron plantadas
en fundas plésticas de 1 kg de capacidad (15 x
10 cm) de acuerdo con la metodologia
propuesta por AAIC (2003). Se utilizé como
sustrato suelo de la zona (franco arenoso
arcilloso), humus de lombriz y pomina en
proporcién 3:1:1 segun Cevallos y Ramos
(1990), que se desinfect6 con anterioridad y se
mantuvieron las bolsas con las estacas bajo
condiciones semicontroladas, en casa de
cultivo. Se realizaron dos riegos por semana,
con ayuda de regadera directamente en el
sustrato de la funda plastica. La temperatura
dentro de la casa de cultivo oscilé entre 15-
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23°C con una humedad relativa de 40-50%. Se
empleé una malla sombra 50% de color negro.
Ademas se realizaron aplicaciones del
fungicida Carbendazim 0.5% (v/v) (Nufarm,
EUA), a las secciones de tallo cada 2 dias
durante 3 semanas.

Se utilizaron 35 estacas por cada tratamiento
como repeticion. A las seis semanas de cultivo
se evaluaron: la cantidad de explantes con raices
por cada tratamiento y a partir de este dato
primario se calculé el porcentaje de
enraizamiento, el nimero ylongitud de los brotes
axilares, asi como el nimero de hojas por estaca.

Efecto del bioestimulante foliar (GERMO-
TBO1) sobre la formacion de brotes

El objetivo de este ensayo fue determinar el
efecto de la aplicacién del bioestimulante
GERMO-TBO01 (mezcla de macronutrientes,
micronutrientes y reguladores del crecimiento
auxinas y citoquininas) desarrollado por la
empresa Germoplanta Cia. Ltda, Quito,
Ecuador, en las estacas para la formacién de
brotes axilares de acuerdo con los resultados
del experimento anterior. Se establecieron dos
tratamientos con y sin aplicacion del
bioestimulante. La aplicacion se realiz6 a partir
del segundo dia de plantadas las secciones de
tallo que mejores resultados tuvieron en el
primer ensayo. Se empleé un dispensador y
se aplicé una dosis de 1 ml I, con una
frecuencia de cada dos dias durante tres
semanas (datos obtenidos a partir de ensayos
previos).

En cada tratamiento se emplearon 35 estacas
como repeticion y la evaluacion del nimero de
brotes obtenidos se realiz6 a las seis semanas
de cultivo.

25cm Diametro de 3a5cm

Figura 1. Segmentos del tallo de plantas del hibrido de babaco, de dos afios de edad en
condiciones semicontroladas, que se emplearon en el experimento una vez eliminada la zona

apical de alrededor de 5 cm.
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Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos se utiliz6 el
paquete de programas SPSS para Windows
version 23 de 2014. Para el andlisis de la
normalidad de las variables se utilizé la prueba
de Shapiro-Wilks. Para la comparacién entre
las medias se aplicé la alternativa no
parameétrica del Andlisis de Varianzas, la prueba
de Kruskal-Wallis y para la comparacién entre
parejas de grupos se utiliz6 la prueba de Mann-
Whitney. Para las variables que cumplian
normalidad se aplic6 un andlisis de varianza
(ANOVA) y comparacion de medias segun la
prueba de Tukey. En todos los casos las
diferencias se establecieron para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del empleo de diferentes secciones
de tallo en el establecimiento de estacas

Todos los segmentos de tallo
independientemente de la posicién en la planta
formaron raices (100%) y desarrollaron de tres
a cuatro hojas, a las seis semanas de cultivo
(Figura 2). Al respecto Okoro y Grace (1978)
sefialaron que estacas tomadas de especies
con altos niveles de citoquininas endégenas
son més dificiles de enraizar que aquellas
con bajos niveles de esta fitohormona, lo cual
pudiera ser una explicacién a los resultados
alcanzados en el presente trabajo. Similares
resultados informé Mufioz (1986) al alcanzar
un 100% de enraizamiento de las estacas
después de 37 dias de cultivo en condiciones
semicontroladas y riego por nebulizacion,
pero emplearon estacas herbdceas. De
acuerdo con lo sefialado por Hartmann et al.
(1990), en estacas lefiosas tomadas de
diferentes posiciones del brote se observé
una variacién en la produccién de raices,
presentando en la mayoria de los casos un
mayor porcentaje de enraizamiento en
estacas procedentes de la porcién basal del
brote. Por otro lado, en ensayos realizados
por este mismo autor con tres portainjertos
de cerezo (Prunus avium L., Prunus cerasus
L. y Prunus mahaleb L.) utilizando material
semilefioso y herbaceo se obtuvo un mayor
porcentaje de enraizamiento de estacas en
aquellos casos en que fueron tomadas desde
la parte apical y menor porcentaje de
enraizamiento en aquellas tomadas de la parte
basal.
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La AAIC (2003) sefal6 que con el empleo de
estacas en esta especie se alcanzé un buen
sistema radicular a los 60 a 90 dias después
plantadas, aunque en el presente trabajo esto
se logro en solo seis semanas (42 dias), lo cual
puede ser debido a las condiciones de cultivo
empleadas (50% de sombra, sustrato
adecuado, proteccion fitosanitaria) y el origen
del material vegetal de partida para obtener las
estacas. En general, el estado nutricional de la
planta madre es importante para el
enraizamiento de las estacas (Hartmann y
Kester, 1999). Varios investigadores han
correlacionado positivamente los niveles de
carbohidratos en las estacas con su capacidad
para iniciar primordios radicales, reconociendo
que una adecuada reserva de hidratos de
carbono, en combinacién con una relacion
carbono nitr6geno alta, favorece el
enraizamiento (Gutiérrez, 1995).

Respecto a la variable nimero de brotes por
estaca, los segmentos de tallo S1 alcanzaron
los mayores valores con diferencias
significativas con los segmentos de tallo S4.
Los segmentos de tallo S2 y S3 tuvieron una
respuesta intermedia ya que los valores fueron
similares a los alcanzados por los segmentos
de tallos S1 y S4 (Figura 3). Esta es una
variable importante para contar con material
rejuvenecido y cultivado en condiciones
semicontroladas para ser utilizado en la fase
de establecimiento in vitro de esta especie. El
segmento de tallo (S4) fue donde se
alcanzaron los menores resultados, una
explicacion a esto puede ser debido al efecto
de la concentracién enddégena de reguladores
del crecimiento en los diferentes segmentos
de tallo (S1, S2 y S3) después del corte apical,
sobre todo de las citoquininas (Azcon-Bieto y
Talén, 2008). Unido a lo anterior también al
estado juvenil del segmento de tallo donde las
yemas pueden estar en estado de dormancia
(Hartmann y Kester, 1995).

En la literatura cientifica existe muy poca
informacién sobre esta temética en babaco,
solo Fabara et al. (1985) y AAIC (2003) quienes
emplean diferentes segmentos de tallo parala
multiplicacion del babaco pero plantando
directamente estos en suelo en condiciones de
campo. Las estacas contienen frecuentemente
una cantidad alta de carbohidratos, los cuales
constituyen las reservas de alimentos para el
establecimiento inicial de las plantas. El vigor
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Figura 2. Brotes de estacas del hibrido babaco [Vasconcellea x helbornii
(Badillo) Badillo] proveniente de los diferentes segmento de tallo (S1-S4)
a las seis semanas de cultivo en condiciones semicontroladas.
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Figura 3. Efecto de los diferentes segmentos de tallo del hibrido babaco
[Vasconcellea x helbornii (Badillo) Badillo] sobre la formacién de nuevos brotes a
las seis semanas de plantadas, bajo condiciones semicontroladas.

de las plantas recién emergidas depende de la
disponibilidad de esas reservas, las cuales
generalmente esta determinado por la edad y
la seccién de donde se corte la estaca. Se
recomienda que el didmetro no sea inferior a la
mitad del grosor maximo del tallo de la planta.
Generalmente un diametro de 2 a 3 cm es
apropiado en una estaca para plantar
(Hartmann y Kester, 1999), lo cual apoya los
resultados del presenta trabajo.

Para la variable longitud de los brotes no
existieron diferencias significativas entre los
diferentes tipos de segmentos de tallos y varié
entre 3.0y 3.3 cm.

En cuanto al nimero de hojas totales por brote
los mejores resultados se lograron en el
segmento de tallo S1 con 3.6 hojas por explante
con diferencia significativa con el resto de
tratamientos (Tabla 1).
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Los resultados de esta investigacién pueden
estar determinados por el efecto que las
auxinas ejercen tanto en la iniciacion de los
primordios, como en la determinacion de la
posicién a la que emergen de la zona periférica
del meristemo. La iniciacion de un nuevo
primordio viene siempre precedida por la
acumulacién localizada de concentraciones
relativamente elevadas de auxina en la zona
periférica del meristemo. Es conocido que en
la parte apical de la planta existe una
concentracion enddgena de auxinas y
citoquininas, por tal motivo habra formacién de
un mayor nimero de brotes en esta zona
(Azcon-Bieto y Tal6n, 2008).

Efecto del bioestimulante foliar (GERMO-
TBO1) sobre la formacion de brotes

La aplicacion de la solucidn del bioestimulante
logré inducir mayor formacion de nuevos brotes
axilares de babaco. Las evaluaciones
realizadas a los seis semanas de plantadas
las secciones de tallo tratadas con el producto,
formaron un promedio de 5.82 brotes por
explante con diferencia significativas respecto
a las no tratadas (Figuras 4 y 5). En el caso
especifico de babaco no existen informes en
la literatura nacional e internacional al respecto,
por lo que los resultados se comparan con
papaya (Carica papaya L.). En este sentido,
Posada et al. (2004) refirieron resultados
similares, pero al aplicar una mezcla de
reguladores del crecimiento (6-bencilaminopurina
—acido giberélico) en el &rea foliar en plantas de
papaya, pero en condiciones de campo.

En plantas lefiosas y semilefiosas, una vez que
han alcanzado la fase adulta, estas logran una
completa especializacion y estabilidad
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fisiolégica. Esto representa un problemaya sea
para macro 0 micropropagacion a partir de
propagulos adultos, pues la respuesta no sera
buena (Hackett, 1985). Ante esta dificultad es
necesario inducir a la planta adulta a un
rejuvenecimiento y lograr la formacion de varios
brotes.

Es asi como la redefinicién celular juega un
papel muy importante, ya que permite a las
células maduras de una planta adulta de forma
temporal pasar desde su forma adulta a su
forma juvenil, a esto se le conoce como
rejuvenecimiento y esto puede tener
consecuencias muy importantes. Este proceso
puede ser inducido con la aplicacién de un
agente externo como el uso de reguladores de
crecimiento (George et al., 2008; Azcon-Bieto
y Talén, 2008). Las citoquininas pueden
considerarse como una sustancia
antienvejecimiento importante y facilitan la
revitalizacion tanto in vivo como ex vitro. El
regulador de crecimiento bencilaminopurina
promueve el crecimiento de yemas laterales 'y
yemas en dormancia y puede inducir la
formacion de yemas adventicias, a menudo
ligadas a un verdadero rejuvenecimiento
(Pierik, 1990). Estos resultados coinciden con
los alcanzados en el presente trabajo al aplicar
el bioestimulante GERMO-TBO01, el cual indujo
ala formacién de nuevos brotes en las estacas
de babaco.

En las secciones de tallo a las cuales no se
aplico el bioestimulante la produccion de
nuevos brotes apareci6 con menor
frecuencia y en un tiempo mas prolongado
(8-10 semanas), pues no recibieron un
estimulo externo para que ocurriera el
rejuvenecimiento, ni la formacion de nuevas

Tabla 1. Efecto del uso de diferentes secciones de tallo en el nimero de hojas por brote del hibrido
babaco Vasconcellea x helbornii (Badillo) Badillo a las seis semanas de plantadas, en condiciones

semicontroladas.

Tratamientos

NUmero de hojas formadas por brote

Medias Reales Medias de Rango

S1: segmento de tallo de 25 cm, al cual se le elimin6 5

cm de la yema apical 3.60 7.00 a
S2: segmento de tallo de 25 cm seguido del segmento 1 3.00 400b
S3: segmento de tallo de 25 cm seguido del segmento 2 3.00 400b
S4: segmento de tallo de 25 cm seguido del segmento 3 3.40 5.00 b

Rangos medios con letras no comunes difieren significativamente segun prueba de Kruskall-Wallis/

Mann Whitney para p<0.05 (n=35)
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Figura 4. Efecto del empleo del bioestimulante (GERMO TBO01) sobre la formacion
de nuevos brotes axilares de plantas del hibrido babaco [Vasconcellea x helbornii
(Badillo) Badillo] a las seis semanas de plantadas en condiciones semicontroladas.

Figura 5. Formacion de nuevos brotes en estacas (segmento de tallo S2) del hibrido babaco
[Vasconcellea x helbornii (Badillo) Badillo] a las seis semanas de plantadas (A) Segmentos de tallos
en fundas pléasticas sin aplicacién del bioestimulante (B) Segmentos de tallos en fundas plasticas con

aplicacion del bioestimulante GERMO-TBOL.

yemas. Ademas, es importante sefialar que al
compuesto el bioestimulante por macro y
micro nutrientes, la calidad del brote que se
obtiene en comparacion con los brotes
provenientes de las secciones de tallo a las
cuales no se aplicé el producto fue mayor y
con mas vigor (Figura 5).

CONCLUSIONES
Las investigaciones realizadas han permitido

establecer un protocolo para el establecimiento
de estacas bajo condiciones semicontroladas

del hibrido babaco. Esto se logr6 a través de
un sistema repetible donde uno de los factores
cruciales fue el uso de material vegetal de
partida, plantas madre élite de dos afios de
edad, con mejores caracteristicas
fitosanitarias, vigor y produccion, utilizando las
secciones de tallo que comprende los
segmentos de 25 cm de longitud S1, S2 y S3,
acompafiadas con las medidas de control
fitosanitario, asi como el uso del bioestimulante
GERMO-TBO01 aplicado dos veces por
semana, lo cual ayuda en el rejuvenecimiento
celular. Con los resultados alcanzados, se
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dispondra de material vegetal donante para
desarrollar protocolos de propagacion in vitro
de este hibrido, con una alta calidad genéticay
fitosanitaria.
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