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RESUMEN

Diferentes especies de la Familia Caricaceae corresponden a cultivos importantes de la regién Andina, teniendo
usos como frutales, produccién de compuestos enzimdticos con accién proteolitica, como fuentes de germo-
plasma y potencial génico de interés posible de usar en programas de mejoramiento. Entre ellas se destacan
Carica papaya 'y otro grupo de cultivos clasificados dentro del género Vasconcellea; entre ellos V. cundinamarcensis
[sin. C. pubescens) (papayo de montafa); y V. stipulata; ambas portadoras de genes que confieren resistencia a
“papaya ringspot virus”, asi como para tolerancia de frio, con caracteristicas organolépticas y como patrones
de injerto de otro cultivo como es V. x heilbornii nm. pentagona (babaco). Segtn cada cultivo, se evidencian di-
ferentes potenciales regenerativos, ya sea a nivel sexual y asexual, pero también grandes limitaciones que afec-
tan su desarrollo y su regeneracién. Algunas de las varias limitaciones especificas a mencionar, segin especie,
corresponden a problemas de germinacién por causa de dormancia influenciada por la testa, variabilidad en el
grado de viabilidad segin proveniencia y lento desarrollo de postemergencia (V. stipulata). En otras situaciones,
la reproduccién asexual es obligatoria, tratdndose de hibridos interespecificos estériles, como es el caso de V.
X heilbornii, respuesta que se ve parcialmente limitada. Fundamentalmente la presencia de virosis es el mayor
problema que afecta los cultivos comerciales de C. papaya; conjuntamente la existencia de las diferentes formas
sexuales limita la productividad de V. cundinamarcensis. El objeto del presente trabajo es sefialar algunos resulta-
dos de estudios conducidos en nuestros laboratorios, asf como enfocar algunas estrategias biotecnoldgicas que
han sido exploradas y en desarrollo, Gtiles en la superacién de algunas de dichas probleméticas.
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Palabras clave adicionales: Vasconcellea, Carica papaya, papaya de montafia, organogénesis,
embriogénesis somatica, regeneracion in vivo & in vitro, germoplasma.

ABSTRACT

Different species of Caricaceae family are intensively cultivated in the Andean Region consumed as fruit,
used as sources of proteolytic enzymatic compounds and as germplasm sources, and have genetic potential
of possible interest for improvement programs. Among these species stay Carica papaya and another group
of species classified within the Vasconcellea genus, such as V. cundinamarcensis [syn. C. pubescens] (mountain
papaya) and V. stipulata. Both species carry genes conferring resistance to “papaya ringspot virus” as well
as cold tolerance and also have specific organoleptic characteristics. They can be used as graft stocks for
other cultures such as V. x heilbornii nm. pentagona (babaco). Different regenerative potentials are evidenced,
according to each species at the sexual or asexual level as well as important limitations affecting their
development and regeneration. Some of the specific limitations to be mentioned are: germination problems
due to dormancy influenced by the testa, variability in the degree of viability according to provenance, slow
post-emergence development and associated aspects, with significant losses to fungal attack (V. stipulata).
Asexual reproduction is otherwise mandatory, for sterile interspecific hybrids such as V. x heilbornii, whose
response is partially limited. The presence of virosis is the main problem affecting commercial cultures
of C. papaya; the existence of different sexual forms affects the productivity of V. cundinamarcensis. The
objective of this work is to mention several results of studies carried out in our laboratories, focusing on
various biotechnological strategies already explored or being developed, which can be used to overcome some
regeneration problems.

Additional key words: Vasconcellea, Carica papaya, mountain papaya, organogenesis,
somatic embryogenesis, in vivo & in vitro regeneration, germplasm.
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Lista de abreviaciones: AlA: 4cido indolacético; AIB: cido indol-3-butirico; AG,: acido giberélico; ANA: 4cido o-naftalenacé-
tico; BAP: 6-bencilaminopurina; TDZ- 1-fenil-3-(1,2,3,-tidiazol-5-il)urea (tidiazuron).

INTRODUCCION

La Regién Andina, centro de origen de las nu-
merosas especies e hibridos pertenecientes a la
Familia Caricaceae, y que evidencian considera-
ble variabilidad genética, constituyen una fuente
importante de recursos genéticos para mejora-
miento vegetal y productos tanto agricolas, me-
dicinales o industriales. Diferentes especies que
proveen de caracteristicas de resistencia a virosis
pueden participar en cruzamientos interespecifi-
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cos generando hibridos, aportar genes de toleran-
cia para el frio favoreciendo la extension de cul-
tivos a zonas por hoy limitantes o para otorgar
caracteristicas organolépticas. La recombinacién
genética, los aspectos de seleccién y generacién
de genotipos y la multiplicacién, en sus formas,
agamica y sexual, via in vivo o in vitro son en su
conjunto todas relevantes. Diferentes potenciali-
dades biotecnolégicas han sido exploradas en las
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diferentes especies de Caricaceas y han condu-
cido al conocimiento del potencial morfogénico
y regenerativo existente. En el presente trabajo
se intenta recopilar algunos antecedentes sobre
el potencial de respuestas inductivas y regene-
rativas inducidas, expresables en células, tejidos
y érganos de algunas Caricéceas, biotecnologias
de posible utilidad en estudios atingentes a estas
especies.

MATERIAL Y METODOS

A fin de evaluar el potencial morfogénico y re-
generativo in vivo e in vitro segin la especie, se
evaluaron respuestas bajo diferentes condiciones
a partir de células y protoplastos derivados, de
varios tipos de tejidos y drganos. Se ensayaron
anteras a fin de conocer el potencial androgéni-
co existente en microsporas. A partir de suspen-
siones celulares se evalué la capacidad de iniciar
embriogénesis somética; embriogénesis somatica
adventicia y produccién de semillas sintéticas
mediante encapsulacién, y en protoplastos la
posibilidad de fusiones interespecificas. A partir
de hojas se evalué la induccién de nuevos brotes
o embriogénesis somatica, asi como desde hipo-
cétilos, épices caulinares, yemas axilares—sec-
ciones nodales y secciones de tallo. Respuestas
fisiolégicas y adaptativas fueron referidas a as-
pectos de viabilidad, germinacién y control de
la hiperhidricidad y caracterizacién parcial de
germoplasma. La metodologia empleada se en-
cuentra resumida en Jordan et al. (1986); Jordan
(1992); Jordan y Velozo (1996); Jordan y Piwans-
ki (1999) y Vélez et al. (2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuestas morfogénicas y regenerativas del
material estudiado, parcial caracterizacién del
germoplasma (V. cundinamarcensis), condiciones
de cultivo y de requerimientos hormonales se
resumen en las tablas 1 y 2. De los resultados se
desprende que una gran parte de los diferentes

tipos de explantes ensayados expresan respues-
tas morfogénicas dependientes de las potenciali-
dades inherentes a la especie y del 6rgano—tejido
examinado, aun en presencia de niveles de regu-
ladores de crecimiento y condiciones de cultivo
muy semejantes. Asi, por ejemplo, la induccién
de embriones somaticos en callo de diferente ori-
gen V. cundinamarcensis es facilmente inducible
(Jordan, 1992), mientras que en V. heilbornii nm.
pentagona este tejido prospera dificilmente, aun
en presencia de addenda orgénica, evidenciando
pardeamiento sin generar embriones; respuesta
en parte semejante a nuestros resultados con C.
papaya. Por el contrario, explantes de ldmina fo-
liar de V. cundinamarcensis no son inducibles a ex-
presar la formacién de brotes de—novo, mientras
si se inician en hojas adultas de babaco (Jordan y
Piwanski, 1997, 1999).

V. cundimamarcensis expresa amplia respuesta mor-
fogénica en sus tejidos. Diferentes tipos y nive-
les hormonales (combinaciones de ANA con BA;
ANA con Z; ANA con K; AIA con BA y AIA con
Z) inician todos la formacién de embriones en ca-
llo derivados de temas axilares de plantas adultas
o de hipocétilos (Jordan, 1986). Dichos embriones
son inducibles, ademés de generar embriones ad-
venticios, con lo cual se facilita su multiplicacién
masiva (Jordan y Velozo, 1996). Un encapsula-
miento de estos embriones (para uso como semilla
sintética) también parece factible (Jordan, 2005).

Dadas las variadas formas sexuales (por ejem-
plo en V. cundinamarcensis poco reconocibles en
material juvenil), estrategias como la induccién
homozigosis de doble haploides mediante el pro-
ceso de androgénesis en plantas altamente pro-
ductivas aparece como una estrategia de selec-
cién y produccién de germoplasma en programas
de mejoramiento genético. Si bien las respuestas
androgénicas en Caricdceas han sido poco des-
critas, en estudios preliminares el potencial en V.
cundimarcensis, alcanza a aprox. > 5% de induc-
cién de embrioides derivados de polen y hasta un
91% de callo embriogénico, probablemente tam-
bién de carécter haploide (Jordan, 1996).
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El potencial de cruzamientos interespecificos
entre especies de la familia Caricaceae estd am-
pliamente establecido, y con ello su potencial
de recombinacién (con resultados tan notables
como en babaco). Al respecto, Kyndt e al. (2005
a, b) indica que la hibridacién es comin entre
especies del genero Vasconcellea, encontrandose
signos de introgresién de V. cundinamarcensis en
V. stipulata en condiciones naturales como con-
troladas (De Zerpa, 1980); dicha variabilidad es
notable en V. stipulata en material colectado de
diferentes procedencias (Horovitz y Jiménez,
1967). Al respecto, cabe notar que en las po-
blaciones de cultivo de V. cundinamarcensis, ori-
ginarias de las regiones de altura de la Region
Andina, distribuida desde Panamé a Bolivia en
zonas temperadas entre 1.500-3.000 m (Badillo,
1971; Mufioz, 1965), adaptadas a la zona costera
en Chile central (28°y 36° S.), éstas parecen ser
mas bien homogéneas; estudios isoenzimaticos
denotan extrema similitud en muestras en mas
de 1.000 km de extensién.

Asi, considerando el potencial de cruzamiento
interespecies existente, trabajos experimentales
de fusién a nivel de protoplastos han sido sin
embargo bastante limitados. Al respecto, algu-
nos experimentos de fusiones de protoplastos
entre V. cundinamarcensis y C. papaya con pers-
pectivas de lograr hibridos o recombinantes con
caracteristicas de interés posibles de usar en pro-
gramas genéticos (insercién de resistencia a PRV,
caracteristicas de tolerancia al frio, generacién
de recombinantes como patrones de injerto),

sélo inician las primeras fases de desarrollo em-
briogénico /n vitro y no desarrollan estructuras
viables (Jordan ez al., 1986). La imcompatibilidad
génica al recombinar el genoma de ambas proce-
dencias es probablemente la causa de los escasos
resultados disponibles. Sin embargo, estableci-
dos los mecanismos morfogénicos y de regene-
racién celular y tisular y con el advenimiento de
metodologias que permiten la insercién de genes
fordneos entre una especie y otra permite la fi-
jacién y expresién de caracteristicas particulares
deseables. Entre éstas, ayudan marcadores mole-
culares ligados a genes de resistencia a PRV pre-
sentes en V. cundinamarcensis (Dillon et al., 2006).
Finalmente, mediante ingenierfa genética, inser-
tando el gene codificante de la proteina viral
del PRV, ha sido posible obtener existosamente
plantas transgénicas de C. papaya resistentes en
variedades comerciales, intensidad de respuesta
que depende de la dosificacién presente de dicho
gen en las nuevas plantas transformadas (Fitch
et al., 1992; Tennant et al., 1994, 2001.; Gonzal-
ves y Ferreira, 2003). Otros muchos mecanismos
de regulacién son necesarios en la estabilizacién
de respuestas ante la modificacién genética y
consecucién final de un producto transgénico
comercial. Entre las Caricaeas, las respuestas
regenerativas in vitro, segin el caso, parecen ser
maés satisfactorias que en muchas especies vege-
tales de cardcter recalcitrante, caracteristica de
no menor relevancia cuando a nivel del material
celular transformado los procesos morfogénicos
deben encaminarse hacia la obtencién i vitro de
una planta viable completa.

Tabla 1.
en algunas Caricaceas*.

Resumen de respuestas regenerativas, potencial regenerativo y parcial caracterizacion del germoplasma

Microsporas
uninucleadas

Androgénesis,
embriones somaticos
derivados de
polen—callo

Embriones
somaticos, pldntulas,
embriogénesis;
embriog. adventicia,
encapsulacion

Cultivos celulares

REV. COLOMB. CIENC. HORTIC.

(No aplica)

Formacion de callo

Formacion de callo Formacion de callo
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Tabla 1. Continuacion
: Vasconcellea V. heilbornii nm. : Carica
Especie-explante : : V. stipulata
cundimarcensis pentagona papaya
Fusion de Con Carica papaya; Con Vasconcellea.
protoplastos primeros estados de cundipamarcensis;
embriogénesis de primeros estados de
células fusionadas embriogénesis de
células fusionadas
Lamina foliar Sin respuesta Formacidn de callo, Iniciacion de brotes

morfogénica

brotes de novo o
embriones somaticos,
hoja adulta

de hojas derivadas
de ejes embrionarios

Elemento bulboso
en porcién basal de

Induccion de nuevos
brotes; plantulas

(Estructura visible
poco desarrollada

ldmina foliar segln ontogenia
foliar)
Hipocétilo Embriogénesis (No aplica) Regeneracidn de Formacién de callo
somatica plantulas, control de

la hiperhidricidad

Apices caulinares

A partir de subcultivo
de los nuevos bro-

tes generados del
elemento bulboso que
evidencian induccién
de raices, regeneracion
de plantulas

Formacion de
callo de apices
de plantulas en
desarrollo

Yemas axilares—
secciones nodales

Brotacion de las yemas
axilares preexistentes;
formacion nuevos
brotes mdiltiples,

callo y embriogénesis
indirecta

Formacion de raices y
plantas escasa

Brotacion de las
yemas axilares
preexistentes;
nuevos brotes, callo

Estacas de tallo

Raices; plantas

Raices; plantas

Semillas

(No aplica)

Escarificacion
promueve
porcentaje y
reduce tiempo de
germinacion

Embriones

Incremento en

el porcentaje de
germinacion in vitro en
presencia de ANA 'y
Kin, medio MS

(No aplica)

Reduccién tiempo
de latencia

Caracterizacion de germoplasma

Formas sexuales en
plantas masculinas
y productoras
femeninas

1. Determinacion de
extractos de fenoles
HPLC de hojas y flores
plantas ambos sexos
2. Electroforesis

SDS poliacrilamida
hojas, flores, peciolos
en plantas de ambos
SexX0s

Ecotipos—variacion
somaclonal

Electroforesis en gel
de isoenzimas (AAT)
y otras enzimas
indicadoras

* Resultados experimentales realizados por autores exclusivamente.
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Tabla 2. Resumen de mejores condiciones inductoras de respuestas morfogénicas y regenerativas en varias

Caricaceas

BENIENE]

Induccion
— tratamiento

Medio nutritivo

Addenda — otros

Resultado

morfogénica

— reguladores

Androgenesis Cultivo de anteras Sales NN; De preferencia cultivo
V. y microsporas microelementos de bajo luz fluorescente Generacién de
cundinamarcensis) uninucleadas de MS, sacarosa 60 tenue, ciclos de 18 embrioides de polen
plantas femeninas gL, horas; aprox. 48 umol 6,5%
AIA1,0mg L m?s’
BAP 1,0 mg L
(papel Whatman N° 1
reemplaza agar)
Embriogenesis Formacion de callo Varios embriones Para el caso de C. EnV
somatica inicial, posteriormente somaticos, plantulas, papaya Se requiere cundinamarcensis
[hipocétilo] subcultivo, estatico o embriogénesis; oscuridad. Medios: formacion de callo y
(V. agitacion cte. embriog. adventicia, MSy NN embriones somaticos,
cundinamarcensis; encapsulacion tb. embriones
C. papaya) adventicios,
abundantes y
plantulas usando
pretratamientos con
24D
Fusion de Células de C. Preplasmdlisis con Desinfeccion Protoplastos viables
protoplastos cundinamarcensi manitol 13%, 60 min; hoja en etanol 70%, de ambos tejidos,
(V. derivadas de hoja digestion por 39 h 2 min densidad aprox.
cundinamarcensis x juvenil; de C. papaya en celulasa (2%) , 44 x 104 enC.
C. papaya) obtenidas de callo Macerozyma R-10 cundinamarcensis.
formado de hipocétilo (0,5%) y manitol 13%, Primeros estados
en oscuridad, 30°C, de divisién y
sales MS embriogénesis de
productos de fusion
aunque sin posterior
desarrollo
Formacién Induccion de Fases de cultivo de Induccion de Varias fases

de embriones
somaticos—brotes
en lamina foliar
(V. heilbornii nm.
pentagona)

brotes y embriones
somaticos en
secciones de lamina
foliar; respuestas
de acuerdo a

uso y niveles de
reguladores

hoja y subcultivo de
callo al inicio con
TDZy AIA, luego con
AG,. Callo en placa,
estatico desarrolla
embriones somaticos.
En babaco formacion
de brotes solo con
alta concentracion

de TDZ

embriones somaticos
(indirecto) sélo en
presencia glutamina,
hidrolizado de caseina
y cisteina

de subcultivo;

con respuesta
embriogénica menor
que observada en V.
cundinamarcensis, en
la cual no se generan
por contrario brotes
a partir de explantes
foliares

Formacion de brotes
[elemento bulboso]
en lamina foliar

(V. heilbornii nm.
pentagona)

Induccién de brotes
solo del elemento
bulboso, ligado
vascularmente y
cultivado con seccion
de hoja

Medio MS con TDZ
solo o combinado
incluyendo hidrolizado
de caseina y sulfato
de adenina. Para
rizogénesis de brotes
en subcultivo AIB 2,0
mg L

Presencia de maltosa
(2%) y TDZ 3,0 mg
L imprescindibles
para la induccién de
respuesta y sintesis
de clorofila en los
nuevos brotes

Obtenidos los brotes
el enraizamiento en
subcultivo ocurre en
un 50% aprox.
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Tabla 2. Continuacion.

Respuesta

morfogénica

Apices caulinares
[regenerados in
vitro].

(V. heilbornii nm.
pentagona)

Induccion
— tratamiento

Formacion de callo

Medio nutritivo
— reguladores

Addenda — otros

Resultado

A partir de nuevos
brotes in vitro,
formacion de callo,
induccion de raices,
plantulas

Yemas axilares
(V. heilbornii nm.
pentagona; V.

cundinamarcensis;

C. papaya, V.
stipulata)

Induccion de callo
morfogénico en
porcién proximal

del &pice en varias
especies conducente
a embriones
somaticos en
subcultivo

En babaco, induccion
raices en presencia
de ANA 0,01 mg

L'y BAP 0,8 mg

L™, Nutrientes NN.
Para C. papaya, V/.
cundinamarcenesis y
V. stipulata (secciones
nodales), brotacion
de yemas axilares;
con formacién de
nuevos brotes,

brotes mdltiples,
callo y embriogénesis
indirecta

Babaco requiere
incluir junto a
reguladores carbon
activado 0,6 g L';
th. AdS, hidrolizado
caseina y cisteina

a fin de evitar
pardeamiento.
Medios WPM y MS

En babaco, induccion
de raices en la base
con produccion de
plantas en forma
erratica

Estacas de tallo
(V. heilbornii nm.

Tratamiento directo
de inmersion y

Formacion de raices
en presencia de AlB,

Addenda no requiere;
solo condiciones

Todas las estacas
con 3-4 raices en la

pentagona) posterior mantencién 50 mg L, 7 min de invernadero. porcién proximal
de estacas en agua Respuesta a luz
conteniendo AIB
Semillas Escarificacion de la Perdxido de hidrégeno (no aplica) Incremento de
(V. stipulata) esclerotesta porcentaje de
germinacion de 0,5%
a aprox. 53% en 40
dias
Embriones Ruptura de la Ajuste concentracion (no aplica) Germinacion mas
(V. stipulata) dormancia, de sales MS y NN temprana, control
desarrollo rdpido eje mas AG, de hiperhidricidad de
embrionario ejes embrionarios en

desarrollo; reduccion
al 0-13%

MS: Murashige y Skoog, 1962; NN: Nitsch y Nitsch, 1969; WPM: Lloyd y McCown, 1981.

CONCLUSIONES

Con base en la vasta literatura existente, varias
especies adscritas a la familia de la literatura
existente, sometidas a condiciones inductivas es-
pecificas in vivo e in vitro, parecen expresar un po-

tencial embriogénico y regenerativo satisfactorio
a nivel celular, tisular o de érganos. Lo anterior
es ventajoso en programas de mejoramiento o de

propagacién masiva para fines productivos. Par-
ticularmente relevante, considerando estrategias
como las de transgenia, es la posibilidad de poder
ser regeneradas plantas viables llevando integra-
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mente el gen—caracter de interés a partir de célu-
las o tejidos virtualmente transformados. En se-
gundo lugar, la posibilidad de poder seleccionar
material de interés y la regeneracién de plantas
a partir del nivel celular hace posible y facilita
también la seleccién temprana de caracteristicas
particulares, naturales o inducidas detectables
a ese nivel y, en tercer lugar, la expresién de la
androgénesis, derivando en la regeneracién de
plantas di-haploides (doble haploides o de caréc-
ter homocigoto) derivadas del polen, respuesta
inducible y obtenible a corto plazo, en una sola
generacién, permite igualmente la seleccién de

material con caracteristicas no posibles de ser
obtenidas en programas de mejoramiento con-
vencionales. La obtencién de plantas en forma
directa a partir del polen descarta la fase de ge-
neracién de heterocigotos predominantes en las
primeras fases de cruzamientos convencionales.
La resultante del empleo conjunto de las biotec-
nologias mencionadas implica poder incremen-
tar en el 4&mbito de las Caricaeas la variabilidad
de germoplasma por hoy disponible y hacer uso
de éste en futuros programas de seleccién, re-
combinacién o de mejoramiento genético en las
especies adscritas a esta familia de plantas.
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