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RESUMEN

El uso de la embriogénesis somatica para la propagacion masiva de plantulas in vitro seguira en
aumento, segln halla protocolos mas avanzados, capaces de producir embriones somaticos
morfolégicamente normales, sin variacion y con capacidad para germinar, y convertirse en plantas
con eficacia y rapidez. Con esa premisa se utilizé el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) como inductor de
embriones somaticos en embriones cigoéticos inmaduros de Carica papaya. Los explantes se
obtuvieron de frutos inmaduros que presentaban semillas de color blanco y fueron introducidos en MS
complementado con 2,4-D a concentraciones de 23, 45 y 68 uM, respectivamente. Los resultados
muestran que los callos embriogénicos se desarrollaron mejor a 23 uM de 2,4-D (34%) y con la
misma concentracion se obtuvieron embriones somaticos (88%) a los 70 dias. Se observ6 también
las diferentes etapas de formacion del embrion: globular, torpedo y cotiledén. Se concluye que el 2,4-
D, si es capaz de inducir embriones somaticos a partir de embriones cig6ticos inmaduros.
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ABSTRACT

The use of somatic embryogenesis for the massive propagation of seedlings in vitro will continue to
increase, according to more advanced protocols, capable of producing morphologically normal
somatic embryos, without variation and with the ability to germinate, and become plants efficiently and
quickly. With this premise, 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D) was used as an inducer of somatic
embryos in immature zygotic embryos of Carica papaya. The explants were obtained from immature
fruits that presented white seeds and were introduced in MS supplemented with 2,4-D at
concentrations of 23, 45 and 68 pM, respectively. The results show that embryogenic callus developed
better at 23 pM of 2,4-D (34%) and with the same concentration somatic embryos (88%) were
obtained at 70 days. The different stages of embryo formation were also observed: globular, torpedo
and cotyledon. It is concluded that 2,4-D is capable of inducing somatic embryos from immature
zygotic embryos.
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INTRODUCCION

Carica papaya L. (Caricaceae), es una especie de las regiones tropicales y subtropicales
de América y Africa, su propagacion es por semilla, causando una considerable variabilidad
en una poblacibn comercial. El fruto, la papaya, tiene propiedades nutricionales,
nutracéuticas, con actividades de comercio muy favorables para productores, y se prevé que
en un futuro podrd ser un agente portador de vacunas (Rodriguez et al., 2014). Sin
embargo, este cultivo presenta problemas en la disponibilidad de variedades que cumplan
con la demanda del mercado, las enfermedades causadas por virosis, fitoplasmas vy
antracnosis, y ademas requiere altos niveles de fertilizacién y pesticidas, entre otros factores
que afectan su producciéon (Posada et al., 2009). Una alternativa para solucionar estos
problemas es el cultivo de tejidos vegetales utilizando sistemas de micropropagacién, como
la organogénesis y embriogénesis somatica, para producir en biorreactores numerosas
plantas con caracteristicas de homogeneidad.

La embriogénesis somatica es posible, ya que cualquier tejido somatico vegetal tiene la
capacidad de desarrollarse en un embribn somético (totipotencia); a través, de la
manipulacion de las condiciones de cultivo y la aplicacién de reguladores de crecimiento
(Freire, 2003). Estos embriones somaticos germinan y dan origen a individuos completos
con el fenotipo de la planta donante de la célula inicial (Marinuci et al., 2004). Entre las
ventajas que ofrece la produccién de embriones somaticos esté: una elevada capacidad de
multiplicacién aplicable industrialmente, que permite obtener en un solo proceso estructuras
completas, que pueden ser almacenadas y encapsuladas perfectamente; otras ventajas, es
la bipolaridad que distingue a los embriones como plantas individuales; la similitud en
diferentes niveles de organizacion (morfolégico, fisiolégico y bioquimico) con sus
contrapartes sexuales y su capacidad para producir una planta nueva durante los procesos
de germinacion y conversion (Elhiti et al., 2013)

La embriogénesis somatica puede ser directa e indirecta. La forma directa implica la
existencia de células somaticas predeterminadas a seguir la via embriogénica y las células
del explante primario se desarrollan para formar embriones (ej. nucela de citricos). La forma
indirecta implica la necesidad de una induccién para que las células sigan la via
embriogénica, tras pasar por una fase proliferativa (callo) y cambiar su competencia a la
expresion de embriogénesis (Guan et al., 2016). El proceso ocurre en dos etapas: en la
primera fase, células competentes aisladas en medios ricos en auxinas forman grupos de
células embriogénicas (centros embriogénicos). En la segunda fase, una vez repicados los
centros embriogénicos a un medio sin auxinas, éstos proliferan de forma lenta e
indiferenciada. Luego se producen una serie de divisiones celulares en distintas zonas del
centro embriogénico y se conforman embriones globulares, que al crecer pasan por los
estados de corazoén y torpedo, y tras una fase de maduracion y germinacion daran lugar a
plantas completas (Elhiti et al., 2013; Azcén & Bieto, 2004)

Las auxinas y citocininas son las dos principales fitohormonas implicadas en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Wang et al.,, 2008). El efecto de las auxinas es
producir elongacion celular y expansién de los tejidos, division celular (formacion de callo);
también, esta relacionado con el proceso de induccion de las raices adventicias, inhibicion
en la formacion de vastagos axilares y adventicios, y frecuentemente embriogénesis en los
cultivos de suspension; la concentracién de éstas, es relativamente amplia sin causar
efectos fitotoxicos en el material tratado. Con una baja concentracion de auxina predomina
la formacion de raices adventicias; mientras, que con altas concentraciones de auxilias no
se producen raices y tiene lugar, en cambio, la formacion de callo. Las auxinas mas
utilizadas son: el &cido naftalenacético (ANA), acido indol butirico (IBA) y 2,4 -
diclorofenoxiacético (2,4- D) (Fehér et al., 2003).

Revisando experiencias realizadas similares a esta investigacion, encontramos el de
Fernando et al. (2001), quienes utilizaron embriones cig6ticos maduros cultivados en 2

60 Sagasteguiana 8(2): Julio — Diciembre, 2020



Chico et al.: 2,4-d como inductor de embriones somaticos a partir de embriones cigéticos inmaduros de carica papaya

mg/L. 2,4-D Beraun (2014) desarrolld callos embriogénicos en semillas inmaduras de
papayo cv. PTM-331 y cv. Tainung y a los 60 dias obtuvo estructuras proembrionarias
cuando utilizaba 2,4-D en los medios de cultivo. Gheno (2000) utiliz6 embriones cigoticos
inmaduros de papaya de 60 a 90 dias de edad, las mejores respuestas se produjeron en los
embriones cig6ticos provenientes de la zona proximal (produjo 300 embriones soméaticos por
embrion cigdtico inicial) con 0.8 mg/L de 2,4-D. Cabrera (2013) desarrollé el proceso de
induccién de callos embriogénicos en semillas inmaduras de papayo de la variedad PTM-
331, a los 90 dias en medios con 10 mg/L y 8 mg/L de 2,4-D. Rodriguez (2008) estandarizo
un protocolo para la obtencién de plantas de C. papaya L. variedad Maradol rojo a partir de
embriones cig6ticos inmaduros. Logré los mayores valores (12.8 + 0.2) en el coeficiente de
multiplicacion de los embriones somaticos obtenidos al emplear 5 mg/L de 2,4-D. Gutiérrez
et al., (2006), desarrollaron un sistema de regeneracion eficiente para plantas de papayo
variedad PT-101-B via embriogénesis somatica con 10 mg/L.de 2,4-D.

La importancia en la induccién de embriones somaticos radica en que esta ampliamente
considerada como la mejor via de regeneracion y el método mas eficiente de multiplicacién
clonal de plantas que se ha desarrollado hasta la fecha. Ademas, se puede emplear tanto en
especies que se producen por semillas como en aquellas de propagacion vegetativa. Por lo
expuesto en el presente trabajo, se demostr6 que el 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es
capaz de inducir embriones somaticos a partir de embriones cigéticos inmaduros de C.

papaya.

MATERIAL Y METODOS

Como material vegetal se emplearon embriones cigéticos inmaduros, extraidos de
semillas de frutos inmaduros recolectados de plantas adultas de C. papaya "papaya"
seleccionadas por sus caracteristicas morfolégicas, provenientes del campus universitario.

(Fig. 1).

El explante requiri6 de necesidades nutricionales y hormonales, por los que el medio
basal que se utiliz6 fue Murashige & Skoog (1962), el cual estuvo suplementado con sales
minerales, vitaminas, sacarosa al 3% vy fitagel al 0.5%. Se ajusté el pH entre 5.5 a 6.5.
Luego se esterilizé en autoclave durante 30 minutos con 15 libras de presion y 121 °C.

Para lograr la formacién de embriones somaticos a partir de embriones cigéticos
inmaduros, se analizaron diferentes concentraciones del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D). Los tratamientos fueron T1:0, T,:23, T3: 45y T,: 68 UM

El establecimiento in vitro de los explantes se realiz6 bajo condiciones de asepsia y
esterilizacion. Se coloco las semillas en placas con papel filtro estéril y se procedié a realizar
cortes para obtener el embrién e introducirlos en los frascos preparados con los tratamientos
respectivos. Los frascos sembrados se llevaron a incubacion en un ambiente controlado a
temperatura entre 25-28° C, y en oscuridad total. Después de 10 dias se colocaron en
fuente luminosa (cuatro fluorescentes de luz blanca, 40watts, cada uno) y fotoperiodo de
16:8 y a temperatura ambiente + 21 °C.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Para establecer el efecto del
regulador de crecimiento sobre los explantes, se formularon cuatro tratamientos cada uno
con tres repeticiones, cada tratamiento consistié de cincuenta unidades experimentales a los
cuales se evalud peridédicamente, cada 10 dias.

Se evalud la presencia de embriones somaticos (ES) y callos por explante. También se
midié la longitud de los embriones y se observo las diferentes etapas de su desarrollo (micro
y macroscopica), las cuales fueron globular, torpedo y cotileddén. Ademas, se hizo un analisis
histologico de los callos y ES, para lo cual se tomd un explante de cada tratamiento, y en) y
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cada 10 dias. Luego se conservaron en solucion AFA para posteriormente procesarlos
mediante el corte histolégico (secciones de 8-10 uM) utilizando un micrétomo. Para la
coloracién se utilizé safranina (1% de p/v) en 50% (v/v) de etanol y hematoxilina al 2%. Las
observaciones se realizaron con un microscopio NIKON 400X, estereoscopio OLYMPUS y
una camara digital CANON (12.1 megapixeles) para las tomas fotogréficas.

Los datos fueron procesados para determinar promedios y andlisis de varianza (ANAVA)
con una probabilidad de error del 5 %, y establecer las diferencias significativas entre los
tratamientos asignados.

Fig. 1. Semillas inmaduras desinfestadas, de color blanco. En cuyo interior estan los embriones
inmaduros, también de color blanco.

RESULTADOS

En todos los tratamientos se obtuvieron embriones somaticos, diferenciandose en el
namero de embriones formados, Asi, en la Tabla 1 observamos que a menor concentracion
de 2,4-D hay un mayor desarrollo y formacién de callos en T, (23 uM de 2,4-D); en cambio,
a mayor concentracion (68 uM) se obtuvieron pocos callos (19%). Igualmente, en T, a los 70
dias encontramos 88% embriones somaticos formados, lo cual fue el mas elevado de todos
los tratamientos (Tabla 2). EI ANAVA confirma la diferencia estadistica con p<0.05.

De los embriones somaticos obtenidos se los agrupdé en embriones normales,
secundarios y deformes (Tabla 3), en el andlisis entre tratamientos encontramos que el
mayor nimero de embriones somaticos normales (57%) estan en 23 pM y también la que
producia la mayor cantidad de embriones secundarios (60%) y deformes (67%), le sigue el
tratamiento de 68 uM. Lo interesante es que la concentracién intermedia es la que menor
produccion de embriones sométicos presentaba. Cuando hacemos el analisis por
tratamiento la concentracion de 23uM de 2,4-D producia embriones somaticos normales
(66%) al igual que la de 68uM (74%); pero, la de 45 uM produjo el mas alto porcentaje de
embriones secundarios (60) y también los de mayor longitud (0.29), tampoco se observaron
embriones deformes en esta concentracion.

De los cortes histologicos realizados se observaron células grandes alargadas con
bordes obtusos, citoplasma denso en un tejido normal de embrién cigético inmaduro (Fig. 2).
A los 20 dias de cultivo en medio de induccion; se observaron desarrollo y formacién de
callos (Fig. 3 a). Por divisiones sucesivas, se observaron células pequefias, agrupadas y
nuacleos muy visibles, son los nuevos tejidos meristematicos (Fig. 3b). Los callos
embriogénicos mostraron la formacién de embriones en diferentes estados de desarrollo:
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globular (Fig. 3d), corazén (Fig. 3c), torpedo y cotiledonar (Fig. 4); el embrién globular
estaba representado por una masa compacta de células de division muy activa y rodeada de
una bien definida epidermis (Fig. 3d). También se observé la diferencia en el desarrollo de
los embriones somaticos, estos pueden ser normales o agrupados en este caso cuando los
embriones se sobreponen entre ellos (Fig. 4).

Tabla 1. Porcentaje de callos obtenidos a partir de embriones cigéticos inmaduros de C. papaya
“papaya” a los 30 dias utilizando 2,4-D.

Tratamientos (2,4-D) N° de unidad experimental N°decallo %

0pM (To) 50 0 -
23 uM (T>) 32 11 34
45uM (Ts) 17 4 24
68UM (Ta) 27 5 19

Tabla 2. Porcentaje de embriones somaticos obtenidos a partir de embriones cigéticos inmaduros de
C. papaya “papaya” a los 70 dias.

Tratamientos (2,4- N° de unidad N° de %
D) experimental embriones*

0O pM (T,) 50 0 --

23 UM (T,) 18 53b 88

45uM (Tj) 10 4c 20

68uUM (T,) 15 31d 30

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos con p<0.05

Fig. 2. Corte histoldgico de embriones inmaduros de C. papaya con citoplasma muy denso (flecha),
células ordenadas y de forma definida. Coloracion hematoxilina, aumento a 400X.
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Tabla 3. Promedio de embriones (%) y su longitud axial (mm) por tratamiento y entre tratamientos,
obtenidos a partir de embriones cigéticos inmaduros de C. papaya “papaya” a los 70 dias.

TIPO DE Tratamientos
EMBRION (UM)
23 45 68 Total
(unidades)
Normal N° de embriones 57 3 40 58
(%) 66 40 74
Medida (mm) 0,23 0,14 0,14
Secundarios N° de embriones 60 12 28 25
(%) 30 60 23
Medida (mm) 0,17 0,29 0,11
Deforme N° de embriones 67 -- 33 3
(%) 4 3
Total (unidades) 50 5 31 86

Leyenda: Cifras resaltados con negro (entre tratamientos), se lee horizontalmente y estan en porcentajes; las
cifras no resaltadas se leen verticalmente (por tratamiento) y estan en porcentajes. Los totales estan expresados
en unidades, por individuos. Las cifras en cursivas expresan las medidas de los embriones somaticos.

- -
- .
Fig. 3. Callos embriogénicos procedentes de embriones cigéticos inmaduros de C. papaya, (a).
Diferenciacion de tejidos en una estructura meristematica (b) con células muy pequefias en division;

embrion en forma de corazén (c) y globular (d). (p) epidermis. Cortes histoldgicos realizados con
micrétomo. Coloracién hematoxilina-safranina.
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B

Fig. 4. Diferenciacion de embriones soméaticos de C. papaya vistos al estereoscopio a) embrion
cotiledonar normal; b) embriones agrupados. Aumento 80X.

DISCUSION

Segun los resultados obtenidos, en la concentracion de 23 uM (Tabla 2) se produjo el
mayor porcentaje de explantes con callos embriogénicos. Con ello se evidencia que el 2,4-D
es una auxina adecuada para inducir la formacion de callo y la produccién de agregados
embriogénicos en "papaya" (Tabla 3) ratificando asi la importancia de la concentracién de
auxinas para el crecimiento de los callos y la formacién de los embriones (Sauer et al., 2013,
Gonzalez et al.,, 2002). La formacion de un callo, en este caso a partir de embriones
cigéticos inmaduros, no es considerada una regresion en el desarrollo de su linaje sino una
apertura para incrementar su desarrollo potencial (Feher 2019, Niazian et al., 2019) y si los
callos no manifiestan ese cambio es debido a su poca capacidad de regeneracion (Bajaj &
Rajam 1996; Gondo et al. 2017). Ademas, el cambio del estado somético a embriogénico y
subsecuente estados de desarrollo del embribn somatico implica una dindmica celular
coordinada, cambios bioquimicos y epigenéticos que conducen a una reprogramacion de los
patrones de expresion genética y, en consecuencia, reprogramar el perfil temporal y
espacial del proteoma (Aguila-Hernandez & Loyola-Vargas, 2018).

El 2,4-D actia como una efectiva sustancia estresante apuntando al desarrollo
embriogénico en los cultivos de células vegetales (Jimenez, 2004, Malabadi et al., 2011).
También se piensa, que la aplicacion del mismo (2 4 D) modifique la polaridad celular por
interferencia de, gradiente eléctrico y del pH alrededor de las células. Por lo tanto, ello
indica, la importancia que posee determinar el tipo y concentracion del regulador del
crecimiento adecuado para inducir el proceso embriogénico (Pasternak et al., 2002). En
papaya, los genes relacionados al transporte polar de la auxina (AUX1/LAX y genes de la
familia PIN) son expresados desde las etapas iniciales de la embriogénesis somatica
(Estrella-Maldonado et al., 2018), y su regulacion puede afectar la inicial polarizacion de las
células del callo como su induccién o interrumpir la induccién del proceso embriogénico.
Resultados similares fueron obtenidos cuando se inducen callos en cultivar CO7 usando la
misma concentracion de 2,4-D, e igualmente, alto valor de este regulador reduce el
porcentaje en la formacion de callos (Anandan et al., 2012).

Las células embriogénicas se presentan de forma redondeada con paredes relativamente
gruesas, citoplasma denso, nlcleo prominente; caracteres tipicos de células meristematicas
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y proembriogénicas. Estas caracteristicas también han sido descritas en otro cultivo, como
en Cocos nucifera, donde obtuvieron el aislamiento y diferenciacion de células
embriogénicas y proembriones (con proteinas y almidén), a una concentracién de 5 x 10-4 M
2,4-D (Macdonald, 1997). Cada uno de estadios observados fue histologicamente similar a
las formas embriogénicas descritas para café (Menéndez & Garcia, 1997) tabaco (Gill &
Saxena, 1993), batata (Zheng et al., 1996) y dicotiledéneas en general. Las secciones
longitudinales a través de los embriones en todos los estados de desarrollo revelaron la
ausencia de conexiones vasculares entre los tejidos embrionarios y los tejidos parentales
subyacentes. Las anomalias en la formacion de cotiledones estan asociadas con
desigualdades y estructuras irregulares (Fig. 5). Segin Homhuana et al. (2008) en sus
experiencias reportan que 68 uM de 2,4-D conduce a anormalidades de los embriones, y por
consecuente de las plantas, pues al realizar un analisis RAPD encontraron bandas
monomoarficas y polimérficas.

Con los resultados obtenidos en este trabajo se evidencia que tanto el tipo de auxina
como la concentracion de la misma se relaciona estrechamente con la formacion de los
callos con estructuras embriogénicas en "papaya", una posible respuesta puede estar dada,
porque este tipo de regulador del crecimiento y su concentraciéon afecta el tipo de division y
la polaridad de la célula, mecanismos importantes en la formacion de las células
embriogénicas.

CONCLUSIONES

» La concentracion 23 uyM de 2,4-D fue la que promovié el mayor nimero de embriones
somaticos en C. papaya a partir de embriones cigéticos inmaduros.

> El tiempo para la formacion y desarrollo de los embriones sométicos fue de 70 dias, con
un 88% de éxito.
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