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RESUMEN

En papaya (Carica papaya L.), se dispone de protocolos para propagacion masiva in
vitro, tanto por via organogénica como por via embriogénica. Sin embargo, la principal
limitante de estos protocolos radica en las grandes pérdidas de las plantas obtenidas in
vitro durante la fase de aclimatizacion. La investigacion se realizd en el Laboratorio de
Biotecnologia del INIVIT, con el objetivo de establecer una metodologia para
aclimatizacion de plantas producidas in vitro de la variedad ‘Maradol Roja’. Se estudio el
efecto de las camaras humedas sobre el porcentaje de supervivencia, logrado con
bolsas de nylon transparente. Ademas, se evalué la influencia de la altura de las plantas
producidas in vitro y el efecto del tiempo de inmersion en una solucién de &cido indol
butirico (AIB) a una concentracién de 2 mg.L™, sobre la supervivencia. Como resultado
se obtuvo una metodologia de aclimatizacion que permitié incrementar los porcentajes
de supervivencia de 7,1 % con el método tradicional hasta un 58,5 % cuando se utilizo
el cobertor disefiado con una bolsa de nylon transparente y combinado con la altura de
la planta producida in vitro. Se alcanzé un 56,6 % de supervivencia cuando se utilizé un
tiempo de 25 minutos de inmersién en AIB, con diferencias estadisticas significativas
respecto al tratamiento control. En general se determind que, para logar mayor éxito en
la aclimatizacion de las plantas producidas in vitro en este cultivo, resulta fundamental
mantener una alta humedad relativa durante los primeros siete a doce dias después del
trasplante a condiciones ex vitro.
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ACCLIMATIZATION OF PLANTS PRODUCED IN VITRO OF PAPAYA,
var. ' MARADOL ROJA'

ABSTRACT

In papaya (Carica papaya L.), protocols for mass in vitro propagation are available, both
organogenic and embryogenic. However, the main limitation of these protocols lies in
the large losses of plants obtained in vitro during the acclimatization phase. The
research was carried out in the Biotechnology Laboratory of INIVIT, with the aim of
establishing a methodology for acclimatization of plants produced in vitro of the variety
'‘Maradol Roja’. The effect of the humid chambers was studied on the percentage of
survival, achieved with transparent nylon bags. In addition, the influence of the caliber of
the plants produced in vitro and the effect of the immersion time in a solution of Indole
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Butyric Acid (IBA) at a concentration of 2 mg.L on survival were evaluated. As a result,
an acclimatization methodology was obtained that allowed to increase the percentage of
survival from 7,1 % with the traditional method up to 58,5 % when the cover designed
with a transparent nylon bag and combined with the caliber of the plant was used
produced in vitro. A 56,6 % survival was achieved when a time of 25 minutes of
immersion in IBA was used, with significant statistical differences with respect to the
control treatment. In general, it was determined that, in order to achieve greater success
in the acclimatization of the plants produced in vitro in this crop, it is fundamental to
maintain a high relative humidity during the first seven to twelve days after the transplant
to ex vitro conditions.

Keywords: acclimatization, Carica papaya, micropropagation.

INTRODUCCION
En Cuba, los frutales constituyen cultivos de gran importancia y dentro de estos la
papaya (Carica papaya L.) es una de las especies de gran interés para la alimentacion
humana, motivado por su alto contenido de proteinas y vitaminas en el fruto (Lima,
1991). Se cultiva a escala comercial desde 1906, su fruto es altamente apreciado por su
sabor agradable, asi como su uso industrial para compotas, mermeladas, reposteria y
farmacéutica (MINAG, 2018).
Su produccion mundial ha estado estimada en millones de toneladas, a pesar de las
dificultades congénitas de la especie (Quiot y Dowinel, 1990). La papaya presenta
varios problemas fitosanitarios, provocados principalmente por enfermedades virales,
fungicas y procariotas, que causan el bajo rendimiento y afectan la calidad de los frutos
(Garcia, 2012); asi como, la gran complejidad y diversidad sexual que presenta al ser
propagado por semilla botanica, todo lo cual hace que sea afectada la calidad del fruto
y su cultivo intensivo.
Segun Roque y Ardisana (2006), para mantener en campo este cultivo se necesita de
un suministro constante de semillas certificadas, pero este se ve limitado por la poca
homogeneidad de plantas con frutos elongatas para la extraccion de la semilla.
Debido a lo anterior, se hace necesario buscar nuevas alternativas para la propagacion
de este cultivo, que posibilite la multiplicacién de plantas plus hermafroditas.
Al respecto, el cultivo de tejidos posibilita la propagacién masiva de plantas por
organogénesis (Baca, 2002; Gallardo et al., 2002; Garcia et al., 2003; Posada, 2005;
Roque, 2006; Medero et al., 2011) y embriogénesis somatica (Del Sol, 2001; Posada et
al., 2007; Posada et al., 2017), asi como el rescate de embriones cigoéticos de plantas
plus seleccionadas (Bravo, 2012; Medero et al., 2013), lo cual constituye una alternativa
para la multiplicacion de plantas hermafroditas. Sin embargo, la principal limitante de
estos protocolos radica en las grandes pérdidas de las plantas obtenidas in vitro durante
la fase de aclimatizacion o transferencia a condiciones ex vitro (Patel et al., 2010; Wu et
al., 2012; Posada et al., 2015; Setargie et al., 2015).
Las técnicas mas eficaces de aclimatizacion son las que van encaminadas a lograr
gradualmente menos humedad relativa, mas luz y crecimiento autotréfico de las plantas
micropropagadas.
Lo fundamental durante esta fase es lograr la supervivencia y el inicio del crecimiento
de las plantas, ya que se produce un retorno gradual a sus caracteristicas morfologicas
normales, después de las etapas in vitro. La eficiencia en la aclimatizacion es
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trascendental para la propagacion comercial, pues del resultado de esta etapa

dependera en gran medida la eficiencia total del proceso y la calidad final del material

de plantacion producido.

En el INIVIT se trabaja en la propagacion masiva in vitro de plantas hermafroditas de

papaya por técnicas biotecnolégicas desde hace varios afios. Sin embargo, dentro de la

metodologia desarrollada existen dificultades durante la fase de aclimatizacion ya que

se pierde mas del 80 % de las plantas producidas in vitro, por lo que es necesario

incrementar los porcentajes de supervivencia de las plantulas producidas para lograr su

produccion a escala comercial.

La presente investigacion se realiz6 con la variedad de papaya ‘Maradol Roja’ para

establecer una metodologia de aclimatizacion que garantice incrementar los porcentajes

de supervivencia de las plantas producidas in vitro, con los objetivos siguientes:

e Definir la influencia de las camaras humedas sobre la aclimatizacién de las plantas
producidas in vitro.

e Evaluar la influencia de la altura de las plantas producidas in vitro sobre el
porcentaje de sobrevivencia.

e Determinar el efecto del tiempo de inmersion de las plantas en acido indol butirico
(AIB) sobre el porcentaje de sobrevivencia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en el area de aclimatizacion del laboratorio de Biotecnologia
Vegetal del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en el
municipio Santo Domingo, provincia Villa Clara, Cuba. Dicho instituto se encuentra
situado en los 22° 35’ de latitud norte y los 80° 18’ de longitud oeste, a 40 metros sobre
el nivel del mar (msnm). Desde el punto de vista climatico, se caracteriza por una
temperatura media anual de 24,4 °C, una humedad relativa del 80 % y un valor medio
anual de precipitaciones de 1374,9 mm.

Se utilizé la variedad de papaya ‘Maradol Roja’, la cual se caracteriza por una alta
productividad y excelentes caracteristicas del fruto, tales como: sabor, forma, color,
consistencia y factibilidad para su transportacién. Ademas, es una planta de porte bajo,
lo cual facilita su control fitosanitario y cosecha.

El stock de plantas donantes in vitro fue establecido, segun la metodologia descrita por
Bravo, 2012 y Medero et al., 2013.

Para el cambio de las condiciones in vitro a ex vitro, las plantas se extrajeron de los
tubos de cultivo con la ayuda de una pinza, se eliminaron los residuos de medio de
cultivo con agua comun y se plantaron inmediatamente bajo las distintas condiciones de
estudio para evitar la muerte por deshidratacién.

Los experimentos se desarrollaron bajo un umbraculo cubierto por una malla plastica
(zaran) de color negro, que logra una reducciéon de la intensidad luminosa del 30 %. El
riego se realiz6 por microaspersion mediante sistema de microjet con una frecuencia de
tres riegos por dia y una duracién de tres a cinco minutos cada uno, con lo que se
garantizé una humedad relativa del 85 al 90 %. Se utilizaron bandejas de polieturano
con 70 orificios de 120 cm3. Se realizaron estudios sobre diferentes factores que
influyen en la supervivencia de las plantas producidas in vitro, se experimento6 el empleo
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de cobertores durante los primeros 15 dias de aclimatizacion, para esto se utilizé una
bolsa de nylon transparente que permitio cubrir las bandejas recién plantadas.

Por otra parte, se estudio el efecto de la altura de las plantas producidas in vitro,
estableciéndose tres categorias:

e |[nferiora 2,5 cm.

e Entre2,5y3,9cm.

e |guales o superiores a 4 cm.

Se utilizaron tres repeticiones por tratamiento y cada repeticion con 70 plantas
producidas in vitro. A los 15 dias de cultivo se evalud el porcentaje de supervivencia.
También, se realiz6 un experimento sobre el efecto de la inmersion de las plantas en
acido indol butirico a una concentracion de 2,0 mg.L? con diferentes tiempos (0, 5, 10,
15, 20, 25 y 30 minutos), con dos repeticiones por tratamiento y 70 plantas producidas
in vitro en cada repeticion. Se evalué el porcentaje de supervivencia a los 30 dias.

Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente mediante analisis de varianza de
clasificacion simple en el caso de los modelos paramétricos, y la comparacion mdaltiple
de medias se realiz6 segun las docimas de Tukey cuando se encontr6 homogeneidad
de varianza y se aplicé Dunnett"C cuando no hubo homogeneidad de varianza y para
las variables discretas. Ademas, se emplearon los procedimientos no paramétricos de
Kruskall-Wallis (andlisis de varianza por rangos) y Mann-Whitney (para la comparacion
de medias de rango). El nivel de significacién fijado para todas las pruebas fue del
95 %, o sea p< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta de las plantas obtenidas en la fase de aclimatizacion

El éxito en la aplicacién de un protocolo para la propagacién masiva in vitro de cualquier
cultivo, depende en gran medida los resultados que se obtengan durante la fase de
aclimatizacion de las plantas producidas por esta via. Por lo tanto, lograr un alto
porcentaje de supervivencia es importante para reducir el costo de la produccién de las
plantas producidas in vitro.

Al respecto, en la tabla 1, se presentan los resultados de la aclimatizacion de plantas
producidas in vitro de la variedad 'Maradol roja’, donde se puede observar que con el
empleo del cobertor (camara hiumeda) se incrementan los porcentajes de supervivencia
hasta el 42,2 % con relacién a un 7,1 % alcanzado con el testigo sin cobertor y con
diferencias estadisticas significativas. Por lo tanto, con estos resultados se puede
ratificar el criterio de que para este cultivo resulta fundamental mantener una alta
humedad relativa durante los primeros siete a diez dias después del trasplante y asi
lograr mayor éxito durante la aclimatizacion (Fig. 1).

Tabla 1. Influencia del cobertor en la supervivencia de las plantas producidas in vitro de
papaya en fase de aclimatizacion.

Tratamientos Supervivencia (%) Media de rangos
Con cobertor 42,20 14,00 a
Sin cobertor 7,10 5,00 b

U de Mann-Whitney = 0,00**
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Figura 1. Aclimatizacion de 'pﬂlah‘t‘és E)vroduias in vitro de papaya con el uso del
cobertor.

Resultados similares fueron alcanzados por Gallardo et al. (2002), quienes para
conseguir este propdésito cubrieron individualmente las plantas producidas in vitro, del
hibrido cubano de papaya 'IBP 42-99', con frascos de vidrio (250 mL) durante cuatro
semanas y con ello garantizaron que durante los periodos de riego solo se humedeciera
el sustrato y se mantuviera la humedad con lo cual aumentaron los porcentajes de
supervivencia de las plantulas. Sin embargo, el método propuesto en este trabajo es
mas sencillo y de mayor aplicabilidad en condiciones de produccion.

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran que los primeros 15 o 20
dias representan el periodo critico en el proceso de aclimatizacion de plantas
propagadas in vitro para este cultivo. Durante este tiempo deben aplicarse todas las
medidas posibles que eviten la transpiracion descontrolada, que caracteriza al material
proveniente de condiciones in vitro (Medero, 2006; Paz, 2012), para lo cual es
determinante lograr que se mantenga una alta humedad relativa y garantizar su
reduccion gradual para favorecer la formacion, adaptacion y funcionalidad de las
estructuras involucradas en el control de la relacién hidrica y en el incremento de la
actividad metabdlica conducente al fotoautotrofismo (Desjardins, 1995). Es conocido,
que el estrés del trasplante es fundamentalmente por el estrés hidrico, el poco
desarrollo de la cera cuticular y estomatico lo que provocan la deshidratacién de las
plantas llevadas a fase de aclimatizacion (Moran, 2008).

Otro factor estudiado durante la realizacion del trabajo fue la altura de la planta
producida in vitro. En la tabla 2, se puede observar que no se encontraron diferencias
estadisticas entre las tres variantes estudiadas.

Tabla 2. Efecto de la altura de las plantas producidas in vitro en el porcentaje de
supervivencia en fase de aclimatizacion.

Altura de la plantas producidas in vitro Supervivencia (%)
1,5-2,4 cm 14,70
2,5-3,9cm 34,46
Mas de 4,0 cm 24,73
KW = 3,34 ns

Sin embargo, cuando se utilizé la combinacion de la altura de las plantas producidas in
vitro y el empleo de cobertor de nylon como camara humeda se incrementaron de forma
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significativa los porcentajes de supervivencia. En la tabla 3, se puede observar que para
los tratamientos con cobertor el resultado fue significativamente superior y se logré
hasta un 58,5 % de supervivencia.

Tabla 3. Efecto de la combinacién cobertor-altura en la supervivencia de las plantas
producidas in vitro, en la fase de aclimatizacion.

Tratamientos Supervivencia (%) Media de rangos
Con cobertor-Altura (1,5-2,4 cm) 24,70 11,00 a
Con cobertor-Altura (2,5-3,9 cm) 58,50 17,00 a
Con cobertor-Altura (Mas de 4,0 cm) 43,30 14,00 a
Sin cobertor-Altura (1,5-2,4 cm) 4,70 2,83 b
Sin cobertor-Altura (2,5-3,9 cm) 10,43 8,00 b
Sin cobertor-Altura (Mas de 4,0 cm) 6,16 4,17 b

KW = 16,23**

En general, se observo que independientemente de las diferencias de la altura de las
plantas producidas in vitro, no se logré alcanzar diferencias estadisticas entre ellos.
Resultados similares han sido obtenidos por Jorge et al. (2000), quienes sefialaron que
el tamafio de la planta inicial no es un factor limitante en la aclimatizacién, aunque
puntualiza que las plantas con mayor tamafio inicial muestran un desarrollo mas
vigoroso, después de los 45 dias de aclimatizacion.

Posada et al., (2007) obtuvieron resultados similares, cuando transfirieron a la fase de
aclimatizacion plantas con tres centimetros de longitud, a los 60 dias habian alcanzado
una altura de 10-12 cm y emitieron de 5-7 hojas, por lo que estaban listas para el
transplante a condiciones de campo y ademas demostraron que las plantas con menos
de 3,0 cm de altura, aunque sobrevivieron y enraizaron, no se encontraban listas para
ser trasferidas a campo a los 60 dias de cultivo. Por otra parte, Rodriguez et al., (2009),
sefiald que las plantas producidas in vitro deben ser transferidas a condiciones de casa
de cultivo con una longitud mayor de 3,0 cm y la presencia de raiz pivotante lo cual
debe tenerse en cuenta como criterio de calidad para una adecuada aclimatizacion.

Los resultados obtenidos indicaron que es de gran importancia que las plantas in vitro
tengan un tamafio apropiado para su buen desarrollo durante la fase de aclimatizacion.
La longitud de la planta in vitro es particularmente importante cuando se transfieren a la
fase de aclimatizacion, ya que esta fase es considerada como la etapa mas critica en el
proceso de propagacion in vitro de especies como Carica papaya. Al respecto, Palhares
et al. (2004) sefnalaron que la calidad del material vegetal in vitro tiene gran influencia
en el porcentaje de supervivencia ex vitro.

Segun (Martinez et al., 2005 y Sosa et al., 2009), en plantas aclimatizadas con alturas
superiores de 3,0 cm tienen una mayor reserva de nutrientes y dérganos mas
desarrollados, debido fundamentalmente a las caracteristicas fisiolégicas, estructurales
y anatébmicas que presentan producto del desarrollo in vitro. Estos autores sefialan que
dentro de los principales problemas que presentan las plantas cultivadas in vitro es la
ineficiente absorcion y transporte de agua, debido a una conexion vascular incompleta
entre laraiz y el brote.
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Por otra parte, Hurtado (2010) sefialé que en plantas aclimatizadas de Bambu obtuvo el
mejor resultado cuando las plantas producidas in vitro alcanzaron una altura mayor de
3,0 cm y se logro un mejor desarrollo morfologico y anatémico de las plantulas.

Respuesta de lainmersidon en AIB sobre el enraizamiento ex vitro

Como es conocido durante la etapa de enraizamiento in vitro, no todas las plantas
emiten raices y en la base del tallo se forma un callo amorfo. Todo esto incide en que
se incremente considerablemente el porcentaje de pérdidas al ser llevadas a fase de
aclimatizacion. Para encontrar una posible solucién a esta problematica, se decidio
estudiar el efecto por inmersion total de la planta producida in vitro en una solucion de
AIB a una concentracion de 2,0 mg.L. En la tabla 4, se presentan los resultados y se
puede apreciar que se alcanz6 un 56,66 % de supervivencia de las plantas producidas
in vitro cuando se utilizé un tiempo de 25 minutos de inmersion en AIB, con diferencias
estadisticas significativas respecto al control donde no se realiz6 la inmersion.
Resultados similares fueron obtenidos por Posada et al. (2007), quienes concluyeron
que una vez obtenidas las plantulas con tres 0 méas hojas y 3 cm de altura (provenientes
del medio de elongacién o multiplicacion), deben lavarse en su base con abundante
agua para eliminar restos del medio de cultivo y posteriormente colocarse durante 24
horas en bandejas con una solucion enraizadora, la cual puede estar compuesta por
acido indol acético (AlA) a una concentracion de 10 mg.L y AIB a 8,0 mg.L previo a la
aclimatizacion. De igual forma, Caple y Cheah (2016), sefialan que el enraizamiento in
vitro de la papaya esta influenciado por el tamafio del explante y la exposicion al AlB.

Tabla 4. Efecto del tiempo de inmersién en AIB (2,0 mg.L™?) de las plantas producidas in
vitro sobre la supervivencia en fase de aclimatizacion.

Tiempo de Inmersion (min.) Supervivencia (%) Media de rangos

0 (control) 13,33 7,83¢C
5 26,66 19,50 bc
10 30,00 21,17 bc
15 30,00 21,17 bc
20 33,33 24,50 b
25 56,66 38,83 a
30 23,33 17,50 c

KW = 21,43**

También, Posada et al., (2015) sefialaron que con el empleo combinado floroglucinol y
AIB se logré el 100% de enraizamiento de las plantulas y una sobrevivencia del 96,5 %
durante la aclimatizacion. Posteriormente, Posada et al., (2016) plantearon que con la
accion sinérgica entre el AIB (2 mg.L) y el de Pectimorf (9 mg.L?) se obtuvieron
plantas in vitro con un menor porcentaje de estomas abiertos, y un 76,2 % de
supervivencia en condiciones ex vitro. Sin embargo, Setargie et al., (2015), solamente
obtuvieron un 40 % de las plantulas aclimatadas en el invernadero y Anandan, et al.,
(2011) desarrollaron un protocolo eficiente para la micropropagacion de la papaya con
un 72 % de sobrevivencia de las plantas producidas durante su trasplante a condiciones
ex vitro.
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En general las plantas cultivadas in vitro tienen pobres conexiones raiz-tallo, la
estructura de la raiz alterada, y por lo tanto la absorcidén y transporte del agua es
negativo. La captacion de agua por parte de las raices, junto con la pérdida de agua por
los apices, es de importancia primaria para el mantenimiento del equilibrio del agua
durante la aclimatizacion de las plantas cultivadas in vitro. Flachowsky et al. (2010)
mostraron que las raices de plantas propagadas in vitro, generalmente pierden sus
pelos radicales durante la aclimatizacién, pero estas raices son todavia importantes
porque las nuevas raices desarrolladas son totalmente funcionales a partir de ellas.

CONCLUSIONES

1. Se logr6 una metodologia de aclimatizacion para las plantas producidas in vitro de
papaya que garantiza porcentajes de supervivencia de hasta 58,5 %, mediante el
empleo de una bolsa de nylon transparente como camara humeda.

2. Se demostréo que la altura de las plantas producidas in vitro influye sobre el
porcentaje de supervivencia, para este genotipo.

3. Se encontro influencia del tiempo de inmersion en AIB sobre la supervivencia de las
plantas producidas in vitro.
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