1EPap

)

aci0nu

L

2g
payah




MINISTERIO DE AGRICULTURA
INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA - INIA

ESTACION EXPERIMENTAL AGRARIA DONOSO - HUARAL

MICROPROPAGACION DEL PAPAYO
(Carica papaya L.) LIBRE DE VIRUS

Ing. M.Sc. Julio Olivera Soto

Serie Lima - Peru
Folleto N° 12 - 09 Diciembre, 2009



© INSTITUTO NACIONAL DE INNOVACION AGRARIA -INIA

DIRECCION DE INVESTIGACION AGRARIA
DIRECCION DE EXTENSION AGRARIA

Diagramacién e Impresion:

Unidad de Medios y Comunicacion Técnica
Primera Edicion:

Diciembre, 2009

Tiraje : 500 ejemplares

Av. La Molina N° 1981, Lima 12 Casilla N° 2791 - Lima 1
Telefax: 3495631 / 3492600 - Anexo 248

Prohibida la reproduccién total o parcial sin autorizacion

Hecho el Depésito Legal en la Biblioteca Nacional del Peru N°: 2009 - 15683



CONTENIDO

. INTRODUCCION

. VIROSIS DEL PAPAYO

. MICROPROPAGACION

3.1 Medio de cultivo

3.1.1 Composicion del medio de cultivo

3.1.2 Preparacién del medio de cultivo

3.2 Fase de inicio

3.2.1 Desinfeccion de explantes

3.2.2 Condiciones de incubacién

3.2.3 Siembra del meristema

3.3 Fase de multiplicacion

3.4 Fase de enraizamiento

. ACLIMATACION

. DIAGRAMA DE FLUJO DE LAS FASES DE MICROPROPAGACION

DEL PAPAYO

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pag.

10

10

16

18

19



1.INTRODUCCION

El papayo (Carica papaya L., es una especie semiperenne, dioica, de
reproduccién sexual. Se presentan plantas femeninas y masculinas, siendo las
primeras las de interés comercial, por la mayor produccion de frutos. También
es comun encontrar plantas con flores de ambos sexos.

La superficie cosechada de papayo en nuestro pais al 2008 es de alrededor de
11000 hectéreas, localizadas principalmente en la region selva, concentrandose
la mayor area en el departamento de Ucayali, siendo unode los cultivos de
mayor importancia econémica en esta zona. El rendimiento promedio a nivel
nacional es de 14,2t/ha y en Ucayali 18,3t/ha segun la OIA-MINAG.

El bajo rendimiento de esta especie se debe principalmente a que es afectada
por virus que disminuyen drasticamente su rendimiento, muchas veces
destruyendo plantaciones y también debido a que no se cuenta con
variedades resistentes al virus. Como consecuencia se produce la disminucién
del rendimiento y baja calidad de los frutos obtenidos. Esta fruta tiene fuerte
demanda por su alto contenido en vitaminas A, B1, B2, B3, C, ademas de un
alto contenido de hierro.

Contar con un protocolo de micropropagacién en papayo permite disponer de
una importante alternativa de propagacion y facilita su uso en trabajos de
mejoramiento genético con fines de regeneracion de material in vitro, debido
principalmente al vigor que presentan las plantas de papayo que estan libre de
virus y otros patégenos. Para establecer un plan de produccién de semilla de
papayo es imprescindible el usode material libre de virus para instalacién de
plantas madres en los viveros.

En esta publicacion se recopila los resultados de investigacion realizados
en el laboratorio de biotecnologia de la Estacién Experimental Agraria
Donoso - Huaral del Instituto Nacional de Innovacién Agraria-INIA, durante los
anos 2004 - 2006, como parte del proyecto de papayo financiado por
FONTAGRO “Desarrollo tecnoldgico para procesos de innovacidon con pequefios
productores; ejecutado por especialistas del INIA, empleando la variedad
PTM-331, que fue obtenida por el IIAP y seleccionada para este trabajo por sus
buenas caracteristicas de fruto y alto rendimiento.
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2. VIROSIS DEL PAPAYO

El virus de la mancha anillada del papayo (Papayo Ring Spot Virus, PRSV)
familia de los potyvirus, es el virus que mas afecta a este cultivo a nivel
mundial y estd presente en nuestro pais. Es muy destructivo y no hay forma
de controlarlo una vez que ataca una plantacién. También afecta especies de
las familias: Caricaceae, Cucurbitaceae y Chenopodiaceae. La transmision se
realiza en forma no persistente a través de vectores que son diferentes
especies de afidos, afectando a plantas de cualquier edad.

El control de la virosis se ha intentado con roguing, practicas culturales,
cruzamientos para obtener variedades tolerantes y proteccién cruzada, sin que
se haya obtenido un control efectivo. Aunque se han desarrollado variedades
de papaya transgénicas resistentes a este virus, como el caso de “Rainbow” y
“Sun Up” en Estados Unidos, estas no estan permitidas para su comerciali-
zacién ennuestro pais de acuerdo a la legislacion vigente.

El cultivo de meristemas y la micro-
propagacién de plantas libres de
virus permiten propagar material
sano, el cual debe ser chequeado
para la certificacion correspondiente.
La técnica mas utilizada para
detectar virus que actualmente se
emplea es ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) o técnica Foto 1. Particulas virales del virus de la mancha
inmunoenzimatica.  Estos test son anillada del papayo (PRV).
relativamente de bajo costo y per-
mite analizar muestras en protocolos
simples de tejido meristematico o de
cualquier otro tejido de interés para
detectar la presencia de virus. Los
antisueros de alta especificidad se
pueden obtener para los virus que
afectan este cultivo, principalmente
para el PRSV.

Foto 2. Hojas de papayo de planta infectada con el
virus de la mancha anillada (PRSV).



Micropropagacion del papayo (Carica papaya L.) libre de virus 7

3. MICROPROPAGACION

La micropropagacion se presenta como una alternativa para la propagacion
masiva de plantas madres de sanidad comprobada. Esta técnica se viene
empleando en muchos cultivos, principalmente los de reproduccién vegetativa,
que por tener este tipo de reproduccion transmiten enfermedades causadas
por virus y otros patégenos de generacién en generacion.

Para el caso concreto del papayo, se han realizado diferentes trabajos de
investigacion a nivel mundial para estandarizar una técnica de micropropa-
gacién rapida y eficiente. Los resultados son muy variados, se han empleado
diferentes explantes y diferentes variedades, que han determinado que se
emplee distintos medios de cultivo y concentraciones de reguladores de
crecimiento en cada fase de propagacion.

3.1 Medio de cultivo

En trabajos anteriores realizados en micropropagacién de papayo se han
empleado diferentes medios de cultivo, entre ellos el MS o de Murashige y
Skoog (Murashige, 1962) completo y a mitad de concentracién, MS con
otras vitaminas y otras variaciones. Por lo tanto, el medio de cultivo MS
es el que se utilizé en este trabajo. Las modificaciones del medio de
cultivo MS, se hicieron en el contenido de vitaminas, modificadas sin
glicina. Se diferencia del medio formulado por Linsmaier y Skoog en 1965,
conocido como LS, que lleva solo tiamina en concentracion de 0,4 ppm.
También se diferencia del medio formulado por Murashige y Tucker en
1969, que contiene tiamina 10 ppm, 4cido nicotinico 5 ppm y piridoxina 10
ppm. En todos los casos laconcentracion de mio-inositol de 100 ppm no
varia.

Es importante mencionar que también hay trabajos de investigacion en la
obtenciéon de embriones somaticos como alternativa de propagacion, para
lo cual se ha utilizado contenedores de inmersiéon temporal denominados
RITA®, en la cual se ha utilizado el medio liquido MS, pero con resultados
limitados. Se optd por el método de micropropagacién en sustrato semi-
sélido por ser el més estandarizado y por ser el mas utilizado actualmente
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en diferentes paises como Estados Unidos para la obtencion de plantas
genéticamente modificadas de papayo y en trabajos de mejoramiento
genético.

3.1.1 Composicion del medio de cultivo

La solucién stock empleada se preparé de acuerdo a la formulacion
siguiente:

Cuadro 1. Medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) Modificado

Sales Formula Concentracion
mg/I
Nitrato de Potasio KNO, 1 900,00
Nitrato de Amonio NH,NO, 1 650,00
Sulfato de magnesio MgSO,.7H,0 370,00
Cloruro de calcio CaCl,.2H,0 440,00
Fosfato de potasio monobasico KH,PO, 170,00
Cloruro de potasio Kl 0,83
Cloruro de cobalto CoCl.6H,0 0,025
Sulfato de manganeso MnSO,.4H,0 22,30
Sulfato de zinc ZnSO,.7H,0 8,60
Sulfato cuprico CuSO,.5H,0 0,025
Acido bérico H,BO, 6,20
Molibdato de sodio Na,Mo0,.2H,0 0,25
EDTA disddico Na,EDTA 37,30
Sulfato ferroso FeSO,.7H,0 27,80
Mio - inositol 100,00
Tiamina 0,4
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5

Los reguladores de crecimiento se agregaron de acuerdo a la fase
de desarrollo de las microplantas. Se debe tener en cuenta que la
respuesta de los diferentes cultivares a las combinaciones de
reguladores de crecimiento y sus diferentes concentraciones es
variada y puede cambiar aln al realizarse mas subcultivos.
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3.1.2 Preparacion del medio de cultivo

3.2 Fase

3.2.1

El pH del medio de cultivo puede oscilar de 5,6 a 57 y se debe
medir luego de haber agregado sacarosa al 3%. Seguidamente se
agrega agar al 0,8% como solidificante, pero también funciona la
vermiculita como medio de soporte, como se vera en la fase de
enraizamiento. El medio de cultivo preparado se esteriliza en
autoclave durante 20 minutos a 121°C y 1,1 kg/cm”.  Se dispensa en
tubos de ensayo de 100 x 25 mm para la fase de inicio y en cajas
de polipropileno con tapas de policarbonato, mas conocidas como
“magentas” o en frascos de vidrio para la fase de multiplicaciéon y
de enraizamiento, con alicuotas de 40 ml de medio de cultivo por
recipiente.

de inicio
Desinfeccion de explantes

Los explantes utilizados fueron yemas tomadas de plantulas germi-
nadas de papayo a partir de semilla botanica en condiciones de
invernaderos, sembradas en bandejas de germinacién con sustrato a
base de musgo durante 20 dias. Se optd por este método, debido a
que cuando se obtuvo yemas de plantas de campo, la contaminacion
con microorganismos externos y endofiticos es elevada, lo que
corroboran diferentes trabajos de investigacion. En esta fase
realizada en condiciones de laboratorio de la EEA Donoso Huaral,

después de seleccionar el ma-
terial en invernadero, las yemas

(foto 3) se separaron de las =
plantulas germinadas. Se lleva- l
ron a laboratorio y se lavaron

con abundante agua de cafo y o 4

jabon y luego se enjuagaron ' =
3 veces con agua destilada.
Luego se llevo el material a la
camara de flujo laminar, para
trabajar en condiciones asépti-
cas y asi evitar contaminacion. Foto 3. Yema axilar de planta de papayo.
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3.2.2

3.2.3

Las yemas se lavaron con etanol al 70 % durante 30 segundos y
luego se sumergieron en hipoclorito de sodio al 2%+ 1 gota de
Tween - 20 durante 10 minutos, seguidamente se enjuagaron bien
tres veces con agua destilada esterilizada en autoclave. No se
requiere agregar antioxidante por que las yemas se mantienen sin
fenolizacion hasta que se siembran.

Condiciones de incubacion

Las microplantas regeneradas a partir de meristemos deben perma-
necer en condiciones artificiales de incubacion (foto 4) con

temperatura promedio de
25°C, que puede fluctuar
de 23 °C a 27 °C, el foto-
periodo puede variar de
12 a16 horas luz y la
luminosidad se incrementa
gradualmente con el
desarrollo delas microplan-
tas hastaalcanzar 3000 lux.

Foto 4. Camara de incubacion del laboratorio
de cultivo de tejidos

pr—

Siembra del meristema

Con ayuda del microscopio estereoscé- '.:
pico se elimina los primordios foliares ."'
(foto 5) y finalmente se deja el meristema .3\':?
con dos primordios foliares (foto 6). L

Luego se procede a hacer la diseccién
del tejido meristematico con ayuda del
bisturi y se siembra en un tubo de
prueba. Se coloca en la cdmara de

Foto 5. Apice caulinar de papayo.

incubacion hasta la regeneracién. La
temperatura promedio indicada para esta
fase es de 25°C. La intensidad de luz se
aumenta gradualmente con el desarrollo
de las microplantas, a pesar de que la
fenolizacién es practicamente nula. Foto 6. Meristema de papayo.
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En esta fase el empleo del medio MS ha sido ampliamente usado
con la combinacién de auxinas y citoquininas que induce la
formacion de brotes laterales. En ensayos en el laboratorio de
biotecnologia de la EEA Donoso se probd diferentes combinaciones
de reguladores, siendo los mejores resultados de regeneracién
cuando se suplementé el medio de cultivocon ANA (4cido naftaleno
acético) 0,03 ppm + BAP (bencil amino purina) 0,1 ppm. La
regeneracion del meristema se logra en 8 a 10 semanas
dependiendo del cultivar y en ese lapso se llega a formar la
microplanta de 0,5 a 1,5 cm de longitud (foto 7 y 8).

e
-

Foto 7. Regeneracién de meristema de papayo en
medio de cultivo semisdlido.

Foto 8. Microplantas de papayo en fase de inicio en medio
de cultivo MS modificado.
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3.3 Fase de multiplicacion

Después de que las microplantas de papayo se han regenerado a partir
del meristema se pasan a un medio de cultivo de multiplicacién. Se
siembran las microplantas en magentas (cajas de polipropileno) (foto 9) 6
en frascos de vidrios (foto 10) con tapas de papel aluminio. Se siembra de
4 a 6 brotes por envase, dependiendo de la capacidad del mismo.

Foto 9. Microplantas de papayo 'PTM-331' instaladas en medio de
cultivo de multiplicacion.

Foto 10. Microplantas de papayo en fase de multiplicacion con
brotes multiples.
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3.4

El medio de cultivo que se utilizd es el medio MS, modificado en
contenido de vitaminas y adicionado con reguladores de crecimiento del
grupo de las citoquininas. La respuesta a la adicion de reguladores de
crecimiento es variada y en parte depende del cultivar que se estd
propagando. Enpromedio para el cv. 'PTM-331' se obtuvo 4-5 brotes por
microplantas por subcultivo en 6 semanas promedio, observdndose una
tendencia a disminuir el ndmero de brotes cuando se incrementa el
numero de subcultivos.

En general para diferentes cultivares en esta fase de multiplicacion se logré
un mayor numero de brotes (foto 10) cuando se adicioné al medio de
cultivo MS, BAP 0,2 ppm+KIN 0,1 ppm. Los parametros de multiplicacion
se mantienen sin diferencia significativa en el segundo subcultivo si los
brotes son grandes.

También se probd otras combinaciones de reguladores de crecimiento que
muestran que a medida que se eleva la concentracién de los mismos se
induce la formacién de callo (tejido no diferenciado) y deformacién de
hojas. Después de algunos subcultivos la tendencia es a formar brotes
mas reducidos de tamafo en longitud y area foliar. Es necesario, en
algunos casos pasar por una etapa de elongacion, para lo cual, se debe
pasar los brotes a un medio de cultivo de elongacién conteniendo acido
giberélico en concentraciones de 0,5 a 1,0 ppm, durante un periodo de 20
a 30 dias.

Durante la fase de inicio o la fase de multiplicacién se presenté algunas
veces un desarrollo anormal de las microplantas que se denomina
“vitrificacion”. Esta anormalidad se produce por la excesiva absorcién de
humedad de las microplantas al estar en contacto con el medio de cultivo.
Las hojas se alargan en desproporcién y presentan una apariencia
traslucida y empiezan a necrosarse y posteriormente muere el brote. Las
microplantas que presentaron esta anomalia fueron descartadas.

Fase de enraizamiento

Culminada la fase de multiplicacién se separaron los brotes y se sembraron
en medio de cultivo de enraizamiento, para inducir la formacion del
sistema radicular. Esta fase conjuntamente con la aclimatacién son criticas
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para el establecimiento de las plantulas. Se ha utilizado diferentes auxinas
para inducir el enraizamiento, tales como el Acido Indol Butirico (AIB),
Acido Naftaleno Acético (ANA) y otros, sin embargo se observa que en
algunos casos el medio de cultivo sin reguladores de crecimiento también
generasistema radicular.

Es necesario cambiar la concentracién de reguladores de crecimiento en el
medio de cultivo para inducir la formacién de raices. Para el cv. “PTM-331"
en medio de cultivo MS semisélido se adicioné AIB de 1,0 a 2,0 ppm (foto
11). La formacién de raices fue menor que en vermiculita, observandose
raices gruesas y callo en la base.

Foto 11. Microplantas de
papayo en medio de cultivo
MS semisolido de
enraizamiento.

Foto 12. Esterilizacion por
filtracién de solucién de
AIB para enraizamiento de
papayo.
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Para la fase de enraizamiento se puede emplear el medio de cultivo
solidificado con agar o se puede emplear el medio liquido y usando como
soporte vermiculita. Para este ultimo se debe introducir las microplantas
en una solucion de AIB de 1a2 %o, esterilizada por filtracién (foto 12),
durante algunos segundos (foto 13) y luego sembrarlas en una magenta
conteniendo vermiculita y medio de cultivo liquido (foto 14). En el medio

de cultivo con agar las raices son mas gruesas, pero son menores en
longitud y en menor cantidad. En cambio, en vermiculita las raices
primarias que proliferan tienen abundantes raicillas, lo que influye en el
vigor y color de las hojas.

<« Foto 13. Inmersién de microplantas
en é&cido indol butirico.

Foto 14. Siembra de microplantas
en sustrato de vermiculita.

El uso de la vermiculita también facilita la limpieza de las raices al
momento de extraer las microplantas de los contenedores en que se
mantuvieron en la cdmara de incubacion. La formacién del sistema
radicular se logra en 8 semanas promedio en ambos casos.
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4. ACLIMATACION

Las microplantas de papayo enraizadas, se extrajeron del medio de cultivo de
condiciones asépticas (foto 15). Se lavaron bien las raices y luego se
sembraron en bandejas de almicigo o en bolsas de plastico negras
conteniendo sustrato pasteurizado (foto 16).  Se puede utilizar como una
alternativa sustrato comercial a base de turba de musgo sphagnum mezclado
con vermiculita y yeso agricola “Premix 37 (foto17). También se puede usar
como sustrato fibra de coco de textura fina “Golden mix” De no contar con
estos sustratos comerciales, se puede probar con musgo de altura 6 humus
mezclado con arena de rio, previamente lavado para evitar problemas de
presencia de sales.

Foto 15. Proliferacién de raices en
sustrato de vermiculita.

Foto 16. Plantula enraizada en
vermiculita lista para aclimatacion.
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Al final del periodo de aclimatacién, que puede durar entre 20 a 40dias, 6 en
menor tiempo en época de calor, las plantulas se encuentran listas (foto 18)
para ser trasladadas a terreno definitivo.

Foto 17. Plantulas de papayo en sustrato de aclimatacion.

Foto 18. Plantulas de papayo aclimatadas en invernadero.
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