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ESTABLECIMIENTO YMULTIPLICACION IN VITRO DE
PAPAYAS DE MONTANA: Vasconcellea chachapoyensis Y
Vasconcellea x Heilbornii

Yoiner K. Lapiz-Culqui’, José J. Tejada-Alvarado®, Jegnes B. Meléndez-Mori’,
Nuri C. Vilca-Valqui®, Eyner Huaman-Huaman' y Manuel Oliva®

RESUMEN

La aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos en especies de Vasconcellea es una alternativa viable para la propagacion de
estas especies. Sin embargo, la eficiencia de estas herramientas esta condicionada por factores como la contaminacion de
explantes, el efecto de los reguladores de crecimiento y las especies que se desea propagar. El presente estudio tuvo como
objetivo evaluar protocolos de desinfeccion superficial, con diferentes concentraciones de NaClO y Ca(ClO), y tiempos de
inmersién, para el establecimiento de explantes. Asimismo, evaluar la accién de las fitohormonas BAP, ANA y AG;en diferentes
concentraciones en la multiplicacion in vitro de segmentos nodales de Vasconcellea chachapoyensis y Vasconcellea x heilbornii.
Los experimentos se condujeron bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial y los datos se analizaron con la
prueba de Kruskal Wallis. Los resultados muestran que al utilizar NaCIO al 1,5 % por 10 min se alcanz6 solo 10 % de
contaminacion, siendo V. chachapoyensis la especie que logré mayor viabilidad de explantes en la etapa de establecimiento. Por
otro lado, el medio suplementado con BAP generé mayor nimero de brotes y hojas, mientras que el AGzindujo mayor elongacion
de los brotes. Ademas, cabe mencionar que la especie influy6 en la multiplicacion, siendo V. x heilbornii la de mejor desarrollo
morfolégico. Estos resultados sefialan la eficacia e importancia de los desinfectantes y reguladores de crecimiento durante el
cultivo de tejidos, y representan una alternativa propicia para la micropropagacion de especies del género Vasconcellea.

Palabras-clave adicionales: Cultivo de tejidos, desinfeccion de explantes, reguladores de crecimiento vegetal, segmentos nodales

ABSTRACT

In vitro establishment and multiplication of mountain papayas: Vasconcellea chachapoyensis and Vasconcellea x heilbornii
The application of tissue culture techniques in Vasconcellea species is a viable alternative for the propagation of these species.
However, the efficiency of these tools is conditioned by factors such as contamination of explants, the effect of growth regulators
and the species to be propagated. The present study aimed to evaluate sterilization protocols with different concentrations of
NaClO and Ca(ClO), as well as different immersion times for the aseptic establishment of explants. Likewise, it was evaluated the
action of the phytohormones BAP, ANA and AG; in different concentrations in the in vitro multiplication of nodal segments of
Vasconcellea chachapoyensis and Vasconcellea x heilbornii. The experiments were conducted under a completely randomized
design with factorial arrangement, and the data were analyzed with the Kruskal Wallis test. The results showed that when using
1.5 % NacClO for 10 min, only 10 % contamination occurred, with V. chachapoyensis being the species that achieves the highest
viability of explants in the establishment stage. On the other hand, the medium supplemented with BAP generated a greater
number of shoots and leaves, while AG; induced greater shoot elongation. In addition, it is worth mentioning that the species
influenced multiplication, with V. x heilbornii being the species with the best morphological development. These results indicate
the efficacy and importance of disinfectants and growth regulators during tissue culture, being a favorable alternative for the
micropropagation of species of the genus Vasconcellea.

Additional keywords: Explant disinfection, nodal segments, plant growth regulators, tissue culture

INTRODUCCION las especies conocidas como papayas de montafia,
_ procedentes del centro y sur de América
El género Vasconcellea (Caricaceae) reune a (Scheldeman et al., 2007; Robles et al., 2016).
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Muchos de sus frutos son comestibles, y en los
altimos afios han venido tomando mayor
importancia gracias a su amplia utilidad
alimenticia y potencial aprovechamiento de sus
propiedades quimicas (Posada, 2005; Scheldeman
et al., 2011). Ademas, los frutos de Vasconcelleae
son una rica fuente de latex con actividad
proteolitica y lipolitica (Dhuique et al., 2001).
Debido a su gran diversidad, es posible encontrar
especies portadoras de genes de resistencia a
enfermedades, tolerantes a bajas temperaturas y
poseedores de atributos organolépticos especiales
(Manshardt y Wenslaff, 1989; Drew et al., 1998;
Scheldeman et al., 2007).

Dentro de esa amplia diversidad, destaca
Vasconcellea x heilbornii, cuyos frutos son
apreciados en los mercados internacionales debido
a su sabor y aroma unicos, ademas de la ausencia
de semillas (Cornejo et al., 2020). Debido a esta
caracteristica, su propagacion es realizada
mediante estacas, el cual es un método poco
confiable debido al riesgo de transmision de
enfermedades (Posada, 2005; Jadan et al., 2016a;
Cornejo et al., 2020).

Por otra parte, Vasconcellea chachapoyensis
posee frutos que se utilizan de forma artesanal
para elaboracion de dulces, mermeladas y yogurt.
Su reciente descripcion como nueva especie
(Tineo et al., 2020) abre una brecha para el
estudio de sus propiedades y potencial
agrondmico, asi como para iniciar a explorar las
estrategias para su propagacion.

Como respuesta a la necesidad de obtener
plantas sanas, de calidad y uniformidad genética
de estas especies, es ineludible el aporte de la
propagacion in vitro. Los estudios actuales buscan
nuevas alternativas en los protocolos de
micropropagacion de V. x heilbornii, pues pese a
que diversos estudios informan sobre el uso de
fitorreguladores para su multiplicacién, una de las
limitantes es el bajo éxito logrado durante el
establecimiento in vitro (Jadan et al., 2016a;
Millones, 2019), mientras que para V.
chachapoyensis  probablemente no  existan
estudios relacionados. Lograr el cultivo in vitro de
tejidos plantea retos, como controlar la
contaminacién microbiana que afecta el desarrollo
del explante (Hernandez y Gonzélez 2010; Jadan
et al., 2016b). Por otro lado, el uso de reguladores
de crecimiento ha mostrado efectos muy variables
en la micropropagacion (Campos et al., 2020), por

lo que es necesario generar nuevos conocimientos
para la propagacion de estas especies.

En ese contexto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar protocolos de desinfeccion
superficial con diferentes concentraciones de
NaClO y Ca(ClO), y tiempos de inmersion para el
establecimiento de explantes. Asimismo, evaluar
la accion de las fitohormonas BAP, ANA y AG;
en diferentes concentraciones en la multiplicacion
in vitro de segmentos nodales de V.
chachapoyensis y V. x heilbornii.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. EI germoplasma se recolect6 de
huertos ubicados en la regiobn Amazonas, en el
norte de Perl. Se colectaron estacas de V.
chachapoyensis (distrito de Olleros; 6° 02' Sy 77°
38" W; 3041 msnm) y V. x heilbornii (distrito de
Lamud; 6° 08' Sy 77° 57" W; 2311 msnm) y se
cultivaron en vivero durante 6 meses a una
temperatura media de 20 + 2 °C y una humedad
relativa mayor a 70 %. Durante ese periodo
recibieron tratamiento sanitario (2 mL-L™ de
sulfato de cobre pentahidratado + 1 mL-L™
cipermetrina, cada 15 dias) y estimulacion
hormonal (2 mL-L™ de Gib-bex®, cada 20 dias)
para asegurar el desarrollo de brotes sanos y
Vigorosos.
Extraccion de explantes. Se extrajeron
segmentos nodales (4 cm) con una o dos yemas
axilares y se introdujeron en una solucién de 150
mg-L™ de 4cido ascorbico (solucion antioxidante).
A continuacion, se sometieron a un proceso de
limpieza superficial mediante inmersién en
solucién jabonosa por 15 minutos y solucion de
fungicida (Benomyl 1 g-L™) por 30 minutos. Al
finalizar cada limpieza se realiz6 un triple
enjuague con agua estéril. Finalmente, los
segmentos nodales se cortaron en fragmentos de
1,5a 2 cm de longitud.
Fase de establecimiento in vitro. En érea
aséptica, los explantes se sumergieron en alcohol
(70 % v/v) durante 30 segundos y luego se
enjuagaron con agua destilada estéril. Para
completar la desinfeccion superficial se evalud el
efecto de Ca(ClO), y NaClO (agentes
desinfectantes), en distintas concentraciones vy
tiempos de inmersion (Cuadro 1).

Los explantes se establecieron en medio de
cultivo MS (Murashigue y Skoog, 1962),
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suplementado con sacarosa (3 %), el producto
PPM (Plant Preservation Mixture) (1 mL-L") y
sin reguladores de crecimiento. EI pH se ajust6 a
5,8, se agregd agar (6 %) y se esterilizd en
autoclave a 120 °C y presion de ~1 kg-cm™
durante 20 min. De cada especie se sembraron
individualmente 120 explantes en tubos de ensayo
que contenian 15 mL de medio de cultivo y se
incubaron en sala de crecimientoa 24 +2 °C, 16 h
de fotoperiodo y 3000 lux de intensidad de luz
suministrada por lamparas fluorescentes blancas.
Después de 21 dias se evalud el porcentaje de
explantes oxidados, contaminados y viables.

Cuadro 1. Tratamientos de desinfeccion
evaluados en el establecimiento in vitro de
explantes de Vasconcellea

Desinfectame  COMCERLIacion - Tiempo

1,0 5

15 5

2,0 5

Ca(ClO), 10 10
15 10

2,0 10

1,0 5

15 5

2,0 5

NaClO 10 10
15 10

2,0 10

Fase de multiplicacion in vitro. Para esta fase se
utilizaron explantes procedentes del estableci-
miento in vitro bajo tratamiento con 1,5 % de
NaClO durante 10 minutos. Estos fueron
subcultivados en medio MS, suplementado con
0,2y 0,5 mg-L™ de AGs, ANA o BAP, segln
fuese el tratamiento (Cuadro 2). Los cultivos se
incubaron en la sala de crecimiento con las
condiciones antes seflaladas. Luego de 45 dias de
cultivo se evalué el nimero de brotes, longitud de
brotes y nimero de hojas.

Disefio experimental y anélisis de datos. El
experimento se condujo bajo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial
2x3x2, con 10 repeticiones por tratamiento. Los
datos se sometieron a la prueba de normalidad de

Shapiro-Wilk 'y homogeneidad de varianzas
(estadistico de Levene), y dado que no se
ajustaron a una distribucion normal se aplicé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. El
andlisis se realizo utilizando el programa InfoStat
version 2017.

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en la
multiplicacion in vitro de V. chachapoyensis y
V. x heilbornii.

Reguladores Concentracion

Especie de crecimiento  (mg-L™)
AGs 0’2
ANA 0,2
BAP 0.2
V. chach i ,
chachapoyensis AGs 0,5
ANA 0,5
BAP 05
AG3 0’2
ANA 0,2
BAP 0.2
V. X heilbornii ,
x heilbornii AG; 0,5
ANA 0,5
BAP 0.5
RESULTADOS

Establecimiento in vitro. El andlisis muestra
diferencias significativas (P<0,05) en el estableci-
miento in vitro de Vasconcellea (Cuadro 3). El
nivel de oxidaciéon de explantes vario entre 10 y
70 %. Los explantes de V. chachapoyensis y V. X
heilbornii tratados con NaClO al 1 % durante 5
minutos registraron la oxidacion mas baja.
Asimismo, se observd que independientemente del
tipo de desinfectante, el uso de una concentracién
del 2 % hizo que la oxidacion superara el 40 %.
Respecto a los niveles de contaminacién, se
observé que bajo la desinfeccién con NaClO al
1,5% por 10 min, solo 10 % de los explantes de
las dos especies presentaron signos de
contaminacién (hongos y bacterias). Pero cuando
se utiliz6 la concentracion de desinfectante al 1 %,
ya fuese con Ca(ClO), o NaClO, y un tiempo de
inmersién de 5 min, el porcentaje de explantes
contaminados fue superior a 60 % (Cuadro 3). La
viabilidad de los explantes fue inversamente
proporcional a su nivel de contaminacion.
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Cuadro 3. Efecto de diferentes desinfectantes, concentraciones y tiempos de inmersion en el
establecimiento in vitro de V. chachapoyensis y V. x heilbornii

Vasconcellea chachapoyensis

Vasconcellea x heilbornii

Tratamientos Oxidacion  Contaminacion  Viabilidad Oxidacion  Contaminacion  Viabilidad
% %
Ca(ClO), x 1 x5 20,0 de 70,0 ab 10,0d 20,0 cd 60,0 ab 20,0Db
Ca(Cl0), x1x 10 40,0 bc 40,0 bc 20,0 c 40,0 ab 50,0 bc 10,0c
Ca(ClO), x1,5x5 30,0 cd 30,0 cd 40,0 abc 30,0 bc 40,0 cd 30,0 ab
Ca(ClO); x1,5x10 40,0 bc 100e 50,0 ab 20,0 cd 20,0 ef 60,0 a
Ca(ClO), x 2 x5 40,0 bc 30,0 cd 30,0 bc 40,0 ab 40,0 cd 20,0b
Ca(Cl0), x2x 10 60,0 ab 30,0 cd 10,0d 70,0 a 20,0 ef 10,0c
NaClOx 1x5 10,0 e 80,0 a 10,0d 10,0d 80,0 a 10,0c
NaClO x 1x 10 20,0 de 70,0 ab 10,0d 20,0 cd 70,0 ab 10,0c
NaClOx 1,5x5 10,0 e 60,0 ab 30,0 bc 20,0 cd 50,0 bc 30,0 ab
NaClO x 1,5x 10 20,0 de 100 e 70,0 a 30,0 bc 10,0 f 60,0 a
NaClO x2x5 50,0 ab 40,0 bc 10,0d 50,0 a 30,0 de 20,0b
NaClO x 2 x 10 70,0 a 20,0 de 10,0d 70,0 a 20,0 ef 10,0c

Promedios con letras distintas entre filas de cada columna indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, P<0,05)

Multiplicacion in vitro. El Cuadro 4 muestra
diferencias significativas (P<0,05) en las variables
morfomeétricas. Se observa que el mayor niumero
de brotes por explante se registré en la
combinacion de V. x heilbornii 'y BAP
(independientemente de la concentracion), con un
promedio superior a 3,90 brotes, mientras que el
menor numero de brotes (1,40) se registro en los
explantes (de ambas especies) tratados con 0,5
mg-L™ de AGs.

El nimero promedio de hojas varié entre 1,70
y 4,30 por explante, con un maximo registrado en
V. x heilbornii y el minimo en V. chachapoyensis;
ambos valores fueron alcanzados bajo el
tratamiento de 0,5 mg-L™* de BAP. En cuanto a la
longitud de los nuevos brotes, se observéd que los
explantes de V. x heilbornii cultivados en medio
suplementado con 0,5 mg-L™ de BAP presentaron
brotes con 2,71 cm de longitud, mientras que los
brotes de V. chachapoyensis alcanzaron una
longitud de 2,86 cm cuando se cultivaron con 0,5
mg L™ de AGs, siendo estos resultados superiores
al efecto inducido por la aplicacion de la
fitohormona ANA.

DISCUSION

Establecimiento in vitro. La obtencion de
explantes exentos de contaminantes es uno de los
puntos criticos para el desarrollo de protocolos

eficientes de micropropagacion, debido a la
presencia de agentes patdgenos que contaminan
los tejidos (Posada, 2005), y que pueden producir
cuantiosas peérdidas de material (Herndndez y
Gonzélez, 2010; Gerénimo et al., 2016).

En el presente estudio, el tratamiento de
desinfeccion mas eficiente fue NaClO al 1,5 %
por 10 minutos, pues solo el 10 % de explantes
manifestd contaminacion. Bajo el mismo
protocolo de desinfeccion, Jadan et al. (2016b)
reportaron que solo se redujo en un 55 % la
contaminacién por bacterias y 3 % por hongos.
Por su parte, Solis et al. (2012) indicaron que el
uso de alcohol (70 %) por 30 segundos y NaClO
(1 %) durante 10 minutos tuvo alta eficiencia en la
desinfeccion de explantes provenientes de plantas
de invernadero.

La diferencia entre los estudios anteriores
puede estar relacionada con la manipulacién del
material vegetal, porque ésta es una de las fuentes
mas comunes de contaminacion (Ticona y
Triguero, 2020). Ademas, se confirma que la
desinfeccion superficial del explante esta
condicionada por factores como el tipo,
concentracién y tiempo de exposicién a los
agentes desinfectantes, pero también por la
procedencia del explante (Posada et al., 2004;
Ticona y Triguero, 2019). Establecer protocolos
de desinfeccion superficial eficientes tiene un rol
fundamental porque puede determinar el éxito o
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fracaso del cultivo de tejidos (Okereke et al.,
2016) por lo que, ademas de los factores antes
sefialados, es importante la limpieza inicial del

explante debido a que puede disminuir la cantidad
de microorganismos en la superficie, permitiendo
que el desinfectante actte con mayor eficiencia.

Cuadro 4. Efecto de diferentes reguladores de crecimiento y concentraciones en la multiplicacion in vitro
de V. chachapoyensis y V. x heilbornii

Tratamientos NUmero de brotes  NUmero de hojas  Longitud de brote (cm)

V. chachapoyensis x AG3 x 0,2 1,60 bc 1,80 ¢ 2,34 ab
V. chachapoyensis x AG; x 0,5 1,40 c 2,20c 2,86a
V. chachapoyensis x ANA x 0,2 1,50 bc 1,90¢ 0,79e
V. chachapoyensis x ANA x 0,5 1,70 bc 2,20c 1,05 ef
V. chachapoyensis x BAP x 0,2 1,90 bc 1,80 ¢ 1,18 def
V. chachapoyensis x BAP x 0,5 2,20b 1,70 ¢ 1,86 bc
V. x heilbornii x AG;3 x 0,2 1,60 bc 1,80 ¢ 1,53 cde
V. x heilbornii x AG;3 x 0,5 1,40 ¢c 1,80 ¢ 2,18 abc
V. x heilbornii x ANA x 0,2 1,60 bc 1,90 ¢ 1,02 ¢
V. x heilbornii x ANA x 0,5 2,00 bc 2,40 be 1,17 def
V. x heilbornii x BAP x 0,2 3,90a 3,20 ab 1,64 bed
V. x heilbornii x BAP x 0,5 4,60 a 4,30 a 2,71a

Promedios con letras distintas entre filas de cada columna indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, P<0,05)

Otro de los factores a considerar durante el
establecimiento in vitro es la oxidacion de
explantes. El proceso oxidativo es frecuente
durante esta fase, pues mucho de los explantes
liberan exudados que producen el oscurecimiento
del medio y el explante, con subsecuente muerte
del tejido vegetal (Azofeifa, 2009). Una de las
causas sefialadas es el wuso de altas
concentraciones de desinfectantes, los cuales
pueden causar efectos tdxicos, sobre todo en
explantes jovenes (Agramonte et al., 2001). Los
resultados de este estudio confirman que el
incremento en los niveles de oxidacion del
explante esta relacionado con el aumento en la
concentracién y tiempo de exposicion de éste al
desinfectante. Por otro lado, se podria sugerir que
las diferentes respuestas de los explantes se
pueden relacionar también con el nivel de
tolerancia propia de cada especie.

En general, a los 21 dias de establecimiento,
los explantes de ambas especies de Vasconcellea
presentaron resultados alentadores, aunque V.
chachapoyensis registrd mejor viabilidad (70 %).
Se observaron explantes con formaciéon de un
brote (< 1 cm), aungue en esta etapa no se
emplearon fitorreguladores. Segun  Millones

(2019), el uso de reguladores como ANA (0,25
mg LY, AIA (0,5 mg-L™") y BAP (1 mg-L™) no
mejora la respuesta morfométrica en yemas
axilares de V. x heilbornii. Por lo tanto, como
objetivo inicial es importante obtener vitroplantas
libres de contaminantes, de modo que se garantice
la mayor disponibilidad de material para la
siguiente fase del cultivo de tejidos.

Multiplicacién in vitro. En la fase de
multiplicacion se registro el desarrollo de mas de
4 hojas y brotes en explantes de V. x heilbornii
cultivados en 0,5 mg-L™ de BAP; por el contrario,
bajo esta concentracion de citoquinina se redujo
considerablemente la formacion de estructuras
vegetativas en V. chachapoyensis. Varios factores
pueden influir en la regeneracion de plantas
mediante cultivo in vitro, entre ellas el genotipo
(Chong et al., 2018). Por ejemplo, Vélez et al.
(2015) informaron que segmentos nodales de V.
stipulata (uno de los progenitores de V. X
heilbornii) cultivados en medio suplementado con
ANA y BAP (0,54 y 2 pM) indujeron la
formacién de hasta 4 nuevos brotes por explante.
Esta capacidad de regeneracién puede sugerir que
la respuesta superior mostrada por V. x heilbornii
esta asociada a un rasgo hereditario de uno de sus



140
Volumen 33 (2021)

BIOAGRO N° 2

progenitores. Las variaciones registradas también
pueden deberse a que el requerimiento de
reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro es
extremadamente variable y que las respuestas a la
induccién de brotes dependen del contenido
enddgeno de cada especie (Campos et al., 2020).
Los resultados corroboran el efecto de BAP como
estimulador de la division de tejidos no
meristematicos, siendo altamente efectivo para
estimular la formacion de brotes (Solis et al.,
2012; Gil et al., 2016).

Por su parte, el uso del AG; se mostro bastante
efectivo en la elongacién de los brotes,
demostrando que los fitorreguladores tienen
funciones diferentes y complementarias. De
acuerdo con Uribe et al. (2008), el crecimiento del
tallo es, probablemente, el efecto fisiologico mas
importante inducido por el uso de AGs;. Sin
embargo, se ha reportado que las concentraciones
Optimas para la micropropagaciéon se encuentran
hasta en 1 mg-L™, debido a que concentraciones
superiores pueden derivar en efectos toxicos
(Ramesh et al. 2018; Palei et al., 2019). Los
niveles que se consideren adecuados pueden variar
con cada especie, pero también con el efecto
sinérgico entre reguladores de crecimiento (Gil et
al., 2016). Es preciso mencionar que, si bien hubo
éxito en estas primeras etapas del cultivo de
tejidos, falta adn la parte de enraizamiento, ya que
para considerar la factibilidad del cultivo in vitro
en estos genotipos lo ideal seria lograr un medio
de establecimiento o de multiplicacion en el que
ademas del establecimiento per se, haya también
formacién, proliferacion y elongacion de raices.

CONCLUSIONES

Se evidencia que el NaCIO presenta mejores
efectos en la desinfeccion superficial de explantes
de Vasconcellea y que tanto la concentracion como
el tiempo de inmersion en el desinfectante influyen
en la eliminacion de los agentes contaminantes.

Los reguladores de crecimiento mostraron
efectos significativos en la fase de multiplicacion,
siendo BAP (0,5 mg-L™) el regulador de
crecimiento mas adecuado para inducir la
formacién de estructuras vegetativas en explantes
de V. x heilbornii y V. chachapoyensis. Asimismo,
se comprob6 que AGstiene activa participacion en
la elongacidn de brotes.
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