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EFECTO DEL PECTIMORF® EN EL ENRAIZAMIENTO
Y LA ACLIMATIZACION In Vitro DE BROTES
DE PAPAYA (Carica papaya L.) CULTIVAR MARADOL ROJA

Efect of Pectimorf® on rooting and in vitro acclimatization
of papaya (Carica papaya L.) shoots cultivar Maradol Roja

Laisyn Posada Pérez'", Yenny Padron Montesinos’,
Justo Gonzalez Olmedo?, Romelio Rodriguez Sanchez?,
Raul Barbén Rodriguez’, Osvaldo Norman Montenegro?,
Rene C. Rodriguez Escriba? y Rafael Gomez-Kosky'

ABSTRACT. In vitro propagation of papaya has been
successfully reported by different researchers, however
the problems in the process of rooting and acclimatization
have not been completely resolved yet. The low percentage
of rooting and low survival of plants under conditions of
acclimatization remain a problem for the development
of an efficient micropropagation protocol for this crop.
Employment growth regulator cuban Pectimorf® could be
used to minimize this problem. In two experiments that were
conducted as treatments are made up of two concentrations
of sucrose (0 and 10 g L"), two of auxin AIB (0 and 2 mg L")
and five Pectimorf® concentrations (3, 5, 7,9 and 12 mg L').
Were used as controls: the culture medium rooting composed
of MS salts 50 %, 2 mg L' IBA, 0,4 mg L' thiamine, sucrose
40 g L' agar 7 g L' and the same culture medium without
sucrose and Pectimorf®, but with zeolite as carrier. The
results showed that the Pectimorf® had a positive effect
on rooting and in vitro acclimatization of papaya shoot.
The synergistic action of AIB with 9,0 mg L' Pectimorf®
allowed to obtain in vitro plants with greater leaf area, fresh
weight, number of roots, photosynthetic rate and stomatal
conductance, which together with a high percentage of
rooting and less percentage of open stomata allowed to reach
a 76,2 % survival ex vitro conditions.
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RESUMEN. La propagacion in vitro de la papaya ha sido
exitosamente informada por diferentes investigadores; sin
embargo, los problemas en los procesos de enraizamiento y
aclimatizacion atin no han sido completamente resueltos. Los
bajos porcentajes de enraizamiento y la baja supervivencia
de las plantas en condiciones de aclimatizacion continan
siendo un problema para el desarrollo de un eficiente
protocolo de propagacion in vitro en este cultivo. El empleo
del regulador del crecimiento cubano Pectimorf® podria
ser utilizado para minimizar este problema. En el trabajo se
realizaron dos experimentos que tuvieron como tratamientos
dos concentraciones de sacarosa (0 y 10 g L"), dos de la
auxina AIB (0 y 2 mg L") y cinco concentraciones de
Pectimorf® (3, 5, 7, 9 y 12 mg L"). Se emplearon como
controles: el medio de cultivo de enraizamiento compuesto
por las sales MS al 50 %; 2 mg L' de AIB; 0,4 mg L' de
tiamina; 40 g L' de sacarosa; 7 g L' deagar y el mismo medio
de cultivo sin sacarosa, sin Pectimorf® pero con zeolita como
soporte. Los resultados demostraron que el Pectimorf® tuvo
un efecto positivo en el enraizamiento y la aclimatizacion
in vitro de los brotes de papaya. La accidn sinérgica del
AIB con 9 mg L' de Pectimorf® permitié obtener plantas
in vitro con mayor area foliar, masa fresca, nimero de
raices, tasa fotosintética y conductancia estomatica; lo cual
unido a un alto porcentaje de enraizamiento y un menor
porcentaje de estomas abiertos permitié alcanzar un 76,2 %
de supervivencia en condiciones ex vitro.

Palabras clave: auxina, oligosacaridos, papaya, raices,
zeolita

INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es originaria de
América Central y se caracteriza por ser un cultivo que
en corto tiempo y de forma continua durante todo un
afo, es productivo desde el punto de vista econdémico.
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Su alto rendimiento y valor nutritivo, la sitian entre
las joyas de los frutos tropicales con importantes
aplicaciones alimenticias y medicinales (1).

El cultivar mas importante de papaya en Cuba
sigue siendo la Maradol Roja, con un area total
cultivada de 5 396 ha y una produccion de 105 562
toneladas en el afio 2015

Aunque la regeneracién de plantas de papaya
via embriogénesis somatica ha sido exitosa, el mayor
problema que existe a nivel mundial en el cultivo in vitro
es la aclimatizacion de las plantas regeneradas (2).

Los procesos de propagacién in vitro se
implementan en grandes espacios fisicos para el
cultivo de las plantas; fundamentalmente en estantes
que contienen frascos de cultivo cerrados con medios
de cultivo nutritivos en su interior, para el crecimiento
de las plantas y en condiciones de asepsia, para
evitar las contaminaciones por hongos o bacterias
oportunistas. Todas estas condiciones hacen que
las plantas cultivadas in vitro sean muy sensibles a
cambios ambientales abruptos, como los que ocurren
en el paso a las condiciones ex vifro en ambientes
naturales (3).

Como resultado del ambiente in vitro, las plantas
presentan una anatomia y fisiologia diferente a las
que son cultivadas en condiciones de campo o casas
de cultivo (4-6). Los desdrdenes observados afectan
todos los 6rganos de la planta, aunque no todos
tienen el mismo peso sobre el comportamiento ex
vitro. Dentro de estos desérdenes se encuentran el
pobre desarrollo del aparato fotosintético de la cuticula
de las hojas, la emisién de raices no funcionales sin
conexion con los haces conductores y otros mas que
pueden afectar la supervivencia de las plantas en la
fase de aclimatizacion (7).

El término aclimatizacion es definido como la
adaptacion ambiental de las plantas obtenidas por
cultivo de tejidos o propagacion in vitro que han sido
movidas a un nuevo ambiente, invernaderos o campo.
Durante la aclimatizacién, el ambiente a las plantas le
es cambiado gradualmente en el tiempo, comenzando
con el cercano ambiente in vitro y terminando con
el cercano ambiente en el invernadero o campo. La
aclimatizacioén realizada en el invernadero o campo
bajo condiciones de sombra es llamada “aclimatizacion
ex vitro”. En la propagacion in vitro foto-autotréfica,
la aclimatizacién puede ser también completada
en el frasco de cultivo, lo cual es conocido como
“aclimatizacion in vitro” (8).

Varios trabajos realizados hasta la fecha estan
encaminados a sistemas autotréficos y con ventilacion
forzada para preparar mejor a las plantas para su
salida al exterior. El aumento de la intensidad de luz
en los frascos, la concentracion de CO, y la ventilacion

A MINAG (2016) Estadisticas oficiales del Ministerio de la Agricultura.
La Habana, Cuba. Cierre diciembre 2015.
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forzada son aspectos que ayudan a favorecer una
nutricién autotrofica, siempre eliminando la sacarosa,
lo cual ayuda a disminuir los costos de produccion
en la propagacion in vitro convencional; asi como a
reducir la contaminacion microbiana en el medio de
cultivo (8—10). Comunmente cuando se elevan las
concentraciones de CO, se provoca un incremento
de la fotosintesis y el crecimiento vegetativo de las
plantas en condiciones ex vitro (11).

Sin embargo, todos los estudios realizados
con anterioridad para la propagacion in vitro de la
papaya revelan que los principales inconvenientes
para propagar esta especie son el enraizamiento y la
aclimatizacion de las plantas en invernadero (12, 13).
La supervivencia puede alcanzar valores entre 65-70 %
en estas condiciones durante los primeros siete dias
de cultivo ex vitro. Lo fundamental es que las plantas
formen un buen sistema radical, debido a que su
nutricién en gran parte dependera de la funcionalidad
de sus raices. Es por esto que se deben establecer
nuevas estrategias biotecnoldgicas para aumentar la
eficiencia de los protocolos de propagacion in vitro de
plantulas de papaya, cultivar Maradol Roja.

La introduccion de sustancias activas de
produccion nacional en la metodologia de regeneracion
in vitro de plantas de papaya, pudiera constituir una
alternativa para mejorar el enraizamiento in vitro.
Dentro de estas sustancias activas de produccion
nacional se puede mencionar el Pectimorf® “mezcla
de (1-4) a-D-oligogalacturénidos, con grado de
polimerizacion de entre 9 y 16” (14).

El Pectimorf® se reconoce como un nuevo
biorregulador cubano, obtenido a partir de residuos de
la industria citricola, cuyo principio activo es una mezcla
de oligosacaridos de origen péptico. La capacidad del
Pectimorf® para inducir y desarrollar el enraizamiento
e incrementar de forma notable el desarrollo y vigor de
las plantas in vitro de los diferentes cultivos, lo validan
como una alternativa promisoria en la biotecnologia
vegetal (14-16).

Por todo lo anteriormente planteado el objetivo
del presente trabajo fue determinar el efecto del
producto cubano Pectimorf® en el enraizamiento
y la aclimatizacion in vitro de plantas de papaya,
bioregulador no utilizado hasta el momento para este
fin en esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones se realizaron en el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas, de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas, en Santa Clara, Cuba.

Como material vegetal se emplearon brotes in
vitro de papaya (Carica papaya L.) del cultivar Maradol
Roja regenerados a partir de embriones somaticos.
Estos tenian cuatro subcultivo en el medio de cultivo
de elongacion (17), que contenia las sales: MS al 100 %
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de su concentracion; 1,0 mg L™ de tiamina; 1,2 uM
de 6 bencilamino purina (6 BAP); 1,5 uM de acido
naftalenacético (ANA); 100 mg L' de mioinositol; 30
gL' de sacarosa; 0,06 mgL™" de vitamina B,y 5 gL de
Agargel (Sigma Co) (18). Los brotes para los ensayos
fueron seleccionados con una longitud entre 3,0-4,0 cm,
a los cuales se les eliminaron las hojas basales y se
le dejaron las cuatro nuevas Ultimas hojas.

CONDICIONES DE CULTIVO

Para ambos experimentos se emplearon frascos
de cultivo de vidrio de 250 mL de capacidad, con
tapa plastica transparente en el tratamiento control
con agar. Los frascos con el medio de cultivo liquido
y zeolita fueron cubiertos con una lamina de papel
de aluminio. A todos se les afadido 30 mL de medio
de cultivo. Cada tratamiento tuvo 33 repeticiones,
colocando dos brotes por frasco de cultivo que fueron
cultivados en cuartos climatizados a una temperatura
de 27+2 °C, con luz solar con un fotoperiodo de 13/11 h
de luz/oscuridad y con un rango de flujo de fotones
fotosintéticos entre 48,0 y 62,5 ymol m? s'; medido
con un Luxémetro Extech 401025 (Extech Instruments,
EUA). Los experimentos fueron repetidos dos veces.

Alos tres dias de cultivo, se comenzd a abrirle un
orificio a la lamina de papel de aluminio que cubrian
los frascos de cultivo en los distintos tratamientos
y experimentos, con el objetivo de incrementar la
ventilacién, con el auxilio de una pinza estéril. El
segundo orificio se abrié a los cuatro dias de haber
abierto el primero (Figura 1).

(A) frasco de cultivo con brotes al inicio de los experimentos
(B) orificios realizados en la lamina de aluminio que cubre el
frasco para aumentar la ventilacion

Figura 1. Brotes in vitro de papaya (Carica papaya L.
cv. Maradol Roja) en medio de cultivo
con zeolita como soporte

EFECTO DE LA COMBINACION SACAROSA,
EL AIB Y EL PECTIMORF® EN EL ENRAIZAMIENTO
Y LA ACLIMATIZACION IN VITRO
El objetivo de este primer experimento fue
determinar el efecto de la combinacion de la sacarosa

y la presencia o no del regulador del crecimiento
acido indol butirico (AIB) y varias concentraciones
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de Pectimorf®, para el enraizamiento de los brotes in
vitro. Se utilizd como soporte el mineral zeolita estéril,
el alumino-silicato natural con excelentes propiedades
de intercambio iénico, con un alto poder de absorcion
y granulacién 1-3 mm (Tabla I). Se adicion6 a cada
frasco de cultivo de vidrio 97 g de este mineral y
fueron tapados con una lamina de papel de aluminio
(Figura 1).

Tabla I. Caracteristicas fisico-quimicas de la zeolita
natural. Yacimiento Tasajera, Villa Clara

Composicion quimica (%)
Oxido de Silicio (8i0,) 70,10
Oxido de Aluminio I1I (A1,0, ) 11,20
Oxido de Hierro III (Fe,0, ) 2,20
Oxido de Hierro II (FeO) 0,30
Oxido de Magnesio (MgO) 0,60
Oxido de Calcio (CaO) 4,50
Oxido de Sodio (Na,0) 1,50
OxidodePotasio (K,0) 1,30
Pentoxido de difosforo (PO, ) 0,07
Agua (H,0) 4,70

Composicion mineral (%)
Clinoptilolita 40,00
Modernita 40,00
Otros (Calcita, cuarzo, feldespato) 20,00
Propiedades fisicas Valor
Tamafio de la particula 1,0-3,0 mm
Densidad (8) 0,37 g cm?
Densidad de la fase solida (y) 1,77 g cm?
Porosidad total (PT) 80,59 % vol

Se estudiaron tres concentraciones de Pectimorf®
(3, 5,7mg L") cony sin presencia de sacarosa (Oy 10g L")
y AIB (2 mg L"). Se emplearon como tratamientos
controles: el medio de cultivo de enraizamiento
propuesto anteriormente (17), que estaba compuesto
por las sales MS al 50 % de su concentracion; 2 mg L
de AIB; 0,4 mgL" de tiamina; 40 g L' de sacarosa; 7 g L
de agar, pH 5,8 previo al autoclaveado y el mismo
medio de cultivo pero con zeolita; 2 mg L' de AIB y
sin sacarosa.

EFecTo DE LA cOMBINACION AIB-PEeEcTIMORF®
SIN SACAROSA EN EL ENRAIZAMIENTO
Y ACLIMATIZACION IN VITRO

El objetivo de este segundo experimento fue
evaluar concentraciones superiores de Pectimorf®
en combinacién con el AIB, tomando en cuenta los
resultados del experimento anterior. Se emplearon
las siguientes concentraciones 7, 9 y 12 mg L'
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de Pectimorf®. En este experimento se empled
como tratamiento control el medio de cultivo de
enraizamiento descrito anteriormente suplementado
solamente con 2 mg L' de AIB, y zeolita como soporte.

En este experimento un grupo de 20 plantas
por cada tratamiento fueron llevadas a condiciones
ex vitro en la fase de aclimatizacion para evaluar la
supervivencia.

Para las evaluaciones de indicadores morfoldgicos
y fisiolégicos de las plantas se seleccionaron al azar 20
brotes por tratamiento a partir de los 37 dias de cultivo.
Ademas, se evalud el porcentaje de contaminacién en
el 100 % de los frascos de cultivo con los dos oficios
y los controles.

EVALUACIONES DE VARIABLES MORFOLOGICAS
Y FISIOLOGICAS

Alterminar los experimentos in vitro se le realizaron
las siguientes evaluaciones morfoldgicas a los brotes y
a las plantas: altura de la planta (cm); nimero de hojas;
numero de entrenudos; enraizamiento (%); numero
de raices; longitud de la raiz (cm); masa fresca de la
planta in vitro (QMF); presencia o no de callo basal.

Ademas, para el segundo experimento se evalué
el numero de estomas por mm? y porcentaje de
estomas abiertos y cerrados, tomado de las muestras
a las 12 del mediodia a diez plantas in vitro (37
dias de cultivo) y diez ex vitro (siete dias en fase de
aclimatizacion), el area foliar (por el método propuesto
para plantas de papaya) (19), unido a los indicadores
fisiolégicos como la actividad fotosintética neta, la
transpiracion total y la conductancia estomatica.

OBSERVACION DE LOS ESTOMAS

La visualizacién de los estomas se realiz6 en la
parte abaxial de la hoja. Se utilizé el método de la
réplica modificado por Engleman (20); que consiste en
poner una gota de pegamento instantaneo Kola Loka®
(Kola Loka SA de CV, México) en un portaobjetos,
posteriormente presionar la hoja por un minuto sobre
la gota y enseguida despegar del portaobjetos. Las
impresiones se llevaron al laboratorio donde se
observaron en un microscopio optico ANJUE N-800
(Shanghai, China) que tenia adaptada una camara
digital HDCE-50B (Alltion, China). Se fotografiaron
tres campos elegidos al azar por tratamiento para el
conteo de los estomas.

DETERMINACION DE LA FOTOSINTESIS,
TRANSPIRACION TOTAL Y CONDUCTANCIA
ESTOMATICA

Para las determinaciones se utilizaron hojas
totalmente expandidas en la misma posicién (hojas
dos y tres) en los brotes y plantas in vitro al final del
experimento, entre cuatro y cinco horas después
del principio del fotoperiodo. Se realizaron las
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determinaciones por tratamiento en 12 plantas con
diez mediciones en cada una para un total de 120
mediciones. La capacidad fotosintética maxima (umol
CO, m?s™), la transpiracion total (mmol H,O m?s™) y la
conductancia estomatica (mmol m2s™') se midieron con
el equipo CIRAS-2 (Sistema Portétil de Fotosintesis,
Reino Unido) acoplado a una cubeta universal PLC6
2,5cm?. El area de la cubeta se cubrié completamente
con la hoja (1,7 cm?). La concentracion del diéxido de
carbono, la temperatura del aire y la humedad relativa
(80-90 %) fueron valores ambientales. Para el trabajo
con el equipo la luz fue fijada a una intensidad
de 900 ymol m? s™'. Las mediciones fueron siempre
realizadas a todas las plantas in vitro entre las 9:00
a 10:00 a.m.

Ademas se calculd la eficiencia en el uso del agua
de la fotosintesis mediante la férmula: asimilacion neta
de CO, / conductancia estomatica (21).

CONDICIONES DE ACLIMATIZACION EX VITRO

Las plantas para su crecimiento se cultivaron
bajo un fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de oscuridad,
con una temperatura media durante el dia de 3042 °C
y una humedad relativa de 70-75 %. La intensidad
luminica oscilé entre 224 y 457 pmol m2 s, la cual
se midié con un Luxdémetro Extech 401025 (Extech
Instruments, EUA).

Se utilizdé un sustrato compuesto por zeolita
(Tabla I) y compost de cachaza de cafia de azucar
(Saccharum spp, hibrido) (9:1, v/v). Estos componentes
fueron colocados en macetas de plastico de 500 mL
de volumen total. Primero se depositd en el fondo el
compost y encima la zeolita para garantizar una buena
aireacion de las raices de las plantas de papaya. El
riego fue realizado de forma manual por aspersion
dos veces al dia. Las plantas fueron cubiertas por un
frasco de vidrio transparente durante cinco dias para
garantizar una alta humedad relativa mayor del 90 %
y un sombreo del 70 % con una malla saran negra.

Se utilizaron por tratamiento 20 plantas con la
combinacién AIB con 9 y 12 mg L' de Pectimorf®
y los controles sin Pectimorf® en zeolita y agar.
El porcentaje de supervivencia (%) se determind
contando las plantas que se mantenian vivas en el
momento de evaluacion (siete dias) (22).

ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis estadisticos se utilizé el paquete
de programas SPSS para Windows version 21 (23).
Para el analisis de la normalidad de las variables se
utilizé el test de Shapiro Wilk, para la comparacion
entre las medias se aplicé la alternativa no paramétrica
del Analisis de Varianza, el test de Kruskal-Wallis y
para la comparacion entre parejas de grupos se utilizd
el test no paramétrico de Mann-Whitney.
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RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LA COMBINACION SACAROSA,
EL AIB Y EL PECTIMORF® EN EL ENRAIZAMIENTO
Y LA ACLIMATIZACION IN VITRO

El tratamiento control con zeolita (sin sacarosa
y 2 mg L' de AIB) tuvo una respuesta superior en el
porcentaje de enraizamiento respecto al resto de los
tratamientos. En las demas variables morfoldgicas
evaluadas tuvo valores iguales y superiores con
diferencias significativas, en varios de los tratamientos.
Ninguna de las concentraciones de Pectimorf®
empleadas en este primer experimento (3, 5y 7 mgL")
superaron los resultados del tratamiento control
zeolita; sin embargo, es de destacar que todos fueron
superiores al control con agar con 40 gL' de sacarosa
(Tabla 1I).

Para las variables relacionadas con el
enraizamiento tales como, numero de raices y
porcentaje de enraizamiento, los valores alcanzados
por el tratamiento control zeolita con 2 mg L de AIB,
fueron superiores al resto de los tratamientos con
diferencias significativas.

En este experimento las concentraciones de
Pectimorf® estudiadas en combinacion o no con la
auxina AIB, no estimularon la longitud ni el nUmero de
la raiz. Solo se alcanzé un 50,0 % de enraizamiento
en el tratamiento sin sacarosa, 2 mg L' de AIB
y 7 mg L' de Pectimorf® con valor inferior al 62,5 %
del tratamiento control con zeolita con 2 mg L' de
AIB (Tabla I1).

En los tratamientos donde no estuvo presente la
sacarosa en el medio de cultivo, las plantas crecieron y
se desarrollaron de forma normal comparados con los
tratamientos con sacarosa (10 gLy el control 40 gL™).
Esto supone que las plantas in vitro de papaya en estas
condiciones de cultivo tuvieron un comportamiento
fotoautotrdéfico (Tabla II). Sin embargo, es importante
destacar que con la presencia de la sacarosa en el
medio de cultivo y a pesar de la presencia de ambos
estimuladores del crecimiento el porcentaje de
enraizamiento fue muy bajo (5,0 %) o nulo.

No siempre en todas las plantas cultivadas in vitro
la eliminacion de la sacarosa en el medio de cultivo
presupone el desarrollo de un buen sistema de raices.

Se ha informado que plantas creciendo en medio
de cultivo con sacarosa mostraron un mayor nimeroy
raices mas largas que en el tratamiento sin sacarosa,
en la orquidea del género Doritaenopsis (24).

Tabla Il. Efecto de la combinacién sacarosa, AIB y Pectimorf® en el crecimiento y enraizamiento de las
plantas in vitro de papaya (Carica papaya L. cv. Maradol Roja) creciendo en frascos de cultivo
con zeolita como soporte, a los 37 dias de cultivo

Sacarosa AIB Concentracion ~ Altura  No. de Masa No. Longitud No.de  Enraizamiento
(gL (mg L") de Pectimorf® (cm) hojas fresca  entrenudos delaraiz  raices (%)
(mg LY (gMF) (cm)
0 0 3 3,58b  3,78cd 0,42 bc 10,14 a 0,12b 0,28 ¢ 5,00d
0 0 5 4,19a 4,550 0,47 b 11,05 a 0,01 ¢ 0,05d 5,00d
0 0 7 3,88ab 3,90bc 0,50 ab 10,20 a 0,18 ab 0,10d 5,00d
0 2 3 4,13a  3,69cd 0,60a 12,70 a 0,11b 0,54 ¢ 28,6 ¢
0 2 5 3,68b 4,18b  0,52ab 11,87 a 0d Oc Oe
0 2 7 4,02a 4,18b 0,52ab 11,87 a 0,32a 1,81b 50,0 b
10 2 3 400a 344d 046D 8,88 b 0d Oc Oe
10 2 5 338¢c  4,00b 0,33 ¢ 8,00b 0d Oc Oe
10 2 7 336¢  3,66cd 032c¢ 7,110 0,04 ¢ 0,11d 5,00d
0 2 0 424a 6,03a 0,73 a 9,68 ab 0,58 a 2,03a 62,5a
Control Zeolita

40 2 0 3,62b  326d  0,42bc 9,26 ab 0d Oc Oe

Control agar

* *

Significacion

* * * * *

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren estadisticamente segun prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis /

Mann-Whitney para P<0,05 (n=20)
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En el cultivo in vitro de la papaya es conocido el
uso del regulador del crecimiento AIB para la formacion
de raices (13, 17, 25); sin embargo, este regulador
del crecimiento en el medio de cultivo semisodlido
estimula la formacién de un callo basal que impide o
hace infuncional algunas de las raices que se forman,
por no tener conexién con el tallo. En ninguno de los
tratamientos con zeolita como soporte se formé callo
basal en los brotes, a pesar de estar presente el AIB
a una concentracion de 2 mg L' y en combinacion
con el Pectimorf®. En el cultivo in vitro de la papaya
solo ha sido estudiado el uso de Pectimorf® a baja
concentracion (1 mg L) en la propagacion in vitro
(organogénesis) en combinacion con el 6 BAP en las
fases de establecimiento y multiplicacion®.

La zeolita también permitiéo un mejor crecimiento
y desarrollo de las raices, dado por la mayor aireacion
que reciben durante su crecimiento in vitro. Resultados
estos que anteriormente no se habian obtenido para
este cultivo. No obstante en el cultivo de la papaya in
vitro se ha utilizado la vermiculita como soporte para
el enraizamiento de los brotes.

El uso de la vermiculita combinado con el AIB para
el enraizamiento de distintas variedades de papaya ha
sido informado por varios autores (25, 26). Los mismos
sefalan el efecto beneficioso de la vermiculita para
lograr altos porcentajes de enraizamiento (80-90 %). Sin
embargo, algunos autores sefialan el efecto superior
del AIB sobre otras auxinas (ANA; AlA) para lograr el
enraizamiento de brotes in vitro de papaya, pero en
medio de cultivo semisdlido (13).

Respecto a la contaminacién microbiana, los
niveles alcanzados fueron de 10,0-15,0 % de los frascos
de cultivo, donde el medio tenia sacarosa, a los 37
dias de cultivo. En el resto de los tratamientos sin la
presencia de la sacarosa en el medio de cultivo los
valores de contaminacién fueron menores del 4,0 %.

Los resultados alcanzados en este primer
experimento llevaron al estudio de concentraciones
mas altas de Pectimorf® para incrementar el
porcentaje de enraizamiento de los brotes in vitro de
papaya cv. Maradol Roja en presencia de AIB, sin
sacarosa en el medio de cultivo y utilizando la zeolita
como soporte.

EFecTO DE LA cOMBINACION AIB-PECTIMORF®
SIN SACAROSA EN EL ENRAIZAMIENTO
Y ACLIMATIZACION IN VITRO

Los tratamientos con las mayores concentraciones
de Pectimorf® 9 y 12 mg L' (Figura 2), tuvieron una

respuesta superior para la variable morfolégica (area
foliar) con diferencias significativas con el resto de

B Roque, L. A. Y. Propagacién in vitro de la papaya (Carica papaya L.) cv
Maradol Roja: Una alternativa de solucion para los productores habaneros.

[Tesis de Doctorado], Universidad Agraria de La Habana,
Agronomia, La Habana, Cuba, 2004, 100 p.
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los tratamientos. Respecto a la variable longitud de
la raiz mas larga, los valores mas altos se alcanzaron
en ambos tratamientos anteriormente senalados,
pero sin diferencias estadisticas. No obstante, el
mayor porcentaje de plantas con raices (84,2 %)
fue alcanzado con la concentracion de 9 mg L' de
Pectimorf® en complemento con la auxina AlB, siendo
superior al resto de los tratamientos y al control, a los
37 dias de cultivo (Tabla III).

Control zeolita y 9.8
UM AIB

12 mg L'* Pectimorf
y 9.8 uM de AIB

9 mg L Pectimorfy
9.8 uM de AIB

Figura 2. Aspecto de las plantas in vitro de papaya
cultivar Maradol Rojay su sistema de raices
en el control y en las concentraciones mas
altas de Pectimorf® estudiadas a los 37
dias de cultivo en frascos de cultivo con
zeolita como soporte y dos orificios en la
tapa para aumentar la ventilacién

En el presente trabajo la mejor concentracién
de Pectimorf® que estimuldé la formacion de
raices en brotes de papaya coincide con iguales
concentraciones utilizadas en otros cultivos empleando
este bioproducto. Por ejemplo, en el cultivo de la
yuca (Manihot esculenta L.)°, obtuvieron los mejores
resultados con 9 mgL' de Pectimorf® para aumentar el
enraizamiento de los brotes in vitro y su aclimatizacion.
En el Spathiphyllium sp (15) lograron el estimulé
del desarrollo radical de los brotes in vitro. También
se observo la promocién de raices secundarias en
los peciolos de la violeta (Saintpaulia ionantha),
0 sea, un efecto auxinico al emplear la mezcla de
oligogalacturénicos a 10 mg L' (16) en comparacion
con la auxina 4cido indol acético (AlA); y no incrementd
el numero de raices, ni su longitud igual que ocurrié
con los brotes in vitro de papaya.

Otros autores sefialan el criterio de que el
Pectimorf® ejerce una accion similar al de las auxinas
o de una sinergia con la auxina presente en el medio
de cultivo (27). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo demuestran la sinergia del Pectimorf® con la
auxina AlB.

€ Hernandez, H. M.; Suarez, L.; Valcarcel, M. y Lopez, M. “Empleo de
una mezcla de oligogalacturénidos (Pectimorf) en la micropropagacion
de yuca (Manihot esculenta, Crantz) y Malanga (Colocasia sp.)”. En: II
Simposio Internacional de Raices, Rizomas, Tubérculos, Pldtanos, Bananos

Facultad de Y Fapava, edit. Instituto Nacional de Investigaciones en Viandas Tropicales

(INIVIT), Villa Clara, Cuba, 2013.
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Tabla lll. Efecto de la combinacién AlB-Pectimorf® en el crecimiento y enraizamiento de las plantas in
vitro de papaya (Carica papaya L. cv. Maradol Roja) creciendo en frascos de cultivo con zeolita

como soporte, a los 37 dias de cultivo

Sacarosa AIB Concentracion Altura No.de Area Masa fresca No. Longitud No.de Enraizamiento
(gLh (mg L") dePectimorf (cm)  hojas  foliar planta entrenudos de laraiz raices (%)
(mg LY (cm?*)  (gMF) (cm)
0 2 7 4,02 4,57 1,320 0,56 b 12,77 a 0,35 2,07 52,8¢
0 2 9 4,04 521 1,59a 0,80 a 10,21 ab 0,75 2,15 842 a
0 2 12 4,06 521 1,50a 0,84 a 10,72 ab 0,87 1,72 69,0b
0 2 0 4,27 6,09 1,30b 0,69 ab 9,61b 0,55 2,00 63,6b
Control
Zeolita
Significacion n.s n.s * * n.s n.s *

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren estadisticamente seglin prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis /

Mann-Whitney para P<0,05 (n=20)

También en tabaco (Nicotiana tabacum L.) y
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (28), utilizando 10 mg L™
de Pectimorf® en combinacion con la auxina AlB,
pero en concentracion mas baja (0,5 mg L") a la del
presente trabajo, alcanzaron los mejores resultados en
el incremento de la longitud de la raiz. Estos autores
informan que el Pectimorf® estimulé la elongacion
de la raiz primaria y desacelerd la formacion de
raices laterales. El Pectimorf® a las concentraciones
estudiadas en combinacién con el AIB no estimul6 la
formacién de un mayor numero de raices por brote in
vitro en el cultivo de papaya (Tablas 11 y III).

Al analizar los resultados de las variables
fisiolégicas evaluadas (fotosintesis, transpiracion
y conductancia estomatica) los tratamientos con
Pectimorf® tuvieron un efecto negativo sobre la
actividad fotosintética de las plantas in vitro de papaya
a los 37 dias de cultivo.

El tratamiento control (zeolitay 2 mg L' de AIB)
tuvo el mayor valor de fotosintesis y conductancia
estomatica con diferencias significativas con el resto
de los tratamientos; sin embargo, tuvo una mayor
transpiracion lo cual es negativo para la aclimatizacién
de las plantas in vitro a las condiciones ex vitro ya que
estas sufriran una mayor pérdida de agua (Tabla V).

Al analizar la eficiencia en el uso del agua de
la fotosintesis la concentracion de 12 mg L de
Pectimorf® alcanzoé el valor mas alto, respecto a los
demas tratamientos, lo que demuestra que las plantas
de papaya estaban captando mas CO, con el concurso
de menos agua (Tabla 1V).

El tratamiento con 9 mg L' de Pectimorf® tuvo
menor nivel de fotosintesis y conductancia estomatica
respecto al control zeolita; pero superior al resto de
las concentraciones de Pectimorf® con diferencias
significativas, ademas de una menor transpiracion
que el control, teniendo una mejor respuesta en las
condiciones ex vitro con altos valores de supervivencia
para este cultivo (Tabla V).
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Respecto a la relacién estomas abiertos y cerrados
asi como el numero total de estos por mm2;los mayores
porcentajes de estomas abiertos se alcanzaron en las
plantas in vitro de los controles (soporte con zeolita
y agar) con 35,0 % y 72,41 % respectivamente. Sin
embargo, en los tratamientos con el Pectimorf® y la
auxina AlB, los valores fueron inferiores, lo cual es
un aspecto positivo para la adaptacion posterior a
condiciones ex vitro.

Esto permite afirmar que las plantas de papaya
han tenido un proceso de aclimatizacion in vitro con
el uso del Pectimorf®. También con la concentracion
de 9 mg L' de Pectimorf® el nimero de estomas por
area fue inferior al resto de los tratamientos (Tabla V). Todo
lo anterior, unido a un mayor porcentaje de plantas con
raices en el tratamiento con 9 mg L' de Pectimorf®
permitid obtener a los siete dias en condiciones
de aclimatizacién ex vitro el mayor porcentaje de
supervivencia (76,2 %); a pesar de tener el tratamiento
con 12 mgL" una mayor eficiencia en el uso del agua
de la fotosintesis. Todo esto demuestra la importancia
de obtener un alto numero de plantas in vitro de
papaya, con raices para garantizar altos porcentajes
de supervivencia ex vitro.

Es importante sefalar la respuesta de las plantas
del tratamiento control agar, las cuales no tenian raices
producto de las condiciones del cultivo in vitro con alta
humedad relativa dentro del frasco de cultivo; estas
tuvieron un alto porcentaje de estomas abiertos 72,4 %
y a pesar de no tener un alto nimero de estomas por
area, el 100 % de las plantas no sobrevivieron a las
condiciones ex vitro de aclimatizacion (Tabla V).

Autores informan que al comparar la densidad
estomatica en hojas de plantas cultivadas in vitro con
otras en condiciones de invernadero encontraron que
la densidad estomatica es mas del doble en las plantas
in vitro que las de invernadero (29).
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Tabla IV. Efecto del Pectimorf® sobre la actividad fotosintética (umol CO, m?2s™), transpiratoria
(mmol H,0 m?s”), eficiencia en el uso del agua en la fotosintesis y conductancia estomatica
(mmol m2 s) en plantas de papaya (Carica papaya L. cv. Maradol Roja) cultivadas in vitro en

frascos con zeolita como soporte

Sacarosa AIB Concentracion Fotosintesis Transpiracion Eficiencia Conductancia
(gLh (mg L")  dePectimorf®  (umol CO, m?s")  (mmol H,O m?s) en el uso del agua estomatica

(mgL") (umol CO, mmol H,O™")  (mmol m?s™)

0 2 7 1,481d 0,666 d 2,223 12,14 ¢

0 2 9 3,548 b 1,298 b 2,733 2426 b

0 2 12 3,070 ¢ 0,793 ¢ 3,871 18,66 b

0 2 0 3,828 a 1,506 a 2,542 3485a

Control Zeolita
Significacion * * *

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren estadisticamente segun prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis /

Mann-Whitney para P<0,05 (n=120)

Las mediciones se realizaron a los 37 dias de permanecer las plantas en condiciones de aclimatizacion in vitro

Tabla V. Estomas de las hojas y supervivencia de plantas in vitro de papaya (Carica papaya L. cv. Maradol
Roja) a los 37 dias de cultivo y siete dias después de plantadas en condiciones de aclimatizacion

Sacarosa AIB Concentracion Estomas abiertos Estomas cerrados Numero de estomas  Supervivencia
(gL™h (mg L) de Pectimorf® (%) (%) (mm?) (%)
(mg L) 0 dias 7 dias Odias 7 dias 0 dias 7 dias

0 2 9 26,14 66,60 73,86 33,40 87 69 76,2

0 2 12 33,30 71,76 66,67 28,40 117 60 50,8

0 2 0 35,00 24,50 65,00 73,60 100 60 58,9

Control Zeolita
40 2 0 72,41 0,0 27,59 0,0 88 0 0,0
Control Agar

Plantas de semillas 27,5 72,5 40 100,0

Ademas, encontraron diferencias en el tamafo
y el numero de estomas. Las plantas in vitro de la
especie lefosa Castanea sativa tuvieron una mayor
proporcién de estomas abiertos que las plantas
de invernadero. En esta investigacion fue posible
cambiar esta proporcion, debido a las condiciones
empleadas que permitieron su aclimatizacion in vitro
como fotoautotréfismo (medio de cultivo sin sacarosa),
zeolita como soporte, la apertura en la cubierta de
los frascos permitiendo una mayor aireacion y alta
supervivencia ex vitro de las plantas.

El Pectimorf® ha sido utilizado por varios autores
para el enraizamiento en diferentes especies de
plantas cultivadas in vitro (15, 16, 30). Todos estos
autores senalan que la concentracion adecuada del
Pectimorf® como regulador del crecimiento para el
cultivo in vitro de plantas es alrededor de los 10 mg L™,
lo cual apoya los resultados de este trabajo.

Este oligogalacturénido ejercié una accion de
sinergia con la auxina, presente en el medio de
cultivo. Lo que se demuestra en el enraizamiento de
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los brotes in vitro de papaya al alcanzar un 20,6 %
mas de brotes con raices con la mejor combinacion
de AIB y Pectimorf® (9 mg L") respecto al control
sin Pectimorf®. Parte de este efecto positivo en el
crecimiento son atribuidos a los aumentos en las tasas
de division celular. Sin embargo, los mecanismos
que explican la estimulacién del Pectimorf® en la
divisién celular en las plantas superiores aun son
desconocidos (28).

La accion sinérgica del AIB con 9 mg L' de
Pectimorf®, unido a las condiciones de cultivo que se
utilizaron, permitié obtener plantas in vitro de papaya
con una mayor area foliar, masa fresca, mayor valor
en el niumero de raices, una elevada tasa fotosintética
y conductancia estomatica; lo cual unido a un alto
porcentaje de enraizamiento (84,2 %) y un menor
porcentaje de estomas abiertos con respecto al resto
de los tratamientos permitié alcanzar un 76,2 % de
supervivencia en condiciones ex Vitro.
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CONCLUSIONES

¢

El Pectimorf® influy6é positivamente en el
enraizamiento y aclimatizacion ex vitro de las
plantas de papaya.

El mayor numero de plantas con raices asi como el
mayor porcentaje de supervivencia se alcanzé en el
tratamiento con 9 mg L' de Pectimorf® combinado
con 2 mg L"deAIB, en ausencia de sacarosa, en el
medio de cultivo y utilizando la zeolita como soporte.
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