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RESUMEN

La microinjertaciéon de babaco (Vasconcella heilbornii cv pentagona) y
chihualcan (Vasconcella heilbornii cv crhysophetala) en patrones de papaya
(Carica papaya) se realiz6 mediante las técnicas de Mosella - Ascui (1984) y de
Navarro et al. (1975).

Se analiz6 la germinacion de semillas de papaya in vitro sembradas enteras
o desprovistas de su testa. Las plantulas de papaya se cultivaron en el medio de
Pedroza y Perea (1990) y en el medio de Roque (2001) para determinar el mas
adecuado para su crecimiento. Se usaron apices de babaco y chihualcan, para la
microinjertacion en papaya, los cuales se colocaron previamente en una solucion
liquida que contenia sales MS, AIA (30 ppm) y sacarosa (25 g/l) por 2 minutos, 30
minutos, 24 horas y 48 horas.

Los resultados demostraron que las semillas sembradas sin testa
germinaron en menor tiempo que las semillas enteras. Las plantulas resultantes
de semillas sin testa presentaron tallos delgados y su indice de germinacion llego
cerca del 58%. En cambio, las plantulas provenientes de semillas enteras
presentaron plantulas con tallos gruesos y un indice de germinacién de
aproximadamente el 80%. Las plantulas de papaya cultivadas tanto en el medio de
Pedroza y Perea (1990) como en el medio de Roque (2001) mejoraron la

elongacion del tallo sin encontrarse diferencias significativas entre ambos medios.

En el prendimiento de microinjertos papaya — papaya se obtuvo cerca de un 90%
de éxito al tratar los apices previamente por 2 a 30 minutos en soluciones
concentradas de AIA. En los microinjertos de babaco-papaya y chihualcan-papaya
hubo falta de prendimiento posiblemente debido a una incompatibilidad entre los

géneros vasconcellas y carica.
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ABSTRACT

The Mosella - Ascui and of Navarro et al. techniques were evaluated for the
micrografting of babaco (Vasconcella heilbornii cv pentagona) and chihualcan

(Vasconcella heilbornii cv crhysophetala) in patterns of papaya (Carica papaya).

For this process, the in vitro papaya seed germination of seeds was
analyzed with both the entire seed and the seed with its covering removed. The
papaya seedlings were cultivated in the Pedroza and Perea and in the Roque
medium to determine which is most suitable for the growth of the seedlings. The
shoot tips where used for micrografting. These were placed in a liquid solution that
contained MS salts, AIA (30 ppm) and saccharose (25 g/l) for the following periods
of the time: 2 minutes, 30 minutes, 24 hours and 48 hours. The incidence of this

process was proved in papaya-papaya micrografts.

The results demonstrated that a seed without its covering germinated in less
time. However, the resulting plants had thin stems and an index of germination at
58%. At the same time, the entire seeds which took more time to emerge,
presented plants with heavy stems and an index of germination of 80%. Papaya
plants in both the Pedroza and Perea medium as well as Roque medium their stem

grown without showing significant differences between the two mediums.

When the shoot tips were treated for 2 to 30 minutes in concentrated AlA
solutions, the results showed a 90% papaya-papaya micrografts success. The lack
of successful micrografts of babaco-papaya and chihualcan-papaya is due to a

possible incompatibility between vasconcellas and carica papaya.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

El babaco y el chihualcdn son especies de papayas andinas originarias de
nuestro pais con un excelente potencial econémico, ya sea que se comercialice
como fruta exdtica en el mercado internacional o0 por sus composiciones quimicas
para usos industriales (enzimas proteoliticas), medicinales y terapéuticos
(arteriosclerosis). Sin embargo, pese a estas cualidades, han sido limitadamente
cultivadas en el pais, ya sea por la escasa investigacion realizada sobre estos

frutales como por la baja oferta de plantas libres de patégenos.

El ataque del hongo Fusarium oxysporum es el principal problema que
tienen los productores de babaco hoy en dia. Este patégeno, que ataca el sistema
radicular de las vasconcellas, ha sido controlado medianamente por medio de
tratamientos quimicos de los suelos donde se cultiva babaco. No obstante, la
solucion mas econdmica y con menos impacto ambiental es la injertacion en

campo en patrones de papaya.

El inconveniente que se presenta con la injertacion es la poca disponibilidad
de material vegetal (babaco y papaya). Esto origina que no exista la cantidad
suficiente de plantas injertadas para cubrir la demanda nacional de estos frutales.
Es por tanto necesario el empleo de técnicas que permitan la masificacion del

material vegetal.

1.2 Justificacién del problema

La aplicacién de técnicas biotecnolégicas nos permite solucionar problemas
gue impiden trabajar con varios frutales en los que no es posible una reproduccion
masiva en el campo de los mismos. El cultivo de tejidos vegetales in vitro, una de

estas técnicas, brinda la posibilidad de producir la cantidad suficiente de plantas
1



de babaco y chihualcan libres de patdgenos y con las mejores caracteristicas

agronémicas.

La microinjertacion, que es otra técnica biotecnoldgica, que permitira
obtener injertos en mejores condiciones fitosanitarias. Actualmente la técnica de
microinjertacion estd encaminada a la obtencion de plantas libres de virus, siendo
en citricos donde mas investigaciones se han llevado a cabo. Por esta razon, es
necesario el desarrollo de una técnica optimizada para la microinjertacion de las

vasconcellas, babaco y chihualcan.

Igualmente, la consecucion de los objetivos del proyecto sera el inicio para
la investigacion de la compatibilidad entre las vasconcellas (babaco y chihualcan)
y con papaya, debido a que anteriormente se los agrupaba en un mismo género.
Pues seria necesaria la busqueda de patrones genéticamente mas cercanos a

babaco y chihualcan para realizar los microinjertos.

Ademas, se dejara sentado un precedente de la utilizacion de la técnica de
microinjertacion para su uso en otros frutales andinos. Y ya que estas técnicas
permiten reducir el uso de agentes quimicos para el control de patdégenos, se vera
beneficiado el medio ambiente, se lograra impulsar la agricultura organica y

disminuir la toxicidad por plaguicidas.

1.30bjetivos

1.3.1 Objetivo General del proyecto

e Evaluar las técnicas de Navarro et al. (1975) y Mosella y Ascui (1984) para la
microinjertacion de babaco y chihualcAn en patrones de papaya bajo

condiciones de laboratorio.



1.3.2 Objetivos Especificos del proyecto

e Obtener patrones de papaya germinados in vitro.

e Estandarizar y optimizar la técnica de microinjertacion desarrollada por Navarro
et al. (1975).

e Estandarizar y optimizar la técnica de microinjertacion desarrollada por Mosella
y Ascui (1984).

e Evaluar la técnica desarrollada por Navarro et al. (1975) para la
microinjertacion de babaco y chihualcan en patrones de papaya.

e Evaluar la técnica desarrollada por Mosella y Ascui (1984) para la

microinjertacion de babaco y chihualcan en patrones de papaya.



1.4Marco Tebrico

1.4.1 Babaco (Vasconcella helbornii cv pentagona)

El babaco es una planta arbustiva de tallos semilefiosos. Es un hibrido
natural producto del cruzamiento entre chamburo (Vasconcella pubescens) y el
toronche (Vasconcella estipulata). Es un arbol nativo de la sierra sur del Ecuador,

en las provincias de Lojay el Azuay (Scheldenman et al, 2000).

El fruto es una baya sin semilla de seccidon pentagonal que mide
aproximadamente unos 20 cm de largo por 6 cm de didmetro y pesa de 300 a
1200 g. La epidermis del fruto es verde cuando esta en crecimiento y a la
madurez es amarilla. La pulpa es acuosa, de color crema y de olor especial, sobre
todo cuando esta maduro (PROEXANT, 2000).

En el Ecuador la produccion babaco es baja debido a la susceptibilidad que
tiene el cultivo a fusarium sp. Para evitar la enfermedad se ha probado con éxito la

injertacion en diferentes patrones (SICA, 2001).

1.4.1.1 Taxonomiay distribucion geografica

Anteriormente, el babaco formaba parte del género Carica, al que
pertenece la papaya (Carica papaya), tomando el nombre cientifico de Carica
pentagona. Yaguachi y Medina (2003) realizan una nueva clasificacion de la
familia Caricacea y coloca al babaco como parte del género de las Vasconcellas,
cabe sefialar que todas las “papayas de montafa” se encuentran en este género.
Su nombre cientifico actual es Vasconcella heilbornii cv. pentagona, su nombre

comun en otros paises es chamburo (PROEXANT, 2000).

El babaco es originario del Ecuador y se ha distribuido en forma natural por

toda la region andina, desde Colombia hasta Chile. Las zonas de cultivos para
4



este frutal en el Ecuador son: Imbabura (Atuntaqui, Perucho); en el callejon
interandino (Tumbaco, Patate, Bafios, Gualaceo, Santa Isabel) segun Falconi
(2001). El cultivo de babaco se introdujo a Italia en 1985, a Francia en 1987, en
Espafia hay plantaciones comerciales desde 1989, en los Estados Unidos existen
cultivos de babaco bajo invernadero especificamente en California, en el Reino
Unido en Guernsey, ademas de Israel y en Nueva Zelanda (PROEXANT, 2000).

Las zonas ecoldgicas en la que se desarrolla este cultivo es el bosque seco
montano bajo, en un clima templado, con una temperatura promedio anual de
13.3° C, con un porcentaje de humedad de alrededor del 75.2%, la precipitacion
anual de 499 mm y una luminosidad de 1658.7 horas por afio (SICA, 2001).

1.4.1.2 Propagacion

El babaco se puede reproducir solamente por via asexual o vegetativa,
debido a que posee un fruto partenocarpico, es decir que no produce semilla,

siendo este un problema para el desarrollo del babaco (SICA, 2001).

Un método de propagacion es por medio de estacas en vivero, la plantacion
se realiza cuando las plantas tienen de 30 a 40 cm de altura. El tiempo que
generalmente se demora en alcanzar dicha altura es de 60 a 70 dias luego de

haber sido sembrada (Falconi, 2001).

Otro método es por medio de brotes tiernos, forma de propagacion muy
utilizada a nivel de invernadero o en camas de enraizamiento protegido con
plastico (semitransparente). El método consiste en extraer brotes que tengan una
longitud de 10 cm y un diametro de 1.5 a 2.5 cm de plantas en crecimiento. Luego
se procede a enraizar el brote que previamente se corta debla parte superior para
estimular la brotacion de las yemas. A la sexta o séptima semana los brotes estan

listos para ser transplantados a fundas plasticas. El sustrato de dichas fundas



debe contener dos partes de tierra negra y una de pomina, ademas de
encontrarse adecuadamente desinfectado (Falconi, 2001).

La técnica por injerto mas usual en estos casos es la de pua terminal o asa
terminal, que consiste en decapitar el patron a una altura de 10 a 15 cm., luego se
realiza una hendidura diametral longitudinal donde se injerta al babaco con 2 o
mas yemas, por ultimo se cubre con cinta plastica para favorecer la unién del

patrén y evitar el ingreso de agentes nocivos al vegetal (SICA, 2001).

1.4.1.3 Enfermedades

Fusariosis

Esta enfermedad es conocida también como la pudricion de las raices,
debido a que por la raiz inicia su ataque causando el marchitamiento de la planta.
Presenta sintomas muy similares a la muerte descendente. Los principales
agentes causales de esta enfermedad son: Phytophthora sp., Pythium sp.,
Rhizoctonia sp., y Fusarium sp., los cuales ocasionan la destruccion del sistema
radical del babaco. Al nivel de la corona el tejido se torna de un color café que
conforme avanza la enfermedad su consistencia se forma acuosa, las hojas se
vuelven clordticas, se marchitan hasta que se caen, los frutos caen también hasta

gue muere toda la planta (Falconi, 2001).

Oidio

Se conoce como la cenicilla, su agente causal es Oidium sp. Se presenta
un polvillo de color blanco con manchas irregulares en las hojas, especificamente
en el envés. En el haz, aparecen manchas cloréticas que se agrandan y agrupan,
reduciendo notoriamente el area fotosintética de la planta. Los 6rganos atacados

se deforman y abarquillan. Su maximo dafio es cuando su ataque se encuentra



situado a nivel floral donde no produce fruto por la caida de la flor (PROEXANT,
2000).

Pudricién radicular

Se da por el agente causal Erwinia carotovora, es un habitante del suelo, su
ataque es aisladamente y sus consecuencias fatales para la plantacion (produce la
muerte de la planta) especialmente durante los primeros estadios. Produce una
pudricién suave que color negro o pardo oscuro a nivel de la base del tallo, como
consecuencia el follaje se torna flacido, amarillento y finalmente muere la planta
(PROEXANT, 2000).

1.4.2 Chihualcan (Vasconcella heilbornii cv chrysopetala)

El chihualcan es una planta con caracteristicas parecidas a las variedades
pentagona y fructifragans. Presentan estipulas espiciformes pequefas y blandas y
sus hojas son glabras, lobadas, palmadas con cinco nervaduras. Al igual que el
babaco, es descendiente del cruzamiento natural entre V. pubescens y V. stipulata
(Yaguache, 2003).

Su fruto presenta cinco l6bulos y sus caras son planas, su tamafo llega
hasta los 20 cm. La cantidad de semillas por fruto varia, puede presentar de 6 a 12
semillas. El sabor y aroma que presenta este fruto, asi como su tamafo, le
convierten en un potencial producto de exportacion, inclusive sobre el babaco

(Vasquez', 2006 comunicacién personal).

Sin embargo, pese a las propiedades del fruto andino, se tiene muy poca
informacion acerca del area cultivada en el pais debido a que su produccién esta

manejada en pequefas huertas particulares y s6lo se comercializa en pequefios

! Lider del Programa de Fruticultura, Granja Experimental Tumbaco, INIAP.
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mercados como en Gualaceo (se conoce como toronche) en la provincia del

Azuay (Encalada?, 2006 comunicacién personal).

Para Scheldman (2000), las papayas de montafia, como llama a las
vasconcellas, tienen una gran importancia econémica, ya que se han registrado
alta actividad enzimética en estos realizados a estos frutales, inclusive llegan a
superar a la obtenida en variedades de papayas que se usan para la extraccién de

proteasas como la papaina.
1.4.2.1 Taxonomiay distribucion geogréfica

El chihualcan pertenece a la familia de las Caricaceas, su nombre cientifico
es Vasconcella heilbornii cv chrysopetala, se conoce como una variedad dentro
del grupo de Vasconcella heilbornii (Yaguache, 2003). La forma de la flor es la

razon por la que se le conoce como crisopétala.

Al igual que la mayoria de Vasconcellas, el chihualcan se encuentra
distribuido en la region interandina, siendo su lugar de origen la provincia de Loja.
A diferencia del babaco y otras vasconcellas, como el chamburo y el toronche, el
chihualcan es un fruto muy particular de los valles de la sierra como en
Vilcabamba y Malacatos (Loja), Gualaceo (Azuay), Patate (Tungurahua), Mejia

(Pichincha) entre otros (Yaguache, 2003).
1.4.2.2 Propagacioén
Los métodos de propagacion del chihualcan son similares a los del babaco.

Aunque presenta semillas (6 a 12 semillas por fruto), tienen muy pobres

porcentajes de germinacion (Encalada, 2006 comunicacion personal).

2 Jefe del Programa de Fruticultura, Granja Experimental Bullcay (Gualaceo Prov. Azuay), INIAP.
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Normalmente, se usan estacas de 20 cm de largo de arboles adultos. Para
su trasplantacién en macetas se coloca sustrato de enraizamiento normal. Cinco
semanas después se obtienen brotes que pueden ser usados para multiplicar el

frutal (Encalada, 2006 comunicacion personal).

1.4.2.3 Enfermedades

Existe poca informacion sobre las principales enfermedades que afectan al
chihualcan. Galarza (2001) encontré que algunas vasconcellas, como v. monoica,
presentan un grado de resistencia a fusarium que produce fusariosis 0 marchitez
vascular. Sin embargo, en la Granja Experimental de Bullcay en la provincia del
Azuay, V. heilbornii sp. tiene gran susceptibilidad a fusarium y a otras
enfermedades que atacan al babaco. Por esta razdbn se conoce que tanto el
babaco como el chihualcan pueden padecer las mismas enfermedades por su

cercania genetica.

1.4.3 Papaya (Carica papaya)

La papaya es un frutal de origen centro americano, conocida en este
continente desde hace varios siglos atras. Presenta hojas grandes reunidas en el
extremo del tronco, palmatopartidas, con l6bulos a su vez divididos en forma

pinnada, pecioladas y sin estipulas (Albifiana, 1985).

Posee flores actinomorfas, pentameras, unisexuales o hermafroditas. Las
flores masculinas tienen una corola largamente tubular y diez estambres unidos a
ella; las femeninas tienen la corola tubular corta y de tres a cinco carpelos unidos
formando un ovario supero unilocular, con numerosos oOvulos de placentacion
parietal. Las flores hermafroditas son de tipo intermedio a las mono sexuadas
(Albifiana, 1985).



1.4.3.1 Taxonomiay distribucion geogréfica

La papaya, cuyo nombre cientifico es Carica papaya, pertenece a la familia
de las cariciceas, orden parietales. En Centroamérica es conocida vulgarmente
por los nombres de higueras de las islas, lechosa (Puerto Rico), papaya calentana,
mammeira (Brasil) y fruta bomba (Cuba) (Suquilanda, 1995).

La papaya tiene su origen natural en América Central, probablemente al sur de
México, de donde se ha extendido por todos los paises tropicales, cultivandose desde
tiempo inmemorables en esta zona, las Antillas, Brasil y en Africa Tropical (Kenia,
Tanganika) y en Norteamérica (California, Florida entre otros estados) (Suquilanda,
1995).

Los espafoles y portugueses la introdujeron en Filipinas y Malasia, y de alli
paso a las Islas Hawali, a la India y a Ceilan, donde se cultiva en gran escala. Uno de
las variedades mas conocidas a nivel mundial es la hawaiana, debido a su sabor y a

su escaso tamafio (Suquilanda, 1995).

En el Ecuador, la papaya es una fruta muy solicitada. Por esta razon se cultiva
en gran medida todos los valles calidos del pais, especialmente en la regién costera.
Aunque la variedad mas apreciada es la hawaiana, aun se encuentran en el mercado
variedades nacionales como la puna y la criolla, estas dos se han demostrado su
resistencia a fusarium siendo usadas como patrones para injertos con babaco
(Galarza, 2001).

1.4.3.2 Propagacion
La forma mas facil y econdmica de propagar papaya es por medio de las
semillas. A pesar de las dificultades que se presentan al obtener plantas de diferente

sexo, y que las plantas resultantes a veces no reproducen exactamente las

caracteristicas de la planta originaria (Albifiana, 1985).
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Cada fruto contiene de 800 a 1000 semillas. En este caso sera suficiente
depositar un par de semillas por maceta y una vez germinadas, cuando las plantas
hayan alcanzado una altura de 10 cm, dejar una sola plantula. El poder germinativo de
las semillas de papaya suele ser corto, por lo que conviene hacer la siembra lo mas
cerca posible a la época de recoleccion. Si bien la siembra puede hacerse
directamente en el lugar definitivo, es mejor proceder a la siembra previa en semillero
(Suquilanda, 1995).

Si se quiere tener la seguridad de obtener plantas exactamente iguales a la
originaria, tanto en sus caracteristicas como en su sexo, no hay otra soluciébn que

proceder a la multiplicacion de la planta por medio de esquejes.

Los esquejes se obtienen de las ramificaciones del arbol y puesto que éste no
se ramifica normalmente, sino cuando ya es viejo (al cabo de tres o cuatro afios de
cultivo), se debe proceder a la obtencién artificial de los esquejes. Para ello, en los
arboles de tres afios que ya deben retirarse del cultivo se procede a la operacion de
desmoche, que consiste en eliminar la cabeza o cogollo del arbol, con lo que se le

obliga a ramificarse, produciendo unas ramas o cogollos laterales (Albifiana, 1985).

1.4.3.3 Enfermedades

La planta de papaya puede ser atacada por dos plagas muy generalizadas,
como son los nematodos y la arafia roja. También por la mosca del Mediterraneo
(Ceratitis capitata) 6 por otra mosca, la Toxotrypana curricanda, que también ataca

a los frutos (Suquilanda, 1995).
Las llamadas moscas blancas que atacan a las hojas y el pulgon del

melocotonero (Myzodes persicae), que también ataca al papayo, es ademas

transmisor de un virus productor del llamado mosaico (Suquilanda, 1995).
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1.4.3.4 Resistencia

Es comunmente conocido que la simple aplicacion de &cido salicilico hace a
la planta mas resistente a ser infectada. Seria importante obtener una variedad
gue sintetizara por si misma el &cido salicilico al nivel requerido para conseguir el
mismo efecto. Se ha encontrado la implicacién de algunas sefiales quimicas que
aparecen, como el jasmonico, como respuesta de las plantas a heridas y

picaduras de insectos (Suquilanda, 1995).

Otro dato a tener en cuenta también, es la sintesis de péptidos
antimicrobianos del tipo de las mencionadas defensinas, como son las tioninas y
las recientemente caracterizadas snakinas, ademas de los compuestos de otra

naturaleza, las fitoalexinas, presentes en los exudados radicales (Olivares, 2000).

Se ha venido trabajando en la obtencion de variedades de papaya
resistentes a enfermedades como la marchitez vascular, que ataca las raices del
babaco, para utilizarlos como patrones en injertos de babaco. En este contexto, en
el 2001 en la granja experimental de Tumbaco perteneciente al Programa de
Fruticultura del INIAP, se determind la resistencia de dos variedades de papaya
locales (puna y criolla) a Fusarium sp., hongo productor de marchitez vascular
(Galarza, 2001)

1.4.4 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

La técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro, esta basada en la

totipotencialidad que presentan las células vegetales. Es decir, la capacidad de las

mismas para reproducir un organismo completo y con igual carga genética que el

vegetal de donde procede la célula (Jiménez, 1998).
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Los origenes de estas técnicas de cultivo de tejidos vegetales, se remontan
al afio 1902 como lo menciona Jiménez (1998) y el principal investigador de esta
area fue Haberlandt quien postul6 el principio de la totipotencia celular. Desde esa
época se han desarrollado varios métodos para la regeneraciéon de plantas en
base a este principio. Entre los principales métodos de regeneracién podemos

mencionar, la organogénesis y la embriogénesis somatica.

Los aplicaciones de estas técnicas son variadas y esta en dependencia de
lo que el investigador o productor requiera realizar. Una de estas aplicaciones es
la obtencion de plantas libres de patdgenos. Se ha demostrado que mediante el
cultivo de meristemos pueden producirse tejidos que no han sido atacados por una
infeccion viral (Pefa, 2000).

Otra aplicacion de la micropropagacion, quizas la mas importante, es la
propagacion masiva de plantas. Segun Jiménez (1998), este uso se dio a partir de
los afios 80 y fue popularizada por Kitto (1997). Entre las ventajas que sugiere el
autor tenemos: altos coeficientes de multiplicacion y manejo de elevados
volimenes de de plantas, introduccion rapida de nuevas variedades y clones,
produccion independiente de las condiciones ambientales, incremento en
rendimientos, uniformidad de plantas producidas, mayor facilidad en la

comercializacion, entre otras.

La mejora por mutagénesis y seleccion in vitro es una herramienta muy
poderosa del cultivo de tejidos vegetales. La facilidad para trabajar a nivel celular o
callos con estos sistemas, permiten mayor eficiencia en la aplicacion de las

técnicas de mutacion para el mejoramiento genético (Pérez, 1998).
El uso de la ingenieria genética en plantas ha tenido un gran desarrollo en

los ultimos afios, producto de la union de la biologia molecular y el cultivo de
tejidos (Jiménez, 1998).
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1.4.5 Microinjertacion

1.4.5.1 Antecedentes

El injerto en campo es el resultado de un acoplamiento entre dos individuos,
donde se produce una unién y existe un crecimiento (Moore, 1984). El objetivo
final de una injertacion es permitir a una planta mejorar problemas asociados con
juvenilidad, oxidacion, pérdida de estabilidad genética, resistencia a enfermedades
con patrones resistentes, entre otras (Mosella y Ascui, 1984).

El método de microinjertacion fue desarrollado por Murashige et al. (1972),
posteriormente mejorado por Navarro et al.,, (1975 y 1982) y Mosella y Ascui
(1984). El procedimiento patron usado en la mayoria de los laboratorios
comprende los siguientes pasos: preparacion del portainjerto, preparacion de la
copa, injerto in vitro, crecimiento de las plantas injertadas in vitro y transferencia al

suelo.

El objetivo de la microinjertacion es la union de dos vegetales, al igual que
en campo. Las principales aplicaciones de esta técnica son: obtencion de plantas
libres de virus, importacion de plantas por procedimientos de cuarentena,
separacion de virus en infecciones mezcladas (Navarro, 1988) y estudios sobre
incompatibilidad en el injerto (Zecca, 1995). Otras aplicaciones se podrian
realizar en dependencia de la necesidad de la investigacion; por ejemplo, para

reproducir plantas in vitro que presentan problemas de enraizamiento.

Se ha propuesto ademas, la produccion masiva de injertos in vitro para
obtener plantas injertadas que puedan ser llevadas al campo en tales condiciones.
Una variante en la técnica de microinjertacion podria permitir la obtencion de
plantas injertadas en mayores cantidades que con los métodos convencionales,
aunque la aplicacién de esta técnica se ha enfocado principalmente en la limpieza

de plantas contaminadas con virus. Mosella et al. (1984) propone germinar las
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semillas en macetas en invernaderos y realizar una multiplicacion de los apices in
vitro de tal manera que la cantidad de patrones e injertos sean mayores para la

injertacion.

1.4.5.2 Procesos histoldgicos

Moore (1984), describe que a nivel celular la unién de un injerto que es
compatible ocurre debido a tres procesos que lo hacen posible:
a) Existe una deposicion de materiales de la pared celular y la polimerizacién de
los mismos produce una cohesién entre el injerto y el portainjerto.
b) Luego ocurre una proliferaciéon de callo.
c) Y finalmente ocurre una re diferenciacion vascular de las plantas involucradas

como respuesta a la producciéon de auxinas.

La union continua que se produce entre las dos partes permite un estado
dinamico de comunicacion que a su vez favorece esta union, este evento es vital

para que la planta injertada actie como un solo organismo (Aguilar, 1990).

La formacién del callo que se da en la zona de union del injerto, es producto
de la intensa actividad mitotica que se considera como condicion basica para que
sea posible la unién (Yeoman y Brown, 1976). En microinjertos realizados en
Prunus se pudo observar que el desarrollo de las células callosas proliferan
principalmente del parénquima medular del patron y del injerto (Aguilar, 1990). La
coalescencia de las paredes celulares del callo se observan a partir del séptimo

dia después de realizado el injerto (Gedhardt y Goldbach, 1988).

Existe entonces un engrosamiento visible en a zona de unién del injerto,
una caracteristica que denuncia este hecho, es la presencia de polisacaridos que
han sido sintetizados por las dos partes vegetales inherentes en el injerto y que se

depositan en la zona de contacto del mismo, estas sustancias y otras
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macromoléculas se difunden por la pared celular de las células callosas y fomenta
la unién (Yeoman y Brown, 1976).

Las comunicaciones intercelulares se dan por el plasmodesma que existe
entre las células del patron y del injerto. Existen también conexiones
citoplasmaticas entre protoplastos no relacionados y por puentes celulares que se
forman entre células que no se encuentran en reproduccion (Kollmann y
Glockmann, 1985). Estas uniones primarias son necesarias por el significado
funcional que representan, pues ocurren en el lugar mismo donde se interrumpe el

transporte de sustancias (Kollmann y Glockmann, 1985).

En una planta con desarrollo normal, el apice representa la fuente natural
de auxinas, que son los reguladores de crecimiento responsables de la extension
y la polaridad de la diferenciacion vascular (Aguilar, 1990). Cuando ocurre la
injertacion, es decir el apice es cortado, el transporte basipétalo de este regulador
es bloqueado, de tal manera que los haces vasculares que preceden al apice se
convierten en receptores de esta hormona. Se hace indispensable por este motivo
la formacion de nuevo elementos vasculares para garantizar la conexion del injerto
(Gedhardt y Goldbach, 1988).

Este tipo de conexiones entre los nuevos tejidos vasculares formados y
entre las dos plantas injertadas, es solo posible en aquellas especies que tienen
un alto grado de compatibilidad, pues estas uniones restauran el flujo de agua y
nutrimentos en el injerto y establecen la fuerza mecéanica suficiente para

sostenerla union del injerto (Parkinson et al., 1987).

Las células del callo ya diferenciadas en elementos del sistema vascular,
xilema y floema, tienden a fusionarse con sus similes de la otra planta al momento
de perder su pared celular (Aguilar, 1990). Se conoce que los elementos del
xilema del patron toman una forma acropétala y son elementos cortos. Las células

del xilema en proceso de diferenciacién que existian antes del corte, no forman
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lignificados y se mantienen en ese estado. Las células que forman el procambium
son producto de divisiones periclinales de células del parénquima las cuales en lo
posterior dan origen a los elementos del xilema y floema y luego al cambium

vascular (Monzer y Kollman, 1986).

En microinjertos realizados en Prunus el cambium vascular se desarrolla a
partir del tejido interfascicular, es decir que los elementos del xilema se originan en
el brote injertado alrededor de la region medular (Aguilar, 1990). Los poros
cribosos continuos existentes entre injerto y portainjerto son una sefial de la unién,
ademas se apunta que tedricamente se atribuye la presencia de estos poros en
las zonas donde antes existia plasmodesma y por tanto, que su formacion es el
resultado de desarrollo de nuevas células del floema (Kollmann y Glockmann,
1985).

Se atribuye que las areas cribosas se forman en un estado de
reconocimiento celular que ocurre entre el patron y el injerto y que las moléculas
encargadas de este reconocimiento de compatibilidad esta a cargo de las auxinas
(Moore, 1984). Para demostrar esta teoria Parkinson et al. (1987) aplicaron
diferentes reguladores de crecimiento en la zona de injertacion y se observo que

estos afectaron el nimero de uniones vasculares y en la formacion de callo.

Una ventaja de las condiciones del cultivo in vitro es la en su alteracion de
los niveles de carbohidratos enddgenos necesarios para la xilogénesis y la
formacion de paredes celulares, mediante la variacion en la concentracion de
sacarosa de los medios. Asi también, se favorece la deposicion de pectinas que
se asocian con la union inicial (Aguilar, 1990). Otros ventajas de la
microinjertacion en cuanto a control de factores contrarios a la unién, como la
fenolizacion que afecta la cicatrizacidon, se evitan facilmente in vitro (Gedhardt y
Goldbach, 1988).
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1.4.5.3 Factores que intervienen en la microinjertacion

El éxito del microinjerto depende de una serie de factores intrinsecos en el
procedimiento basico que consta de cinco pasos: preparacion del patrén,
preparacion del &pice, ejecucion del microinjerto, cultivo de las plantas
microinjertadas y transplante de plantas injertadas in vitro al invernadero (Navarro,
1988).

Navarro et al. (1975) manifiesta que, en la obtencion del patrén, el
porcentaje de microinjertos exitosos se ve influenciado por tres factores tales
como: el efecto de la luz en la germinacion de la semilla, la edad de la plantula al

realizar el microinjerto y la especie utilizada como patron.

De igual manera Navarro (1988) sefiala que se han conseguido mejores
resultados en la microinjertacion con apices procedentes de brotes vegetativos de
arboles de campo. Sin embargo, esta fuente de brotes vegetativos depende de la
época del afo. Por tal razdn en climas subtropicales es necesario injertar las
variedades en estudio sobre patrones vigorosos y cultivarlos en invernadero, de
esta forma se obtiene brotes cuando sea necesario mediante la defoliacion de las

plantas que se encuentran bajo condiciones controladas.

El tamafio del apice es para Navarro et al. (1975) un factor primordial que
se debe analizar antes de injertar. El mismo autor obtuvo un 47% de microinjertos
exitosos con apices de la variedad Robertson Navel de 0,4-0,7 mm. y Unicamente
un 14,6% cuando el apice fue de 0,1-0,15 mm. Sin embargo, el porcentaje de
plantas libres de psoriasis aumenté de 15% a 100% cuando se utilizd apices de
mayor tamafio. Actualmente, se recomienda usar un apice caulinar compuesto por
el meristemo apical con tres primordios foliares (0,1-0,2 mm) para recobrar plantas

libres de virosis de citricos.
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Navarro et al.(1975) ha encontrado mejores resultados cuando el apice ha
sido colocado sobre el anillo vascular en la superficie del corte de epicétilo o en
una incisién tipo T invertida, en el punto de decapitacién del epicatilo.

El tratamiento previo al microinjerto de &pices y plantulas decapitadas con
reguladores de crecimiento ha incrementado el porcentaje de &pices exitosos.
Edriss y Burger (1984) incrementaron en 250% el nimero de plantas brotadas de
Star Ruby cuando sumergiendo los apices en una solucién de 2,4-D (10 mg/l) o
Kinetina (1 mg/l) durante 5 a 10 minutos.

Starrantino et al (1986) también encontraron prendimientos del 90, 85 y
86% al sumergir la parte decapitada del patron y brotes vegetativos por 10 minutos
en soluciones de 0,5 mg/l de BAP, 10 ppm 2,4-D y 0,5 ppm de Kinetina
respectivamente. En cambio Navarro et al. (1975) y Plastira (1987) no tuvieron
exito al embeber la parte superior del patron decapitado y apices durante 5
segundos en soluciones de benciladenina (BA) a 0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,1, 0,2 y
1,0 mg/l (Aguilar 1990).

1.4.5.4 Compatibilidad e incompatibilidad

La compatibilidad entre dos especies a injertar puede ser un parametro
decisivo cuando se espera el prendimiento del mismo, pues si estas no tienen un
parentesco genético, muy dificilmente puede ocurrir una unién y un crecimiento
normal del injerto. Para Salaya (1985), como lo menciona Zecca (1995), la
compatibilidad es la capacidad del injerto y el portainjerto para producir una unién

exitosa que permite a la nueva planta compuesta, desarrollarse satisfactoriamente.
El mismo autor sefiala que la incompatibilidad puede presentar diferentes

grados de intensidad:

a) Total: el injerto no prende.
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b) Seria: la union es muy débil, escasa conexién vascular, ocurre muerte de
plantas en poco tiempo (hasta 3 afios).

c) Moderada: la conexion es suficiente para mantener la vida de la planta, pero
existe una gran debilidad general, union pobre del injerto, pudiendo ocurrir
desprendimientos con facilidad.

d) Leve: solo ocurre diferencia de crecimiento entre portainjerto e injerto y/o una

disminucion del vigor, que no afecta la sobrevivencia ni la eficiencia productiva.

Se puede sefialar ademas que la incompatibilidad viene asociada con
algunos sintomas que se evidencian luego de realizar la injertacién segun

Hartmann y Kester (Zecca, 1995). De los cuales se pueden mencionar:

a) Falla para formar unién de injerto en un gran porcentaje de casos.

b) Amarillamiento del follaje en la ultima parte de la estacion de crecimiento,
seguido de defoliacion anticipada.

c) Declinacion del crecimiento vegetativo, muerte de los tejidos periféricos del
injerto y, en general, falta de sanidad de la planta.

d) Muerte prematura del arbol, que puede vivir s6lo uno o dos afios en el vivero.

e) Diferencias marcadas en la tasa de crecimiento o vigor entre portainjerto e
injerto.

f) Diferencias entre portainjerto e injerto en la época en que comienza o termina el
crecimiento de la estacion.

g) Desarrollo excesivo en la unién del injerto, arriba o abajo del punto de injerto.

h) Produccion de plantas enanas o raquiticas.

Cabe sefalar también que muchos de estos sintomas se producen por un
efecto negativo de las condiciones a las que se mantiene el injerto, por lo cual no
se puede afirmar la incompatibilidad de una combinacién de vegetales, si no se
tiene un control de las condiciones ambientales donde se desarrolla el mismo
(Zecca, 1995). Por este motivo, la microinjertacién in vitro, es un método valido

para comprobar si dos especies son 0 no compatibles.
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Para Mosse (1962) manifiesta que existen dos tipos de incompatibilidad:
incompatibilidad translocada e incompatibilidad localizada.

La incompatibilidad translocada se trata de los casos en que la condicion
incompatible no es superada por la insercion de un injerto intermediario compatible
con ambas partes, debido aparentemente a alguna sustancia labil que puede
moverse a través de él (Mosse, 1962) . Los problema que se producen al existir
este tipo de incompatibilidad van desde la falta de union o la unién débil con

tejidos deformados, hasta la unién fuerte con tejidos conectados en forma normal.

Segun Moore (1984), los problemas se reflejan en la parte aérea de los
injertos con este tipo de incompatibilidad, que termina en la muerte mas o0 menos
rapida de la planta. Ese proceso es muy rapido en el caso de duraznero (Prunus
persica) injertado sobre Myrabolan (Prunus cerasifera) (Zecca, 1995). Cuando los
problemas no se producen en forma inmediata, se habla entonces de
incompatibilidad de manifestacion retardada. Por ejemplo, el caso del injerto de
duraznero sobre portainjerto franco de almendro, donde la mortalidad aparece

después del décimo afio.

Existe incompatibilidad inducida por virus los cuales se incluyen como una
incompatibilidad translocada (Zecca, 1995). Generalmente ocurre cuando uno de
los dos, injerto 0 patron, es portador de un virus que puede transmitir al otro y por

tanto causar un dafio en uno de los dos componentes vegetales.

Se habla de una incompatibilidad localizada cuando las reacciones de
incompatibilidad aparentemente estan relacionadas con el contacto mismo entre
portainjerto e injerto. La separacion de los componentes por la insercion de un
portainjerto intermediario, mutuamente compatible, supera las manifestaciones
de incompatibilidad. Con frecuencia, los sintomas externos se desarrollan con

lentitud, apareciendo en proporcién al grado de perturbacién anatémica que existe
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en la union del injerto. Al final, se presenta el agotamiento de las raices debido a
las dificultades de translocacion a traveés de la unidn defectuosa del injerto (Moore,
1984).

Como se ha seialado, las condiciones del medio, como temperatura o
humedad relativa, pueden afectar el desarrollo del injerto. Es debido a ello que se
utilizan técnicas de microinjertacion in vitro porque permiten controlar las
condiciones en las que se realiza la operacién. Otra ventaja de la técnica es la
que proporciona excelentes tejidos para ser utilizados en estudios histologicos
(Zecca, 1995). No obstante, han sido publicados relativamente pocos trabajos

sobre este aspecto.

El microinjerto in vitro fue utilizado para estudiar incompatibilidad en
diferentes especies de Prunus por Martinez et al. (1981), este estudio permitié una
rapida determinacion de dos tipos de incompatibilidad, muchas veces observada
afios después de la injertacion: como es el caso de la injertacion localizada
(Cerezo/Myrabolan) y translocada (Duraznero/Cerezo y Duraznero/Myrabolan)
(Zecca, 1995).

Martinez et al. (1981), mencionado por Zecca (1995) estudiaron la
incompatibilidad localizada de damasquero sobre Myrabolan y la incompatibilidad
translocada de duraznero sobre Myrabolan. Con el primer tipo de compatibilidad,
observaron un leve desarrollo inicial de los apices, pero 14 dias después de la
injertacion era visible un area necrosada en la union del injerto. El crecimiento
pard y todos los injertos murieron en 60 dias. En el caso de la incompatibilidad
translocada, obtuvieron plantas viables por injerto de apices in vitro, que fueron
trasplantadas al suelo. No obstante, 2 meses después observaron sintomas de

incompatibilidad y la mayoria de las plantas murieron.

Generalmente, existe una rapida actividad celular en el area de unién a

pocos dias de injertado el apice. En estudios realizados por Jonard et al. (1983),
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las primeras sefiales de actividad celular fueron observadas 2 dias después del
injerto y en 15 dias ya habia una conexién de cambium entre el injerto y el
portainjerto. En la combinacion incompatible de damasco sobre myrabolan fue
observada una débil actividad mitética con falta de conexién vascular entre el
injerto y el portainjerto, con la presencia de células necroticas en la union (Zecca,
1995).

Jonard et al. (1983) trabajaron con microinjertos de diferentes especies de
Prunus, consiguieron cerca del 80 % de prendimiento en los homo injertos
utilizados como testigos y en el caso de los hetero injertos observaron que en las
combinaciones con incompatibilidad localizada, las primeras indicaciones
aparecian ya en la segunda semana con el rapido deterioro de los injertos, sin
ningun desarrollo posterior. Con incompatibilidad traslocada los sintomas

aparecieron cerca de 2 meses despueés de la injertacion.

Zecca (1995) evaluo la microinjertacion como técnica para determinar la
incompatibilidad de peral sobre membrillero. Para estas pruebas utilizd
combinaciones compatibles e incompatibles del género Plus sobre Cydonia
oblonga. EI microinjerto in vitro, confirmé ser un método eficiente para determinar
incompatibilidad entre diferentes combinaciones peral/membrillero a 50 dias de

realizado el injerto.

1.4.5.7 Técnicas de Microinjertacion

Las técnicas de microinjertacion actuales, parten de la desarrollada
originalmente por Murashige en 1972. Sin embargo, la mas usada es la propuesta
por Navarro en 1975. En 1984, Mosella hizo una modificacion a la técnica
realizada por Navarro, en la microinjertaciéon de Prunus, con mejores resultados

gue los que obtuvo este ultimo (Mosella et al., 1984).

Navarro et al. (1972), propone 4 pasos para la microinjertacion:
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a) Germinacién de las semillas in vitro en situaciones estériles.
b) Obtencién e introduccion de plantas enfermas con virus.
c) Decapitacion del patrén a 2 cm. desde la raiz y microinjertacion del apice.

d) Incubacién de la planta microinjertada en un tubo con medio liquido.

Mosella y Ascui (1984) a su vez propone una variante en la técnica de
Navarro. Este cambio ocurre en el instante del corte, la planta que ejerce como
patrén no abandona su medio original y la decapitacién ocurre in situ. Ademas,
antes de colocar el apice en la zona de corte, este recibe un tratamiento previo a
base de soluciones concentradas con auxinas, posibles promotoras de la unién
como se menciono anteriormente. Al colocar el &pice se coloca también
soluciones anti oxidantes. De esta manera Mosella y Ascui (1984), mejor6 los
porcentajes de prendimiento de microinjertos en Prunus del 20%, obtenido por
Navarro et al. (1975), a un 60% en la misma especie (Mosella y Ascui, 1984).

1.4.5.5 Aplicaciones de la microinjertacion

Entre las aplicaciones mas reconocidas de la microinjertacion, tenemos la
obtencion de plantas libres de virus. Se conoce que con éxito se ha logrado
reproducir plantas herbaceas libres de virus, a través del cultivo de meristemos in
vitro (Mosella y Ascui, 1984).

El logro desarrollado con la utilizacibn de meristemos en herbaceas se
intentd reproducirlo en frutales con potencial comercial y en los que las
enfermedades virales eran dificiles de eliminar. Sin embargo, los resultados
favorables obtenidos en herbaceas no se repitieron en frutales, por esta razon
Murashige et al. (1972) plantea la posibilidad de microinjertar estos apices en
patrones compatibles que permitan el desarrollo de los mismos y finalmente

obtener plantas libres de virus Mosella y Ascui (1984).

24



Las primeras microinjertaciones se aplicaron a especies de duraznero
(Prunus persica (L) Batsch) y a varios citricos (Mosella y Ascui, 1984). El
procedimiento del microinjerto de apices caulinares in vitro, ha demostrado ser la
técnica mas efectiva en la eliminacién de las principales virosis de los citricos,
debido a que las plantas obtenidas por este procedimiento no presentan
caracteres de juvenilidad, son fieles a su tipo y en la mayoria de los casos se
recuperan libres de los principales sindromes que afectan a los citricos (Navarro,
1988).

Pruebas semejantes se han realizado con éxito en manzano por Alkskief y
Villemur (1978), en damasco Martinez et al. (1979) y en vides prob6 Engelbrecht y

Schwerdtfeger (1979) como lo menciona Mosella y Ascui(1984).

En rosaceas, la técnica de microinjertacion se aplico con eficientes
resultados a partir de plantas contaminadas con el virus “Plum Pox”. A diferencia
de las técnicas aplicadas en citricos para rosaceas se probaron otros métodos,
como tratamiento de apices con soluciones de minerales de MS y concentraciones
de auxinas y citocininas. Se obtuvo buenos resultados al introducir una capa de
medio de MS con agar entre el apice y el patron mejorado con BA y Zeatina
(Jonard et al., 1983).

En las especies maderables las aplicaciones de la microinjertacion son
diferentes a la de los citricos. Las limitaciones de la reproduccién sexual en
forestales, han hecho necesario utilizar la seleccion clonal para el mejoramiento
genético de especies forestales (Aguilar, 1990). Sin embargo, los problemas de la
plagiotropia y la pérdida de la capacidad morfogénica en arboles en su etapa de
adultez, cuando han sido reproducidos por propagacion vegetativa, son un

obstaculo en la produccion de plantas forestales mejoradas (Aguilar, 1990).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales tampoco fueron la solucion para

las dificultades presentes en la propagacion convencional de estas especies. Por
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esta razon, Bonga (1982) probd la microinjertacion para aprovechar la estabilidad
genética y caracteristicas morfogénicas de los apices que le asegura el patrén a
los apices. Otra ventaja que asegura el patron al 4pice, es que supera la
problemética del enraizamiento necesario de este, dificil conseguir in vitro en

especies forestales (Aguilar, 1990).

En Pinus pinaster, Sequoiadendron giganteum y Cederla odorata, se aplicé
la microinjertacién para rejuvenecer los meristemos antes de la mejora genética

gue se quiera aplicar a estas especies (Aguilar, 1990).

Por ultimo, Aguilar (1990) prob6 con éxito la reproduccién de embriones
somaticos a partir de la microinjertacion de los mismos en patrones de especies
compatibles con cacao. Esta aplicacion es muy adecuada para tratar embriones
somaticos con problemas de germinacion en especial especies tropicales arboreas

como mango, Enterolobium y cacao.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes: instituciones, empresas, personas.

El proyecto se realiz6 bajo el auspicio del Departamento de Fruticultura, del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). El desarrollo
experimental de la investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales “Oscar Malamud” del Departamento de Produccién de Semillas
perteneciente a la misma institucion, ubicado en la estacién experimental “Santa

Catalina”.

Los colaboradores cientificos del proyecto fueron: Ing. Agr. Jacqueline
Benitez (Jefa del Laboratorio de Cultivo de Tejidos “Oscar Malamud”) y Ph D.
Wilson Vasquez (Jefe del Departamento de Fruticultura).

2.2. Zonade estudio

2.2.1. Laboratorio

El Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales “Oscar Malamud”,
perteneciente al Departamento de Produccion de Semillas de la estacion
experimental “Santa Catalina” esta ubicado en la parroquia Cutuglagua del canton
Mejia de la provincia de Pichincha. Esta localidad se encuentra a 3058 metros
sobre el nivel del mar, a 00° 22’ 00” de latitud sur y a 79° 32’ 00” de longitud
occidental. La precipitaciéon promedio anual en la Estacion es de 1127.5 mm., y

presenta una humedad relativa del 76%.
Este laboratorio de cultivo de tejidos vegetales se dedicada a la produccion

se semilla prebasica de papa. Sus instalaciones estan conformadas por la sala de

preparacion de medios, cuarto de multiplicacion donde se encuentran las camaras
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de flujo laminar, cuarto de crecimiento, sala de termoterapia, cuarto para el cultivo

en el sistema autotréfico hidroponico y bodega.

2.3. Periodo de investigacién

El tiempo que se empled para el desarrollo de la investigacion fue de 11

meses.

2.4. Diseio

2.4.1 Unidad Experimental

La unidad experimental esta representada por un tubo de ensayo de 10 x
100 mm., con un medio nutritivo previamente esterilizado en autoclave a 15 psi de
presion por 20 minutos. Cada tubo contenia una plantula de babaco o chihualcan

microinjertada en plantulas de papaya bajo condiciones in vitro.

2.4.2 Disefio experimental

Se utilizo un disefio Completamente al Azar con 10 observaciones en

arreglo factorial de 2x2

2.4.3 Factores de estudio

a) Material vegetativo
o) Babaco (b)

o) Chihualcan (c)

b) Método de injertacién
o) Técnica de Mosella y Ascui (1)

o Técnica de Navarro et al. (2)
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2.4.4 Tratamientos

N° Simbolo | Material vegetativo Técnica de
Tratamiento microinjertacion
1 bl Babaco Técnica de Mosella y Ascui
2 b2 Babaco Técnica de Navarro et al.
3 cl Chihualcan Técnica de Mosella y Ascui
4 c2 Chihualcan Técnica de Navarro et al.

2.4.5 Anédlisis estadistico

El analisis estadistico para la evaluacion de la microinjertacion de babaco-
papaya y chihualcan-papaya, no se desarrollé debido a la falta de prendimiento de

los microinjertos.

2.5 Procedimiento

2.5.1 Introduccion del Material Vegetal

2.5.1.1 Papaya

Frutos de la variedad nacional Puna, previamente desinfectado mediante
lavados con jabén comercial y enjuagues, se introdujeron en la camara de flujo
laminar. En la cdmara se coloco sobre el fruto alcohol en la zona donde se realizo
el corte con la ayuda de un bisturi nimero 11. Una vez abierto el fruto se tomaron
las semillas que se encontraban dentro con una pinza y se colocaron en una caja
petri previamente esterilizada, el extrajeron alrededor de 100 por fruto. La parte
restante del fruto se deshecho y se procedié a retirar el mucilago que recubria las

semillas, sujetdndolas con una pinza y retirandola con el bisturi.
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De las semillas recogidas en la caja petri, 20 se colocaron en tubos de
ensayo con medio nutritivo. A otras 20 semillas se desprendié su testa para
sembrar el embridén con sus cotiledones en tubos. Semillas enteras y sin testa se
sembraron también en frascos de 390 cm® de volumen. Para todos los casos, el
medio usado estaba compuesto de sales MS (4,8 g/l), sacarosa (25 g/l) y agar (7
g/l), se lo esterilizdé previamente en autoclave a 15 psi por 20 minutos. Se dejaron
los tubos vy los frascos con las semillas en el cuarto de crecimiento a 30° C en
total oscuridad. Cuando empezaron a germinar las semillas, se colocaron en un

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad a la misma temperatura.

2.5.1.2 Babaco y Chihualcan

En el caso del babaco y el chihualcan se recolectaron brotes apicales y
laterales de plantas de los invernaderos ubicados en la Granja Experimental de
Tumbaco perteneciente al INIAP. Los brotes usados tenian una longitud de 5 a 10
cm. La desinfectacion se llevo a cabo en el laboratorio en la estacion “Santa
Catalina”. ElI material vegetal fue previamente lavado en una solucién con
detergente comercial por 5 minutos, luego se enjaguada 2 veces con agua

destilada.

A estos se los sometid6 en una solucién de cloro diluido al 1% por 30
minutos, posteriormente se realizd 3 enjuagues con agua destilada. Estos brotes
fueron llevados a la camara de flujo laminar, donde se los sometié primero a una
solucion de etanol al 70% por 1 minuto, siendo enjuagados luego por 2 veces con
agua destilada estéril. Los brotes se colocaron posteriormente en una solucion al
2% de cloro comercial por 2 minutos, realizandose 3 enjuagues con agua destilada
y esterilizada en autoclave a 15 psi por 60 minutos. Se secaron los brotes en
servilletas estériles. Se analiz6 la adaptacion de los brotes de tamafios 5 cm, 2 cm
y 5 mm, para lo cual se colocaron los mismos en tubos de ensayo 150 x 10 mm

con 3 ml de medio con sales MS (2,4 g/l), sacarosa (15 g/l) y agar (7 gll)
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previamente esterilizado. Los tubos de ensayo fueron colocados a dos
temperaturas diferentes, 15° Cy 24° C.

2.5.2 Microinjertacién

2.5.2.1 Estandarizacién de medios

Se probaron varios medios para la microinjertacién de babaco y chihualcan
en patrones de papaya. Inicialmente se utiliz6 un medio simple con sales MS (2,4
g/l), sacarosa (25 g/l) y agar (7 g/l). El segundo medio usado, se componia de
sales MS (2,4 g/l), AIB (0,5 ppm), sacarosa (25 g/l) y agar (7 g/l), este medio se
utiliza para la elongacion de yemas en babaco (Pedroza y Perea, 1990).
Finalmente se us6 un medio para elongacion in vitro de brotes de papaya que esta
formado por sales MS (4,7 g/l), Kinetina (1 ppm), Agar (7 g/l) y sacarosa (30 g/l
(Roque et al., 2001). Se colocaron en los medios plantulas de papaya para

analizar el comportamiento de las mismas.

2.5.2.2 Pretratamiento de apices

Siguiendo la técnica de Mosella y Ascui, se probo colocar los apices de
chihualcan y babaco en un medio rico en auxinas para mejorar el prendimiento de

los mismos en papaya.

Los apices se cortaron hasta llegar a 5 mm de longitud, estos fueron
colocados luego en cajas petri recubiertas con papel absorbente estéril embebido
en una solucién de sales MS (2.4 g/l), AIA (30 ppm) y sacarosa (15g/l) que fue
esterilizado con anterioridad. Las cajas fueron colocadas por tiempos diferentes 2
y 30 minutos y luego por 24 y 48 horas en el cuarto de crecimiento a 1300 lux y

24°C. El mismo proceso se realiz6 tanto para el chihualcan como para el babaco.
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Se probaron homo microinjertos de papaya-papaya para probar el efecto

del pretratamiento de los apices.
2.5.2.3 Microinjertacion, técnica de Mosellay Ascui (1984)

Se usaron las plantulas de papaya cinco dias luego de germinar las
semillas. Se separan los cotiledones in situ mediante una pinza (guillotina), se

decapita la plantula (5 cm de altura) haciendo un corte liso donde se colocé el

apice (Figura 2.1).

Lugar donde se coloca el dpice
o
A
- B
&

Figura 2.1 Decapitacion in situ del porta-injerto. Se coloca el apice de la planta a injertar (babaco o

chihualcéan) en la zona sefalada.

El meristemo de las vasconcellas se obtiene con la ayuda de un
estereoscopio en la camara de flujo para injertarlo en el patrén, en la zona de

corte se colocan ademas solucion antioxidante y gotas de solucién con sales MS
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(2.4 g/l), AIA (30 ppm) y sacarosa (15g/l), con ayuda de una jeringuilla estéril al

igual que las soluciones.

Las plantas microinjertadas se incuba a 24 + 2°C, hasta el momento de
traspasar el microinjerto al sistema de aclimatizacion. Se probaron homo

microinjertos de papaya para estandarizar la técnica.
2.5.2.4 Microinjertacion, técnica de Navarro et al. (1975)
Los portainjertos, plantulas de papaya, se decapitaron fuera de los tubos

donde germinaron. Se probaron tres diferentes cortes en los patrones en

hendidura, recto y en T invertida (Figura 2.2).

Lugzar donde se coloca el dpice Lugar donde se coleca el dpice
| | —
4 B
Lugar donde se coloca el apice
L —F
C

Figura 2.2 Cortes en el porta-injerto. A) En hendidura. B) Recto. C) T invertida
Los apices tratados de babaco y chihualcan se colocaron en la zona de corte, ademas, con ayuda
de una jeringuilla estéril, se adicioné solucion antioxidante y gotas de solucion con sales MS (2,4

g/l), AlA (30 ppm) y sacarosa (15 g/l).
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Una vez injertada la planta, se procedié a traspasar la misma a un medio
liquido. El tubo que contiene el microinjerto tiene una base de papel filtro con 2 ml
de medio. Los tubos de ensayo probados fueron de 10 x 100 mm. La temperatura
de incubacién fue 24 + 2° C. Se realizaron también, homo microinjertos de papaya
aplicando esta técnica.

2.6 Variable de evaluacién

2.6.1 Prendimiento

El prendimiento es la union que se produce entre el apice y el porta injerto.
Esta union define el éxito del injerto. Ademas, es una prueba de la compatibilidad
entre el injerto y el portainjerto. El objetivo del analisis de esta variable es medir,

en porcentaje, el niumero de plantas microinjertadas exitosamente.

Se tomo¢ el tubo con la planta injertada y se observo la zona del injerto para
determinar anomalias, como decoloracién o presencia de necrosis. Ademas, con
una pinza estéril y en la camara de flujo, se estird levemente del apice injertado
para detectar la unidn. Se realizd este analisis 20 dias después de efectuada la
microinjertacion. Para todos los ensayos se espero este tiempo para determinar el

prendimiento.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Introduccién del material vegetal
3.1.1 Papaya

Las semillas que se sembraron sin testa germinaron en menos tiempo que
las semillas completas, pues a partir del quinto dia de sembradas empezaron con
su proceso germinativo. Hasta el dia 20, las semillas sin testa germinan en un

52% alcanzando finalmente un 58% hasta el dia 35 (Figura 3.1).

% acumulado de semillas germinadas en el tiempo
90% -
80%
70%
60%

% |
50% —&— Senmillas sin testa
—8— Semillas completas

40% -

% de semllas germinadas

30% +

20% +

10% -

0% B e

Dias

Figura 3.1 Gréfico del porcentaje acumulado de semillas germinadas en el tiempo. Germinacion de

las semillas sin testa a partir del quinto dia.

A su vez, las semillas completas empiezan a germinar desde el dia 15. Las
medias mas altas de germinacidén se obtuvieron hasta el dia 25 donde ya se

obtuvo un 53% de semillas germinadas, mientras que las semillas desprovistas de
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testa, en este mismo intervalo de tiempo, alcanzaron un 55% de germinacién. Lo
gue implica que no hubo una gran diferencia en la cantidad de semillas
germinadas entre los dos procedimientos con relacion al tiempo. A su favor, las
semillas completas lograron al final un alto indice de germinacion 80% hasta el dia
55.

El andlisis del intervalo de confianza de los dos tipos de semillas sembradas

(Figura 3.2), demuestran que las semillas completas tienen mejores indices de

germinacion.
100% —+
90% + 90.1%
80% -+ 80%
70% + 70.5% 69.9%
60% -+
58%
50% -+ A Promedio
45.5% Limite inferior
Limite superior
40% +
30% -+
20%

Semillas sin testa Semillas enteras

Figura 3.2 Gréfico del intervalo de confianza de semillas de papaya sembradas completas y sin testa.

Trabajos realizados por Fernandez et al. (2002), en la germinacion de
semillas de papaya en campo, confirma que la semilla de papaya con un poder
germinativo del 70% se considera como semilla certificada y solamente en

semillas tratadas con diferentes agentes como hormonas, medios fisicos y
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qguimicos, se ha llegado a obtener hasta 86% de germinacion. Basados en esta
informacion, podemos asegurar que los dos métodos de germinacion utilizados en
la presente investigacion son adecuados para la obtencién de plantulas de
papaya, ya que los dos presentan altos indices de germinacion. Sin embargo, el
tiempo que se emplea para desprender la testa de la semilla y el dafio mecanico
gue se produce al realizar esta operacion, son factores que se deben tener en

cuenta cuando se utiliza este método (Figura 3.3) (Figura 3.4).

Figura 3.3 Fotografia de semillas de papaya sin testa germinadas.

Cabe sefalar que se sembraron semillas sin testa en condiciones de
invernadero, en cajas plasticas con turba y perlita como sustrato. Se obtuvo como
resultado semillas germinadas desde los 3 dias pero el 90% se perdieron al ser
atacadas por hongos. Por esta razdén se recomienda germinar las semillas sin
testa en el sistema in vitro, puesto que las condiciones de asepsia total evita

ataques de microorganismos.
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Figura 3.4 Fotografia de semillas de papaya enteras germinando.

Se intenté germinar las semillas, con y sin testa, en medio liquido de tal
manera que permitiesen realizar la injertacion con el método de Mosella y Ascui
sin necesidad de cambiar de medio a las plantulas. La problematica que se hallé
fue que las semillas no germinaban y aumentaban su tamafio al absorber el
liquido existente. Este fendbmeno fue mas notorio en las semillas que no tenian
testa. Por este motivo se descartd este procedimiento por no ofrecer ninguna

ventaja.

3.1.2 Babaco y Chihualcéan

Para la desinfeccién de los brotes de babaco y chihualcan (Figura 3.5), se
utilizé el protocolo propuesto por Pedroza y Perea (1990). Los brotes de 5 cm de

longitud no presentaron contaminaciéon hasta los 3 dias de introducidos,
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detectandose luego el crecimiento de microorganismos, principalmente bacterias,
en la superficie del medio y bajo el mismo. Al disminuir la temperatura de
crecimiento, de 24°C a 15°C, los brotes se mantuvieron hasta 15 dias sin
presentar contaminacion evidente (Figura 3.6). Sin embargo esto se debid a que la
temperatura reduce la tasa de crecimiento de las bacterias, ya que finalmente
todos los brotes se perdieron por contaminacion bacteriana en los dias

posteriores.

Figura 3.5 Fotografia de explantes de babaco antes de introducir al sistema in vitro.

Al disminuir el tamafio del corte de los explantes obteniendo brotes de
hasta 2 cm de longitud, no se presentd contaminacion hasta los 21 dias, cuando la
temperatura de crecimiento se fijaba en 15°C, formandose luego un halo
bacteriano bajo el explante. Para Pérez (1998), se trata de un contaminante
interno cuando este forma un halo de crecimiento por debajo de los haces

vasculares del explante que ha sido introducido. También sefiala que una de las
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técnicas utilizadas para su control es la termoterapia, aunque los indices de éxito
con la misma no son buenos. Finalmente aclara que el mejor método para poder
obtener brotes limpios de contaminantes internos, es el cuidado con fungicidas y
bactericidas de las plantas de donde se obtendran los explantes, el mejor manejo
se lo hace en invernadero. Cabe sefialar que las plantas que se utilizaron, aunque

estaban en invernadero, no tenian un control contra microorganismos.

Figura 3.6 Fotografia explantes de babaco sin contaminacion inicial. Presencia de un halo

bacteriano en la zona inferior.

No se detectd el tipo de contaminante, pero se pudo evidenciar que
mientras mas pequefio era el tamafio de los brotes introducidos menor
contaminacién se obtenia. Por esta razén, los explantes de 5 mm de longitud no
presentaron altos indices de contaminacién. Debido a esto, las futuras

introducciones se realizaron utilizando este tamafio de explante.
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Los resultados de las pruebas con Chi cuadrado, demuestras que hay una
dependencia entre la temperatura y el tamafio del explante. Es evidente que el
tamafio ideal para la introducciéon de babaco y chihualcan es de 5 mm para el

apice y es preferible incubarlo a 15° C (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Prueba de Chi cuadrado para el porcentaje de contaminacion en

relacion al tamafio del explante y la temperatura de crecimiento.

Frecuencia observadas

Tamafo Sumatoria
5cm 2cm 5mm
o
% 15° C 100 94.6 8.7 203.3
o
o
5
[ 24° C 100 100 22.6 222.6
Sumatoria 200 194.6 31.3 425.9
Frecuencias esperada
Tamafo
5cm 2cm 5mm
o
= 15° C 95.47 195.08 14.94
o
o
5
[ 24° C 104.53 101.71 16.36
Valor p 3.8326E-13

3.2 Microinjertacion

3.2.1 Estandarizacion de medios

Las plantulas de papaya mostraron tallos con mayor grosor cuando se uso
el medio de elongacién para babaco (Pedroza y Perea, 1990) y el medio de
elongacion para papaya (Roque et al., 2001) (Figura 3.7). Mientras que en babaco
y chihualcan no se pudo evaluar el crecimiento de los brotes con ninguno de los
medios utilizados, debido a que estos perecian por contaminacion bacteriana. En
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el caso de los explantes de 5 mm de las vasconcellas se encontré que estos se

mantuvieron vivos sin presentar cambios.

Figura 3.7 Fotografia de plantula de papaya en medio de elongacién para papaya de Roque
(2001).

Se germinaron semillas de chamburo (Vasconcella pubescens) en el
sistema in vitro. Con las plantulas resultantes se probaron los tres diferentes
medios siendo en el medio de Pedroza y Perea (1990) en el que alcanzaron mayor

grosor del tallo (Figura 3.8).

En los trabajos desarrolladas tanto por Navarro et al. (1975) como por
Mosella y Ascui (1984) los microinjertos se plantan en medios que beneficien la
multiplicacion celular en el tallo del patron favoreciendo la formacion del callo en la

zona de corte. Por esta razéon, los medios usados en el desarrollo de los
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microinjertos son aquellos que generalmente

se emplean para la elongacion de
tallos en protocolos de micropropagacion.

AN

3

Figura 3.8 Fotografia de plantulas de chamburo obtenidas a partir de semillas germinadas in vitro.

En base a los resultados obtenidos en la elongacién y engrosamiento de las
plantulas de papaya y chamburo, el medio recomendado para la microinjertacion

entre las vasconcellas (babaco y chihualcan) y papaya es el propuesto por
Pedroza y Perea (1990) para la elongacién de babaco.

3.2.2 Pretratamiento de los brotes

Los &pices pretratados no presentaron sefial de dafio y se mantuvieron
vivos hasta el momento de realizar la injertacion. Se realizaron homo microinjertos,

papaya en papaya, para analizar los efectos de los tratamientos en la injertacion
(Figura 3.9).

43



Figura 3.9 Fotografia de brotes de babaco pretratados. Solucién con 30 ppm de AlA.

3.2.2.1 Técnica Mosellay Ascui (1985)

Los resultados de los homo-microinjertos, realizados con esta técnica como
se muestran en la Figura 3.10, demostraron que hubo mejores prendimientos
cuando el tiempo de exposicion de los brotes a soluciones ricas en auxinas era de
2 minutos y 30 minutos. Aunque los porcentajes de prendimiento fueron menores,

con la exposicion a 24 horas y 48 horas, no presentan diferencias evidentes.

Mosella y Ascui (1985) sefialan que alcanzaron un 84% de éxito en el
prendimiento de microinjertos de durazneros. Indican que este logro es posible por
el pretratamiento de los apices. De tal manera que se puede sugerir, utilizar un

pretratamiento del microinjerto en soluciones con alta concentracion de auxinas
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por un tiempo entre 2 a 30 minutos a fin de mejorar el porcentaje de plantas

injertadas con prendimiento exitoso.

Porcentaje de prendimientos

90%
80%
70% -
60% - B Tratamiento 2 min
50% A B Tratamiento 30 min
40% A @ Tratamiento 24 horas
30% - O Tratamiento 48 horas
20% -
10% -

0%

2 min 30 min 24 horas 48 horas
Tratamiento

Figura 3.10 Gréfica del porcentaje de prendimientos de homo injertos de papaya versus el tiempo

de pretratamiento de los apices. Técnica de Mosella y Ascui.

3.1.2.2 Técnica de Navarro et al. (1979)

Con la técnica de Navarro et al. se obtuvieron mejores resultados que con
la técnica de Mosella y Ascui. La mayor cantidad de prendimientos exitosos se
observaron cuando los apices fueron expuestos a 30 minutos y 2 minutos. Pero
los resultados fueron bajos cuando se pretrataron los brotes por 48 y 24 horas
(Figura 3.11).

En la técnica de Navarro et al. (1979) no se describe el pretratamiento de
los apices. Los datos obtenidos demuestran que se debe usar 4pices pretratados

por 2 minutos o 30 minutos (Figura 3.12).
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@ Tratamiento 30 min
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30 min 24 horas

Tratamiento
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Figura 3.11 Grafica del porcentaje de prendimientos de homo injertos de papaya versus el tiempo

de pretratamiento de los apices. Técnica de Navarro et al..

Figura 3.12 Fotografia de microinjerto de papaya-papaya realizado con la técnica de Mosella'y

Ascui. Apice pretratado por 2 minutos en solucion con 30 ppm de AlA. Vista al estereoscopio

aumento 3X. 20 dias después de realizado la microinjertacion.
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3.2.3 Corte del portainjerto

Mosella y Ascui sugieren en su técnica que el corte del patron sea en forma
recta, esto se debe a la dificultad para realizar otro tipo de corte ya que el mismo
se realiza in situ. La técnica de Navarro et al. permite mejor operabilidad para

probar diferentes tipos de corte en el portainjerto.

3.1.3.1 Técnica de Navarro et al. (1979)

Los homo microinjertos de papaya realizados con tres diferentes cortes no
demostraron diferencias significativas entre ellos (Figura 3.13). No obstante,
Navarro et al. sugieren que los apices deberian colocarse siguiendo la técnica de
T invertida. En pruebas empiricas microinjertando chihualcan-chamburo se
encuentran mejores resultados usando el corte recto y en hendidura en el patrén.
No fueron posibles mas pruebas con este injerto (chihualcan-chamburo) por la
poca disponibilidad de plantulas de chamburo. A pesar de esto, es recomendable
usar un corte recto o en hendidura en el patréon, para la microinjertacion en
vasconcellas, porque son procedimientos sencillos y evitan la deshidratacion del

apice.

Porcentaje de prendimientos

100%
90%
80% A
70% A
60% A
50% A
40% -
30% A
20% A
10% A

0% A

@ Tipo de corte Recto

@ Tipo de corte Hendidura
0O Tipo de corte T invertida

Recto Hendidura T invertida

Tipo de corte

Figura 3.13 Gréfica del porcentaje de prendimiento de homo microinjertos de papaya segun al tipo

de corte en el patrén.
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Los mejores resultados se encuentran cuando los cortes son rectos o con
hendidura. (Figura 3.14).

Figura 3.14 Fotografia de apice de babaco microinjertado en plantula de chamburo. En el punto A

se observa la formacion de callo.

3.3 Prendimiento de los microinjertos babaco-papayay chihualcan-papaya

En la presente investigaciéon no se logré obtener la microinjertacion de los
apices de babaco y chihualcan en patrones de papaya. En otras palabras, al no
haber prendimiento en ningunos de los dos casos, no fue posible observar la
presencia de hojas y la elongacion del tallo de los injertos. La formacion de callo
fue solo visible en los patrones y las muestras de tejido para los analisis
histolégicos no proporcionaron imagenes claras que permitiesen distinguir

estructuras celulares.

Inicialmente, los apices microinjertados presentaban una coloracion verde

oscuro, lo que denota la vitalidad del tejido (Figura 3.15). En lo posterior, a partir
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de los seis dias de realizado el injerto, la coloracion del mismo cambi6. Este
problema es mucho mas evidente en los injertos que se realizaron siguiendo la
técnica de Mosella y Ascui (1984). Es asi que después de 10 dias de injertado, los

apices presentan una necrosis total (Figura 3.16).

Figura 3.15 Fotografia de microinjerto babaco-papaya un dia luego de injertado. Vista al

estereoscopio aumento 3X.

Las plantulas de papaya, que fueron decapitadas para realizar el
microinjerto, no presentaron dafios en su estructura y se mantuvieron estables
hasta 40 dias después de realizado el corte. En el area de escision se pudo
presenciar la formacién de un callo y la presencia de azUcares depositados en la
misma. Los apices no presentaron formacion de callo. Debido a estos problemas

de prendimiento, se realizaron microinjertaciones en las que se probaron tanto
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medios, como pretratamientos de los apices, tipo de corte del patron y edad del

portainjerto.

Figura 3.16 Fotografia de microinjerto babaco-papaya 20 dias luego de injertado. Vista al

estereoscopio aumento 3X.

En un principio se us6 como medio para el desarrollo de la planta
microinjertada, el propuesto por Pedroza y Perea (1990). Fue seleccionado este
medio ya que en las pruebas hechas para la elongacion de las plantulas de
papaya, patron del injerto, fue con el que se obtuvieron mejores resultados junto
con el medio propuesto por Roque et al. (2001), que es exclusivo para papaya.
Pero al probar en chamburo los medios, se encontraron mejores resultados con el
de Pedroza y Perea (1990).

Es asi, que las nuevas plantas microinjertadas, de babaco en papaya y
chihualcan en papaya, fueron sembradas en los medios de Pedroza y Perea y en

el medio de elongacion propuesto por Roque. Los resultados obtenidos fueron

50



igual para los dos casos, es decir, no hubieron 4pices microinjertados que se
mantuvieran vivos mas de 11 dias. Los dafios en los apices se reconocian por la
variacion en la coloracion de los mismos, estos iban desde el verde, que es el que
tenia al microinjertarlo, pasando por una coloracién amarilla, que se distinguia por
la coloracion del patrén, hasta un café oscuro, que demostraba la muerte del apice
(Figura 3.17).

Figura 3.17 Fotografia de microinjerto babaco-papaya. Visto en estereoscopio, aumento 3X.

Presencia de coloracién amarilla en el 4pice.

Aguilar (1990) sefala que al injertarse dos especies, las partes afectadas
desarrollan inicialmente un callo. Esto quiere decir, que no existen células
diferenciadas que permitan un intercambio de nutrientes desde el patron hacia el
apice. Dicho en otras palabras, es necesario la diferenciacion de las células
callosas en haces vasculares, tanto en el injerto como en el portainjerto, para que
su unién permita la formacién de un solo tejido o soldadura entre las partes, lo que

a su vez permita, la absorcion de los nutrientes desde el medio hasta el injerto.
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Mosella y Ascui (1984) sugieren que la edad ideal del patron para la
microinjertacion es 5 dias después de haber germinado. De igual forma, en las
pruebas realizadas en este trabajo se tomé la edad de cinco como referencia para
realizar los microinjertos. Sin embargo, basandose en la informacion de Navarro et
al., se probaron 2 diferentes edades de los portainjertos, las mismas fueron 15y
30 dias.

No se observé resultados favorables con estos cambios ya que tampoco
hubo prendimientos entre babaco-papaya y chihualcan-papaya. Las edades de los
patrones pudieran influir en el desarrollo del microinjerto como lo sefiala Navarro
et al. (1979). En las pruebas realizadas en durazneros, encuentra que en las
plantas jovenes usadas como patron, tienden a desarrollar precozmente el callo y
gue en las mas viejas, no existe la humedad adecuada para el prendimiento del

apice.

Aguilar (1990) sefiala que la edad adecuada del patron, en la
microinjertacion de cacao, es de dos semanas. Ademas advierte que las plantas
mas viejas presentan mayor porcentaje de oxidacion lo que finalmente no permite

el prendimiento del apice.

De igual forma, pese a que en ensayos preliminares con homo microinjertos
de papaya se encontré mejores resultados en el prendimiento cuando los apices
se expusieron 2 minutos y 30 minutos, se repitieron los andlisis para la
microinjertacion de babaco y chihualcan en papaya, utilizando apices pretratados

por 24 y 48 horas también
Los resultados con las pruebas realizadas no evidenciaron mejora alguna.

El pretratamiento del apice, como lo sefialan Mosella y Ascui (1984), favorece el

incremento de la multiplicacion celular en la zona de corte, permitiendo la rapida
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formacion de callo en la misma. Esto ocurre por la presencia de la auxina presente

en el medio.

Como se conoce, el tejido meristemético es un gran productor de auxinas,
en especial acido indol acético (AlA), necesarias para el desarrollo de la planta.
Cuando es desprendido el apice de la planta, esta capacidad de produccién
disminuye. Gil (1995) indica que al realizar un corte cercano al tejido
meristematico del apice, las células cercanas a la escisibn se convierten en

receptores de esta hormona.

Por esta razén, pretratar los &pices, deberia mejorar el porcentaje de
prendimiento de los microinjertos, como ocurrio en las pruebas realizadas por
Mosella y Ascui (1984). Sin embargo, posiblemente en el caso de las
vasconcellas, la auxina (AIA) utilizada no sea la que mas favorezca el

prendimiento del apice en el patron.

Se hicieron pretratamientos usando como regulador de crecimiento IBA,
para encontrar la posibilidad del prendimiento de las vasconcellas, babaco y
chihualcan, en patrones de papaya. En los resultados obtenidos tampoco se

lograron prendimientos exitosos.

Al igual que en las pruebas previas en homo microinjertos de papaya, se
probaron tres cortes: recto, hendidura y en T invertida. Aunque no se obtuvieron
prendimientos exitosos, se observo que el apice se mantuvo vivo por mas tiempo

cuando se hacia una hendidura en el patrén.

Aguilar (1990) obtuvo mejores prendimientos al microinjertar embriones
somaticos de cacao, cuando los hacia en la hendidura que se realizaba
previamente en el portainjerto. Sefiala ademas, que al colocar en una hendidura al
apice no solo evita la deshidratacion sino que permite una mejor conexién entre el

apice y el tejido vascular del patrén (Figura 3.18).
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Figura 3.18 Fotografia de homo microinjerto papaya-papaya, corte en hendidura en el patrén. Vista

al estereoscopio, aumento 3X.. A) Tres dias de microinjertado. B) 22 dias de microinjertado.

Es preciso sefialar, que con las variantes en las técnicas de microinjertacion
realizadas a partir de la propuesta inicialmente por Murashige, se ha intentado
mejorar los porcentajes de prendimiento y el manejo de la técnica, partiendo del
hecho que con todas se ha encontrado prendimientos exitosos en las especies
probadas como lo detallan Mosella y Ascui (1984), Navarro et al. (1975), Jonard et
al. (1983) y Aguilar (1990).

Como se indico anteriormente, se obtuvieron homo microinjertos de papaya
con altos indices de prendimiento. Se suma a esto, el prendimiento de los
microinjertos entre chamburo y chihualcan que afirman que los procedimientos de
microinjertacion pueden ser aplicadas a vasconcellas. Estos resultados descartan
la posibilidad que la falta de prendimiento, se deba a errores en el manejo de las

técnicas de microinjertacion (Figura 3.19).
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Figura 3.19 Fotografia de microinjertos realizados con la técnica de Navarro et al.. A) Microinjerto
chihualcan-chamburo. B) Homo microinjerto de papaya. C) Microinjerto babaco-chamburo. D)

Homo microinjerto de papaya, vista al estereoscopio aumento 3X.

La conexion entre el patrén y el apice esta mediado principalmente por la
compatibilidad entre los dos. Por este motivo se dice que un prendimiento es
compatible cuando existe un total acoplamiento de las estructuras celulares tanto
del injerto como del patron (Aguilar, 1990). La compatibilidad de dos especies

vegetales esta relacionada con la cercania genética existente entre las mismas.

Anteriormente, el babaco y la papaya pertenecian al mismo género Carica.
Galarza (2001) afirma que el babaco es compatible con papaya en pruebas de
injertacion realizadas en campo. Sin embargo, no se tienen detalles de estudios

histologicos y el comportamiento posterior del injerto de estos frutales.
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Hoy se conoce, con la ayuda de la caracterizacibn molecular de estas
especies (Yaguache, 2003), que el babaco forma parte del género Vasconcella. La
mayoria de los miembros del mismo, son conocidos como papayas de montafia y
originalmente se desarrollaron en las zonas andinas (Scheldenman, 2000). Esta
distancia genética entre papaya y babaco, hallada recientemente, pudiera sugerir
una posible incompatibilidad entre las dos especies.

Zecca (1995) afirma que se ha demostrado la existencia de un tipo de
incompatibilidad entre Junglans regia y Junglas nigra que después de 25 afos
produjeron la muerte del injerto. Este tipo de incompatibilidad se conoce como
retardada. Sefiala ademas, que la mejor técnica para determinar la
incompatibilidad de dos especies vegetales, es la microinjertacion. Zecca (1995)
manifiesta que el rapido crecimiento celular en la zona de injertacion permite

observar la formacion de callo y la soldadura entre el patron y el apice.

Ademas, los sistemas de cultivo in vitro permite manejar las condiciones en
los que se relacionan los injertos. Es decir, el control de temperatura, humedad
relativa, posicion del injerto en el patrén, contaminantes que pudieran perjudicar la
soldadura del injerto, el control de sustancias oxidativas y el mejor
aprovechamiento de reguladores de crecimiento que mejoran el crecimiento del

injerto.

En los trabajos de Zecca (1995), la muerte de los microinjertos entre peral y
membrillero y los bajos indices de prendimientos de los mismos, le llevaron a
plantear la posibilidad que exista una incompatibilidad entre estos. Esto apoya lo
indicado por Kollman y Glockmann (1985), quien sefiala como sintomas de
incompatibilidad la muerte prematura del injerto y fallas en el prendimiento del

mismo.

Sustancias quimicas que no son producidas en plantas jovenes de papaya

y las vasconcellas (babaco y chihualcan), suelen ser fundamentales en la union de
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las células que intervienen en un injerto. Hartmann y Kester (1975), en estudios
bioquimicos de injertos entre peral y membrillero, encuentran que algunas
sustancias pueden determinar el éxito del prendimiento del injerto. Por ejemplo, la
diferencia de concentracién de lignina existente en las células de peral y
membrillero, no permitieron una fuerte unién entre los mismos, lo que ocasiono el

fracaso del injerto.

Es posible que los microinjertos que entre papaya y las vasconcellas,
babaco y chihualcan, puedan existir sustancias que no pueden ser metabolizadas
por los apices y que producen su muerte. Breen (1974) al estudiar injertos entre
rosaceas, familia a las que pertenece tanto el membrillero como el peral,
comprob6 que la produccion de acido cianhidrico por parte del patron, no era
degradada por el injerto y esto ocasionaba la muerte total del mismo por
intoxicacion. Asi mismo, encontré algunas variedades de rosaceas que podian
degradar ciertos porcentajes de esta sustancia y que por tanto no era tan letal en
los tejidos del injerto y permitian que el prendimiento se establezca aunque

pobremente (Zecca, 1995).

Los casos anteriormente citados pueden ser las razones para el fracaso del
prendimiento de los microinjertos de babaco y chihualcan en papaya, ademas que
permiten entender porque inicialmente el injerto en campo puede desarrollarse sin
inconvenientes. Las células maduras de los dos frutales, podrian ofrecer mejores
condiciones para el prendimiento. Otro motivo que apoya esta hipotesis, es el
hecho que en la microinjertacion se la realiza entre las células de los haces
vasculares del patrén, en este caso papaya, y las células meristematicas del apice
de babaco o chihualcan que se encuentran en constante multiplicacion y no estan
diferenciadas. Por el contrario, la injertacion en campo de babaco y papaya se

realiza entre los haces vasculares de los dos vegetales adultos.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES

Las semillas sembradas desprovistas de su testa, germinan en menos
tiempo que las semillas que se sembraron enteras. Sin embargo, el indice

de germinacién de semillas enteras es mas alto.

Las plantulas que se desarrollaron a partir de semillas desprovistas de su
testa presentan tallos delgados y menor cantidad de raices, mientras que,
las semillas enteras desarrollan plantulas con tallos mas gruesos y mayor
numero de raices. Siendo estas caracteristicas esenciales para realizar un
buen injerto, las plantulas provenientes semilla enteras presentan mejores
cualidades para el manejo de las técnicas de injertacion, en especial en los

cortes que se realizan en el patron.

Mientras menor es el tamafio del material vegetal que se intenta introducir,
menor es la probabilidad de que se pueda contaminar el mismo. En babaco
es adecuado utilizar explantes menores a 2 cm., siendo lo 6ptimo aquellos

gue no sobrepasan los 5 mm. de longitud.

Los medios de elongacion propuestos por Pedroza-Perea (1990) y el
propuesto por Roque (2001), que se usaron en el desarrollo del
microinjerto, son los mas adecuados cuando se emplea a papaya (Carica
papaya) y chamburo (Vasconcella pubescens) como patrones. Es decir, el
medio ideal para cualquier microinjerto sera el que permita un desarrollo del
portainjerto en su estructura y en su sistema radicular, lo que garantizara la

vitalidad del microinjerto.

Los apices sumergidos por 2 y 30 minutos, en soluciones ricas en auxinas,
permiten obtener mayores porcentajes de prendimiento en pruebas
realizadas en homoinjertos de papaya (Carica papaya) tanto con la técnica

de Mosella y Ascui (1984), como la propuesta por Navarro et al.(1979).
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El corte recto o el corte con hendidura, que se realiza en el patron, es el

indicado para la microinjertacion de vasconcellas.

La microinjertacibn de babaco y chihualcAn en papaya, aplicando las
técnicas de Mosella-Ascui y de Navarro et al., no es factible. El fracaso en
el prendimiento se puede deber a una posible incompatibilidad entre las

vasconcellas y papaya.
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CAPITULO 5: RECOMENDACIONES

Es necesario realizar pruebas de compatibilidad entre las vasconcellas, babaco
y chihualcan, y papaya utlizando técnicas mas precisas como la
microinjertacion entre callos, estudios histolégicos y estudios bioquimicos de

las mismas.

Se sugiere intentar otras técnicas como la fusion de protoplastos de babaco-
papaya y chihualcan-papaya, para obtener plantas con mejores caracteristicas

agronémicas.

Realizar microinjertaciones de babaco y chihualcan utilizando patrones con
linajes genéticos cercanos a estas vasconcellas, como chamburo (Vasconcella
pubescens), toronche (Vasconcella estipulata) o Vasconcella monoica, que han
demostrado brindar injertos en buenas condiciones y con baja susceptibilidad a

fusarium sp, en pruebas de campo.

Se recomienda también, desarrollar protocolos para la germinacién de las
vasconcellas anteriormente citadas. Asi mismo, realizar ensayos para

determinar la edad ideal del patrén para la microinjertacion.

Debido a que en campo se obtienen bajos indices por medio de multiplicacion
vegetativa de babaco, es necesario estandarizar los protocolos existentes para
Su propagacion, ya que se ha encontrado dificultades en el manejo in vitro de
este frutal. De igual manera, se debe desarrollar un protocolo de multiplicacion

in vitro de chihualcan.
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