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PRODUCCION DE EMBRIONES in vitro A PARTIR DE
OVULOS Y OVARIOS DE PAPAYA (Carica papaya L.)

RESUMEN

Produccion de embriones in vitro a partir de ovu-
los y ovarios de papaya (Carica papaya L.). Se estudio
la posibilidad de obtener plantas a partir del cultivo de
ovulos y ovarios provenientes de flores no fecundadas
de C. papaya . Para esto se evalud la influencia del tama-
fio del ovario y del efecto de diferentes reguladores de
crecimiento: 2,4-D (1 a 5 mg/l); ANA (0,1 a 2 mg/l), CP-
PU (forchlorfenur6n) (0,1 mg/l), Kinetina (0,1 mg/l), as{
como de sacarosa (3 a 10%). Los cultivos se mantuvie-
ron inicialmente en oscuridad. Solo los ovarios cultiva-
dos en presencia de ANA (0,5 y 1 mg/l) formaron em-
briones. La formaciéon de tallos y posteriormente de
plantas se logrd cuando los embriones se transfirieron a
un medio desprovisto de auxina. Se discuten los posi-
bles efectos de los tratamientos realizados.

Palabras clave: Carica papaya, cultivo in vitro,
embriones vegetales, cultivo de embriones, técnicas de
cultivo, medio de cultivo, Costa Rica.
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ABSTRACT

In vitro production of papaya (Carica papaya L.)
embryos from ovules and ovaries. The potential of
producing papaya plants from unpollinated ovules and
ovaries was determined. The variables studied were
flower bud size and levels of 2,4-D (1 to 5 mg/l), NAA
(0.1 to 2 mg/l), CPPU (0.1 mg/l), kinetin (0.1 mg/l) and
sucrose (3 to 10%). The explants were initially cultivated
in complete darkness. Only the ovaries with NAA (0.5
and 1 mg/l) produced embryos. The production of
plantlets was obtained after their transfer to an auxin-free
medium. The possible effects of the treatments are
discussed.

Keywords: Carica papaya, in vitro culture, plant
embryos, embryos culture, culture techniques, culture
medium, Costa Rica
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INTRODUCCION

Tradicionalmente la papaya se ha mejorado si-
guiendo la metodologia de seleccion de progenies
autofecundadas (“pedigree”) para producir lineas
puras, ya que esta especie, a pesar de ser aldgama,
no pierde vigor al autofecundarse. Existe también
gran interés en la produccion de hibridos, pues va-

rios informes mencionan un efecto heterdtico im-
portante (Aquilizan, 1986; Chan, 1992).

La mayor parte de las caracteristicas genéticas
de interés agrondmico y comercial de este cultivo
son de caracter cuantitativo, por lo que se necesita
un alto niimero de individuos por progenie para rea-
lizar una seleccidn eficiente. Sumado a lo ante-
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rior, las bajas densidades de siembra, que requiere
este frutal, encarecen este proceso debido a la gran
area requerida para manejar dichas progenies. Por
estos motivos, la produccidon de plantas haploides
(poseen un solo juego de cromosomas) podria cons-
tituir una técnica atractiva para facilitar el proceso
de mejoramiento.

La produccion de plantas totalmente homoci-
gotas mediante el cultivo de anteras y/u ovarios es
un proceso rutinario para algunas especies como es-
parrago, maiz, arroz, tabaco, trigo, cebada, remola-
cha, meldn, cebolla y girasol principalmente (Bo-
hanec y Javornik, 1994; Atanassov et al, 1995). Sin
embargo, en el caso de la papaya, el cultivo de an-
teras no ha brindado resultados satisfactorios (Litz
y Conover, 1978; Tsay y Tsu, 1985; Manshardt,
1992).

Ademas, el genotipo hermafrodita de mayor
interés comercial en papaya es de naturaleza hete-
rocigdtico, por lo que en teoria no podria regenerar-
se a partir de tejidos haploides. Por este motivo, el
interés principal de desarrollar tal metodologia pa-
ra esta especie seria producir lineas femeninas pa-
rentales que sirvan para la posterior produccion de
hibridos con otras lineas ya existentes.

El objetivo del presente trabajo de producir
embriones de papaya a partir de tejidos ovulares.

MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se consideraron
tres tipos de tratamientos: a) tratamientos inducti-
vos de la embriogénesis a partir de 6vulos inmadu-
ros, b) tratamientos de manipulacion de estructuras
globulares y 6vulos posteriores a los tratamientos
inductivos, y c) tratamientos adicionales de induc-
cion de embriones.

a- Origen y tipo de los explantes

Para la etapa de tratamientos inductivos se uti-
lizaron flores provenientes de dos siembras experi-

mentales de material “criollo” de Costa Rica. Una
de ellas se ubico en Rio Frio (cantdn Sarapiqui,
provincia de Heredia) a una altura de 50 msnm y la
otra en Labrador (cantdn de Orotina, provincia de
Alajuela) a una altura de 70 msnm. El material que
se utilizo en la segunda etapa consistio en el culti-
vo de las estructuras obtenidas durante la primera.

Para la etapa de tratamientos adicionales se uti-
lizaron flores provenientes de una F2 resultante de
el cruce entre la linea “Sunrise” y una planta crio-
1la seleccionada. La siembra se localizd en la Esta-
cion Experimental Fabio Baudrit de la Universi-
dad de Costa Rica (provincia de Alajuela) a una
altura de 840 msnm.

b- Desinfeccion de explantes

En todos los casos, la desinfeccion se realizo
colocando 1las flores en agua corriendo durante 30
minutos; luego se sumergieron en un beaker con eta-
nol (70%) por 30 segundos, y después se pasaron a
una solucidn de hipoclorito de sodio (0,5%) con agi-
tacion manual por 5 minutos. Posteriormente, bajo
condiciones asépticas, se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril. Los botones florales se disec-
taron eliminandoles los pétalos y las anteras.

c- Medio de cultivo empleado

En todos los casos el medio base fue el de Mu-
rashige y Skoog (MS)(1962), con los macroele-
mentos reducidos a la mitad y un contenido de sa-
carosa del 3%.

d- Tratamientos

d1- Tratamientos inductivos. Al medio de cultivo
anterior se le anadieron los siguientes tratamientos:
1)0; 1; 2,5 y 5 mg/l de 2,4-D (acido 2,4-diclofeno-
xiacético) con ovarios mayores y menores a 16 mm
de longitud; 2) 0;0,1;0,5; 1 y 2 mg/l de ANA (ac.
Naftalen-acético) con ovarios mayores y menores a
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16 mm; 3) 3, 6 y 10% de sacarosa; 4) 0,6 y 0,8 g/L
de agar y 5) transferencia a un medio sin regulado-
res luego de un cultivo previo de 15, 22 y 30 dias
en un medio con 0,5 mg/l de ANA.

Para cada tratamiento se evaluaron como mi-
nimo 50 mitades de ovarios. Todos los cultivos se
colocaron en oscuridad continua las 24 horas du-
rante dos meses.

d2- Tratamientos a estructuras globulares y 6vulos:
Dependiendo de la respuesta presentada por los
ovulos de los ovarios tratados durante los trata-
mientos inductivos, se realizaron los siguientes tra-
tamientos:

d2a. A los 6vulos que presentaron aumento de
volumen durante los tratamientos inductivos se les
aplico los siguientes tratamientos:

1) I mg/l ANA + 0,1 mg/l CPPU (forchlorfenu-
ron); 2) 1 mg/l ANA + 0,5 mg/l kinetina y 3) 1 mg/I
ANA + 400 mg/l de glutamina. En todos los casos
se trabajo con 6vulos enteros y partidos por la mi-
tad. Para cada tratamiento se utilizaron 50 dvulos.
Los cultivos se colocaron en oscuridad constante.

d2b. A las estructuras globulares producidas
durante esta primera etapa, se les transfirid a los si-
guientes tratamientos:

1) 1; 5y 10 mg/l 2,4-D; 2) 1 mg/l ANA + 400
mg/l glutamina; 3) 1 mg/l ANA + 0,5 mg/l kinetina
y 4) 1 mg/l ANA + 0,1 mg/l CPPU. En todos los
casos se utilizaron estructuras globulares enteras y
partidas por la mitad, dando origen a mitades simé-
tricas longitudinalmente. En aquellos casos en los
que se utilizaron estructuras partidas, la cara sec-
cionada siempre se coloco sobre el medio. Se uti-
lizaron como minimo cuatro estructuras globulares
por tratamiento. Los cultivos se colocaron en oscu-
ridad constante por dos meses.

d3- Tratamientos adicionales de induccion de em-
briones:

d3.a. En un primer experimento se colocaron
ovarios partidos en un medio MS con 0,5 mg/l de
ANA y sin sacarosa. Luego se transfirieron al mis-
mo medio basal al cual Gnicamente se le adiciono
3% de sacarosa en periodos de 15, 22 y 30 dias lue-
go de permanecer en el primer medio.

d3.b. En otro experimento, con el fin de eva-
luar la influencia de la presencia de la antera sobre
el desarrollo del Ovulo, se cultivaron mitades de
ovarios alrededor de las cuales se anadieron ante-
ras, en una relacion de cinco anteras por cada mitad
de ovario. Todas las estructuras cultivadas se distri-
buyeron uniformemente dentro de los frascos. Los
cultivos se colocaron en oscuridad constante.

RESULTADOS Y DISCUSION

La presencia de 2,4-D en el medio tuvo un
efecto estimulatorio muy bajo sobre la formacion
de estructuras globulares, se obtuvo, sobretodo la
formacion de callo compacto, particularmente en
concentraciones de 1y 2,5 mg/l (Cuadro 1) . Por el
contrario, la utilizacion de ANA en bajas concentra-
ciones ( 0,1 y 0,5 mg/l) (Cuadro 2), ademas de pro-
ducir abundante callo (Fig 1a), permitio la obten-
cion de mayores porcentajes de estructuras
globulares. La mayor respuesta se obtuvo con ova-
rios de tamafo superior a 16 mm (Cuadros 1 y 2).

Las estructuras globulares emergieron del inte-
rior de los 6vulos y al hacerlo, rompieron los tegu-
mentos de los mismos. Estos globulos se caracteri-
zaron por ser esféricos y huecos en su interior. En
su extremo micropilar presentaron estructuras que
se asemejaron a hojas cotiledonares incipientes y
fusionadas lateralmente entre si (variaron en nime-
ro entre dos y cuatro). No se pudo confirmar su ha-
ploidia, pues la tasa de crecimiento fue muy bajo,
por lo que no se encontraron fases mitdticas en los
preparados celulares al examinarse con el micros-
copio de luz.

Estas estructuras globulares se asemejaron a
los embriones de Brassica juncea obtenidos por
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Cuadro 1. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D y del tamafio del ovario sobre el desarrollo in vitro de ovarios
de papaya (Carica papaya L.) luego de dos meses de cultivos (110 mitades de ovarios por tratamiento ).

2,4-D Tamaho de Formacion de callo Aumento | Formacion de [Contaminacion |Sin respuesta
(mg/1) | ovario (mm) | compacto friable | volumen de| estructuras (%) (%)
(%) (%) ovulos ( %) |globulares (%)

1,0 >16 30,9 0 30,8 0 0 38,3

1,0 <16 10,1 0 5.4 0 0 85,0

2,5 >16 23,5 0 4,0 0 0 72,5

2,5 <16 21,1 0 0,0 3,7 6,1 69,1

5,0 >16 10,2 0 12,8 0 2.4 74,6

5,0 <16 9,5 0 0,0 2.4 13,7 74,2

Cuadro 2. Efecto de diferentes concentraciones de ANA y del tamaho del ovario sobre el desarrollo in vitro de ovarios
de papaya (Carica papaya L.) luego de dos meses de cultivos ( 110 mitades de ovario por tratamiento).

ANA Tamahno de Formacion de callo Aumento |Formacion de | Contaminacion | Sin respuesta
(mg/1) ovario (mm) | compacto friable | volumen de| estructuras (%) (%)
(%) (%) ovulos(%) |globulares (%)

0 >16 10,4 0 4,1 0 15,8 69,7
0 <16 9,9 0 2,3 0 20,1 67,7
0,1 >16 57,3 0 25,7 9,0 0 8
0,1 <16 32,6 0 0 18,3 0 49,1
0,5 >16 59 2 22 7 0 10
0,5 <16 29,2 0,8 0 22,1 0 479
1,0 >16 45 3 11,1 6,7 33 31
1,0 <16 34,2 0 7,2 6,6 3,1 48,9
2,0 >16 66 2.2 13,8 3,6 10,2 42
2,0 <16 47,1 0 16,3 0 0 36,6

Liu et al. (1993) en presencia de inhibidores del
transporte polar de auxinas. No obstante, en el ca-
so de la papaya, éstos no avanzaron mas alla del es-
tado globular. Ello se podria deber a la presencia
del 2,4-D en el medio. Fischer y Neuhaus (1996)
observaron que el cultivo in vitro de embriones ci-
goticos de trigo en estado globular y en presencia
continua de auxinas sintéticas, producia inicamen-
te un crecimiento radial, sin que se estableciera la
simetria bilateral propia de los estados mas desarro-
llados. Michalczuk et al. (1992) sugirieron que la
auxina del medio de cultivo eleva exageradamente
los niveles naturales de AIA, que impide la forma-
cion de un gradiente natural de esta auxina dentro
del embridn y con ello, la inhibicion de su desarro-
llo hacia los estados polarizados.

Solamente en dos de los tratamientos de induc-
cion se obtuvo la formacidén de embriones. En el
primer caso ello se logrd con la transferencia de
ovulos a medios sin auxina, luego de 15 dias de cul-
tivo en presencia de ésta (0,5 mg/l) (Cuadro 3). Los
embriones obtenidos en esta condicidn se caracteri-
zaron por tener cotiledones grandes, bien diferen-
ciados (Fig. 1c y d) y dieron origen a una gran can-
tidad de plantulas (Fig. le y 1f) luego de varios
subcultivos en el mismo medio y su transferencia a
un fotoperiodo de 16 horas de luz y a una tempera-
tura de 26-28°C durante el dia y 21-23°C durante la
noche.

En el segundo tratamiento se observo la for-
macion de embriones cuando ovarios menores de
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Cuadro 3. Efecto de la eliminacion de ANA (0.5 mg/l ) al cabo de cinco meses de cultivo
en el desarrollo in vitro de ovarios de papaya (Carica papaya L.)

Eliminacion del Formacion de Formacion de Sin respuesta
ANA a partir de: embriones(%) | estructuras globulares (%) (%)
15 dias 1,1 33 95,6
22 dias 0 73 92,7
30 dias 0 4 96

16 mm se cultivaron inicialmente en un medio con
0,5 mg/l de ANA sin la posterior transferencia a un
medio sin auxina. Esta formacion de embriones se
observo a partir de los ocho meses de cultivo (Fig.
1b). Contrario a lo observado en el primer caso, es-
tos embriones tenfan cotiledones pequefios, un eje
central muy grueso y nunca llegaron a diferenciar-
se hasta formar plantulas. La causa de esta ausencia
en desarrollo se debid probablemente a que, alin
luego de varios meses de cultivo, permaneciera su-
ficiente auxina activa en el medio, la cual interfirid
con el desarrollo normal de los embriones. El hecho
de que en los tratamientos en que se suprimiod el
ANA del medio los embriones obtenidos se desa-
rrollaran normalmente, refuerza esta posibilidad,
ya que probablemente permitid a los embriones es-
tablecer la transicion normal del estado globular al
bilateral y su posterior germinacion.

La sacarosa puede inducir respuesta en los teji-
dos por su efecto como fuente de energia. Sin em-
bargo, la mayor parte de los estudios se centran en
su funcion como regulador del potencial osmdtico
del medio. La utilizacion de medios inductores al-
tos en sacarosa y subsiguientes subcultivos a otros

medios con menores cantidades de este carbohidra-
to, ha mejorado el desarrollo de embriones de algu-
nas especies como el trigo (Fischer y Neuhaus,
1995), asi como también ha incrementado la tasa de
embriogénesis a partir de anteras en varios cultivos
(Atanassov et al., 1995). Sin embargo, en este tra-
bajo los tratamientos con bajos niveles de sacaro-
sa en el medio (1 y 3%) (Cuadro 4) practicamente
duplicaron la induccidn de estructuras globulares,
en comparacidon con las concentraciones interme-
dias y altas (6 y 10%). Este hecho se pudo deber a
que la disminucion del potencial hidrico en los tra-
tamientos con alta concentracion de sacarosa dismi-
nuyera el flujo de agua y algunos factores de creci-
miento hacia los ovarios, y por ende, hacia los
ovulos. El hecho de que estos tratamientos presen-
taran menores porcentajes de formacion de callo,
posiblemente por la misma razon, refuerzan esta
posibilidad.

Otro aspecto que influyd notablemente fue la
posicion en que fue colocado el ovario sobre el me-
dio de cultivo. Cuando la cara cortada se puso en
contacto con el medio, se logrd aumentar la produc-
cion de estructuras globulares de 5 a 11,4% en rela-

Cuadro 4. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre el desarrollo in vitro de ovarios de papaya (Carica

papaya L.) luego de dos meses de cultivo.

Cantidad de Formacion de callo Aumento Formacion de Sin respuesta
sacarosa (%) compacto friable volumen de estructuras (%)
(%) (%) ovulos (%) globulares (%)
1 27 0 35,5 9,5 28
3 49,5 0 37,1 13,4 0
6 38,2 1,1 36 4,5 20,2
10 20 0 40 3 37
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Figura 1. Regeneracion de plantas a partir de 6vulos provenientes de frutos inmaduros de Carica papaya. 1a. Forma-
cion de callo en un medio MS con 0,5 mg/l de ANA a los dos meses de cultivo. 1b. Desarrollo incompleto
de embriones debido a la presencia continua en el medio de ANA. 1c. Embriones en estado de torpedo lue-
go de la transferencia de los explantes a un medio sin auxina. 1d. Aspecto de los embriones iniciando foto-
sintesis a los 16 meses de cultivo. le. Formacion de tallos. 1f. Regeneracion de plantulas.
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cion a su colocacion con la parte externa en contac-
to con el medio. Lo anterior indica que la pared del
ovario es un tejido de poca permeabilidad, y por en-
de, no permite el paso de sustancias hacia su inte-
rior. Lo anterior es logico si se toma en cuenta su
funcion de proteccion de los 6vulos.

Dada la posibilidad de que las estructuras glo-
bulares fueran embriones haploides en estado glo-
bular, se intentd lograr la produccion de callo a par-
tir de ellas. De igual forma, se busco el mismo
objetivo utilizando los 6vulos que habian aumenta-
do de volumen durante la etapa de induccién con
ANA. Como se puede observar en el Cuadro 5, se
logr6 la produccion de dicho callo a partir de los
ovulos subcultivados, pero no a partir de las estruc-
turas globulares.

Este experimento puso de manifiesto la imper-
meabilidad de las paredes de los 6vulos, ya que los
tratamientos con ovulos partidos produjeron canti-
dades de callo bastante superiores al de los 6vulos
enteros (Cuadro 5). Sin embargo, un examen histo-
logico al estereoscopio, mostro que el callo provino

de residuos del tejido del funiculo en el caso de los
ovulos enteros, mientras que en el caso de los 6vu-
los partidos, provino de los tejidos tegumentarios.
Debido a lo anterior, el callo obtenido en ambos ca-
sos fue probablemente de naturaleza diploide y no
haploide como se buscaba.

Las estructuras globulares fueron sometidas
también a tratamientos con 1 mg/l de ABA (acido
abscisico), en vista de la existencia de informes so-
bre embriogénesis secundaria a partir de embriones
somaticos de papaya (Chen et al. 1991). Sin em-
bargo, luego de dos meses de cultivo, la tendencia
observada fue la oxidacion.

Varios estudios han demostrado la necesidad
de inducir un estado de reposo (etapa GO de la mi-
tosis) en células diferenciadas para conferirles la
capacidad de percepcion de estimulos del proceso
embriogénico. La metodologia mas exitosa para lo-
grar dicho estado de reposo ha sido la eliminacion
de fuentes energéticas. Esta técnica fue utilizada
con éxito para clonar el primer mamifero a partir de
células adultas (Wilmut ez al. 1997), asi como indu-

Cuadro 5. Efecto de diversos tratamientos sobre 6vulos y estructuras globulares de papaya (Carica papaya
L.) obtenidas durante la primera etapa a los dos meses de cultivo in vitro. (Datos expresados en

porcentaje).
Estructuras globulares Ovulos
Tratamientos (mg/l) Formacion de callo  Sin respuesta | Formacion de callo Sin respuesta
1 ANA+ 400 glutamina
oOvulos enteros NR NR 1,3 98,7
ovulos partidos NR NR 55,3 44,7
1 ANA + 0,1 CPPU
oOvulos enteros 0 100 2,7 97,3
ovulos partidos 0 100 11 89
1 ANA +0,5 KIN
oOvulos enteros 0 100 2,5 97,5
ovulos partidos 0 100 51,1 48,9
1 24D
ovulos enteros 0 100 NR NR
ovulos partidos 0 100 NR NR

NR = no realizado
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cir por primera vez el proceso de embriogénesis a
partir de anteras de roble (Bueno et al. 1997). En el
presente trabajo, la eliminacion de sacarosa del me-
dio de cultivo efectivamente impidi6 la manifesta-
cidon de cambios en los ovarios tratados, pero no lo-
gro la activacion del proceso embriogénico. Luego
de una semana de cultivo en el medio sin sacarosa,
los ovarios comenzaron a tornarse blancos; no for-
maron callo como es lo usual, a pesar de que el me-
dio si contenia ANA. La transferencia a medios sin
ANA 'y con sacarosa (al 3%) 15, 22 y 30 dias des-
pués, no produjo cambios visibles luego de mas de
cinco meses de cultivo. Lo anterior indica que, pro-
bablemente, la baja actividad metabdlica inducida
por la falta de sacarosa impidio la percepcion del
estimulo del ANA. Ello sugiere que deberia utili-
zarse un medio con sacarosa + ANA luego del tra-
tamiento de estrés nutricional, para finalmente
transferir a un medio con sacarosa Ginicamente. Es-
te tratamiento también pone de manifiesto el hecho
de que las paredes de los ovarios inmaduros no con-
tienen reservas utilizables para los dvulos, y por lo
tanto, los periodos de estrés nutricional debieron
ser menores.

El tratamiento de cocultivo de ovarios y ante-
ras se incluyd debido a que en experimentos preli-
minares de cultivo de anteras se habia obtenido la
formacion de embriones a partir de ovarios que ac-
cidentalmente cafan al medio durante la diseccion
de las flores. Con el empleo del cocultivo se obtu-
vo la formacidn de estructuras similares a embrio-
nes luego de dos meses de cultivo (9,4% contra 0
del testigo). Sin embargo, no se logrd el desarrollo
de los mismos hasta plantulas. Existen varios re-
portes en la literatura sobre posibles efectos de
acondicionamineto del medio con anteras (Kolher y
Wenzel, 1985), ovarios y embriones (Dudits et al.
1995). Es interesante notar también que la polini-
zacion con polen irradiado logra iniciar el proceso
de embriogénesis a partir de tejidos haploides ma-
ternos del ovario, sin mediar el proceso de fecunda-
cion. Este fenomeno ha sido aprovechado para pro-
ducir plantas haploides de manzana (Huang y
Lespinasse, citados por Bohanec y Javornik, 1994)
y cebolla (Dore y Marie, 1993). Las mismas sustan-

cias presentes en el polen podrian ser las responsa-
bles del acondicionamiento del medio.

Los resultados de este trabajo confirman la ten-
dencia generalizada sobre la importancia de las au-
xinas para la induccién de la embriogénesis, asi co-
mo de la necesidad de su eliminacion del medio de
cultivo para que dicho proceso continfie con su de-
sarrollo normal.

La obtencion de embriogénesis a partir de te-
jidos diferenciados podria requerir de dos pasos. El
primero seria la abolicion del desarrollo de los pro-
gramas de diferenciacion, los cuales estarfan repri-
miendo al proceso embriogénico. Esto conllevaria a
la induccion de un estado de reposo, en el cual la
célula seria receptiva. Durante este estado, la falta
de fuentes de energia obligaria a la célula a mante-
ner activos solamente los procesos vitales para su
supervivencia (genes constitutivos). En esta situa-
cion, es posible que los sistemas genéticos embrio-
génicos tengan la via libre para percibir estimulos
que los activen. El término “competencia “ podria
referirse precisamente a este estado (Mordhorst et
al., 1997).

La naturaleza del estimulo embriogénico es
atin desconocida, pero puede ser inducida por una
gran cantidad de tratamientos poco especificos co-
mo se demuestra en la literatura. Para la induccion
de la embriogénesis a partir de anteras, se citan la
aplicacion de ethrel, centrifugacion, irradiacion,
agentes quimicos, altas y bajas temperaturas, etc.
(Atanassov et al., 1995). Una vez abolido el patron
de desarrollo e inducido un estado de reposo, es po-
sible que una gran cantidad de estimulos puedan
iniciar el proceso, en vista de que la embriogénesis
es la Ginica via natural que le permitirfa a las células
perpetuarse. En este sentido, Dudits et al., (1995)
sefialan que el proceso embriogénico podria inter-
pretarse como un caso extremo de plasticidad.

Podria especularse que muchos de los tejidos
que adquieren competencia, lo hacen debido a que
pasaron por un estado de reposo inducido por algin
estrés. Esta podria ser la razon por la cual algunos




MORA Y GUEVARA: PRODUCCION DE EMBRIONES In vitro DE Carica papaya L. 53

tratamientos fisicos (alteracion del potencial hidri-
co, pretratamientos con frio, etc.) son tan efectivos
para inducir la embriogénesis. Es importante notar
que posiblemente una gran diversidad de dichos
tratamientos tengan en realidad un efecto comin: la
eliminacion de fuentes energéticas. En este senti-
do, cabe recordar que la disminucioén del potencial
hidrico de un medio produce una disminucion del
transporte de solutos (entre ellos sacarosa) hacia el
explante. Por su parte, las bajas temperaturas po-
drian afectar la actividad enzimatica asociada al
metabolismo de los carbohidratos. Finalmente,
muchos explantes, atin con tejidos carnosos, no ne-
cesariamente tienen reservas utilizables (como se
comprobd en los tratamientos de eliminacion de sa-
carosa), y su separacion del tejido materno puede
inducir una carencia energética momentanea pero
suficiente para volverla competente, atin en ausen-
cia de otros tratamientos. Es posible que esta sea la
razon por la cual se obtuvieron embriones en los
tratamientos con la eliminacion del ANA a los 15
dias (Cuadro 3).
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