
ABSTRACT

In vitro culture of lateral buds of papaya (Carica papaya L.). I. Effect of culture conditions on
the initial contamination of the explants. The effect of different factors (disinfection, culture medium,

liquid or sol id condition and date of culturing) was studied on the establishment in vitro of apex and la-

teral buds of papaya. Adult hermaphrodite plants of cv. Sunrise were used.

Out of the three culture media evaluated (Litz, 1978; Guevara, 1981; De Winnaar, 1988), the one de-

veloped by De Winnaar in liquid conditions produced the best development of the explants. Litz medium

favored the development of callus. variations on the development of the explants were observed depen-

ding on the culture medium used and of the date of culturing. The importance of disinfection and of the

culture medium is discussed.

INTRODUCCIÓN

El cultivo de la papaya tiene mucha importancia para los pueblos de los trópicos por ser una especie

productora de frutas durante todo el año. En los últimos años su cultivo ha adquirido cada vez más impor-

tancia en Costa Rica, ya que las perspectivas para la exportación de esta fruta son promisorias (Mora3).

Sin embargo, al tratar el cultivo en gran escala se presentan varios problemas. Prácticamente el único me-

dio comercial conocido de propagar esta especie es a través de la semilla sexual (Nakasone, 1978; Storey,

1953, 1969), y como la mayoría de las plantaciones no se pueden mantener económicamente por más de

dos o tres años de cosecha, un suministro constante de semilla de cultivares con características deseables
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es importante. Pero, por la forma en que está controlado el sexo en la papaya, bajo polinización libre in-

clusive los cultivares estabilizados pierden pronto su identidad individual. En las razas dioicas esta situa-

ción se agrava a causa del genotipo desconocido del fenotipo masculino (Nakasone, 1978; Storey, 1953).

Otro problema 10 constituyen las enfermedades virales, contra las cuales no se ha encontrado resistencia

apreciable dentro de la especie. si bien especies afines presentan grados de resistencia o tolerancia a los

virus (Tsay; Su, 1985) existen problemas de incompatibilidad con la especie C. papaya. Por 10 tanto se

considera generalmente que el único modo de combate consiste en la eliminación de las plantas enfermas

(Litz; Connover, 1978; Storey, 1969) . Todas estas características de la especie representan una barrera pa-

ra el mejoramiento genético y explican, en gran medida, la ausencia de verdaderas variedades de este cul-

tivo. La posibilidad de contar con métodos asexuales para su propagación es muy atractiva, ya que permi-

tiría superar esos inconvenientes al hacer factible la búsqueda de tipos superiores y su proliferación clonal

en forma masiva. Los métodos convencionales, como el enraizamiento de estacas (Allan, 1964) o la injer-

tación (Sookmask, 1975) han sido intentados pero con poco éxito.

Intentos realizados para la regeneración de plantas in vitro a partir de callo (Akora y Singh, 1978; Jor-

dan et al., 1983; Litz y Connover, 1981) han tenido poco éxito y con el inconveniente de la gran variabi-

lidad genotípica de las plantas obtenidas a partir de callo. La alternativa que puede evaluarse es el empleo

de yemas apicales o axilares de las cuales la información disponible indican que son un buen material de

propagación (Drew, 1988; Litz y Connover, 1978, 1981). Para ello se deben superar tres tipos de proble-

mas: primero, el cultivo de tejidos de planta adultas con características horticolas conocidas es más difícil

que el de plantas juveniles (Rajeevan y Pandey, 1986). Segundo, se ha informado de la pérdida de la ca-

pacidad de proliferación del material después de varios subcultivos y de variaciones importantes en la res-

puesta entre genotipos (Litz y Connover, 1981). Por último, la obtención de material libre de contaminan-

tes, tales como bacterias y hongos que destruyen, por proliferación en el medio, los tejidos cultivados in

vitro, representa una limitación muy seria para el buen desarrollo de las fases subsiguientes (Guevara,

1981; Litz y Connover, 1981; Drew, 1988; Debergh y Maene, 1984).

Estas consideraciones, en conjunto, sugieren la necesidad de investigar en las condiciones locales, pa-

ra poder contar con un sistema predecible y confiable que permita la propagación clonal de la papaya.

El presente trabajo forma parte de un proyecto, cuyo objetivo es la constitución de técnicas para la

propagación clonal in vitro de la papaya. Los problemas iniciales, que se presentan al intentar el estable-

cimiento de las yemas en condiciones asépticas son de tal magnitud que merecen una consideración espe-

cial, cuyas principales implicaciones son señaladas en este estudio.

MATERIALES Y METODOS

Las pruebas iniciales de desinfección fueron realizadas en el laboratorio de cultivo de tejidos del Cen-

tro de Investigaciones Agronómicas. Las pruebas de evaluación de la respuesta a los medios de cultivo
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fueron realizadas en el laboratorio de cultivo in vitro y microbiología del Centro para Investigaciones en

Granos y Semillas.

El material vegetal utilizado en este trabajo provino de plantas hermafroditas de la variedad Sunrise

cultivadas en la zona del distrito de San José en Alajuela, cuya edad inicial fue siete meses de edad. Entre

los meses de junio de 1988 y abril de 1989 se llevaron a cabo una serie de experimentos, los cuales se ini-

ciaron con evaluaciones de métodos de desinfección, con el fin de determinar la tasa de sobrevivencia Y

respuesta del material según el mes en que fue colectado. Para la realización de la pruebas de desinfección

se utilizaron yemas provenientes de brotes laterales formados sobre el tallo principal de la papaya. Los

brotes se colectaron y se depositaron en una bolsa plástica humedecida con papel toalla embebido con

agua y sellada posteriormente. Luego fueron llevados al laboratorio en donde se seccionaron en porciones

de uno o dos nudos y se colocaron en un "beaker" bajo un grifo de agua, dejando correr el agua por espa-

cio de 30 minutos con el fin de reducir la secreción de latex. Transcurrido este tiempo fueron sumergidos

por un minuto en alcohol de 95°, después de lo cual los explantes se sometieron a los diferentes tratamien-

tos de desinfección. Independientemente del producto empleado, se utilizó un humectante, Tween 80 (1

cc/l) en combinación con el agente desinfectante (hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio y cloruro de

mercurio). Realizado este proceso, los explantes fueron transportados a una cámara de flujo laminar en

donde fueron enjuagados tres veces en agua destilada estéril. Las yemas apicales y axilares fueron extra

idas de los nudos por disección bajo un estereoscopio y luego depositadas sobre el medio de cultivo.

Una vez realizado el tratamiento de desinfección se utilizó el protocolo recomendado por Litz y Con-

nover (1978) para la escogencia del medio de cultivo y cada semana se evaluó la sobrevivencia de explan-

tes, la contaminación por hongos o bacterias y el tipo de respuesta del material vivo. En todos los casos se

utilizó un mínimo de 50 explantes por tratamiento.

Con base en el procedimiento de desinfección más adecuado, se estableció cada mes un grupo de 50

explantes en tres diferentes medios de cultivo de naturaleza sólida y liquida y se procedió a evaluar cada

semana de la misma forma que en las pruebas de desinfección. Los tres medios utilizados en la fase de es-

tablecimiento fueron los descritos por Guevara (1981) (MS adicionado de 1 mg/l de Kinetina); Litz y Con-

nover (1978)(MS adicionado de 1,1 mg/l Kinetina; 1,81 mg/l de ANA) y De Winaar (1988) (MT adicio-

nado de 0,5 mg/l de BAP; 0,2 mg/l de ANA). Todos los medios de cultivo estudiados fueron evaluados

tanto en condición sólida (agar, 8 gIl) como en condición liquida (uso de puentes de papel de filtro) y fue-

ron depositados en tubos de ensayo de 18 mm por 150 mm y sellados con tapas plásticas blancas opacas.
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En todos los casos el pH del medio fue ajustado a 5,8 antes de ser esterilizado a 1,05 kg/cm2 a 120°C du-

rante 20 minutos.

Una vez establecidos, los cultivos se mantuvieron en una cámara de crecimiento bajo condiciones

controladas de intensidad lumínica (3500 lux), temperatura (22-26 °C) y humedad relativa (60-80%) con

un periodo luminoso de 12 horas diarias.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Pruebas de desinfección:

El Cuadro 1 muestra los resultados obtenidos con el cloruro de mercurio. Se puede observar que si

bien un aumento en la concentración del producto asi como en el tiempo de exposición disminuyen la con-

taminación; el número de explantes sobrevivientes fue muy bajo. La contaminación observada fue causa-

da en su mayoría por bacterias, lo que parece sugerir que el compuesto afectó principalmente el desarro-

llo de hongos. Muy útil en semillas y materiales lignificados, el cloruro de mercurio ha resultado tóxico

en algunas especies (Street, 1977). Los resultados obtenidos indican que sólo 3 a 12 de cada 100 cultivos

sobreviven después de dos semanas, lo que parece sugerir que en el caso de la papaya el cloruro mercúri-

co produce un efecto de fitotoxicidad.

El Cuadro 2 muestra el efecto del hipoclorito de calcio sobre la contaminación y sobrevivencia de      ye-
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CUADRO 1. Efecto de tres concentraciones de cloruro de mercurio y tres tiempos de desinfección sobre la conta-
minación y sobrevivencia de yemas de papaya C.v. sunrise in vitro al cabo de dos semanas. Junio
1988.

Tratamiento Tiempo contaminación Sobrevivencia
% HgC12 (minutos) % explantes(%)*

0,10 10 92,5 43,0
0,10 15 84,5 40,5
0,10 20 86,0 47,5
0,15 10 73,5 45,0
0,15 15 80,0 39,0
0,15 20 82,5 26,5
0,20 10 86,0 38,5
0,20 15 80,0 23,5
0,20 20 81,5 23,0

* % de explantes vivos, excluidos los que se contaminaron.



mas axilares de papaya. Al igual que con el desinfectante anterior se nota que el número de cultivos conta-

minados disminuye conforme se aumenta la concentración y el tiempo de tratamiento. El mejor resultado,

obtenido con una concentración de 10% y un tiempo de exposición de 20 minutos, permite obtener una con-

taminación significativamente menor (63%) que la obtenida con el cloruro mercúrico (73%). Sin embargo,

se puede notar una casi ausencia de explantes vivos, inclusive en comparación con este último desinfectan-

te. El hipoclorito de calcio, ha sido recomendado con frecuencia, por presentar una menor toxicidad que el

hipoclorito de sodio (Street, 1977). En zonas templadas, se ha utilizado con éxito y en algunos cultivos tro-

picales como el café (Berthouly 4); sin embargo, ya se han presentado casos de incompatibilidad. Otras ob-

servaciones parecen sugerir que su acción efectiva requiere de procedimientos de desinfección más elabo-

rados, tales como infiltración con vacio (Berthouly4) Los resultados obtenidos muestran que en las

condiciones de este trabajo, el hipoclorito de calcio causa fitotoxicidad en los tejidos de papaya.

El Cuadro 3 muestra la respuesta obtenida cuando se emplearon cinco concentraciones de hipoclori-

to de sodio con un tiempo de exposición de diez minutos. Nuevamente, como en el caso de los desinfec-

tantes anteriormente utilizados, se observa una disminución de la contaminación con el aumento de la con-

centración del producto. La dosis de 0,5% fue totalmente inefectiva. Concentraciones comprendidas entre

1 y 1,25% permitieron obtener el menor número de tubos contaminados, con valores comprendidos entre

32 y 40% de explantes no infectados. Sin embargo, de los datos de sobrevivencia del Cuadro 3 se puede

notar que conforme la concentración del producto aumenta, disminuye el número de explantes vivos des-

pués de dos semanas, siendo este efecto drástico con dosis superiores a 1% de producto activo. En base a

los dos criterios anteriores, el mejor tratamiento lo constituye el uso de hipoclorito de sodio al 1% que, si
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CUADRO 2. Efecto de dos concentraciones de hipoclorito de calcio y tres tiempos de desinfección sobre la conta-
minación y sobrevivencia de yemas de papaya cv. sunrise in vitro al cabo de dos semanas. Junio 1988.

Tratamiento Tiempo Contaminación Sobrevivencia
% CaOC12 (minutos) % explantes(%)*

8 10 100,0 0,0
8 15 100,0 0,0
8 20 90,0 0,0

10 10 92,0 5,5
10 15 84,5 0,0
10 20 63,5 0,0

* % de explantes vivos, excluidos los que se contaminaron.



bien tiene una mayor contaminación inicial (67%) con respecto a la dosis de 1,25% (61%), el número de

explantes vivos (87%) es superior al obtenido con la mayor concentración (55%).

Un aspecto de interés es el tiempo de desinfección que se utilice. Del Cuadro 4, en donde se presen-

ta el efecto de tiempos de exposición variables al hipoclorito de sodio al 1%, se puede notar que una in-

mersión de los explantes por periodos comprendidos entre 15 y 20 minutos es apropiado para lograr tan-

to el mayor número de cultivos libres de contaminantes como el de explantes vivos.

Los resultados obtenidos indican que en este estudio el mejor tratamiento para la desinfección de ex-

plantes es a través del hipoclorito de sodio. Este compuesto ha dado mejores resultados en condiciones tro-

picales que el cloruro mercúrico y el hipoclorito de calcio, aunque tenga menor efecto sobre las bacterias

(Oviedo y Guevara, 1988). Varios laboratorios han recomendado este producto ya que han obtenido me-

jores resultados.
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CUADRO 3. Efecto de cinco concentraciones de NaOCl sobre la contaminación inicial y respuesta de yemas de
papaya C.V. Sunrise al cabo de dos semanas. Junio 1988.

Tratamiento Contaminación Sobrevivencia
% NaOCl % explantes (%)*

0,50 100,00 0,00
0,75 93,00 90,00
1,00 67,50 87,50
1,25 61,50 55,00
1,50 64,00 36,50

* % de explantes vivos, excluidos los que se contaminaron.

CUADRO 4. Efecto del tiempo de desinfección con hipoclorito de sodio (1%) sobre la contaminación inicial de pa-
paya C. V. sunrise in vitro al cabo de dos semanas. Junio 1988.

Tratamiento Tiempo contaminación Sobrevivencia
% NaOCl (minutos) % explantes (%)*

1,00 10 72,00 96,50
1,00 15 60,50 90,00
1,00 20 55,50 92,50
1,00 25 59,00 71,00
1,00 30 38,50 54,50

* % de explantes vivos, excluidos los contaminados.



Evolución de la contaminación inicial de los cultivos:

Con base en los experimentos anteriores se decidió utilizar como agente desinfectante de rutina el hi-

poclorito de sodio en una concentración al 1% , con un tiempo de exposición de 20 minutos. A su vez se

decidió evaluar el efecto de la condición física del medio (sólida o líquida) sobre el desarrollo inicial de

bacterias y hongos en los medios de cultivo. La Figura 1 muestra los resultados obtenidos en tres medios

de cultivo. Se puede notar que en general la presencia de bacterias representó el contaminante inicial más

importante en condición sólida. Al utilizar un medio líquido se notó una disminución fuerte en la presen-

cia de bacterias. En cuanto a la contaminación por hongos en medio líquido, no sobrepasó en ningún ca-

so el 20% de los cultivos establecidos. Es posible que la lenta exposición del explante al medio, que se da

por difusión en un puente de papel, sea menos favorable para la proliferación de bacterias, que cuando el

explante se encuentra directamente en medio sólido. En este último, además, tanto bacterias como hongos

pueden movilizarse más rápidamente por deslizamiento sobre la superficie al moverse el frasco. Además,

en la condición sólida, existe mayor disponibilidad de oxígeno dentro del agar (Debergh y Maene, 1984).

Debido a que en el medio líquido se obtuvieron mejores resultados, se utilizó para determinar las diferen-

cias en la contaminación total que se produce a lo largo del año. Además de este factor, se ha observado

un mejor desarrollo de los explantes en la condición líquida, lo cual concuerda con los resultados obteni-

dos por Guevara (1981).
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FIGURA 1. Diferencia en la causa de la contaminación inicial según el medio de cultivo descrito por autores utili-

zado para papaya. Julio 1988.



La Figura 2 ilustra la evolución del porcentaje de contaminación en explantes establecidos in vitro

mensualmente durante el período comprendido entre junio de 1988 y abril de 1989. La mayor contamina-

ción corresponde al período comprendido entre agosto y diciembre, meses de mayor precipitación, lo que

favorece el salpique y una mayor humedad relativa, estimulando el desarrollo de microrganismos. Al ha-

ber mayor agua que se desliza por el tronco de la planta, se favorece una mayor acumulación de microor-

ganismos en los espacios intersticiales alrededor de las yemas axilares y entre los primordios foliares de

las mismas, lo cual en ocasiones dificulta una desinfección adecuada sin matar el explante. Es así que en

noviembre prácticamente se perdió la totalidad de los frascos. Al avanzar la época seca (enero a abril) se

notó una disminución de la contaminación, de manera que al final de esta época, menos del 20% de los

cultivos se contaminaron.

En cuanto a la influencia del medio de cultivo, no se notan diferencias significativas de estos sobre

la contaminación. Se observa una mayor contaminación con el medio de De Winnar en los meses de julio

y agosto, cuando en los otros dos medios disminuye. Por su parte, en el mes de noviembre el mayor nú-

mero de explantes perdidos por contaminación corresponde al medio de Li tz . Con excepción de estos dos

períodos mencionados, el comportamiento es similar.
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FIGURA 2. Diferencias en la contaminación inicial durante el establecimiento in vitro de yema de papaya, según

medios de cultivos. Junio 1988 - Abril 1989.



Es posible que bajo ciertas condiciones como las anteriormente mencionadas uno de los medios cita-

dos favorezca la expresión de un patógeno en particular. Sin embargo, es difícil verificar esta suposición

ya que la caracterización de los microorganismos presentes es muy difícil, limitándose en algunos casos a

únicamente el género (Oviedo y Guevara, 1988).

Respuesta inicial de los explantes:

Una dificultad adicional con respecto a la evaluación de la respuesta de los exp1antes 10 constituyó

la contaminación observada en la transferencia posterior al establecimiento de los cultivos iniciales, la cual

fue completa durante el año 1988. Las causas de esta contaminación se debieron principalmente a hongos

saprófitos presentes en el laboratorio, cuya proliferación fue ese año superior a la normal. Ello obligó el

reinicio de los cultivos de establecimiento. La transferencia de éstos a otra área de crecimiento resolvió

este problema.

La Figura 3 indica la proporción de exp1antes que sobrevivieron a la contaminación y formaron ca-

llo, en experimentos realizados durante el año 1989. Se puede notar un mayor desarrollo de este tipo de

crecimiento al utilizarse el medio de Litz, tanto en condición sólida como liquida. Los otros dos medios

presentan una tendencia mucho más reducida en la formación de callo. Al respecto, la condición sólida es-

timuló en mayor grado este tipo de proliferación celular. Los resultados obtenidos en los diferentes meses

(Figura 3) evidencia una alta variación del comportamiento de los exp1antes, observándose una alta for-

mación de callo en agosto. Una situación diferente se presenta al estudiar la Figura 4, que muestra el por-

centaje de exp1antes que inician un crecimiento organizado. En ella se nota que los medios 1iquidos, en

especial los propuestos por Guevara y por De Winnaar inducen una fuerte respuesta vegetativa. Es intere-

sante notar que, en el caso del medio propuesto por Guevara (medio MS adicionado de 1 mg L-1 de kine-

tina) se logró que la totalidad de los exp1antes produjeran un buen crecimiento vegetativo en todos los me-

ses evaluados. Por el contrario existe una gran divergencia con los resultados ob-tenidos por Litz y

Connover (1978) ya que al utilizar el medio sugerido por estos autores no se obtuvo prácticamente un cre-

cimiento vegetativo de los exp1antes.

Parece entonces existir una correlación inversa entre la mayor capacidad de un medio de cultivo en

inducir callo (Figura 3) y la capacidad de formación de una estructura organizada (Figura 4). Es muy po-

sible que el mayor desarrollo de callo en el medio de Litz conlleve a una menor formación de tallos. Es-

tos resultados evidencian la necesidad de una evaluación preliminar de medios y metodologías previamen-

te descritos para condiciones diferentes, ya que es posible que las diferencias locales de clima y formas de

trabajar, tengan una repercusión sobre el desarrollo de los cultivos que se establezcan. Estas diferencias

han sido observadas por Rajeevan y Pandey (1986); De Winnaar (1988) y por Drew (1988).
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FIGURA 3. Diferencias en formación de tejido de callo al cultivar in vitro yemas de papaya
cv. sunrise en seis condiciones de medio de cultivo (% de explantes vivos).

FIGURA 4. Diferencias en el crecimiento vegetativo diferenciado del explante inicial, al culti-
var in vitro yemas de papaya cv. sunrise en seis condiciones de medio de cultivo.



Con excepción del medio de Litz, los otros dos medios evaluados produjeron una adecuada respues-

ta de los explantes, tanto en sólido como en líquida. El desarrollo de las plantas en los medios de Gueva-

ra y de De Winnaar presentan diferencias en su morfología: en el primer medio de cultivo las plantas son

más compactas, con hojas pequeñas y a veces con un tallo grueso y poco diferenciado. por el contrario, en

el segundo las plantas presentaron una apariencia normal, con hojas de mayor tamaño y mayor grado de

diferenciación. Por otra parte el hecho de que la contaminación inicial fuera mayor al utilizar medios só-

lidos hizo que la cantidad total final de cultivos sanos y en crecimiento activo a los cuatros meses de ini-

ciado el experimento fuera máximo al utilizar el tratamiento propuesto por De winnaar. Por las anteriores

consideraciones puede aceptarse el medio de De Winnaard en condición liquida como el medio más ade-

cuado para el establecimiento inicial de la papaya, cultivar sunrise.

RESUMEN

Se estudió el efecto de diferentes factores (desinfección, medio de cultivo, condición liquida o sólida,

época de cultivo) sobre el establecimiento in vitro de yemas apica1es y axi1ares provenientes de las plan-

tas hermafroditas de la papaya cv. Sunrise.

La menor contaminación y posterior crecimiento de los exp1antes se observó con hipoclorito de so-

dio. De los tres medios evaluados (Litz, 1978; Guevara, 1981; De Winnaar, 1988), el de De winnaar en

condición liquida permitió obtener un mejor desarrollo de los explantes, mientras que el de Litz favoreció

la formación de callo. Dependiendo del medio de cultivo y de la época de establecimiento, se observaron

variaciones en el desarrollo de los exp1antes. Se discute la importancia de la desinfección y el efecto de

los medios de cultivo.
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