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Resumen

Este libro explora el viaje desde la celula indiferenciada hasta la planta completa,
utilizando laembriogenesis somatica como herramienta central para la propagacion
masiva del papayo. A través de un recorrido que abarca desde los fundamentos his-
toricos del cultivo de tejidos hasta los protocolos mas refinados para la induccion de
embriones, la obra presenta una quia detallada para la regeneracion clonal de esta
especie de alto valor nutricional y comercial. Combinando teoriay practica, se ana-
lizan los factores criticos que determinan el exito del proceso: desde la seleccion
del explantey el balance hormonal hasta las condiciones de incubacion. Una lectura
esencial para investigadores, biotecnologos y profesionales que buscan aprovechar
elprincipio de totipotencia celular para optimizar la productividad y conservar el ger-
moplasma en el sector agricola tropical.

Palabras clave:
embriogénesis somatica; propagacion clonal; totipotencia celular; reguladores de
crecimiento; biotecnologia vegetal.

Abstract

This book explores the journey from the undifferentiated cell to the complete plant,
using somatic embryogenesis as the central tool for the mass propagation of papaya.
Through a trajectory that spans from the historical foundations of tissue culture to
the most refined protocols for embryo induction, the work presents a detailed guide
for the clonal regeneration of this species of high nutritional and commercial value.
Combining theory and practice, it analyzes the critical factors that determine the
success of the process: from explant selection and hormonal balance to incubation
conditions. Essential reading for researchers, biotechnologists, and professionals
seeking to harness the principle of cellular totipotency to optimize productivity and
conserve germplasmin the tropical agricultural sector.

Keywords:
somaticembryogenesis; clonal propagation; cellular totipotency; growth regulators;
plant biotechnology.
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Resumo

Este livro explora a jornada desde a célula indiferenciada até a planta completa,
utilizando a embriogénese somatica como ferramenta central para a propagagao
massiva do mamoeiro. Através de um percurso que abrange desde os fundamentos
historicos do cultivo de tecidos até os protocolos mais refinados para a indugao de
embrides, aobraapresentaumguiadetalhadoparaaregeneragao clonal destaespe-
ciedealtovalornutricional e comercial. Combinando teoria e pratica, sao analisados
os fatores criticos que determinam o sucesso do processo: desde a selecao do ex-
plante e 0 equilibrio hormonal ate as condigoes de incubacao. Leitura essencial para
pesquisadores, biotecnologistas e profissionais que buscam aproveitar o principio
da totipoténcia celular para otimizar a produtividade e conservar o germoplasma no
setoragricola tropical.

Palavras-chave:
embriogénese somatica; propagacao clonal; totipoténcia celular; reguladores de
crescimento; biotecnologia vegetal.
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Introduccion

Fundamentos y aplicaciones de la embriogénesis somatica
en Carica papaya L.. Un andlisis desde la fisiologia vegetal y el

mejoramiento genético

Origen, importancia nutricional y usos del papayo (Carica
papayaL.)

El papayo (Carica papaya L.) se erige como una de las especies fru-
tales de mayor relevancia econémica y nutricional en las regiones tropi-
cales y subtropicales del globo. Su centro de origen se sitia en América
Central, una region que le ha conferido las adaptaciones necesarias para
prosperar en climas calidos, caracterizandose por un ciclo de produccién
continua a lo largo de todo el afio, lo que garantiza un suministro cons-
tante al mercado (Food and Agriculture Organization, 2006). La mag-
nitud de su cultivo a nivel mundial es un testimonio de su importancia,
alcanzando en 2006 una produccién que super6 los 7,7 millones de tone-
ladas, segin datos de la misma organizacion. Este volumen de produc-
cién responde no solo a su aceptacién como fruta fresca, sino también
a su versatilidad agroindustrial, que ha permitido su incorporacién en
cadenas de valor que van desde el consumo doméstico hasta la expor-
tacion masiva hacia mercados exigentes en Europa, América del Nortey
Asia. Desde un punto de vista nutricional, el fruto presenta un contenido
de azlicares totales que oscila entre el 7%y el 9%, lo que contribuye a su
sabor caracteristico y a su valor energético, ademas de ser una fuente
importante de vitaminas Ay C, asi como de minerales como el potasioy
el magnesio, elementos esenciales para la salud humana que refuerzan

su condicién de alimento funcional.



Mas alla de su consumo como fruta fresca, frecuentemente incor-
porada en postresy ensaladas, el papayo ha sido histéricamente aprove-
chado en una diversidad de preparaciones culinarias y productos proce-
sados que demuestran su plasticidad agroindustrial. Esta versatilidad se
extiende a la elaboracién de bebidas refrescantes, tanto naturales como
carbonatadas, asi como a la produccién de helados, mermeladas, frutas
cristalizadas, encurtidos y pulpa seca para la confiteria, lo que eviden-
cia la capacidad de esta especie para adaptarse a diferentes formatos
de presentacién y consumo (Rodriguez Rivera et al., 1966). En paises
productores como México, Brasil e India, la industrializacién del papayo
ha generado un entramado econdémico que involucra a pequefios agri-
cultores, empresas procesadoras y redes de distribucidn internacional,
consolidando al fruto como un producto estratégico dentro de las eco-
nomias rurales. Sin embargo, el valor del papayo trasciende su uso ali-
mentario, adentrandose en el ambito de la biotecnologia industrial. Un
componente de particular interés es la papaina, una enzima proteolitica
con propiedades similares a la pepsinay la tripsina, cuya capacidad para
hidrolizar proteinas la convierte en un insumo de alto valor comercial.
Esta enzima, que se presenta con una textura pulverulenta y grumosa,
ha encontrado aplicaciones en laindustria alimentaria como clarificador
de bebidas como la cerveza y como ablandador de carnes, donde su ac-
cidn enzimatica permite mejorar la texturay la digestibilidad de los pro-
ductos carnicos. En el ambito farmacéutico, se emplea como un auxiliar
digestivo en formulaciones destinadas al tratamiento de trastornos gas-
trointestinales, demostrando asi que la importancia de esta especie se
extiende desde el campo hasta la industria biotecnolégica y farmacéuti-
ca (Jiménez Cruz, 1998). Este amplio espectro de aplicaciones justifica la
necesidad de desarrollar herramientas biotecnolégicas que permitan su
mejora genéticay propagacion eficiente, especialmente ante la crecien-
te demanda de variedades con mayor resistencia a enfermedades, mejor

calidad organolépticay mayor vida de anaquel.
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Principios fundamentales del cultivo de tejidos
y la embriogénesis somatica como estrategia
biotecnolégica

El cultivo de tejidos vegetales se ha consolidado como un pilar fun-
damental en la biotecnologia agricola, constituyendo una etapa decisiva
en los programas de mejoramiento genético de especies de alto valor.
Estos procedimientos, basados en el principio biolégico de la totipo-
tencia celular, permiten obtener plantas completas a partir de células
somaticas no diferenciadas, 6rganos o cualquier tejido vegetal en con-
diciones asépticas y controladas. La totipotencia, concepto acufiado por
Haberlandta principios del siglo XX y posteriormente demostrado expe-
rimentalmente, se manifiesta a través de una serie de procesos celulares
secuenciales que incluyen la desdiferenciacidon de células especializadas,
su rejuvenecimiento y la posterior rediferenciacion, culminando en la
formacién de una planta entera con todas sus estructuras funcionales
(Slater et al., 2003; Akbar & Hakoomat, 2004). Este intrincado proceso
solo es factible en un medio de cultivo artificial que provea los nutrientes
esenciales —macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y una fuente
de carbono—y, de manera crucial, los reguladores de crecimiento ve-
getal, los cuales actiian como inductores y moduladores de las transfor-
maciones celulares necesarias para la regeneracion (Pérez-Bernal et al,
2007). La composicién del medio de cultivo, particularmente la relacién
entre auxinasy citocininas, determina la ruta morfogenética que segui-
ran las células cultivadas, ya sea hacia la formacién de callos no diferen-

ciados, la organogénesis directa o la embriogénesis somatica.

Dentro del amplio espectro de técnicas de cultivo de tejidos, la
micropropagaciény la embriogénesis somatica destacan por su eficacia
en la propagacion masiva de especies de interés econémico (Fitch et al.,

2004; Bhattacharya, 2002). La embriogénesis somatica, en particular, re-



presenta una ruta de regeneracién con un potencial excepcional para la
clonacién masiva y la conservacion de germoplasma. Este proceso, des-
crito por primera vez de manera independiente por Steward en 1958 y
Reinert en 1959 en cultivos de zanahoria (Daucus carota L.), implica la
formacién de un embridn a partir de una célula somatica o vegetativa,
sin que medie un proceso de fecundaciéon (Jiménez, 2001). A diferencia
de la embriogénesis cigbtica, que resulta de la unién de gametos y ge-
nera variabilidad genética, la embriogénesis somatica se inicia a partir
de células no reproductivas, manteniendo inalterada la combinacién
genética de la planta donante del explante (Carlota et al., 1997; Parro-
tt, 1993). Esta caracteristica es de suma importancia para la clonacién de
genotipos superiores que han sido seleccionados por su productividad,
resistencia a enfermedades o calidad organoléptica, asi como para la
conservacion de germoplasma élite en bancos de recursos genéticos. La
estabilidad genética de los embriones somaticos, aunque generalmente
alta, requiere de verificaciones mediante marcadores moleculares para
descartar la presencia de variacién somaclonal, un fenémeno que puede

ocurrir tras prolongados periodos de cultivo in vitro.

La capacidad de inducir embriones somaticos no se limita a un te-
jido especifico; diversos drganos y tejidos vegetales pueden fungir como
explantes iniciales, ampliando las posibilidades para la iniciacién de cul-
tivos embriogénicos. Entre los mas cominmente utilizados se encuen-
tran los apices radiculares y caulinares, los hipocétilos, los peciolos, los
pedinculos, las hojas jévenes y, en general, cualquier tejido con carac-
terfsticas meristematicas o embrionarias latentes, que conservan una
alta competencia para responder a los estimulos hormonales. También
se emplean estructuras reproductivas inmaduras, como embriones cigd-
ticos, inflorescencias, trozos de escutelo, nucela, évulos, tejido ovarico e
incluso endospermo, lo que demuestra la notable plasticidad del desa-
rrollo vegetal (Agindez et al., 1999). Esta versatilidad en la eleccién del

explante es una ventaja operativa que facilita laimplementacién de pro-
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tocolos para diferentes especies y variedades, permitiendo seleccionar
el tejido méas accesible, de mayor capacidad de respuesta y con menor
riesgo de contaminacién endégena, aspectos criticos para el éxito de los
cultivos in vitro. En el caso particular de la papaya, las hojas jévenes, los
segmentos de hipocétilo y los apices caulinares han demostrado ser los

explantes mas receptivos para la induccién de callos embriogénicos.

La via de formacion de estos embriones puede ser de dos tipos:
directa e indirecta, cada una con implicaciones distintas para la esta-
bilidad genética y la eficiencia del proceso. La embriogénesis somatica
directa ocurre cuando las células somaticas del explante ya poseen una
predisposicion natural para seguir la ruta embriogénica, diferenciando-
sedirectamente en embriones sin una fase intermedia de callo (Caietal.,
1999). Esta via es generalmente preferida cuando se busca minimizar el
riesgo de variacién somaclonal, ya que evita una fase prolongada de pro-
liferacion celular desorganizada. Por el contrario, la embriogénesis indi-
recta es mas cominy requiere la desdiferenciacién inicial de las células
del explante para formaruna masa celulardesorganizada conocidacomo
callo, la cual puede ser proliferada y mantenida por largos periodos. Es
durante esta fase proliferativa donde las células adquieren la competen-
ciaembriogénica, para luego diferenciarse en embriones somaticos bajo
estimulos especificos, generalmente una reduccién en la concentracion
de auxinas o un cambio en el balance hormonal (Haggman et al., 1999).
La eleccién de una u otra via depende en gran medida de la especie, el
genotipo, el tipo de explantey las condiciones de cultivo, requiriendo en
cada caso un proceso de optimizacién empirica que constituye el nicleo

de la investigacidn en este campo.

Las ventajas de la embriogénesis somatica como sistema de propa-
gacién son notablesy la posicionan como una tecnologia superior frente
a otros métodos convencionales, especialmente en el contexto de la pro-

duccién a gran escala. Su principal fortaleza reside en la enorme capaci-



dad de multiplicacién que ofrece, especialmente cuando se implementa
en sistemas de biorreactores a escala industrial, donde miles de embrio-
nes pueden producirse de manera sincronizada en un volumen reducido
de medio de cultivo. Este enfoque permite la produccién sincronizada de
un gran nimero de estructuras bipolares completas (con apice caulinar
y radicular) en un solo proceso, eliminando la necesidad de etapas de
multiplicacién de brotes y enraizamiento individualizadas que caracte-
rizan a la micropropagacion convencional. Adicionalmente, los embrio-
nes somaticos pueden ser sometidos a técnicas de encapsulacién para
producir semillas artificiales, lo que facilita su almacenamiento por pe-
riodos prolongados a temperaturas controladas y su manejo posterior,
incluyendo la siembra mecanizada en viveros o directamente en campo
(Arrieta-Espinoza, 1996; Salisbury & Ross, 2000). La aplicabilidad de este
conocimiento es vasta, abarcando desde la propagacion clonal masiva
de cultivares élite y el mejoramiento genético asistido por marcadores,
hasta el saneamiento de plantas infectadas por patégenos mediante la
regeneracion a partir de tejidos libres de virus, el intercambio seguro de
germoplasma a nivel internacional y la ingenieria genética, donde los
embriones somaticos sirven como sistema diana para la introduccién de
genes de interés mediante Agrobacterium o biobalistica, y la posterior
seleccion de especimenes transformados (Salisbury & Ross, 2000). En
el caso especifico de Carica papaya, la embriogénesis somatica ha sido
explorada como una herramienta para la multiplicacién de variedades
resistentes al virus de la mancha anillada (PRSV), uno de los principales

limitantes del cultivo a nivel mundial.
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Determinantes fisiolégicos y quimicos en la induccién
de la embriogénesis somatica en papaya y especies
afines

La eficiencia en la formacién de estructuras embriogénicas y su
posterior conversidn en plantulas completas no es un proceso azaroso,
sino que esta estrictamente regulada por una compleja interaccién de
factores enddgenos y exdgenos que deben ser meticulosamente contro-
lados para lograr resultados reproducibles. Entre los factores intrinsecos
al explante se encuentran la fuente tisular, la edad fisiol6gica de la plan-
ta donante, el tamafoy la orientacién del explante en el medio de culti-
vo, asi como la época de colectay, fundamentalmente, el genotipo, que
determina la capacidad de respuesta inherente a cada variedad (Pierik,
1990). Estos factores determinan la competencia celular inicial y la res-
puesta a los estimulos externos, explicando por qué un mismo protocolo
puede ser altamente eficiente para unavariedad y completamente inefi-
caz paraotra. Los componentes del medio de cultivo, incluyendo la com-
posicion de sales minerales —siendo el medio Murashige y Skoog (MS)
el mas ampliamente utilizado por su riqueza en nitratos, potasio y mi-
cronutrientes—, las fuentes de carbono (sacarosa, glucosa, maltosa) que
proveen energiay actiian como reguladores osméticos, y los reguladores
de crecimiento, constituyen el segundo grupo de factores determinan-
tes. Las condiciones fisicas de incubacién, como el fotoperiodo, la inten-
sidad luminicay la temperatura, completan el triangulo de condiciones
que rigen el éxito del proceso (Pierik, 1990). La diferenciacién de érganos
oembriones depende criticamente del balance cuantitativoy cualitativo
entre dos grupos hormonales antagdnicos: las auxinas y las citocininas.
Tradicionalmente, se acepta que una predominancia de auxinas estimu-
la la formacién de raices y callos, mientras que una predominancia de
citocininas favorece la brotacion de yemas adventicias, siendo la em-

briogénesis somatica inducida tipicamente por una alta concentracién



inicial de auxinas seguida de una reduccién o eliminacién de las mismas
(Arrieta-Espinoza, 1996).

Los reguladores de crecimiento, o fitohormonas, son moléculas se-
fial que median la mayor parte de los procesos fisioldgicos en las plantas,
actuando en concentraciones extremadamente bajas y con interaccio-
nes sinérgicas o antagénicas entre si. En el contexto del cultivo in vitro,
las auxinas y las citocininas actiian como los principales inductores de
los procesos morfogenéticos, modulando la expresién génica y las vias
de senalizacion que conducen a la division, elongacion y diferenciacion
celular. Las auxinas, como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o el
acido naftalenacético (ANA), son conocidas por promover la elongacion
celular, la expansion de tejidos, la formacidn de callos no organogénicos
y la induccién de raices adventicias. En muchos sistemas, altas concen-
traciones de auxinas, particularmente 2,4-D, son necesarias para inducir
la desdiferenciacion celular y la formacién de callos embriogénicos en
cultivos de suspensidn, siendo este compuesto el regulador de eleccién
para la inducciéon de embriogénesis somatica en numerosas especies
(Cabrera-Ponce et al., 1995). Por otro lado, las citocininas, como la 6-ben-
cilaminopurina (6-BAP o BAP), estimulan la divisién celular, especial-
mente en presencia de una auxina, y son cruciales para la diferenciacién
de brotes y la maduracién de embriones somaticos. La 6-BAP es consi-
derada una de las citocininas mas efectivas y ampliamente empleada
en la induccién de yemas axilares, aunque también se ha utilizado en la
induccién de embriones somaticos, posiblemente debido a los efectos de
estrés osmatico y oxidativo que puede inducir en los tejidos cultivados,
promoviendo la reprogramacién celular (Pires de Almeida et al., 2000;
Posada-Pérez etal., 2007).

La investigacion en embriogénesis somatica ha estado frecuente-
mente orientada a establecer protocolos eficientes mediante la optimi-

zacion de estos componentes hormonales y nutricionales, reconociendo
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que no existe una férmula universal aplicable a todas las especies o ge-
notipos. Por ejemplo, se ha demostrado que la combinacién de 30 g L™
de sacarosa con 20 puM de 2,4-D es altamente efectiva para inducir callos
con altas tasas de crecimiento y un mayor diametro, asociandose esta
combinacién con un elevado potencial para la formacién de embriones
somaticos en diversas especies, probablemente debido a un efecto si-
nérgico entre la fuente de carbono y la auxina en la modulacién del po-
tencial osmotico y la expresion de genes embriogénicos (Schuabb et al.,
2013). En el caso particular de la papaya, mdltiples estudios han explora-
do diferentes combinaciones hormonales, reflejando la complejidad de
optimizar un sistema de regeneracién para esta especie. Arrieta-Espino-
za (1996), reportd que el medio MS suplementado con1ppmde 2,4-Dy ci-
netinas era dptimo para la embriogénesis somatica a partir de explantes
foliares, destacando laimportancia de combinar auxinas con citocininas
en la fase de induccién. En contraste, Pires de Almeida et al. (2000), en
Brasil encontraron que una concentracion de 10 ppm de 2,4-D era mas
efectiva para la induccién de callos en discos de hoja de papaya, lo que
sugiere que diferencias en las condiciones ambientales, los genotipos
empleados o la procedencia del material vegetal pueden influir en los
requerimientos hormonales. Por su parte, Posada-Pérez et al. (2007), en
Cuba, trabajando con lavariedad Maradol, determinaron que s mg L= de
2,4-D eraadecuado paralainduccién, y que la adicion de 2 mg L= de BAP
tenia un efecto positivo en la multiplicacién secundaria de los embriones
somaticos, mientras que 5 mg L=" de acido indolbutirico (AIB) promovia
el enraizamiento de los brotes regenerados, aunque con una longitud in-
ferior a1.85 cm (Cabrera-Ponce et al., 1996; Velasquez et al., 2006).

La interaccion genotipo-medio es un factor critico que condiciona
la transferibilidad de protocolos entre diferentes materiales genéticos,
como se evidenci6 en estudios con Agave tequilana Weber cultivar azul.
En esta especie, se observaron diferencias significativas en la capacidad

embriogénica entre seis genotipos distintos cultivados bajo las mismas



condiciones, lo que subraya la importancia de considerar la variabilidad
genética intraespecifica en el disefio de protocolos de regeneracién. Se
encontrd que altas concentraciones de la citocinina BA (44.4 a 66.6 pM)
favorecian la producciéon de embriones en el genotipo S3, mientras que
una mayor relacidn auxina/citocinina (9.0 y 13.6 uM 2,4-D frente a 1.3y
4.0 UM BA) daba lugar a embriones blanquecinos morfolégicamente si-
milares a los cigdticos, lo que indica que la morfologia y calidad de los
embriones también estan influenciadas por el balance hormonal. Las
observaciones microscépicas en este sistema confirmaron el origen uni-
celular de los embriones somaticos indirectos, un hallazgo fundamental
para comprender la estabilidad genética de los regenerantes, ya que la
formacién a partir de una Unica célula reduce el riesgo de quimerismo
(Portillo et al., 2007). Asimismo, en Dioscorea zingiberensis, una especie de
importancia medicinal, un nuevo método establecié que la mayor fre-
cuencia de formacidon de callo (87%) se lograba a partir de tallos con 2.0
mg L' de 2,4-D, demostrando la superioridad de este regulador para la
desdiferenciacién. Posteriormente, la combinacién éptima de 4.0 mg L'
de BAy 0.2 mg L' de ANA promovi6 la formacién de embriones en un
tercio de los callos subcultivados, demostrando la necesidad de una se-
cuencia de fases con reguladores especificos y confirmando que la etapa
de maduracién y conversidon de embriones requiere condiciones hormo-

nales distintas a las de induccién (Yuan et al., 2005).

Finalmente, el futuro y la aplicacién comercial de la embriogéne-
sis somatica dependen del desarrollo de protocolos més refinados que
permitan producir embriones morfolégicamente normales, con alta ca-
pacidad de germinacién y libres de variacién somaclonal, asegurando
la fidelidad genética de los regenerantes (Parrott, 2002). Las ventajas
inherentes a este sistema, como la obtencién de un mayor volumen de
produccién en menor tiempoy la posibilidad de automatizacién, lo posi-
cionan como una via de regeneracién potencialmente mas eficiente que

la organogénesis, especialmente para especies lefiosas o de propagacién
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vegetativa dificil (Villalobos & Thorpe, 1991). Ademas, la estandarizacion
de estos protocolos es un requisito indispensable para la automatizacion
de la micropropagaciéon mediante sistemas de biorreactores de inmer-
sion temporal o encapsulacidn, y la consiguiente reduccién de costos
para suimplementacién a escala comercial, haciendo factible la produc-
cién masiva de plantas de alta calidad genética y fitosanitaria (Smith &
Wood, 1998). En este contexto, la presente investigacién se enfoca en
contribuir a este cuerpo de conocimiento, estableciendo como objetivo
inducir embriones somaticos en hojas de C. papaya mediante la accién
de acido naftalenacético (ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP), con la fi-
nalidad de aportar una alternativa metodolégica para la propagacion

clonal de esta especie de relevancia global.
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Establecimiento del material vegetal y condiciones
iniciales de cultivo

La presente investigacion se desarrollé en el laboratorio de Culti-
vos Celulares de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT), donde se es-
tablecié un sistema experimental destinado a la obtencién de material
vegetal homogéneo y en condiciones fitosanitarias controladas. Para
ello, se procedi6 a la germinacién de semillas de Carica papaya L. var.
criolla en germinadores de plastico, empleando un sustrato estéril que
permiti6 la emergenciay desarrollo inicial de las plantulas. Este proceso
de germinacién controlada es fundamental para garantizar que el mate-
rial de partida se encuentre libre de contaminantes externosy presente
un estado fisioldgico uniforme, condicién indispensable para la repro-
ducibilidad de los experimentos en cultivo de tejidos. Como resultado de
este proceso, se obtuvieron un total de 200 plantulas, las cuales consti-
tuyeron la fuente primaria para la obtencidn de los explantes utilizados
en las fases subsiguientes del estudio. La seleccién del explante adecua-
do constituye un factor critico en los protocolos de embriogénesis soma-
tica, ya que la competencia morfogénica varia segin el tejido elegido,
su edad fisioldgica y las condiciones de cultivo previas. En este caso, se
seleccionaron hojas jovenes provenientes de las plantulas germinadas,
considerando que los tejidos juveniles presentan una mayor capacidad
de desdiferenciacién y respuesta a los reguladores de crecimiento. Se
colectaron un total de 400 explantes foliares, cada uno con dimensiones
promedio de un centimetro cuadrado y provenientes de plantulas con
una edad promedio de 30 dias, lo que aseguré que todos los explantes se
encontraran en una etapa fenolégica comparable, reduciendo asf la va-
riabilidad experimental asociada a diferencias en el estado de desarrollo

del tejido donante.
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Preparacion del medio de cultivo y estandarizacion de
las condiciones basales

Para el establecimiento de los cultivos in vitro, se empled como
medio basal la formulacién propuesta por Murashige y Skoog (1962),
ampliamente reconocida como uno de los medios mas completos y ver-
satiles para la regeneracion de especies dicotiledéneas. En el presente
estudio, este medio fue utilizado a la mitad de su concentracién de sales,
una modificacién frecuentemente empleada para reducir el potencial
osmoético y favorecer la respuesta morfogénica en tejidos juveniles. La
composicién del medio fue complementada con sacarosa al 3% como
fuente de carbono y energia, esencial para el metabolismo celular en
condiciones heterétrofas, y con fitagel al 0.3% como agente gelifican-
te para proporcionar soporte fisico a los explantes. La suplementacién
con reguladores de crecimiento constituyé el componente central de
los tratamientos experimentales, incorporandose acido naftalenacético
(ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP) en diferentes combinaciones y con-
centraciones segln el disefio experimental. El ajuste del pH del medio a
un rango comprendido entre 5.6 y 6.5 se realizé mediante la adicién de
hidréxido de sodio (NaOH 1N) o acido clorhidrico (HCI 1N), utilizando un
pHmetro previamente calibrado. Este control del pH es critico, ya que in-
fluye en ladisponibilidad de nutrientes, la estabilidad de los reguladores
de crecimiento y la capacidad de gelificacion del medio. Una vez prepa-
rado, el medio fue dispensado en frascos de vidrio de 5 cm de altura, con
un volumen de 2 ml por frasco, asegurando una superficie de contacto
adecuada para los explantes. La esterilizacién de los frascos con su con-
tenido se realiz6 en autoclave a 121 °C y 15 libras de presidén durante 30
minutos, condiciones que garantizan la eliminacién de microorganismos
contaminantes sin degradar significativamente los componentes termo-
labiles del medio.



Induccion de callos y transferencia a tratamientos
hormonales

La fase inicial del proceso de embriogénesis somatica consisti6 en
la induccion de callos a partir de los explantes foliares, para lo cual se
complement6 el medio basal con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
a una concentracion de 1 ppm. Esta auxina sintética es ampliamente uti-
lizada para promover la desdiferenciacion celular en cultivos vegetales,
induciendo la formacién de masas celulares no organizadas que cons-
tituyen el callo primario. Previo a la siembra en el medio de cultivo, los
explantes foliares fueron sometidos a un riguroso proceso de desinfec-
cién superficial para eliminar la carga microbiana presente en la superfi-
cie del tejido. Este procedimiento consistié en una inmersién en alcohol
etilico al 70% durante un breve periodo, seguida de una incubacién en
hipoclorito de sodio al 2.5%, un agente oxidante que actta eficazmen-
te contra bacterias y hongos. Posteriormente, los explantes fueron en-
juagados con agua destilada estéril para remover los residuos de los
agentes desinfectantes. La siembra se realiz6 en condiciones de asepsia
dentro de una camara de flujo laminar, colocando cada explante con el
envés en contacto con el medio de cultivo, una orientacién que facilita la
absorcion de nutrientes y reguladores por las células epidérmicas y los
tejidos subyacentes. Se establecieron un total de 400 explantes en esta
fase inicial, los cuales fueron incubados en oscuridad total durante 10
dias. Este periodo de oscuridad es un factor determinante para la induc-
cién de callos embriogénicos en numerosas especies, ya que la ausencia
de luz favorece la desdiferenciacion celulary reduce la activacién de vias
fotomorfogénicas que podrian interferir con el proceso. Transcurrido
este periodo, los explantes con formacion de callo fueron trasladados a
las diferentes combinaciones de ANA y BAP segln el disefio experimen-
tal descrito en la Tabla 1, momento a partir del cual se inicié la fase de

induccién de embriones somaticos.
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Tabla1. Diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento BAPy ANA

por tratamiento

TRATAMIEN- REGULADORES DEL
TO CRECIMIENTO (ppm)
BAP ANA
1 1 0.5
2 1 1
3 5 0.5
4 5 1
5 1 o)
6 5 o
o) 0.5
8 o) 1

Fuente: Ruiz Baca, 2019.
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Figura1. Elinicio del viaje celular

Nota técnica: Establecimiento de cultivos in vitro de Carica papaya L. a partir
de explantes foliares. Secuencia del procedimiento: a) Corte de hojas jove-
nes; b) Desinfeccion de hojas; c) Introduccién de explantes; d) Frascos con
medio de cultivo; e) Frascos en incubacion; f) Formacion de callos. Fuente:
Ruiz Baca, 2019.

Condiciones de incubacion y analisis histolagico de los
tejidos

Las condiciones ambientales durante el cultivo in vitro fueron con-
troladas para garantizar la reproducibilidad de los resultados y la expre-

sion optima de la respuesta morfogénica. Durante la fase inicial de in-
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duccién de callos en presencia de 2,4-D, los explantes fueron mantenidos
en una cadmara de incubacién con temperatura regulada entre 25 + 2 °C
y en oscuridad total durante 10 dias, condiciones que favorecen la proli-
feracion celular y la desdiferenciacion. Posteriormente, tras la transfe-
rencia a los diferentes tratamientos con ANA y BAP, los cultivos fueron
trasladados a un régimen de iluminacién controlado, utilizando cuatro
lamparas fluorescentes de luz blanca de 40 watts cada una, que propor-
cionaron una intensidad luminica adecuada para los procesos de dife-
renciacion celular. El fotoperiodo establecido fue de 16 horas de luz por
8 horas de oscuridad, un ciclo que simula las condiciones de dias largos y
favorece la organogénesisy la embriogénesis en numerosas especies. La
temperatura durante esta fase se mantuvo a 21 + 2 °C, condiciones que
permiten un crecimiento moderado y reducen el riesgo de estrés fisiol6-

gico por temperaturas elevadas.

Para el analisis del proceso de desdiferenciacion celular y la ca-
racterizacion de las estructuras embriogénicas, se implementé un pro-
tocolo de evaluacion histolégica. Se colectaron muestras de cada tra-
tamiento en momentos especificos del cultivo: al primer dia, al quinto
dia y posteriormente cada 30 dias, con el objetivo de seguir la evolu-
ciéon temporal de las transformaciones celulares. Las muestras fueron
fijadas en solucion FAA, compuesta por formaldehido, alcohol al 70%,
acido acético glacial y agua destilada, una mezcla fijadora que preserva
la estructura celular y evita la autélisis de los tejidos. Una vez fijadas,
las muestras fueron procesadas mediante deshidratacién en series gra-
duales de alcohol, aclarado en xilol e inclusién en parafina para obte-
ner bloques que permitieran realizar cortes histolégicos. Los cortes se
obtuvieron utilizando un micrétomo, obteniéndose secciones de 8 a 10
micrometros de espesor, que fueron montadas en portaobjetos para su
posterior tincidn. La coloracion de los tejidos se realizé con safranina al
1% en etanol al 50%, un colorante que tifie preferentemente las paredes

celulares lignificadas y los nicleos. Las observaciones histolégicas y la



obtencién de fotomicrografias se realizaron utilizando un microscopio
OLYMPUS equipado con una camara digital conectada a un sistema de
captura de imagenes, lo que permitié documentar las estructuras celu-

lares observadas en cada tratamiento.

Parametros de evaluacion y analisis estadistico de los
datos experimentales

La evaluacion de los explantes se realiz6 periédicamente cada 25
dias durante todo el periodo experimental, empleando una combina-
cion de técnicas de observacion directa y tinciones diferenciales. Para la
observacién macroscépicay la caracterizacion morfolédgica de los callos
y embriones, se utilizé un microscopio compuesto y un estereoscopio
binocular, instrumentos que permitieron apreciar la forma, el color, la
texturay la organizacién de las estructuras desarrolladas. La evaluacidn
histoquimica incluyé el uso de colorantes especificos para identificar
compuestosy estructuras de interés: el Lugol (solucién de yodo y yoduro
de potasio) permitio la deteccién de almiddn en los tejidos, un indicador
de la acumulacidn de reservas asociada a la competencia embriogéni-
ca; el aceto carmin se emple6 para la visualizacién de ntcleos celulares,
facilitando la identificacion de células en division activa; y la hematoxi-
lina, en combinacidn con safranina, permiti6 la diferenciacion de tejidos
meristematicos y embrionarios en los cortes histolégicos. Los parame-
tros cuantitativos registrados incluyeron la presencia, color y forma de
los callos, el nimero de callos formados por explante, el nimero de em-
briones desarrollados por callo, y los hallazgos del analisis histolégico.
Para el procesamiento de los datos obtenidos, se emplearon medidas de
tendencia central, presentando los resultados en forma de promedios y
porcentajes, lo que permitié comparar la respuesta embriogénica entre
los diferentes tratamientos.
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Descripcion de las estructuras macroscopicas
observadas en los diferentes tratamientos

Los explantes foliares de Carica papaya L. cultivados en las diferen-
tes combinaciones de reguladores de crecimiento mostraron una nota-
ble variabilidad en su respuesta morfolégica, evidenciando diferencias
tantoenlaformacomoen latexturayel colorde los callosdesarrollados.
A los 25 dias de cultivo, se observaron patrones morfolégicos distintivos
que permitieron agrupar los tratamientos segin las caracteristicas de
los callos producidos. En los tratamientos 1y 2, los cuales combinaban
BAP a1 ppm con ANA a 0.5 ppmy 1 ppm respectivamente, se desarrolla-
ron callos de forma ovalada a casi redonda, con una textura amorfay una
consistencia friable, caracteristicas que en muchos sistemas de cultivo
se asocian con una alta competencia embriogénica. Estas observaciones
se encuentran documentadas en la Figura 2, donde se aprecia la morfo-

logia caracteristica de estos callos a los 25 dias de edad.

Figura 2. Primeras cicatrices en el tejido.

Nota técnica: Callos ovalados y amorfos observados en los tratamientos 1y 2
alos 25 dias de cultivo. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

En contraste, los tratamientos 3 y 4, que incorporaban una mayor
concentracién de BAP (5 ppm) en combinacién con ANA a 0.5 ppm y 1
ppm respectivamente, produjeron callos con morfologias diferenciadas.

El tratamiento 3 dio lugar a callos de forma plana con una ligera protu-
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berancia central, mientras que el tratamiento 4 generé callos de forma
redonda mas compacta. Esta variabilidad sugiere que la relacién entre
auxinas y citocininas no solo determina la induccién de la embriogéne-
sis, sino que también modula la arquitectura del callo formado. La Figura
3 presenta las caracteristicas morfoldgicas de estos callos a los 25 dias
de edad.

Figura 3. Dos arquitecturas para la regeneracion.

Nota técnica: Callo plano ligeramente abultado (tratamiento 3) y callo re-
dondo (tratamiento 4) a los 25 dias de cultivo. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

Los tratamientos 5y 6, en los cuales se suprimié completamente el
ANA (o ppm) manteniendo BAP a1 ppmy 5 ppm respectivamente, pro-
dujeron callos de forma predominantemente plana, con escasa prolife-
raciéony una textura mas compacta. La ausencia de auxina en estos trata-
mientos parece limitar la capacidad de expansién celulary la formacién
de callos voluminosos, lo que podria afectar la competencia embriogé-
nica posterior. Estas observaciones se ilustran en la Figura 4, donde se
muestran los callos planos caracteristicos de estos tratamientos a los 25
dias de edad.
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Figura 4. Superficies en calma.

Nota técnica: Callos de forma plana en los tratamientos 5y 6 a los 25 dias de
cultivo. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

Finalmente, los tratamientos 7y 8, en los cuales se elimind el BAP
(0 ppm) manteniendo ANA a 0.5 ppmy 1 ppm respectivamente, también
produjeron callos de morfologia plana, aunque con una ligera hincha-
z6n en el tratamiento 7 y una forma plana ligeramente hinchada en el
tratamiento 8. La ausencia de citocinina en estos tratamientos parece
orientar la respuesta hacia una proliferacién menos organizada, aunque
la presencia de auxina mantiene la capacidad de formacién de callos. Las

caracteristicas de estos callos se presentan en la Figura 5.

Figura 5. Una leve insinuacion de volumen.

Nota técnica: Callos de forma plana ligeramente hinchados en los tratamien-
tos7y 8 alos 25 dias de cultivo. Fuente: Ruiz Baca, 2019.
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Analisis histolégico de las transformaciones celulares

Los cortes histoldgicos realizados a los 85 a 89 dias de cultivo per-
mitieron identificar con precisién la presencia de células meristematicas
y embriones somaticos en los diferentes tratamientos, confirmando la
induccién de la ruta embriogénica en aquellos tratamientos que presen-
taron las combinaciones hormonales adecuadas. En el tratamiento 1, co-
rrespondiente a la combinacion de ANA 0.5 ppmy BAP 1.0 ppm, se obser-
varon células meristematicas claramente diferenciadas, caracterizadas
por presentar nicleos prominentes, citoplasma densoy una alta relacién
nidcleo-citoplasma, rasgos morfolégicos que las distinguen como células
competentes para iniciar el desarrollo embrionario. Estas observacio-
nes, documentadas en la Figura 6, revelan la presencia de células me-
ristematicas a los 89 dias de cultivo, evidenciando que esta combinacién
hormonal favorece la adquisicion de competencia embriogénica en los

tejidos cultivados.

Figura 6. El anuncio microscépico de una nueva planta

Nota técnica: Células meristematicas que promoveran el desarrollo de em-
briones a partir de tejido foliar. Fuente: Ruiz Baca, 2019.
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En los tratamientos 2,3y 4, se observaron estructuras mas avanza-
das en el proceso embriogénico, identificAindose embriones somaticos
en estadio globular. En el tratamiento 2, con ANA 1.0 ppmy BAP 1.0 ppm,
se encontraron embriones globulares a los 88 dias de cultivo, caracteri-
zados por presentar una organizacion celular polarizada con una masa
de células pequenas y densas en el polo apical y células mas vacuoladas
en la region basal. La Figura 7 muestra estas estructuras embrionarias

en corte transversal.

Figura 7. La esfera prometedora (Formula 2).

Nota técnica: Embrién globular de C. papaya L. obtenido en el tratamiento
2 (ANA1.0 ppm +BAP 1.0 ppm) a los 88 dias de cultivo. Corte transversal,
tincion con hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

En el tratamiento 3, con ANA 0.5 ppm y BAP 5.0 ppm, también se
identificaron embriones globulares a los 88 dias de cultivo, como se
aprecia en la Figura 8. La presencia de estas estructuras en tratamientos

con diferentes concentraciones sugiere que existe un rango de combina-
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ciones hormonales capaz de inducir la embriogénesis, aunque la eficien-

cia puede variar segin la relacién entre auxinasy citocininas.

Figura 8. La esfera prometedora (Férmula 3).

Nota técnica: Embrién globular de C. papaya L. obtenido en el tratamiento
3 (ANA 0.5 ppm + BAP 5.0 ppm) a los 88 dias de cultivo. Corte transversal,
tincién con hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

El tratamiento 4, con ANA 1.0 ppm y BAP 5.0 ppm, mostré igual-
mente la presencia de embriones globulares a los 85 dias de cultivo,
como se documenta en la Figura 9. La aparicién de embriones en los
tratamientos 2, 3y 4 confirma que la presencia simultanea de auxinay
citocinina en proporciones adecuadas es un factor determinante para la

inducciény desarrollo de embriones somaticos en Carica papaya L.
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Figura 9. La esfera prometedora (Férmula 4).

Nota técnica: Embridn globular de C. papaya L. obtenido en el tratamiento
4 (ANA1.0 ppm + BAP 5.0 ppm) a los 85 dias de cultivo. Corte transversal,
tincién con hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

Por el contrario, los tratamientos 5y 6, en los cuales se suprimié
completamente el ANA, no presentaron células meristematicas ni es-
tructuras embriogénicas. En el tratamiento 5, con ANA 0.0 ppmy BAP 1.0
ppm, los cortes histoldgicos a los 85 dias mostraron tejidos parenquima-
ticos desorganizados sin evidencia de meristemoides o embriones, como
se observa en la Figura 10. De manera similar, el tratamiento 6, con ANA
0.0 ppm y BAP 5.0 ppm, tampoco mostrd células meristematicas, como
se aprecia en la Figura 11. Estos resultados indican que la presencia de
una auxina, en este caso ANA, es necesaria para la induccién de la ruta

embriogénica en este sistema experimental.
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Figura1o. El silencio del tejido (Férmula 5).

Nota técnica: Ausencia de células meristematicas en el tratamiento 5 (ANA
0.0 ppm + BAP 1.0 ppm) a los 85 dias de cultivo. Corte transversal, tincién con
hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

Figura11. El silencio del tejido (Férmula 6).

e =

Nota técnica: Ausencia de células meristematicas en el tratamiento 6 (ANA
0.0 ppm + BAP 5.0 ppm) a los 85 dias de cultivo. Corte transversal, tincién con
hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

En los tratamientos 7y 8, en los cuales se suprimié el BAP mante-

niendo diferentes concentraciones de ANA, se observé la presencia de
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células meristematicas, aunque no se identificaron embriones somati-
cos plenamente formados. En el tratamiento 7, con ANA 0.5 ppm y BAP
0.0 ppm, se encontraron células meristematicas a los 85 dias de cultivo,
como se muestra en la Figura 12. De manera similar, el tratamiento 8,
con ANA1.0 ppmy BAP 0.0 ppm, también mostré células meristematicas
en los cortes histolégicos a los 85 dias, como se aprecia en la Figura 13.
Estos hallazgos sugieren que la auxina por si sola puede inducir la desdi-
ferenciacion celulary la formacién de meristemoides, pero la presencia
de citocinina parece ser necesaria para la progresién hacia la formacion

de embriones somaticos completos.

Figura12. Sefiales de vida (Formula 7).

Nota técnica: Presencia de células meristematicas en el tratamiento 7 (ANA
0.0 ppm + BAP 5.0 ppm) a los 85 dias de cultivo. Corte transversal, tincién con
hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.
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Figura13. Sefales de vida (Formula 8).

Nota técnica: Presencia de células meristematicas en el tratamiento 8 (ANA
1.0 ppm + BAP 0.0 ppm) a los 85 dias de cultivo. Corte transversal, tincién con
hematoxilina, 400x. Fuente: Ruiz Baca, 2019.

Evaluacion cuantitativa de la embriogénesis somatica

La evaluacion cuantitativa de la presencia de embriones somaticos
en los diferentes tratamientos permiti6 determinar la eficiencia de cada
combinacién hormonal para inducir la ruta embriogénica. Los callos so-
metidos a los diferentes tratamientos presentaron formacién de células
embrionarias en diversos grados, siendo el tratamiento 1 el que mostré
el mayor porcentaje de formacién de embriones, con un 75% de los ca-
llos evaluados presentando estructuras embrionarias. Los tratamientos
2,3,5,6Yy 8 presentaron un 44% de formacién embrionaria, mientras que
los tratamientos 4 y 7 mostraron un 33% de formacion. Es importante
destacar que, salvo el tratamiento 1, todos los demas tratamientos indu-

jeron cambios histoldgicos evidentes, es decir, desdiferenciacién de los
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tejidos hacia la ruta embriogénica, lo que se indica con un signo positivo
en la tabla correspondiente. Estos resultados, sintetizados en la Tabla 2,
demuestran que la combinacién de reguladores de crecimiento tiene un
efecto determinante sobre la induccién de la embriogénesis somatica en
hojas de Carica papaya L., siendo la presencia de una auxina en combina-
cién con una citocinina en proporciones adecuadas un factor clave para

la expresion de la competencia embriogénica.

Tabla 2. Presencia de embriones somaticos segiin concentraciones de ANAy
BAP por tratamiento

TRATAMIEN N°DE N°DEUNIDADES | % | EMBRIONES
TO MUESTRAS | EXPERIMENTALES
(CALLOS)
T 8 6 75 -
T2 9 5 56 +
T3 9 4 44 +
T4 9 3 33 +
Ts 8 4 44 +
Té 8 4 44 +
T7 10 3 33 i
T8 9 4 44 +
TOTAL 70 33

Fuente: Ruiz Baca, 2019.

Salvo el tratamiento 1, todos los demas tratamientos indujeron
cambios histolégicos, o sea desdiferenciacion de los tejidos, hacia una

nueva ruta, la embriogénica (+).
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Lainteraccion entre fitoreguladores y tejidos juveniles
como base de la competencia embriogénica

El analisis morfoldgico y anatémico de los procesos de embriogé-
nesis somatica inducidos a partir de hojas jévenes de Carica papaya L.
permite establecer una correlacién directa entre los eventos morfogé-
nicos observados y las condiciones experimentales implementadas,
particularmente en lo que respecta a la seleccién del material vegetal
y la composicién hormonal del medio de cultivo. Los hallazgos de esta
investigacion coinciden con lo sefialado por Tisserat et al. (1979), quie-
nes establecieron que la induccién exitosa de embriones sométicos en
plantas superiores depende fundamentalmente de dos factores criticos:
la presencia de fitoreguladores en concentraciones y combinaciones
adecuadas, y el empleo de explantes provenientes de tejidos jovenes,
caracterizados por mantener un alto grado de competencia celular. Este
Gltimo aspecto resulta particularmente relevante, ya que las células de
tejidos juveniles conservan una mayor capacidad de respuesta a los es-
timulos externos, facilitando la desdiferenciacién y la posterior redife-
renciacion hacia la via embriogénica. La totipotencia celular, entendida
como la capacidad inherente de una célula somatica para regenerar una
planta completa bajo condiciones de cultivo apropiadas, constituye el
fundamento tedrico que sustenta estos procesos, permitiendo que teji-
dos aparentemente diferenciados recuperen su capacidad de desarrollo
embrionario cuando se someten a los estimulos hormonales adecuados
(Tisserat et al., 1979). Este principio ha sido ampliamente demostrado
en numerosas especies vegetales, desde modelos experimentales como
la zanahoria (Daucus carota L.) hasta cultivos de importancia econémica
como el café, el arrozy diversas especies frutales, donde la seleccién cui-
dadosa de explantes juveniles ha resultado determinante para el éxito

de los protocolos de regeneracidn in vitro.
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Las caracteristicas morfolégicas de los callos obtenidos en los dife-
rentes tratamientos, documentadas en las Figuras 2,3, 4y 5, revelan una
variabilidad significativa en cuanto a forma, coloracién y textura, aspec-
tos que han sido ampliamente reconocidos en la literatura especializada
como indicadores de la calidad embriogénica de los tejidos cultivados.
Mauren y Fitch (1993) sefialaron que la observacion macroscépica de los
callos constituye una herramienta diagndstica de gran utilidad para dis-
criminar entre aquellos tejidos con potencial embriogénico y aquellos
que carecen de esta capacidad. En el presente estudio, los callos de co-
loracion amarillenta, textura friable y morfologia nodular, observados
predominantemente en los tratamientos que combinaban auxinas y
citocininas, mostraron una mayor tendencia a la formacién de embrio-
nes somaticos, mientras que los callos de aspecto acuoso o pardusco
presentaron escasa o nula capacidad embriogénica. Esta relacidn entre
morfologia del callo y competencia embriogénica ha sido documentada
en numerosas especies, donde la compactacién celular, la presencia de
células pequefias con nlcleos prominentes y la acumulacién de reser-
vas almidonadas se asocian positivamente con la expresion de la ruta
embriogénica. Por ejemplo, en estudios realizados con Coffea arabica,
se ha demostrado que los callos embriogénicos se caracterizan por su
color amarillo intenso y su estructura granular, mientras que los callos
no embriogénicos presentan una coloracién parda y una textura acuosa
o mucilaginosa, hallazgos que guardan similitud con las observaciones

realizadas en el presente trabajo.

El papel de los fitoreguladores en la modulacién del ciclo celular
y la determinacién del destino morfogénico constituye un aspecto cen-
tral en la comprensién de los procesos observados. Soni et al. (1995),
demostraron que las auxinas y las citocininas actian de manera coor-
dinada sobre la dindmica del ciclo celular, regulando la transicién entre
las diferentes fases y promoviendo tanto la proliferacién celular como la

adquisicion de competencia para la diferenciacion. En el presente estu-



dio, lainclusion de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) durante la fase
inicial de induccion de callos resulté determinante para la desdiferen-
ciacion de los tejidos foliares, estableciendo las bases para la posterior
formacién de embriones somaticos. Esta observacion se alinea con los
hallazgos reportados por Schuabb etal. (2013), quienes demostraron que
la combinacién de 30 g L' de sacarosay 20 mM de 2,4-D produce las ta-
sas mas altas de induccién de callos y los mayores didmetros de estas
estructuras, asociandose ademas con un mayor potencial para la forma-
cion de embriones somaticos. La eficacia del 2,4-D como inductor de la
embriogénesis somatica ha sido atribuida a su capacidad para modular
la expresidn de genes involucrados en la reprogramacion celulary la ac-
tivacion de vias de desarrollo embrionario, estableciendo las condicio-
nes necesarias para que las células adquieran la competencia requerida
para la formacién de embriones. Investigaciones recientes en especies
como Theobroma cacao y Musa spp. han confirmado que la exposicién ini-
cial a concentraciones relativamente altas de 2,4-D es un requisito in-
dispensable para la induccidn de callos embriogénicos, debiendo luego
serreducida o eliminada para permitir la diferenciacion embrionaria, un
patrén que se corresponde con la estrategia metodolédgica implementa-

da en el presente estudio.

Evidencias histologicas de la reprogramacion celular
hacia la ruta embriogénica

Los analisis histoldégicos realizados sobre los callos de Carica pa-
paya L. proporcionaron evidencias concluyentes de la ocurrencia de
embriogénesis somatica en los tejidos cultivados, confirmando la efec-
tividad de los tratamientos hormonales implementados para inducir la
reprogramacion del desarrollo. La presencia de estructuras embriogéni-
cas en los cortes histoldgicos, caracterizadas por la formacién de célu-
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las pequefas con citoplasma denso, nicleos prominentes y alta relacién
nlcleo-citoplasma, constituye un marcador inequivoco de la activacién
de la ruta embriogénica. Estos hallazgos resultan consistentes con lo re-
portado por Hutchinson etal. (1997), en estudios realizados con Zea mays,
donde la aparicién de embriones somaticos en callos tratados con BAP
fue documentada mediante andlisis histoldgicos detallados, demostran-
do la capacidad de esta citocinina para inducir la formacién de estructu-
ras embrionarias en tejidos que previamente habian sido desdiferencia-
dos en presencia de auxinas. La similitud entre los hallazgos obtenidos
en gramineas como el maizy los observados en la presente investigacion
sugiere que los mecanismos subyacentes a la embriogénesis somatica
presentan un alto grado de conservacion entre grupos taxonémicos dis-
tantes, lo que refuerza la validez de los resultados obtenidos y su apli-

cabilidad en el contexto del mejoramiento genético de Carica papaya L.

La dinamica temporal de los eventos morfogénicos observados
permite establecer una secuencia de transformaciones celulares que
culminan con la formacion de embriones somaticos maduros. Durante
las etapas iniciales del proceso, las células del explante foliar experi-
mentan un proceso de desdiferenciacion caracterizado por la pérdida
de las caracteristicas estructurales propias de las células mesofilicas y
la adquisicion de un fenotipo meristematico, con divisiones celulares
activas y formacion de agregados celulares compactos. Este fendmeno
ha sido descrito en detalle por diversos autores, quienes sefialan que las
células del mesofilo, originalmente especializadas en fotosintesis, su-
fren una profunda reorganizacién de su citoarquitectura, incluyendo la
fragmentacion de los cloroplastos, la redistribucidon de los organulos y
la reactivacion del ciclo celular. Posteriormente, bajo el estimulo de las
combinaciones hormonales especificas, seinicia la organizacion de estos
agregados en estructuras embrionarias polares, que atraviesan las eta-
pas tipicas del desarrollo embrionario: globular, corazén, torpedo y coti-

ledonar. La etapa globular, caracterizada por la formacién de una masa



esférica de células pequefias con paredes delgadas, constituye el primer
indicio visible de la organizacién embrionaria, seguida por la etapa co-
razén, donde se inicia la diferenciacién de los primordios cotiledonares
y la adquisicién de la polaridad bipolar que distingue a los embriones

somaticos funcionales.

La explicacién para la ocurrencia de estos eventos se relaciona di-
rectamente con el perfil de consumo de los reguladores de crecimiento
presentes en el medio de cultivo. Las citocininas, al ser metabolizadas
mas lentamente que las auxinas, pueden ejercer su efecto promotor de
la diferenciacién una vez que las auxinas han sido consumidas o degra-
dadas, favoreciendo asi la transicién desde la proliferacion celular ha-
cia la organizacion embrionaria y la formacién de brotes (Hutchinson
et al., 1997). Este mecanismo ha sido confirmado mediante estudios de
seguimiento de la concentracién de reguladores en el medio de cultivo
a lo largo del tiempo, los cuales han demostrado que la concentracion
de 2,4-D disminuye drasticamente durante las primeras semanas de cul-
tivo, mientras que las citocininas como el BAP se mantienen en niveles
detectables por periodos mas prolongados. Durante la transicién de la
etapa globular a la etapa torpedo, se establece la simetria bilateral ca-
racteristica de los embriones somaticos, proceso que implica el cese del
crecimiento uniforme y la iniciacién de los primordios cotiledonares, fe-
ndémeno observable en los cortes histolédgicos realizados en las diferen-
tes etapas del cultivo. Este proceso de adquisicion de simetria bilateral
es particularmente relevante, ya que embriones que no logran comple-
tar esta transicion presentan anomalias morfol6gicas que comprometen

su capacidad de germinaciény conversién en plantulas funcionales.

El analisis comparativo de los diferentes tratamientos permite es-
tablecerrelaciones significativas entre la composicion hormonal del me-
dioy la eficiencia en la induccién de embriones somaticos. En la Figura

6, correspondiente al tratamiento 1, se observan células meristematicas
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normales sin evidencia de diferenciacién hacia estructuras embriona-
rias, lo que sugiere que esta combinacion hormonal no resulté efectiva
parainducirlaformacién de embriones somaticos en Carica papaya L. Esta
ausencia de diferenciacién podria explicarse por una relacién auxina-ci-
tocinina que, si bien es adecuada para mantener la proliferacion celular
y la competencia meristematica, no proporciona las sefiales necesarias
para desencadenar la organizacién embrionaria. En contraste, en las Fi-
guras 7, 8, 9,10, 11, 12 y 13 se observan claramente células meristemati-
cas de diferentes tamafios organizadas en agregados que evidencian la
formaciéon de embriones somaticos en distintos estadios de desarrollo.
Estas estructuras, caracterizadas por su polaridad, la presencia de una
protodermis incipiente y la organizacion de los tejidos fundamentales,
confirman que los tratamientos correspondientes lograron inducir la re-
programacion del desarrollo hacia la via embriogénica. La heterogenei-
dad en el tamafioy grado de organizacién de las células meristematicas
observadas refleja la naturaleza asincrénica del proceso embriogénico,
fendmeno ampliamente documentado en cultivos in vitro, donde dife-
rentes células o agregados celulares pueden encontrarse en distintos
estadios de desarrollo al momento de la fijacion y el andlisis histoldgico.
Esta asincronia representa un desafio técnico parala optimizacion de los
protocolos de micropropagacidn, ya que dificulta la sincronizacién de los

procesos de maduraciény germinaciéon embrionaria.

Implicaciones de los hallazgos parala
micropropagacion y el mejoramiento genético

La efectividad de los tratamientos hormonales en la induccién de
embriones somaticos puede ser atribuida a la capacidad de las auxinas
y citocininas para modular la expresidén de genes involucrados en la de-

terminacion del destino celulary la organizacién de los patrones de de-



sarrollo. Estudios realizados en diversas especies han demostrado que
la combinacion de una auxina como el ANA o el 2,4-D con una citocinina
como el BAP activa vias de sefalizacién que promueven la formacién de
centros organizadores y el establecimiento de ejes de polaridad, proce-
sos fundamentales para la formacién de embriones somaticos con es-
tructura normal y capacidad de germinacién. En particular, se ha demos-
trado que la activacion de los genes SERK (Somatic Embryogenesis Receptor
Kinase) y BBM (Baby Boom) constituye un evento temprano en la adquisi-
cion de competencia embriogénica, siendo su expresion inducida por la
exposicién a auxinas sintéticas como el 2,4-D. La posterior activacion de
genes de tipo LEC (Leafy Cotyledon) por accion de las citocininas permite
la progresion hacia estadios avanzados del desarrollo embrionario, in-
cluyendo la acumulacién de reservas y la adquisicién de tolerancia a la

desecacion.

Los hallazgos de la presente investigacidn contribuyen a consolidar
el conocimiento sobre los requerimientos hormonales para la embrio-
génesis somatica en Carica papaya L., proporcionando evidencia experi-
mental sobre la importancia de la seleccién adecuada de combinaciones
de reguladores de crecimiento para el éxito de los procesos de micro-
propagacidony mejoramiento genético de esta especie de relevancia eco-
némica. La papaya, siendo una de las frutas tropicales de mayor consu-
mo a nivel mundial, enfrenta desafios significativos relacionados con la
propagacion de variedades superiores, la conservacion de germoplasma
y el mejoramiento para resistencia a enfermedades como el virus de la
mancha anillada (PRSV). La disponibilidad de protocolos eficientes de
embriogénesis somatica, como el desarrollado en este estudio, abre la
posibilidad de implementar estrategias de propagacién clonal masiva
que permitan la multiplicacién rapida y uniforme de genotipos élite,
asi como la aplicacién de técnicas de ingenieria genética para la intro-
duccién de genes de resistencia. Ademas, la posibilidad de encapsular

embriones somaticos para producir semillas artificiales representa una
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alternativa prometedora para la conservacion de germoplasmay el in-
tercambio de material vegetal entre diferentes regiones productoras,
reduciendo los riesgos fitosanitarios asociados al movimiento de plan-

tas completas.

Los resultados obtenidos también aportan informacion relevante
sobre la morfologia y anatomia de los callos embriogénicos en papaya,
estableciendo criterios visuales que pueden ser utilizados por otros in-
vestigadores para la selecciéon temprana de tejidos con potencial em-
briogénico, optimizando asi los recursos y el tiempo dedicado al esta-
blecimiento de cultivos. La correlacidén observada entre la morfologia de
los callos y su capacidad para formar embriones somaticos constituye
una herramienta practica de gran utilidad en el ambito de la biotecnolo-
gia vegetal, permitiendo la identificacion y seleccion de los tejidos mas
competentessin necesidad de realizar andlisis histoldgicos complejos en
cada etapa del proceso. Esta simplificacién metodolégica resulta parti-
cularmente valiosa en contextos donde los recursos para equipamiento
especializado son limitados, facilitando la transferencia tecnolégicay la
adopcién de estas técnicas por parte de laboratorios de produccién de
material vegetal en paises en desarrollo, donde la papaya constituye un
cultivo de importancia estratégica para la seguridad alimentariay la ge-

neracién de ingresos en comunidades rurales.
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Hallazgos fundamentales en la induccion de
embriogénesis somatica

A partir del desarrollo experimental llevado a cabo en la presente
investigacion, se logré establecer un protocolo eficaz para la induccién
de embriones somaticos utilizando hojas jévenes de Carica papaya L.
como material de partida, confirmando asi la viabilidad de esta via de
regeneracion para la propagacion clonal de la especie. Este resultado re-
sulta particularmente significativo si se considera que la embriogénesis
somatica representa una de las estrategias mas promisorias para la mul-
tiplicacion masiva de genotipos élite, permitiendo la obtencidon de un
elevado nimero de plantas en un tiempo reducido y con una alta unifor-
midad genética. La capacidad de inducir embriones somdticos a partir
de tejido foliarjuvenil constituye un avance importante, ya que las hojas
constituyen una fuente de explante facilmente disponible, abundante y
cuyo manejo no compromete la integridad de las plantas donantes, a di-
ferencia de otros tejidos como los dpices meristematicos o los embriones
cigbticos, cuya extraccion puede resultar mas invasiva o limitada por la
disponibilidad estacional. La seleccién de hojas jévenes como explante
inicial responde ademas a la evidencia acumulada en la literatura espe-
cializada, que indica que los tejidos en etapas tempranas de desarrollo
conservan una mayor competencia morfogénica debido a que sus células
no han completado su proceso de diferenciacién terminal, manteniendo
asi la capacidad de responder a los estimulos hormonales con una des-
diferenciacion eficiente y una posterior rediferenciacién hacia la ruta
embriogénica. Este principio, fundamentado en el concepto de totipo-
tencia celular, ha sido ampliamente demostrado en especies tan diversas
como la zanahoria, el café, el arroz y diversas frutales tropicales, conso-
lidindose como un pilar teérico y practico del cultivo de tejidos vegeta-
les. En el caso particular de la papaya, la confirmacién experimental de

esta capacidad regenerativa a partir de hojas jovenes abre posibilidades
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concretas para la conservacidon de germoplasma de variedades nativas,
muchas de las cuales poseen caracteristicas organolépticas y nutricio-
nales sobresalientes pero se encuentran en riesgo de erosién genética
debido a la presidn de los monocultivos comerciales. La implementacion
de bancos de germoplasma in vitro basados en embriones somaticos en-
capsulados permitiria preservar por largos periodos la diversidad gené-
tica de esta especie, facilitando al mismo tiempo el intercambio seguro
de material vegetal entre diferentes regiones productoras sin los riesgos
fitosanitarios asociados al movimiento de plantas completas o semillas

convencionales.

En cuanto a las condiciones hormonales requeridas para la induc-
cién de callos, los resultados obtenidos permiten establecer que la con-
centracién de 0.5 ppm de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) resultd
ser la mas efectiva para promover la proliferacién de callos, alcanzando
un 75% de induccioén a los 16 dias de cultivo. Esta respuesta favorable
al 2,4-D confirma lo ampliamente documentado en la literatura sobre
el papel central de esta auxina sintética en la desdiferenciacion celular
y la adquisicién de competencia embriogénica en numerosas especies
vegetales. El 2,4-D, al ser una auxina de tipo fenoxiacético con una alta
estabilidad y una prolongada persistencia en el medio de cultivo, induce
una serie de transformaciones a nivel molecular que incluyen la modi-
ficacion del patrén de expresion génica, la reactivacion del ciclo celular
y la reorganizacion de la arquitectura celular hacia un estado de menor
especializacién funcional. La alta eficiencia de induccién observada con
esta concentracion (75%) supera los valores reportados en algunos estu-
dios previos para esta especie, lo que sugiere que las condiciones experi-
mentales implementadas, incluyendo la calidad del material vegetal, la
composicion del medio basal y las condiciones de incubacién, resultaron
particularmente adecuadas para potenciar la respuesta morfogénica.
Este hallazgo tiene importantes implicaciones practicas, ya que permi-

te establecer un punto de partida confiable para la produccién masiva



de callos embriogénicos, los cuales constituyen el sustrato a partir del
cual se desarrollaran los embriones somaticos en las etapas posteriores
del protocolo. Es importante destacar que la eficiencia en la induccién
de callos no solo depende de la concentracion hormonal, sino también
de factores como la edad fisiol6gica de las plantas donantes, la posicién
del explante en la hoja, y la orientacidn de este en el medio de cultivo,
aspectos que fueron cuidadosamente controlados en este estudio y que
contribuyeron a la reproducibilidad de los resultados. La induccion exi-
tosa de callos en el 75% de los explantes tratados con 0.5 ppm de 2,4-D
representa un parametro de referencia valioso para futuras investiga-
ciones, permitiendo establecer comparaciones con otros genotipos de
papaya y con otras estrategias de induccion que involucren diferentes
auxinas o combinaciones hormonales. La rapidez con la que se obtuvo
esta respuesta, apenas 16 dias después del establecimiento de los cul-
tivos, constituye ademds una ventaja operativa significativa, ya que re-
duce los tiempos de exposicion de los tejidos a condiciones de cultivo in
vitro y, con ello, el riesgo de contaminacién y la aparicidon de variacién

somaclonal.

Con respecto a la fase de diferenciacion embrionaria, los resulta-
dos demostraron que la concentracién de 1 ppm de 6-bencilaminopu-
rina (BAP) indujo la mayor tasa de formacién de embriones somaticos,
alcanzando un 55.6% a los 45 dias de cultivo a partir de hojas jévenes
de Carica papaya L. Esta respuesta favorable al BAP, una citocinina sinté-
tica ampliamente utilizada en cultivo de tejidos vegetales, confirma la
importancia de las citocininas en las etapas finales del proceso embrio-
génico, una vez que las células han adquirido la competencia necesaria
para organizarse en estructuras polares con capacidad de desarrollo au-
ténomo. El BAP actiia promoviendo la divisién celular y modulando la
expresion de genes involucrados en la determinacion del destino celular,
favoreciendo la transicidon desde el estado indiferenciado del callo hacia

la formacién de meristemoidesy la posterior organizacion embrionaria.
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La concentracién 6ptima de 1 ppm identificada en este estudio coincide
con los valores reportados en investigaciones previas para otras varieda-
des de papaya, lo que sugiere que este rango de concentracién podria ser
considerado como un punto de referencia para el desarrollo de protoco-
los de embriogénesis somatica en la especie. El tiempo de 45 dias reque-
rido para la aparicién de los embriones representa un periodo razonable
dentro de los estandares de la micropropagacion in vitro, aunque la opti-
mizacion de las condiciones de cultivo podria permitir acortar este lapso
en futuras investigaciones. La tasa de formacién embrionaria del 55.6%,
si bien es significativa, deja un margen de mejora considerable, lo que
sugiere que laimplementacidn de estrategias complementarias como el
fraccionamiento de los callos, la seleccién visual de los agregados mas
competentes, o la incorporacién de compuestos como el polietilenglicol
para la maduracion de embriones, podria contribuir a incrementar la efi-
ciencia global del proceso. Los analisis histolégicos realizados confirma-
ron la naturaleza embriogénica de las estructuras formadas, descartan-
do la posibilidad de que se tratara de organogénesis adventicia u otros
procesos morfogénicos no deseados. La presencia de embriones en esta-
dios globular, corazén y torpedo, observada en los cortes transversales
tefiidos con hematoxilina, proporciona evidencia concluyente de que el
protocolo implementado logra inducir una verdadera embriogénesis so-
matica, con la organizacién bipolar caracteristica de los embrionesy la

capacidad potencial de desarrollar una plantula completa.

Lineamientos estratégicos para la optimizacion del
protocolo

A partir de los hallazgos obtenidos y de las limitaciones identifica-
das durante el desarrollo experimental, se formulan una serie de reco-

mendaciones orientadas a la optimizacion del protocolo de embriogéne-



sis somatica en Carica papaya L., con miras a su aplicacidon en programas
de mejoramiento genético y produccién comercial de material vegetal
de alta calidad. En primer lugar, se recomienda explorar el uso de otros
tipos de explante como fuente de tejido para la induccién de callos em-
briogénicos, considerando que la bisqueda de eficiencia en la propa-
gacién masiva implica necesariamente la reduccién de los tiempos de
cultivo y los costos asociados. Si bien las hojas jévenes demostraron ser
un explante adecuado, con un periodo de aproximadamente tres meses
desde el establecimiento hasta la emergencia de los embriones somati-
cos, la utilizacién de tejidos con una mayor competencia embriogénica
intrinseca podria permitir acortar significativamente este lapso. Entre
los explantes alternativos que han mostrado resultados promisorios en
otras especies y que podrian ser evaluados en papaya se encuentran los
embriones cigbticos inmaduros, los apices caulinares, los segmentos
de hipocétilo provenientes de plantulas germinadas in vitro, y los teji-
dos provenientes de flores inmaduras como el ovario o los pétalos en
desarrollo. Cada uno de estos tejidos presenta caracteristicas particu-
lares en cuanto a su grado de diferenciacion, su contenido de reservasy
su respuesta a los reguladores de crecimiento, por lo que la evaluacién
sistematica de diferentes fuentes de explante constituye una estrategia
valida para identificar el material de partida que ofrezca la mejor rela-
cidn entre tiempo de respuesta, eficiencia de induccién y facilidad de
manejo. La experiencia en especies como el cacao, el bananoy la palma
aceitera ha demostrado que la seleccién del explante adecuado puede
reducir los tiempos de regeneracién en varias semanas, lo que se traduce
directamente en una disminucién de los costos de producciény en una
mayor capacidad de respuesta ante las demandas del sector productivo.
En el caso particular de la papaya, los embriones cigéticos inmaduros,
extraidos de frutos en estados tempranos de desarrollo, podrian cons-
tituir una alternativa particularmente interesante, ya que estos tejidos

se encuentran naturalmente programados para seguir la ruta embriogé-
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nica y podrian requerir menores estimulos externos para expresar esta
capacidad. La principal limitacién de este tipo de explante es su dispo-
nibilidad estacional y la necesidad de contar con arboles donantes en
fructificacion, lo que podria restringir su aplicabilidad en programas de

propagacion continua a lo largo del afio.

Ensegundo lugar, se recomienda ampliar el espectro de fitoregula-
dores evaluados, asi como explorar combinaciones diferentes a las ensa-
yadas en el presente estudio, con el objetivo de identificar aquellas que
permitan acelerar la respuesta embriogénica y aumentar la frecuencia
de formacién de embriones. Si bien el 2,4-D y el BAP demostraron ser
efectivos en sus respectivas fases del proceso, la literatura especializada
reporta que otras auxinas como el 4cido naftalenacético (ANA) o el cido
indolbutirico (AIB) pueden inducir respuestas cualitativamente diferen-
tes en términos de la estructura y competencia de los callos formados.
De manera similar, otras citocininas como la cinetina, la zeatina o el ti-
diazurén (TDZ) han mostrado una mayor eficiencia en la induccién de
embriones somaticos en determinadas especies, debido a su diferente
afinidad por los receptores hormonales y a su distinta estabilidad en el
medio de cultivo. La posibilidad de que la limitacién en la velocidad de
respuesta no esté determinada exclusivamente por el tipo de explante
sino por la formulacién hormonal abre un campo de investigacién pro-
misorio, que podria incluir no solo la variacién en las concentraciones
sino también la implementacién de estrategias de pulsos hormonales,
donde los tejidos son expuestos a altas concentraciones de auxinas por
periodos breves antes de ser transferidos a medios con concentraciones
reducidas o nulas de estos reguladores. Este tipo de aproximaciones ha
demostrado ser efectiva en especies recalcitrantes, donde la exposicion
prolongada a auxinas puede resultar en la pérdida de la competencia
embriogénica o en la formacién de embriones anormales con baja capa-
cidad de germinacién. Adicionalmente, la incorporacién de compuestos

como el polietilenglicol, el acido abscisico o la putrescina en las etapas



de maduracién embrionaria podria contribuir a mejorar la calidad de
los embriones y su capacidad de conversién en plantulas funcionales,
aspectos que determinan en tltima instancia la aplicabilidad comercial
del protocolo. La inclusion de polietilenglicol en el medio de cultivo, por
ejemplo, aumenta la presién osméticay simula las condiciones de estrés
que ocurren durante la maduracion de los embriones cigéticos, favore-
ciendo la acumulacién de proteinas de reserva y la adquisicién de tole-
rancia a la desecacion. Esta estrategia ha sido implementada con éxito
en especies como el pino, el café y la soya, logrando incrementos signi-

ficativos en la tasa de conversidon de embriones somaticos a plantulas.

Finalmente, se recomienda proceder con el afinamiento del proto-
colo ensayado, particularmente en lo que respecta a la optimizacién de
las concentraciones de reguladores de crecimiento, explorando rangos
masestrechosalrededorde losvalores 6ptimosidentificados. Larespues-
tade los tejidos vegetales a las fitohormonas no es lineal, y pequefas va-
riaciones en la concentracién pueden tener efectos significativos sobre
la eficiencia de la embriogénesis y la calidad de los embriones forma-
dos. Por esta razon, el establecimiento de protocolos robustos requiere
generalmente de experimentos de optimizacion fina, donde se evalden
incrementos graduales en las concentraciones de los reguladores para
identificar con precision el punto en el que se maximiza la respuesta de-
seada sin inducir efectos adversos como la vitrificacion, la formacién de
callos no embriogénicos o la aparicion de variaciéon somaclonal. Asimis-
mo, el afinamiento del protocolo deberia incluir la evaluacién de otros
factores que influyen en el éxito de la embriogénesis somatica, como la
calidad y laintensidad de la luz durante las diferentes fases del cultivo,
la composicion de la fuente de carbono (tipo y concentracién de azlcar),
el potencial osmético del medioy las condiciones de temperatura. La in-
tegracion de estas variables en un disefio experimental factorial permi-
tiria establecer las condiciones 6ptimas para cada una de las etapas del

proceso, desde la induccién de callos hasta la maduraciéony germinacién
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de los embriones somaticos, sentando las bases para la implementacion
de un sistema de micropropagacion eficiente y econdmicamente via-
ble para Carica papaya L., una especie de incuestionable relevancia para
las economias tropicales y para la seguridad alimentaria de numerosas
regiones del mundo. La transferencia de este tipo de tecnologias a los
sistemas de produccién locales, acompanada de programas de capacita-
cién para técnicos y productores, podria contribuir significativamente al
fortalecimiento de las cadenas de valor asociadas al cultivo de papaya,
generando oportunidades de desarrollo rural sostenible y contribuyen-
do a la conservacion de la diversidad genética de esta importante espe-
cie frutal. Ademas, la disponibilidad de un protocolo estandarizado de
embriogénesis somatica abre la posibilidad de implementar programas
de mejoramiento genético asistido por marcadores, donde la seleccién
de individuos con caracteristicas superiores pueda ser seguida de una
rapida multiplicacién clonal para su evaluacién en campo y eventual
liberacién comercial. En el contexto actual de cambio climatico, donde
se prevé un aumento en la frecuencia e intensidad de eventos extremos
que afectan la produccion agricola, contar con herramientas biotecno-
l6gicas que permitan la rapida propagacion de variedades resilientes se
convierte en una prioridad estratégica para garantizar la sostenibilidad
del sector fruticola. La embriogénesis somatica en papaya, con el poten-
cial de producir millones de plantas a partir de un pequeno fragmento
de tejido, representa una respuesta concreta a este desafio, ofreciendo
una solucion tecnolégica escalable y adaptable a las necesidades de los

diferentes actores de la cadena productiva.
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