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1. RESUMEN 

La embriogénesis somática es un método eficiente para la micropropagación 

de plantas, sin embargo, su proceso conlleva distintos factores que provocan 

variación somaclonal, lo cual no es deseable para una producción clonal comercial. 

El presente trabajo fue realizado con el propósito de evaluar la variación genética 

con la técnica de análisis de Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos 

Amplificados (AFLP) en plantas de papaya regeneradas por medio de 

embriogénesis somática indirecta utilizando distintas fuentes de explantes.  

En este trabajo, se realizaron dos experimentos: en el primer experimento se 

utilizaron embriones cigóticos de Carica papaya var. Maradol como explantes y en 

el segundo se utilizaron hojas y meristemos de Carica sp silvestre como explantes. 

En el proceso de inducción de embriogénesis utilizando embriones cigóticos el uso 

de 2mg/L de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) resultó mejor como regulador de 

crecimiento. Por otra parte, la inducción de embriogénesis somática utilizando 

hojas y meristemos, el mejor resultado se obtuvo con la combinación de 1mg/L de 

ácido naftalenacético (ANA), 1 mg/L de cinetina (KIN) y 1mg/L de ácido giberélico 

(GA3). Después de 10 meses se obtuvieron plantas regeneradas adaptadas en el 

invernadero para llevar acabo el análisis de AFLP.  

Las mejores combinaciones de cebadores para el análisis de AFLP fueron: 

E-ACG + M-CTG, E-ACT + M-CAT, E-ACT+ M-CAG. Las plantas de Carica sp. 

regeneradas a partir del mismo explante donador presentaron alta similitud (95%). 

Por otra parte, cuando se analizaron plantas regeneradas a partir de diferentes 

explantes donadores en papaya Maradol esta similitud fue menor (87%). Con los 

resultados se puede considerar que las plantas regeneradas por medio de 

embriogénesis somática presentan variación genética, sin embargo, ésta no es 

mayor que cuando se propaga por métodos convencionales. 
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2. INTRODUCCÓN 

La papaya (Carica papaya L.) es considerada de origen Americano, 

específicamente de Centroamérica, entre México y Costa Rica (León, 1987). En el 

año 2010 en México se cultivaron 16,227 has de papaya, principalmente en los 

estados de Chiapas, Michoacán, Veracruz y Tabasco con una producción de 

616,000 toneladas (SAGARPA, 2010). Las variedades de papaya cultivadas más 

extensamente en México han sido la criolla o tipo "Cera" y Maradol; sin embargo, 

las variedades Maradol y Hawaiana son las más demandadas en el mercado de 

exportación. En 2010, México exportó 123,000 ton con ingresos por 525 millones 

de dólares americanos colocándose como el primer lugar de exportación a escala 

mundial. (SAGARPA, 2010). 

El virus de la Mancha Anular de la Papaya (VMAP), se ha reportado como el 

principal factor limitante en este cultivo y se encuentra en todas las áreas donde se 

cultiva esta fruta. En el mundo, se han desarrollado muchas variedades de Carica 

papaya, sin embargo, la que más se consume a nivel mundial es la variedad 

Maradol pese a que es la más susceptible a este virus (Cabrera et al., 2010). 

Actualmente, las técnicas modernas de biotecnología vegetal como el cultivo 

de tejidos pueden ayudar a solucionar problemas relacionados con la sanidad de 

las plantas, de esta forma, por medio de la micropropagación se pueden reproducir 

plantas libres de enfermedades y conservar características deseadas entre otros 

usos. Existen diferentes métodos de micropropagación tales como organogénesis, 

proliferación de yemas axilares y embriogénesis somática. El método de 

embriogénesis somática indirecta puede ser una fuente importante de material 

biológico para regenerar grandes cantidades de plantas. Esta ventaja se logra al 

obtener la formación de callo embriogénico, donde se producen grandes 

cantidades de embriones en tiempo casi continuo.  

Sin embargo, algunos autores han reportado la existencia de variación 

somaclonal en los materiales generados por esta vía (Gesteira et al., 2002; Medina 
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et al., 2007; Sharma et al., 2007). Con respecto a esta variación se ha propuesto 

que el uso de reguladores de crecimiento utilizados para la formación de callo 

embriogénico es el principal factor de inducción (Pontaroli y Camadro, 2005; 

Mohanty et al., 2008).  

Por otra parte, existen diversas publicaciones científicas que reportan la 

regeneración de plantas de papaya por medio de embriogénesis somática 

(Cabrera-Ponce et al., 1995, Gutiérrez-Mora, 2002, Bhattacharya et al., 2003, 

Renukdas et al., 2003). Sin embargo, estos estudios carecen de análisis de 

estabilidad genética de las plantas regeneradas. Con el propósito de realizar este 

tipo de análisis,  actualmente el uso de marcadores moleculares se ha reportado 

útil para detectar la variación generada por el cultivo de tejidos. En este sentido, se 

han empelado marcadores RAPDs para detectar variación genética en especies 

como  Cymbopogon flexuosus.(Bhattacharya et al., 2008) y Glycine max (L.) Merr 

( Gesteira et al., 2002). Con el mismo propósito, se utilizaron marcadores RFLP 

para evaluar variación en Camellia sinensis (L.) O. Kunttze (Devarumath et al., 

2002). Los marcadores AFLP (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos 

Amplificados) se pueden considerar como la técnica más afín para detectar 

variación somaclonal (Vendrame et al., 1999; Cervera et al., 1998; Cabrita et al., 

2001). Debido a sus características y a que no necesitan información previa de las 

secuencias, pueden generar grandes cantidades de bandas altamente 

reproducibles, permitiendo identificar bandas polimórficas entre diferentes 

individuos.    
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3. ANTECEDENTES 

3.1 GENERALIDADES DE LA PAPAYA 

La papaya (Carica papaya L.) es una planta de origen americano que se ha 

extendido por amplias regiones tropicales y subtropicales del mundo, con una 

producción significativa en Brasil, India, Indonesia, México, Nigeria y Tailandia  

(Mora-Aguilera et al., 1993).  

La papaya pertenece a la División Anthophyta, a la Clase Dicotiledonea, 

Subclase Cloripetala y al Orden Parientales. El género Carica comprende cinco 

especies, entre las más conocidas se encuentran Carica pubescens (C. 

candamarcensis), C. monoica y el híbrido ecuatoriano Carica x Heilbornii (Babaco), 

producto del cruce entre C. pubescens y C. stipulata; sin embargo, la especie más 

importante de todas es Carica papaya (Papaya) (Guzmán-Díaz, 1998). 

Según Morton (1987), común y erróneamente al papayo se le ha considerado 

como un árbol, aún cuando la planta propiamente dicho es una “hierba alta”, ya que 

es herbácea, pudiendo crecer en el primer año de 1.8 a 3m y llegar a medir de 6 a 9 

m, el tallo mide aproximadamente 30 a 40 cm de diámetro. La papaya es una 

planta considerada perenne, pero de vida corta. Las hojas parecidas a la palma 

emergen del tallo, sostenidas por largos pecíolos. Las flores se desarrollan en las 

axilas de las hojas, teniendo un olor agradable. Los pétalos miden de 2.5 a 5.1 cm 

(Chia et al., 1989). Existen tres tipos de plantas con respecto al sexo: hermafroditas, 

hembras y machos. La planta hembra siempre producirá flores femeninas por lo 

cual, si no existen plantas masculinas o hermafroditas cercanas, ésta no produce 

frutos (Pereira de Araujo, 1987). Por el contrario, en las plantas masculinas que 

usualmente no producen frutos, en raras ocasiones tienen flores con expresiones 

femeninas pudiendo producir algunos frutos (Chia et al., 1989).  
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3.2 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA  

3.2.1 GENERALIDADES DE LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

En las últimas décadas, se ha presentado un rápido avance en el desarrollo 

de las técnicas de cultivo in vitro para el uso en la propagación clonal de plantas. 

Las técnicas de cultivo in vitro permiten lograr vías de regeneración a partir de 

células o tejidos, reproducibles, aplicables a distintos genotipos y altamente 

productivas, y generalmente producen un material genéticamente fiel. Básicamente, 

las técnicas de cultivo in vitro de plantas consisten en el cultivo bajo condiciones 

asépticas utilizando determinadas porciones de la planta donante denominadas 

explantes, bajo condiciones de luz ambiental y temperaturas controladas para su 

desarrollo (Bonga y Park, 2003). 

La micropropagación como una alternativa presenta una serie de ventajas 

frente a las técnicas tradicionales: la multiplicación in vitro es más rápida que la 

multiplicación in vivo, en ocasiones permite propagar especies que no pueden ser 

multiplicadas in vivo de forma convencional, permite una multiplicación libre de 

enfermedades, supone importantes ahorros en combustible, superficie de 

invernadero, etc. y elimina el efecto estacional, consiguiéndose una producción 

homogénea a lo largo del año (Hernandez-Sánchez, 2007). 

La micropropagación supone la manipulación del explante inicial, de la 

composición del medio de cultivo (sobre todo nutrientes y reguladores de 

crecimiento) y de otros factores del cultivo, para tratar de dirigir el crecimiento de 

los tejidos hacia el desarrollo de respuestas morfogénicas de interés y finalmente, 

regenerar en un corto periodo de tiempo un gran número de plantas completas, 

genéticamente idénticas al material de partida, utilizando un espacio físico reducido 

y con independencia de la época del año. Existe una serie de factores que pueden 

afectar a la capacidad de regeneración del explante: los que principalmente vienen 

determinados por las condiciones de la planta madre (la edad y el estado fisiológico 

de la planta donadora, el tipo de explante y la posición que ocupa en la planta, la 

época de colección del material vegetal y el genotipo) y los que se refieren a las 
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condiciones ambientales de los cultivos como la composición del medio de cultivo, 

el tipo y la concentración de los reguladores de crecimiento, el volumen del envase, 

la calidad y la cantidad de luz y la temperatura, entre los más importantes. 

(Hernández-Sánchez, 2007).  

La embriogénesis somática (ES) se debe a la totipotencia de las células, la 

cual es una característica que teóricamente tienen todas las células vegetales para 

desarrollar nuevos individuos a partir de una célula (George, 1993; Lackie y Dow, 

1989). Es un proceso donde las células somáticas se convierten en estructuras que 

se asemejan a los embriones cigóticos (estructura bipolar) por medio de una serie 

ordenada del estado embriogénico sin la fusión de gametos. Hoy en día, es 

conocido como una de las técnicas para la regeneración de plantas a partir de 

cultivo de tejidos en condición in vitro (Jiménez, 2001).  

Steward y Reinert en 1958 lograron inducir, obtener y desarrollar embriones 

somáticos in vitro a partir de tejidos de zanahoria, a esta especie modelo para el 

estudio de la ES hasta la fecha ha realizado más estudios en diferentes especies .   

En la mayoría de las especies, la ES se obtiene a partir de embriones 

cigóticos inmaduros, sobre todo en coníferas (Klimaszewska y Cyr, 2002). Por ello, 

una de las limitaciones más importantes por el momento, es que se ha logrado en 

muy pocas especies la formación de embriones somáticos en tejidos procedentes 

de individuos adultos, y por tanto con posibilidades de ser seleccionados con 

fiabilidad. Sin embargo, con el paso del tiempo diversas publicaciones científicas 

han reportado la inducción de ES a partir de tejidos no embrionarios: por ejemplo 

en hojas procedentes de plantas jóvenes de Quercus suber (Fernández-Guijarro et 

al., 1994), de Q. rubra (Rancillac et al., 1996) y de Q. robur (Cuenca et al., 1999), 

así como en otras especies como Ulmus minor Mill (Conde et al., 2004) y Quercus 

robur (Toribio et al., 2004).  

Existen dos tipos de ES in vitro: directa e indirecta. La forma directa implica la 

existencia de células somáticas predeterminadas a seguir la vía embriogénica y las 

células del explante primario se desarrollan para formar embriones (Smith y Wood, 

1998). La forma indirecta implica la necesidad de una inducción para que las 
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células sigan la vía embriogénica, tras pasar por una fase celular proliferativa (callo) 

y cambiar su competencia a la expresión de embriogénesis (Agúndez et al., 1999). 

La ES presenta una serie de ventajas sobre la organogénesis: se obtienen 

tasas de multiplicación mayores; los embriones somáticos son estructuras 

bipolares con meristemos apical y radicular, por lo que no es necesaria la inducción 

del órgano radicular complementario; lo cual permite conexiones vasculares 

raíz-tallo perfecta. Los embriones somáticos pueden ser encapsulados, dando 

lugar a semillas artificiales que permitan, por ejemplo, reforestaciones a gran 

escala; pueden ser conservados en nitrógeno líquido (crioconservación) más 

fácilmente que los brotes axilares o adventicios, lo que supone una ventaja para el 

desarrollo de la propagación clonal (Bonga y Park, 2003). 

 

3.2.2 FUNCIÓN DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO 

Una de las etapas más importante en el proceso de ES es la inducción. Para 

lograr este objetivo se requiere del uso de reguladores de crecimiento. Los 

reguladores de crecimiento son las fitohormonas vegetales endógenas pero 

sintetizadas químicamente. En la naturaleza, estas fitohormonas desempeñan 

diferentes funciones en las diversas etapas de desarrollo de las plantas. Algunas 

de sus características más importantes son: 1) existen en bajas concentraciones en 

la planta, generalmente 10-3 a 10-12 M en el sitio de acción y  se inhibe su acción 

con alta concentración de sí misma; 2) cuando el sitio de síntesis no es el sitio de 

acción, son transportadas mayormente por el sistema vascular (floema, xilema); y 3) 

para producir efecto debe existir capacidad de respuesta en el sitio de acción (Öpik 

y Rolfe, 2005). Existen varios tipos de reguladores de crecimiento entre las que se 

encuentran auxinas, citocininas, ácido abscísico y giberelinas entre otros. 

Las auxinas son conocidas como los agentes responsables para el 

establecimiento de la polaridad celular. Se considera que el transporte polar de 

auxinas en el embrión globular temprano es esencial para el establecimiento de la 

simetría bilateral durante la embriogénesis (Liu et al., 1993). Pasternak et al. (2002) 

y Shinoyama et al. (2004) propusieron que la auxina (2,4-D) induce un estrés en la 
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respuesta de las células para poder iniciar la ES. El uso potencial de 2,4-D ha sido 

reportado como el regulador de crecimiento más eficiente para utilizar en ES en 

Eleutherococcus sessiliflorus (Choi et al., 1999), Gymnema silvester (Ashok Kumar 

et al., 2002), y Paspalum scrobiculatum, (Vikrant y Rashid, 2002) entre muchas 

otras especies. 

Las citocininas se utilizan en combinación con auxinas para la inducción de la 

ES y su principal papel en el proceso consiste en la extensa proliferación de células. 

En la ES de algunas especies como chícharo, frijol de soya y coronilla varía, la 

adición de citocininas inhibe el efecto de inducción de la auxina (Lakshmanan y Taji 

2000). Aunque para algunas especies como Zoysia japonica (Asano et al., 1996), 

Begonia gracilis (Castillo y Smith 1997), Oncidium sp. (Chen y Chang 2001), el uso 

de citocininas favorece la inducción a la ES. 

Por otra parte, después de la etapa de la inducción a la ES, se utiliza el ácido 

abscísico para la inhibición de la germinación precoz del embrión somático y 

genera estímulo para la generación y maduración de los  embriones somáticos. 

Sin embargo, Bozhkov et al. (2002) mencionaron que la exposición prolongada a 

ácido abscísico suprime el crecimiento de las plantas formadas. Una vez obtenidos 

los embriones somáticos, la adición de ácido giberélico (GA3) al  medio de cultivo 

favorece y acelera la regeneración y la germinación de los embriones somáticos (Li 

y Qu, 2002).  

 

3.2.3 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN PAPAYA MARADOL 

Existe información que menciona la obtención de ES a partir de diferentes 

explantes y variedades de papaya, utilizando diferentes concentraciones de 

reguladores de crecimiento, sin embargo, en ninguno de estos reportes se hace 

mención de la dificultad para la obtención de embriones somáticos de calidad, tales 

como la producción de callo en la base del embrión, la posterior degeneración de la 

raíz una vez que hay regeneración y la hiperhidricidad de la plántula regenerada. 

Se ha publicado trabajo referente al uso de explantes procedentes de la raíz de la 

planta de papaya, yema apical, tallo y embriones cigóticos, entre otros, para inducir 
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la ES en algunos cultivares, así como el uso de reguladores de crecimiento y de 

diversas fuentes de carbono (Cuadro 1).  

Por otra parte, se ha demostrado la inducción de embriones somáticos de 

papaya procedentes de embriones híbridos inmaduros de C. papaya x C. cauliflora 

(Cuadro 1), que puede llegar a desarrollarse en plantas mediante la manipulación 

de reguladores de crecimiento y ser transplantadas exitosamente en campo (Chen 

et al., 1991). Por otro lado, se ha reportado que la producción de callos 

embriogénicos es favorecida con bajas concentraciones de 2,4-D (Cuadro 1) 

(Monmarson et al., 1995). 

 La obtención de embriones somáticos de papaya y la regeneración a partir 

de embriones cigóticos variando la concentración de ácido bórico, que es un 

micronutriente usado en el cultivo de tejidos vegetales se ha reportado por 

Renukdas et al. (2003) y la regeneración efectiva mediante la obtención de 

embriones somáticos a partir de anteras provenientes de plantas femeninas 

variando el contenido de sacarosa (Rimberia et al., 2005). En el trabajo reportado 

por Ascencio-Cabral et al. (2008),  se utilizó floridzin con una concentración de 3 

mg/L en el medio de la germinación de los embriones somáticos como regulador de 

crecimiento con el fin de evitar la vitrificación y la formación de callo embriogénico 

secundario y de esta manera garantizar un buen resultado en la germinación.  
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Cuadro 1. Obtención de embriones somáticos de diferentes explantes de papaya.  

Papaya cv.  Procedencia de Explante  Referencia 

Sunrise Raíz, yema apical y tallo.  Chen et al., 1987 

Solo  Raíz, yema apical y tallo.  Chen et al., 1987  

Carica cauliflora x Costa 
rica Red 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Chen et al., 1991 

Solo Integumentos de semillas 
inmaduras. 

Monmarson et al., 1995 

Maradol Embriones cigóticos Cabrera-Ponce et al., 
1995 

Maradol x Carica sp. Embriones cigóticos Gutiérrez-Mora, 2002 

Washington y Money 
Dew 

Embriones cigóticos 
inmaduros  

Bhattarcharya et al., 2003 

Money Dew Embriones cigóticos 
inmaduros 

Renukdas et al., 2003 

Tainung No.2 y 
PRSV-CP líneas 
trasgénicas 16-0-1, 
17-0-5 y 18-0-9 gen npt II 

Raíces de brotes 

micropropagados in vitro. 

Yu et al., 2003 

Wonder Blight Anteras Rimberia et al., 2005 

Maradol  Embriones cigóticos 
inmaduros 

Asencio–Cabral et al. , 
2008 

Carica papaya L. cv. 
Rathna 

Embriones cigóticos 
inmaduros 

Farzana et al., 2008. 

 

3.3 VARIACIÓN SOMACLONAL  

3.3.1 GENERALIDADES DE LA VARIACIÓN SOMACLONAL 

Las plantas que se originan de un algún tipo de cultivo de tejido vegetal son 

llamadas somaclones. La variación genética que se puede presentar entre los 

somaclones es llamada variación somaclonal (George, 1993). Se define como la 
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variación fenotípica y genética entre plantas propagadas clonalmente a partir de un 

clon donador simple (Kaeppler et al., 2000). La variación somaclonal es de interés 

práctico debido a su uso potencial en el mejoramiento de plantas; sin embargo, si el 

principal objetivo es la propagación clonal in vitro o la transformación, este tipo de 

variación es un fenómeno no deseado (Polanco y Ruiz, 2002). Este fenómeno es 

frecuente en todos los sistemas de regeneración que incluyan una fase de callo, ya 

sea por organogénesis o a travé de ES (Maniatis et al., 1989.).  

 

3.3.2 FACTORES DE LA APARICIÓN DE VARIACIÓN SOMACLO NAL   

Existen varios factores que son considerados como posibles causas de la 

aparición de variación somaclonal: 

El genotipo: Distintos experimentos han puesto en evidencia que genomas 

diferentes responden de forma diferente al estrés que supone el cultivo in vitro. 

Popescu et al., (1997) concluyeron que el genotipo influyó en forma importante en 

la ocurrencia de variación somaclonal en el cultivo de callo de fresa. En Musa spp., 

la aparición de variación somaclonal fue específica con el genotipo (Stover 1987; 

Israeli et al., 1991), también por la interacción de genotipo y condición de cultivo 

(Martin et al., 2006). Tanto la frecuencia como el espectro de las variaciones 

observadas en las plantas regeneradas parecen estar influenciadas por la ploidía 

del material de partida (Karp, 1991).  

Vía de regeneración y tipo de explante: El sistema de regeneración puede ser 

un factor muy importante en la variación somaclonal (Saito y Suzuki, 1999). Hay 

una frecuencia elevada de variabilidad en plantas regeneradas a partir de 

protoplastos, frente a valores menores para plantas regeneradas directamente a 

partir de otros explantes (Yamagishi et al., 1996). La frecuencia de variación 

aumentaría con el grado de desdiferenciación y desorganización en las fases de 

crecimiento de los tejidos por los que pasa el cultivo (Rani y Raina, 2000). Los 

sistemas sujetos a inestabilidad y crecimiento desorganizado demostraron que la 

variación somaclonal está relacionada con el crecimiento desorganizado (Karp 

1994; Sivanesan 2007). Los tejidos altamente diferenciados como la raíz, la hoja y 
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tallo generalmente producen mayor variación que la yema axilar y el meristermo 

(Sharma et al., 2007). Sin embargo, en plátano, el cultivo de meristemos provocó 

mayor variación genética (Israeli et al., 1996).  

Duración y número de subcultivo: La frecuencia de mutaciones producidas 

por el cultivo in vitro, parece aumentar con la duración de los cultivos, como lo 

demuestran varios estudios (Müller et al., 1990; Nehra et al., 1992). Rodriguez et al., 

(1998) mencionaron que Musa spp después del quinto subcultivo, el porcentaje de 

la aparición de variación somaclonal fue de 1.3 % y aumentó hasta 3.8 % después 

del onceavo subcultivo. Bairu et al (2006) observaron un incremento de variación 

somaclonal en plátano después de un progresivo proceso de subcultivo. Sin 

embargo, en cultivo de chícharos utilizando meristermos mantenidos durante 24 

años fue genéticamente estable comparando con el genotipo original (Smýkal et al., 

2007).  

Composición del medio de cultivo: En la composición del medio de cultivo 

resulta particularmente importante el tipo y concentración de los reguladores de 

crecimiento empleados (Nehra et al., 1992). Bogani et al. (1995, 1996) utilizando la 

técnica de PCR-RAPDs para el análisis de la variabilidad genética en cultivos de 

tomate a largo plazo, realizados en medios con distintas concentraciones de 

auxinas y citocininas, observaron que la composición del medio afectaba a la tasa 

de variabilidad. También, el uso de 2,4-D en alta concentración para la inducción 

de callo ha sido considerado como una causa de la variación somaclonal en fresa 

(Nehra et al, 1992), en frijol (Gesteira et al., 2002) y en algodón (Jin et al., 2008). 

No obstante,  Venkatachalam et al. (2007) no encontraron cambio genético en 

plantas regeneradas de plátano cv. Nanjanagudu Rasabale con RAPD e ISSR 

como marcador utilizando una alta concentración de benciladenina (BA) o cinetina. 

Conocer las causas y orígenes de la variación somaclonal es un aspecto 

importante para un óptimo aprovechamiento del cultivo in vitro ya sea como 

herramienta para generar diversidad genética, o para cuando se pretende 

conservar y mantener un genotipo determinado a través de la micropropagación 

masiva. 
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3.3.3 CAMBIO GENÉTICO  

CAMBIO A NIVEL DE CROMOSOMAS 

Cambios generales como variación en el nivel de ploidía, el número de 

cromosomas y los cambios estructurales representan importantes alteraciones en 

el genoma y que se generan durante la poliferación y la diferenciación in vitro. 

Ploidía se refiere al número de juegos de cromosomas en una célula. Los 

organismos poliploides tienen varios conjuntos de cromosomas en el genoma, 

distinto a los organismos diploides normales (Leal et al., 2006). La aneuploidía se 

refiere a cromosomas individuales en números diferentes al número de 

cromosomas originales en una especie (Jin et al., 2008). Los cambios estructurales 

se encuentran asociados a deleciones, duplicaciones, inversiones o 

translocaciones de segmentos cromosomales específicos (Larkin y Scowcroft, 

1981; Morgens et al., 1984). En general, la alteración estructural cromosómica es 

observada frecuentemente en las plantas regeneradas (Kaeppler y Phillips 1993).  

El uso de diferentes concentraciones y combinaciones de auxinas y 

citocininas ha sido demostrado que afectan los números cromosómicos y nivel de 

ploidía en algunas especies y genotipos ( Bairu et al., 2011). Altas concentraciones 

de 2,4-D provocan la generación de ploidía mixta y tetraploide en el cultivo en 

suspensión de pepino (Ladyzynski et al., 2002).  

CAMBIOS EN LA SECUENCIA DE ADN. 

La variación en la secuencia de ADN como cambio en pares de bases e 

inserción son predominantes en las progenies generadas por cultivo de tejidos 

(Jiang et al., 2011). Este cambio podría surgir por la desaminación de una citosina 

metilada a timina. Además, la eficiencia de la replicación de ADN y la capacidad de 

reparación se altera debido a la reducción de los controles celulares (Phillips et al., 

1994). Jiang et al. (2011), estudiaron con bases moleculares la variación 

somaclonal en una población de plantas regeneradas a partir de un explante de 

raíz en condición in vitro de Arabidopsis. El patrón de la sustitución de base simple 

fue significativamente diferente a la mutación espontánea encontrada en plantas 

propagadas sexualmente.  
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AMPLIFICACIÓN Y TRANSPOSICIÓN DE GEN 

La amplificación genética se refiere a la multiplicación selectiva de 

secuencias específicas de ADN en el genoma, repeticiones en tandem (repetición 

de la misma secuencia una y otra vez) en el mismo locus o aquellos dispersos por 

todo el genoma (Linacero et al., 2000). Los elementos transponsables son 

elementos que tienen la habilidad de transponer a una locación genómica no nativa. 

En maíz, la extensión de transposon polimórfico en planta generada in vitro fue 

menos importante a pesar de su abundancia en el genoma (Yu et al., 2011). Ellos 

constituyen el 85% del genoma de maíz (Neelakandan y Wang, 2011). La mayoría 

de los elementos transposables son latentes durante el crecimiento normal y son 

movilizados bajo condiciones especiales como el cultivo de células (Grandbastien 

1998; Hirochika 1993), radiación (Nakazaki et al., 2003), presión hidrostática (Lin et 

al., 2006) e infección de patógenos entre otros (Pouteau et al., 1994). Los cultivos a 

largo plazo y subcultivos repetidos activan a los elementos transponsables y 

provocan inactivación progresiva de los genes en el sitio de inserción (Ozeki et al., 

1997). 

 

3.4 MARCADORES MOLECULARES 

Los marcadores son caracteres que diferencian a un organismo de otro y 

tienen gran importancia en estudios evolutivos y de variabilidad, usándose 

principalmente en la diferenciación de individuos, discriminación entre clones, 

análisis filogenéticos, taxonómicos y mejora genética (Rico–Cabañas, 2005). 

Existen tres tipos de marcadores: morfológicos, bioquímicos y moleculares. 

Los avances en biología molecular han permitido el desarrollo de métodos de 

identificación basados en marcadores moleculares que superan casi todas las 

limitantes de los morfológicos, principalmente las influencias del medio ambiente.  

Los marcadores más usados son los análisis de patrones de isoenzimas, 

microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSR), Polimorfismo de la Longitud 

de los Fragmentos de Restricción (RFLP por sus siglas en inglés), Amplificación 

Aleatoria del ADN Polimórfico (RAPD por sus siglas en inglés), Polimorfismo en la 
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Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP por sus siglas en ingles), etc. 

(Azofeifa–Delgado, 2006; Rico–Cabañas, 2005; Ude et al., 2002). Estos 

marcadores moleculares son fenotípicamente neutros, presentan mayor 

segregación o polimorfismo que los morfológicos, pueden ser evaluados desde los 

primeros estados de desarrollo de las plántulas, son aplicables a cualquier tipo de 

material vegetal, son independientes de la época del año en que se realiza el 

análisis, permiten la identificación correcta de la variedad sin necesidad de muchos 

caracteres y están libres de los efectos epistáticos (Azofeifa–Delgado, 2006). 

El análisis RFLP es una técnica usada en los programas de investigación 

desde los años 1970. Inicialmente fue empleada para el mapeo físico de los 

adenovirus (Grodzicker et al., 1974) y en la construcción de un mapa genético de 

ligamiento para humanos (Botstein et al., 1980). Valadez y Kahl (2000) definen los 

RFLPs como la variación en la longitud de los fragmentos de ADN producida por 

una endonucleasa de restricción específica a partir de ADNs genómicos de dos o 

más individuos de una especie. En la técnica RFLP, la digestión de ADN extraído 

se procesa con enzimas de restricción y los fragmentos resultantes son separados 

por electroforesis en un gel de acuerdo con su tamaño (Karp et al., 1996). 

RFLP fue una de las primeras técnicas utilizadas para estudiar la variación 

somaclonal, por ejemplo, en palma aceitera (Jaligot et al., 2002), Coffea arabica 

(Rani et al., 2000) y Camellia sinensis (Devarumath et al., 2002). Sin embargo, 

Rani y Raina (2000) consideran que la determinación de la posible variación 

genética mediante estos marcadores también tiene sus limitaciones, ya que resulta 

difícil determinar las enzimas de restricción específicas que corresponde.  

El método de RAPD fue descrito en detalle por Williams et al., 1990.  Los 

RAPDs generan un número grande de banda polimórfica y, al contrario de los 

RFLPs, no requieren de sondas específicas para cada especie y la cantidad de 

ADN necesaria para el análisis es mucho menor (Phillips et al., 1995). 

Técnicamente, RAPD ha sido descrito como una versión de PCR utilizando 

cebadores arbitrarios para detectar la variación de ADN (Weising et al., 2005).  
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El método RAPD ha sido utilizado con éxito para evaluar la relación genética 

en muchas plantas, por ejemplo, caña de azúcar (Devarumath et al., 2007), sorgo 

(Singh et al., 2006) y manzana (Bernardo Royo y Itoiz, 2004). También ha sido 

utilizado para identificar variación somaclonal en durazno (Hashmi et al., 1997), 

caña de azúcar (Taylor et al., 1995), orquídea mariposa (Chen et al., 1998) y 

plátano (Bairu et al., 2006). Como limitación, la técnica también tiene baja 

reproducibilidad y fiabilidad (Jones et al., 1997), también, son menos informativos 

en comparación con la técnica de Polimorfismo de longitud de fragmento 

amplificado (AFLP) (Vos et al., 1995). 

En cambio, el análisis por AFLP (Vos et al., 1995), que es esencialmente la 

combinación de una digestión con enzimas de restricción, adición de adaptadores y 

de amplificación por PCR, presenta un grado de reproducibilidad mucho mayor. 

Los AFLP representan una combinación del poder de RFLP y la flexibilidad de la 

técnica basada en PCR (Agarwal et al., 2008). Este marcador dominante es una 

herramienta mucho más poderosa que los RAPDs porque permite amplificar 

secuencias más largas de oligonucleótidos (lo que incrementa significativamente la 

especificidad), además de que no requiere información previa de la secuencia del 

ADN (Picca et al., 2004).  

Los AFLPs son utilizados para estudiar la variación somaclonal inducida 

durante el cultivo de tejidos tales como café (Sánchez–Teyer et al., 2003), 

Echinacea purpurea (Chuang et al., 2009), alcornoque (Hornero et al., 2001) y 

plátano (James et al., 2004). Sin embargo, esta técnica requiere mayor trabajo de  

optimización y es relativamente más cara que RAPD (Weising et al., 2005). 

En papaya se han utilizado distintos tipos de marcadores para una gran 

cantidad de estudios. Magdalita et al. (1997) diferenciaron híbridos mediante 

análisis de caracteres morfológicos, citológicos y RAPD. Van Droogenbroeck et al, 

(2002 y 2004) utilizaron AFLPs y RFLPs, respectivamente para establecer 

relaciones filogenéticas entre Vasconcellea y Carica. Kim et al.(2002), estudiaron la 

diversidad genética entre variedades de Carica papaya mediante marcadores 

AFLPs, logrando obtener mapas de relaciones genéticas del género.  
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Los marcadores moleculares más utilizados en papaya son los microsatélites 

y RAPD, los cuales se han aplicado en la determinación del sexo, mediciones de 

diversidad genética, desarrollo de mapas de ligamiento e identificación de híbridos. 

Magdalita et al. (1997) identificaron híbridos de Carica papaya X C. cauliflora 

mediante RAPD; Parasnis et al. (1999) revelaron diferencias específicas del sexo 

en papayas utilizando microsatélites; Urasaki et al. (2000) identificaron marcadores 

RAPD específicos para papayas hembras y machos.  

Por otra parte, el empleo de los microsátelites (SSR) se considera apropiado 

para detectar y cuantificar la variabilidad genética en Carica papaya (Pérez et al., 

2006) y la determinación del sexo en plantas de papaya (Ma et al., 2004; Oliveira et 

al., 2007; Sánchez y Núñez, 2008). 

 

3.5 EVALUACIÓN DE LA VARIACIÓN GENETICA 

Kim et al. (2002), analizaron la diversidad genética de 63 plantas de papaya 

de diferente variedades usando marcadores AFLP, encontrando una similitud 

genética (mientras mayor sea el valor los individuos son más idénticos) promedio 

de 88%. Entre las variedades más cercanas se observó una similitud máxima de 

92.1 % y 91.2 % y mínima de 40 %. Medina et al. (2007) tomaron dos plantas de 

Hevea brasiliensis como donadoras de explantes para inducción de ES, analizaron 

la relación entre 6 plantas regeneradas por ES y su planta donadora usando 

marcadores AFLP, y encontraron una similitud máxima entre dos plantas 

regeneradas por embrión somático de 93 %, sin embargo, presentaron una 

distancia genética enorme entre las plantas regeneradas con su planta donadora, 

con una similitud de 35 %. Mientras se acerca a 100% las plantas son idénticas. 

Por otra parte, en 2009, Esquivel et al., realizaron la caracterización 

molecular de doce plantas de papaya almacenadas en el banco de germoplasma 

de papaya en Cuba y provenientes de diferentes partes del mundo por medio de la 

técnica AFLP, ellos encontraron un 73.3 % de polimorfismo en las bandas 

identificadas y la similitud que existe entre una variedad u otra de papaya máxima 
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de 80%. Por ello, podemos considerar que la similitud entre una variedad u otra es 

alrededor de 80 a 88 % como dos variedades distintas. 

En 2007, Hernández-Sánchez analizó siete plantas de alcornoque (Quercus 

suber L.) regenerada por ES de una misma donadora con la técnica de AFLP, 

encontrando una similitud máxima de 87%. Por otra parte, Hornero et al. (2001), 

quienes hicieron análisis de la misma especie reportaron un porcentaje de 

polimorfismo de 65.3%. 

Por otro lado, Camarena 2007 analizó por el método de RAPD 15 plantas que 

fueron producto de retrocruza dos de Carica papaya Maradol y Carica sp. Estas 

plantas que fueron propagadas por método tradicional se encontraron una 

similaridad máxima de 94.8 % y una similaridad mínima de 82 % entre las plantas 

analizadas.  
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4. HIPÓTESIS  

La variación somaclonal en plantas de papaya regeneradas por 

embriogénesis somática no es superior a la encontrada por otros métodos de 

propagación. 

 

5 OBJETIVOS  

5.1 OBJETIVO GENERAL  

Determinar la variación genética en plantas regeneradas a través de ES. 

  

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Regenerar plantas de papaya mediante ES. 

2. Analizar la variación genética en las plantas regeneradas usando 

marcadores AFLP 
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6. METODOLOGÍA  

Durante más de 15 años, la Unidad de Biotecnología Vegetal del CIATEJ ha 

llevado a cabo un programa de mejoramiento genético con el fin de desarrollar 

plantas de papaya Carica papaya var. Maradol tolerantes al virus de mancha anular 

transfiriendo la tolerancia por medio del método de retrocruzas utilizando Carica sp.  

como fuente tolerante . El presente trabajo se dividió en dos etapas para la 

inducción de ES.  

La primera etapa consistió en el uso de veinte embriones cigóticos de las 

siguientes líneas: T1P4, T3P3 (producto de la autofecundación de la retrocruza 3 

de Maradol y Carica sp.), RC434, RC433 (producto de retrocruza 4 de Maradol y 

Carica sp.) y Maradol como referencia.  

Tras no obtener embriogénesis en la primera etapa (solo Maradol logró la 

inducción), se sembraron doce semillas de cada una de las siguientes líneas T1P4, 

T3P3, RC434RC433 y C. papaya sp.) para la germinación in vivo con el fin de 

utilizar hojas y meristemos como explantes. 

 

6.1 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

Para el proceso de ES se utilizaron distintos explantes de los diversos 

materiales genéticos antes descritos, siguiendo el esquema de trabajo mencionado 

en la figura 1.  
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Figura 1. Esquema de trabajo para el análisis de variación genética de embriones somáticos obtenidos a partir 

de Carica papaya var. Maradol, C. papaya sp. y líneas producto de retrocruzas de la variedad Maradol X 

variedad silvestre.  

6.1.1 INDUCCIÓN A LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA UTILIZA NDO 

EMBRIONES CIGÓTICOS DE HIBRIDOS Y MARADOL.  

Las semillas fueron lavadas con detergente diluido y enjuagado hasta 

eliminarlo completamente, inmediatamente después fueron sumergidas en solución 

de hipoclorito de sodio al 6% bajo condiciones asépticas durante 8 min. 

Posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril y se secaron 

finalmente con papel absorbente estéril. Los embriones cigóticos fueron extraídos 

de las semillas desinfectadas ya mencionadas y sembrados en el medio descrito 

por Gutiérrez-Mora (2002) y Ascencio-Cabral et al. (2008) para la inducción de la 

ES (Medio M1). El medio fue compuesto por la mitad de la concentración de los 

elementos mayores y menores del medio MS (Murashige y Skoog, 1962), vitaminas 

descritas por Chen et al. (1987) (0.5 mg/L tiamina; 1.0 mg/L piridoxina; 5.0 mg/L 
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ácido nicotínico; 2.0 mg/L glicina; 1.0 mg/L hidrolizado caseína; 100 mg/L 

myo-inositol), 100 mg/L glutamina, 40 g/l sacarosa, 2.0 g/L Phytagel® y 2.0 mg/L 

de 2,4-D, el pH se ajustó a 5.7. Se incubaron a 27 ± 2ºC durante un mes, con 

fotoperiodo de 16 hrs luz-8 hrs oscuridad y una intensidad luminosa de 1300 luxes.  

Debido a que no se obtuvieron resultados de inducción a partir de embriones 

cigóticos de los híbridos (T1P4, T3P3, RC434, RC433) con el medio M1, se 

realizaron dos experimentos factoriales para la inducción de ES utilizando 

embriones cigóticos. En el primer experimento se tomó como referencia el medio 

que utilizó Chen et al. (1987) que contenía ácido giberélico (GA3) en combinación 

con cinetina y ácido naftalenacético (ANA). Se hizo la combinación de cuatro 

concentraciones de cinetina (0.25, 0.50, 1.00, 1.50 mg/L) y cuatro concentraciones 

de ANA (0.50, 1.0, 2,3 mg/L) como se muestra en la Cuadro 2. Se sembraron cinco 

embriones cigóticos de cada línea en cada combinación y se incubaron durante un 

mes con las condiciones mencionadas anteriormente.  

 

Cuadro 2. Combinaciones de ácido giberélico (GA3) (todas las combinaciones contiene 1mg/L de GA3)con 
ácido naftalenacético (ANA) y cinetina (KIN) para la inducción de embriogénesis somática utilizando embriones 
cigóticos de los híbridos.   

ANA(mg/L)
KIN(mg/L) 

0.0 
 

0.5 
 

1.0 
 

2.0 
 

3.0 

0.0 0  ANA 
0  KIN 

 0.5 ANA 
0 KIN 

 1.0 ANA 
0 KIN 

 2.0 ANA 
0 KIN 

 3.0 ANA 
0 KIN 

0.25 0  ANA 
0.25 KIN 

 0.5 ANA 
0.25 KIN  

 1.0 ANA 
0.25 KIN 

 2.0 ANA 
0.25 KIN 

 3.0 ANA 
0.25 KIN 

 0.5 0 ANA 
0.5 KIN 

 0.5 ANA 
 0.5 KIN 

 1.0 ANA 
0.5 KIN 

 2.0 ANA 
0.5 KIN 

 3.0 ANA 
0.5 KIN 

1.0 0 ANA 
1.0 KIN 

 0.5 ANA 
 1.0 KIN 

 1.0 ANA 
1.0 KIN  

 2.0 ANA 
1.0 KIN 

 3.0 ANA 
1.0 KIN 

1.5 0 ANA 
1.5 KIN 

 0.5 ANA  
 1.5 KIN 

 1.0 ANA 
1.5 KIN 

 2.0 ANA 
1.5 KIN 

 3.0 ANA 
1.5 KIN 

 

Para el segundo experimento se tomó como referencia el trabajo de Farzana 

et al. (2008) donde se planteó la combinación de cuatro concentraciones de 2,4-D 
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(1, 2, 3, 4 mg/L) con cuatro concentraciones de ANA (1, 2, 3, 4 mg/L) como se 

muestra en la Cuadro 3. Se sembraron cinco embriones cigóticos de cada línea en 

cada combinación y se incubaron durante un mes con las condiciones 

mencionadas anteriormente. 

 

Cuadro 3. Combinaciones de Ácido naftalenacético (ANA) y Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D). para la 

inducción de embriogénesis somática utilizando embriones cigóticos de los híbridos 

ANA(mg/L) 
2,4-D(mg/L) 

Control 
 

1.0 
 

2.0 
 

3.0 
 

4.0 

Control 0  ANA 
0  2,4-D 

 1.0 ANA 
0 2,4-D 

 2.0 ANA 
0 2,4-D 

 3.0 ANA 
0 2,4-D 

 4.0 ANA 
0 2,4-D 

1.0 0  ANA 
1.0 2,4-D 

 1.0 ANA 
1.0 2,4-D  

 2.0 ANA 
1.0 2,4-D 

 3.0 ANA 
1.0 2,4-D 

 4.0ANA 
1.0 2,4-D 

2.0 0 ANA 
2.0 2,4-D 

 1.0 ANA 
 2.0 2,4-D 

 2.0 ANA 
2.0 2,4-D 

 3.0 ANA 
2.0 2,4-D 

 4.0 ANA 
2.0 2,4-D 

3.0 0 ANA 
3.0 2,4-D 

 1.0 ANA 
 3.0 2,4-D 

 2.0 ANA 
3.0 2,4-D  

 3.0 ANA 
3.0 2,4-D 

 4.0 ANA 
3.0 2,4-D 

4.0 0 ANA 
4.0 2,4-D 

 1.0 ANA  
 4.0 2,4-D 

 2.0 ANA 
4.0 2,4-D 

 3.0 ANA 
4.0 2,4-D 

 4.0 ANA 
4.0 2,4-D 

 

Debido a que se presentaron algunos problemas con la inducción de la ES en 

los embriones cigóticos producto de las autofecundaciones y retrocruzas, se optó 

por iniciar con otra fuente de explante (hojas, tallos y raíz), por lo que fue necesario 

germinar semillas en condiciones in vitro e in vivo. En el caso de la germinación de 

semillas in vitro éstas se desinfectaron siguiendo el proceso de desinfección 

mencionado anteriormente en la sección 6.1.1, se sembraron en 1/10 de medio MS 

con vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979) en frascos de vidrio. Se hizo un corte en 

la parte del hipocotilo para facilitar el paso de los nutrientes. Se incubaron durante 

un mes bajo las condiciones mencionadas anteriormente. 

Por otro parte, para tener una fuente de diferentes explantes en condiciones 

in vivo, se sembraron 25 semillas en invernadero en charolas de unicel de 60 

cavidades (como 40 cm3 cada uno) utilizando semillas de las diferentes líneas 
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(T1P4, T3P3, RC434, RC433 y Carica sp. como referencia). El sustrato (70-30, 

musgo-vermiculita) se esterilizó en autoclave y después que se enfrió se rellenó la 

mitad de cada cavidad. Se sembraron doce semillas de cada línea y se rellenó la 

cavidad con el sustrato. Las semillas sembradas se regaron cada tercer día en el 

invernadero. 

Con la finalidad de adelantar los experimentos en cuanto al tipo de explante a 

utilizar en sustitución de los embriones cigóticos, como un ensayo preliminar se 

utilizaron hojas, tallos y raíz de plantas provenientes de ES de la var. Maradol, 

mismas que se mantenían en condiciones in vitro. Estos explantes fueron 

sembrados en el medio M1 y A-10 (condición idéntica del medio comparando con 

M1 solo con 10mg/L de 2,4-D) y fueron incubados en las condiciones mencionadas 

anteriormente. 

 

6.1.2 INDUCCIÓN DE  EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA UTILIZAN DO HOJAS Y 

MERISTEMOS COMO EXPLANTE DE Carica sp Y DE HÍBRIDOS 

Anteriormente fueron sembradas 25 semillas de cada línea (T1P4, T3P3, 

RC433, RC434, Carica sp), a pesar de la baja tasa de germinación se obtuvo 

material vegetal de cada línea para utilizar hojas y meristemos como explantes.  

Se hizo un proceso de desinfección donde se formó un espacio cerrado como 

microtúnel y se aplicó fungicida y bactericida cada cuatro días durante una semana. 

(Figura 2) Posteriormente se cortaron las hojas jóvenes y meristemos apicales. Los 

explantes se colocaron en una solución acuosa con 300mg/L de rifampicina 

durante 24hrs en agitación con objetivo de desinfectar (método descrito por 

Reuveni et al., 1990).   

Los explantes fueron sumergidos en solución de hipoclorito de sodio al 6% 

bajo condiciones asépticas durante 8 min. Posteriormente, se enjuagaron tres 

veces con agua destilada estéril y finalmente se secaron con papel estéril para 

sembrarlos en el medio de cultivo compuesto con la mitad de la concentración de 

los elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen et 

al., (1987) (0.5 mg/L tiamina; 1.0 mg/L piridoxina; 5.0 mg/L ácido nicotínico; 2.0 
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mg/L glicina; 1.0 mg/L hidrolizado de caseína; 100 mg/L myo-inositol), 100 mg/L  

glutamina, 40 g/L sacarosa, 2.0 g/L Phytagel® y añadieron 1mg/L ANA , 1 mg/L 

cinetina y 1mg/L GA3, el pH se ajustó a 5.7. Se incubaron a 27 ± 2ºC durante un 

mes, con fotoperiodo de 16 hrs luz-8 hrs oscuridad y una intensidad luminosa de 

1300 luxes. 

 

Figura 2. Microtúnel para desinfección de plantas de papaya 

 

6.2 EXPRESIÓN DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA  

En un experimento, en la inducción de ES se utilizaron embriones cigóticos 

sólo de la var. Maradol que lograron producir callo embriogénico en el medio M1.   

Éstos fueron resembrados en el medio M2  (M1 conteniendo 0.02 mg/L de 2,4-D y 

0.2 mg/L de cinetina). 

Por otra parte, en otro experimento, para la inducción de ES se utilizaron 

hojas y meristemos como explantes de papaya sp. Una vez que se logró la 

obtención de callo embriogénico, la mitad de éstos se sembraron en el medio M2 y 

la otra mitad se resembraron en el mismo medio de inducción. Después de un mes  

todos los explantes se resembraron en medio M3 (medio M2 con la adición de 0.2 

mg/L de ácido abscísico) para la expresión de los embriones somáticos. El ácido 

abscísico (ABA) se esterilizó por filtración y se adicionó al medio de cultivo después 
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de esterilizado antes de que este gelificara. Los cultivos se incubaron con 

fotoperíodo de 16 h luz: 8h oscuridad y una intensidad luminosa de 1300 luxes, 

durante 1 mes en cada uno de los medios mencionados a una temperatura de 

27±2ºC.  

 

6.3 GERMINACIÓN 

Los embriones expresados en el medio M3, con dos cotiledones sin 

hiperhidricidad y libres de embriogénesis secundaria (Figura 3), fueron 

resembrados en un medio de cultivo con la mitad de la concentración de los 

elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen et al. 

(1987), (0.5 mg/L tiamina; 1.0 mg/L piridoxina; 5.0 mg/L ácido nicotínico; 2.0 mg/L 

glicina; 1.0 mg/L hidrolizado de caseína; 100 mg/L myo-inositol), 100 mg/L 

glutamina, 40 g/l sacarosa y 2.0 g/l Phytagel® el pH se ajustó a 5.7 y se esterilizó 

en autoclave con condiciones anteriormente mencionadas. Después, se agregaron 

0.35 mg/L de GA3 esterilizado por filtración. Además se agregaron  3mg/L de 

floridzin también esterilizado por filtración. Los cultivos se incubaron a 27 ± 2ºC 

durante un mes, con fotoperiodo de 16 h luz:8 h oscuridad y una intensidad 

luminosa de 1300 luxes. 

 

Figura 3. Embrión somático con dos cotiledones libre de embriogénesis secundaria. Barra = 1mm. 
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Una vez germinados los embriones y cuando las plántulas alcanzaron una 

altura de aproximadamente 1 cm se transfirieron al medio de crecimiento el cual 

consistió en el mismo medio de germinación pero sin ácido giberélico ni floridzin, 

agregando 3g/L de carbón activado.  

 

6.4 ADAPTACIÓN A CONDICIONES EX VITRO 

Cuando las plantas producidas por ES (plantas ES) alcanzaron una altura de 

3-4 cm se transplantaron a macetas  conteniendo sustrato de mezcla de 70:30 

(musgo: vermiculita) previamente esterilizado en autoclave, cubriendo las macetas 

con bolsas de plástico con el fin de controlar la humedad relativa. Dentro del 

incubador se abrió una esquina de la bolsa después de una semana del transplante, 

a la semana siguiente se abrió la otra esquina y tras tres semanas se descubrió la 

maceta totalmente. Posteriormente se pasaron a condiciones normales de 

invernadero.  

 

6.5 MULTIPLICACIÓN DE YEMAS AXILARES DE Carica sp. 

Los meristemos del experimento mencionado en la sección 7.1.2 después de 

dos meses de incubación formaron yemas axilares y con el fin de conservar la 

fuente de explantes como hojas y meristemos en condiciones in vitro, fueron 

resembrados en el siguiente medio de cultivo con la mitad de la concentración de 

los elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen et 

al., (1987) (0.5 mg/L  tiamina; 1.0 mg/L piridoxina; 5.0 mg/L ácido nicotínico; 2.0 

mg/L glicina; 1.0 mg/L hidrolizado de caseína; 100 mg/L myo-inositol), se 

adicionaron los reguladores de crecimiento descritos por Reuveni et al. (1990) 

(0.5mg/L benciladenina, 0.1mg/L ANA y 160 mg/L sulfato adenina), 100 mg/L 

glutamina, 40 g/L sacarosa, 2.0 g/L Phytagel® El pH se ajustó a 5.7 y se esterilizó 

en autoclave. Después de 15 días se observó contaminación por bacterias y fueron 

resembradas en el mismo medio de multiplicación con la adición de 200mg/L de 

rifampicina. 
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6.6 EXTRACCIÓN DE ADN  

El proceso fue realizado de acuerdo con el protocolo del Genomic DNA 

Miniprep Kit de Gen Elute Plant de SIGMA utilizando hojas jóvenes de las plantas 

regeneradas por ES. El ADN obtenido se evaluó su calidad por medio de 

electroforesis de gel agarosa 1%.  

 

6.7 ANÁLISIS AFLP 

El análisis mediante AFLP se realizó de acuerdo al protocolo descrito por Vos 

et al. (1995), con algunas modificaciones. Se cortaron alrededor de 500 ng de ADN 

genómico con dos enzimas de restricción, una “frecuente” cortadora Mse 1 (2.5 U) 

y una “rara” cortadora EcoRI (2.5 U), en un volumen final de 50 µL por 3 h a 37ºC. 

El ADN cortado se ligó por 5 h a temperatura ambiente adicionando 10 µL de la 

mezcla de ligación que contenía 1 U de T4 DNA ligasa (Invitrogen®) y 1 µL de cada 

adaptador EcoRI y MseI previamente alineados.  

La amplificación selectiva se efectuó usando el ADN ligado y usando 

cebadores complementarios a los adaptadores pero con una base selectiva +1 

(Mse + C y Eco + A). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: una 

desnaturalización inicial de 94ºC por 1 min, 65ºC por 1 min, 72ºC por 1 min y una 

extensión final de 5 min a 72ºC. El producto de la preamplificación se diluyó 1:5 

para usarse en la amplificación selectiva usando cebadores complementarios a los 

adaptadores pero ahora con tres bases selectivas (Mse + 3 y Eco + 3). En esta fase 

se usaron tres combinaciones de cebadores +3. El programa de amplificación 

consistió en una desnaturalización inicial de 94ºC por 2 min y 13 ciclos de 94 °C por 

1 min, 65 °C a 56 °C por 1 min (disminuyendo 0.7 °C  cada ciclo) y 72 °C por 1 min; 

finalmente 26 ciclos de 94 ºC por 30 s, 56 ºC por 30 s, 72 ºC por 60 s. Todas las 

amplificaciones se desarrollaron en un termociclador Techne® (modelo TC-412). 

El análisis preliminar: Para definir las mejores combinaciones de cebadores 

(Eco +3 y Mse + 3) a utilizar en el trabajo, se realizó un análisis preliminar 

empleando ADN proveniente de plantas T1P4 y T3P3 obtenidas por germinación 

de semilla en el invernadero para probar cuatro combinaciones de cebadores de 
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las cuales,  algunas fueron reportadas por Kim et al. (2002): E-ACG + M-CTG, 

E-ACT + M-CAT, E-ACT+M-CAG, E-ACT+M-CTG. 

Análisis de plantas producidas por ES y provenientes de diferentes donadores 

de papaya Maradolol: una vez definidas las mejores combinaciones de cebadores, 

estas fueron probadas en nueve plantas generadas a partir de diferentes 

embriones somáticos de la variedad Maradol (identificadas como P1 a P9). 

Análisis de plantas producidas por ES y provenientes de un solo explante de 

papaya sp.: se realizó el análisis de AFLP con 20 plantas germinadas por 

embriones somáticos de la misma planta madre de papaya sp. identificadas como 

S1 a S20 para evaluar la posible variación somaclonal producto del sistema de 

propagación empleado. Este mismo procedimiento se realizó en diez plantas 

producidas por ES de la variedad Maradol provenientes del mismo embrión 

donador Identificadas como M1 a M10 (con más veces de subcultivo) al igual que 

seis plantas germinadas de embriones somáticos que provienen dedel mismo 

embrión donador de papaya Maradol distinto y reciente (Mr1, Mr12, Mr13, Mr2, 

Mr22, Mr23). 

 

6.8 ELECTROFORESIS Y TINCIÓN  

Los productos de PCR generados a partir de la amplificación selectiva para 

cada combinación se mezclaron con 8 µL de búfer de carga (98% formamida, 10 

mM EDTA, 0.05% Xylene cyanol, 0.05% azul de bromofenol), desnaturalizados por 

5 min a 95ºC y colocados en hielo. Los fragmentos se separaron en geles de 

acrilamida al 6 % en una cámara de secuenciación (Sequi-Gen® GT Nucleic Acid 

Electrophoresis Cell), cargando 8 µL de la muestra por pozo, usando 1X de búfer 

TBE, a 50 Watts por 2 h. Después de este tiempo, los vidrios de la cámara se 

separaron y los fragmentos se visualizaron por tinción con nitrato de plata usando 

el procedimiento descrito por Bassam y Caetano-Anolles (1993). 
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6.9 ANÁLISIS DE DATOS 

Las bandas observadas para cada combinación de cebadores AFLP se 

codificaron asignando el valor de 1 a la presencia de una banda dada y 0 a su 

ausencia; formando así, una matriz de ceros y unos la cuál se utilizó para realizar 

los análisis correspondientes. El análisis se realizó mediante el uso del paquete 

computacional Sistema de Análisis Multivariado y Taxonomía Numérica 

(NTSYS-pc), versión 2.1, en el cual se efectuaron los cálculos de similitud entre las 

muestras con el programa de Similitud para Datos Cualitativos (SIMCUAL), 

posterior a esto se construyó un dendrograma por el método secuencial 

aglomerativo jerárquico y de agrupamiento de anidamientos (SAHN Sequential, 

Aglomerative, Hierarchical and Nested Clustering Method). Se estimó el coeficiente 

de correlación cofenética para determinar la veracidad del arreglo de los 

agrupamientos entre las matrices de similaridad y cofenética (Rohlf, 2000).  
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

7.1.1 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA  UTILIZANDO EMBRIONES 

CIGÓTICOS DE HÍBRIDOS Y PAPAYA MARADOL  

Después de casi dos meses (55 d) de incubación no se observó la inducción 

de callo embriogénico, todos los embriones cigóticos de T1P4, T3P3, RC434, 

RC433 presentaron un color amarrillo y se observó una descomposición del medio 

donde fueron sembrados (Figura 4A). Alrededor del embrión cigótico se licuó el 

medio de cultivo, aparentemente se produjo un cambio de pH o la liberación de 

algún compuesto que provocó dicha descomposición. Se consideraron dos posible 

causas para la no inducción de callo embriogénico: primero, el estado de madurez 

de los embriones cigóticos; esto es, en la mayoría de los reportes de ES de papaya 

en los que se han utilizado embriones cigóticos como fuente de explante han sido 

embriones cigóticos inmaduros (Chen et al., 1991; Cabrera-Ponce et al., 1995; 

Bhattacharya et al., 2003) y en este trabajo se utilizaron embriones cigóticos 

maduros. A pesar de la variedad de explantes que pueden ser utilizados para la 

inducción de la ES, el estado de desarrollo adecuado de los explantes es un factor 

crucial para la inducción (Deo et al., 2010).  

El tipo y la edad del explante tienen un gran impacto, las células jóvenes, en 

división y menos diferenciadas son más afines para la inducción que las células 

maduras (Deo et al., 2010). Anteriormente las plantas de donde provienen los 

frutos de los cuales se extrajeron las semillas para la obtención de los embriones 

cigóticos de T1P4, T3P3, RC434 y RC433 fueron sometidas a evaluación de 

tolerancia al virus de la mancha anular  para ser seleccionados una vez que ya 

madurara el fruto. Posteriormente fueron almacenados por más de 6 meses en 

refrigeración a 4°C antes de ser utilizadas para la  inducción. En segundo lugar, es 

probable que debido a que se trataba de semillas producto de retrocruzas y 

autofecundación se requiere de ciertos cambios en la composición de medio y/o de 

la concentración de los reguladores de crecimiento en el medio de inducción. De 

acuerdo a los resultados, se hizo una modificación en el medio de cultivo y se 
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realizó un diseño factorial. Kim et al (2003) reportaron que solo dos de los cinco 

híbridos de Rosa hybrida L fueron útiles para inducir la ES. MacLean y Nowak 

(1998), reportaron un fenómeno similar en trébol rojo. Al mismo tiempo, las semillas  

germinaron en condiciones in vitro donde se utilizó un medio que contenía 1/10 de 

los componentes MS y suplementado con vitaminas L2. Como se puede apreciar 

en la Figura 4B, la germinación in vitro tampoco tuvo éxito. En la gran mayoría se 

presentó contaminación y ausencia de germinación. Todas las semillas, aún 

contaminadas, se pasaron a charolas en el invernadero para la germinación in vivo 

en las condiciones mencionadas en el capítulo de material y método. 

 

Figura 4. Embrión cigótico de híbrido en experimento de inducción a embriogénesis y en germinación in vitro. A) 
Embrión cigótico de las semillas maduras almacenadas por más de 6 meses, después de sembrar por 2 meses 
en el medio Barra = 0.5cm. B) Semilla de papaya sembrada en medio Murashige y Skoog 1/10 con vitaminas 
L2 en la cual se presentó contaminación.  

Al mismo tiempo, se realizó el experimento de la inducción utilizando semilla 

inmadura de Carica papaya Maradol comercial, en el cual en el 80% de los 

embriones después de 1 mes de incubación se logró la inducción del callo 

embriogénico (Figura 5A) y tras 3 meses siguiendo el protocolo anteriormente 

descrito, se inició la formación de embriones somáticos (Figura 5B, y 5C). Fue muy 

importante que se seleccionaran embriones somáticos que estaban libres de masa 

de callo embriogénico para evitar posteriormente la formación de embriogénesis 

secundaria. 

 Los callos embriogénicos fueron resembrados repetidamente durante 2 

meses en el medio de expresión (M3) para conservar la fuente de producción de 
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embriones somáticos. En el medio de germinación, el uso de floridzin permitió 

disminuir la formación de embriogénesis secundaria y la aparición de 

hiperhidricidad. Este resultado fue similar a lo reportado por Ascencio–Cabral et 

al.(2008), quienes observaron que por el uso de floridzin en el medio de 

germinación de embriones somáticos de papaya Maradol, se obtuvo 70% de los 

embriones germinados sin hiperhidricidad. Los embriones germinados que ya 

habían desarrollado raíz y con una altura de 1.5 cm aproximadamente fueron 

resembrados en medio de crecimiento (Figura 5D). Durante 1.5 mes, la plántula se 

desarrolló hasta una altura de 4–5 cm y algunas con raíces más desarrolladas 

(Figura 5E y 5F). En algunos casos, durante el desarrollo, en la base de la raíz, se 

observó la aparición de ES secundaria. 

 

Figura 5 Regeneración de Carica papaya var. Maradol por embriogénesis somática. A) Formación de callo 
embriogénico. Barra =0.5 cm, B) embrión somático en estado de torpedo. Barra =0.5 mm, C) Embrión somático 
maduro en medio de formación de embrión somático. Flecha amarilla: meristemo apical. Barra = 1 mm, D) 
Planta germinada en medio de germinación. Flecha amarilla: meristemo apical. Barra = 0.5 cm.E) Planta 
desarrollada en medio de crecimiento. Barra = 1 cm. F) Planta en medio de crecimiento. Barra =1cm.  
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7.1.2 GERMINACIÓN EN INVERNADERO DE LOS HÍBRIDOS Y PAPAYA 

SP. 

Por otra parte, las semillas sembradas en charolas de unicel, en condiciones 

in vivo mostraron un bajo porcentaje de germinación (Figura 6A), después de 2 

meses sólo germinaron ocho plantas de T1P4, dos plantas de RC433, dos plantas 

de RC434, tres plantas de T3P3 y seis plantas de papaya sp., debido 

probablemente a las temperaturas relativamente bajas que se registraron en el 

invernadero. La temperatura óptima de germinación de semillas de papaya es de 

entre 24 y 30°C según Bhattacharya (2001) y las tem peraturas registradas fueron 

de aprox. 18-20°C. Fue evidente que cuando las temp eraturas se elevaron, la 

germinación y el crecimiento fueron mejores. 

 

Figura 6: A) Plántulas de papaya en charola de 60 cavidades. B) Embriones cigóticos sembrados sin 
desarrollo de callo. Barra =0.5cm  

 

7.1.3. EXPERIMENTO FACTORIAL DE LOS HIBRIDOS  

Por otra parte, en los dos experimentos factoriales para la inducción de ES 

con embriones cigóticos diseñado con los reguladores de crecimiento descritos por 

Chen et al. (1987), y  los reguladores de crecimiento descritos por Farzana et al. 

(2008) no se obtuvieron resultados favorables. En ninguno de los cincuenta 

tratamientos (dos experimentos factoriales, cada uno con 25 tratamientos) se logró 

la inducción. Todos los embriones cigóticos sembrados se marchitaron y tomaron 
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una coloración amarilla y presentaron una descomposición del medio como se 

muestra en la Figura 6B. La combinación de reguladores de crecimiento descrito 

por Chen et al. (1987) fue apto para explante como hojas y meristemo, es probable 

que dicha combinación de reguladores no sea la indicada para la inducción de 

embriones cigóticos de híbridos. El largo tiempo de almacenamiento de los 

embriones cigóticos pudo haber sido la causa de este resultado y por otra parte es 

posible que la combinación de los reguladores no fuera adecuada para lograr la 

inducción de ES. 

 

7.2 EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA UTILIZANDO HOJAS Y MERIS TEMOS 

COMO EXPLANTE DE HIBRIDO Y Carica sp 

Con la técnica de desinfección aplicada se obtuvo un 93% de explantes en 

condición libre de contaminación para la inducción de ES.  

En el experimento donde se utilizaron hojas, tallos y meristemos como 

explantes para la inducción de ES, después de 1.5 mes de incubación se pudo 

observar la formación de callo en diferentes partes de los explantes tales como 

pecíolo, borde de la hoja, nervaduras, envés y meristemo (Figuras 7A, 7B y 7C).  

Sin embargo, a pesar de la formación de callo embriogénico, los explantes hojas y 

meristemos provenientes de T1P4, T3P3, RC434 y RC433 no lograron producir 

embriones somáticos tras ser cultivados en los medios de cultivo M2 y M3. En la. 

Carica sp. a los tres meses se obtuvieron embriones somáticos a partir de la 

formación de callo embriogénico (Figura 7D). Posteriormente, se germinaron todos 

los embriones provenientes del mismo explante hasta obtener plantas adaptadas 

en el invernadero y posteriormente se recolectaron hojas jóvenes para realizar los 

análisis de AFLP (Figuras 7E y 7F). 
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Figura 7: Embriogénesis somática utilizando hojas y meristemos de Carica sp y planta híbrida. A) 
Formación de callo en las nervaduras de la hoja. Barra =5mm; B) Formación de callo en toda la hoja. Barra 
=5mm. C) Formación de callo en el meristemo. Barra = 5mm. D) Explante de papaya sp. con embriones 
somáticos desarrollados (flechas). Barra =5mm. E) Planta germinada. Barra =1cm. F) Planta adaptada para 
pasar al invernadero.  

Para la ES utilizando embriones cigóticos, el protocolo en el que se logró 

obtener plantas regeneradas fue utilizando los medios descritos por 

Ascencio–Cabral et al. (2008) que contenía auxina (2,4-D) en el medio de 

inducción, citocinina y ácido abscísico en el medio de expresión y GA3 y floridzin 

para el medio de germinación. En cambio, para la inducción de la ES utilizando 

hojas, tallo y meristemo se utilizó el medio descrito por Chen et al. (1987) con ANA, 

citocinina y GA3 (T1P4, T3P3, RC433, RC434 y silvestre). Posteriormente, se 

utilizaron los medios de expresión y germinación descritos por Ascencio–Cabral et 

al. (2008). De esta manera, solo se logró obtener plantas regeneradas de papaya 

sp., en los híbridos (T1P4, T3P3) y de las retrocruzas (RC433, RC434) no se 

lograron obtener embriones somáticos.  
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Chen et al. (1987) en su experimento utilizaron el mismo medio de inducción 

tanto para la expresión como para la germinación. Después de 3 meses de 

subcultivo en el mismo medio de inducción se obtuvo la regeneración de plantas. 

Con la combinación de los dos protocolos se obtuvieron resultados positivos con la 

papaya sp. pero no con las plantas de híbridos ni retrocruzas. Es probable que para 

la genética de los híbridos y retrocruzas se requiera otro tipo y/o concentración de 

reguladores de crecimiento. 

 

7.3 ANÁLISIS DE AFLP: 

7.3.1 ANÁLISIS PRELIMINAR: 

Para el análisis preliminar para definir las mejores combinaciones de 

cebadores AFLP a utilizar en todo el experimento se emplearon cinco plantas de 

T1P4 y T3P3 obtenidas por germinación de semilla en el invernadero y cuatro 

combinaciones de cebadores (Cuadro 4).  La imagen del gel de AFLP se puede 

ver en el anexo (Figura 1 de anexo).  

 

Cuadro 4: Combinaciones de cebadores y niveles de polimorfismo obtenido en individuos de papayas de T1P4 

y T3P3 obtenidas por germinación de semilla en el invernadero.  

Combinación  Bandas 
polimórficas  

Bandas 
totales  

% de bandas 
polimórifcas  

E-ACG+ M-CTG 20 53 37.7% 

E-ACT + M-CAT  14 55 25.4% 

E-ACT+ M-CAG  13 62 21.0% 

E-ACT + M- CTG 5 40 13.0% 

Con las cuatro combinaciones evaluadas se obtuvo un total de 210 

fragmentos, con un promedio de 52.5 fragmentos por combinación y un porcentaje 

de polimorfismo de 24.7%. La combinación que mayor cantidad de fragmentos 

genero fue la E-ACT + M-CAG (21% de polimorfismo), sin embargo la combinación 

E-ACG+ M-CTG fue la que presentó un mayor porcentaje de polimorfismo (53 

fragmentos y 37.7% de polimorfismo), seguida de la combinación E-ACT + M-CAT 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



 

42 
 

(con 55 fragmentos y 25.4% de polimorfismo). Aunque el número de fragmentos 

generados por combinación es importante para definir aquellas combinaciones que 

más información pudieren arrojar al analizar los datos, el nivel de polimorfismo 

también es una característica deseable para cualquier técnica de marcadores 

empleados (Azofeifa-Delgado 2006) El número de fragmentos obtenido con las 

combinaciones evaluadas coincide con lo reportado en la literatura por Vos et al., 

(1995) quienes reportan que con una combinación de  cebadores selectivos se 

puede obtener de 50 – 100 fragmentos. Por su parte, Pang et al. (2006) evaluaron 

la diversidad genética de 69 accesiones de Poncirus con AFLP, reportan en 

promedio 85 bandas por combinación y en la caso de Taxus canadienses (especie 

de propagación vegetativa) Corradini et al. (2002) reportan 79 bandas por 

combinación. Por otro lado, Esquivél, et al., (2009) reporta 71 bandas por 

combinación en Carica papaya L. mientras que Hernández-Sánchez, 2007, reporta 

105 fragmentos en promedio  por combinación en Quercus suber L. En este 

trabajo, la prueba preliminar demostró que las tres primeras combinaciones (53, 55, 

62 bandas) coincidieron con el  margen normal de las bandas identificadas por 

combinación. En cuando las bandas polimórficas, Esquivel (2009) reportó con un 

40 % o mayor de polimorfismo Carica papaya L. y Kim et al., (2002) analizaron 63 

accesiones de papaya reportaron que el número de bandas polimórficas varían 

desde 11 a 36 y es dependiente de las combinaciones. Con base en estos 

resultados, las siguientes evaluaciones se realizaron solo con las mejores tres 

combinaciones de cebadores selectivos: E-ACG + M-CTG, E-ACT + M-CAT, 

E-ACT+M-CAG. 

 

7.3.2 ANÁLISIS DE PLANTAS EMBRIOGÉNICAS PROVENIENTE S DE 

DIFERENTE ORIGEN:  

En el primer análisis de las nueve plantas germinadas por embriones 

somáticos de papaya Maradol sin tomar en cuenta el embrión cigótico de origen, 

por lo que es posible que varias plantas provenía de mismo donador o todas son 

proveniente de disitintos donadores. Con las tres combinaciones de cebadores 
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evaluadas se generaron 160 bandas de los cuales 56 fueron polimórficos, 

representando un 35 % de polimorfismo. Donde la combinación E-ACG+ M-CTG 

presentó el mayor polimorfismo. Lo que se parece con lo obtenido en las pruebas 

preliminares.  

Similaridad entre individuos 

La matriz de similaridad se recomienda para comparar accesiones cuyas 

características son evaluadas en una escala nominal o de datos de doble estado 

(presencia o ausencia) de las características medidas. Los valores que se obtienen 

de los coeficientes de similitud varían entre uno (1) y cero (0), siendo el valor 1 el 

de máxima similitud y el valor 0 el de mínima. Entre los índices más usados se 

tienen 'Simple Matching Coefficient' (SM), Jaccard (J), La distancia modificada de 

Rogers (R), y Dice (D) y el coeficiente de Nei (N) (Hidalgo, 2003; Mohammadi y 

Prasanna, 2003). La matriz de similaridad obtenida a partir de los nueve individuos 

embriogénicos analizados se presenta en la Cuadro 1 del anexo. 

La similaridad promedio entre pares de individuos fue de 86.3%, los valores 

más bajos de similaridad fue entre las plantas 2 y 9 (0.75 de similaridad); mientras 

que, el valor más alto lo tuvieron las plantas p3 y p8 (0.98). Este fenómeno 

concuerda con Medina et al, 2007, quienes reportan una similitud entre callos 

provenientes de distintos donadores de Hevea brasiliensis de 85 % máximo y 70 % 

mínimo. 

El analisis de agrupamiento realizado en los individuos analizados se 

presenta en la Figura 8. El análisis de agrupamiento se refiere a un grupo de 

técnicas multivariadas cuyo principal propósito es agrupar individuos u objetos 

basados en las características que estos poseen, por lo que aquellos individuos 

con descripciones similares están matemáticamente insertos en el mismo grupo.  

El conglomerado resultante de individuos debe exhibir una homogeneidad interna 

(dentro del conglomerado) alta y una heterogeneidad externa (entre grupos) alta 

(Mohammadi y Prasanna, 2003). 

Con base en el dendrograma generado a partir de la matriz de similaridad 

genética  (Figura 8) se observa que el individuo p9 fue el que se mostró menos 
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relacionado con el resto de y de hecho fue el que presentó los niveles de 

similaridad menores respecto al los mismos. Por otro lado, debido a que no 

existieron individuos que presentaran un patron de bandas idénticas no hubo 

plantass que se agruparan a un nivel de similaridad de 1 (lo que indicaria que son 

idénticos), sin emabrgo, los individuos p3 con p8 y los individuos p4 y p5 

presentaron los valores de similaridad más altos (0.98) y en el dendrograma se 

agrupan muy cercanos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Dendrograma de agrupamiento (UPGMA), de individuos de papaya Maradol generados a 
partir de embriogénesis somática utilizando marcadores AFLP (coeficiente Jaccard) 

Como no tenía control de los donadores de las plantas, se observó una mayor 

distancia genética, por lo que en los otros experimentos posteriores se 

establecieron control y distintas medidas para evaluar más específica la variación 

existente. 

7.3.3 ANÁLISIS DE PLANTAS EMBRIOGÉNICAS PROCEDENTES  DE UN 

MISMO DONADOR 

Para descartar la existencia de variación somaclonal en los individuos de 

papaya propagados por ES se procedió a analizar individuos embriogénicos 

procedentes de un mismo explante donador. En este análisis se estableció bajo las 

siguientes condiciones para observar mejor la ocurrencia de variación somaclonal.  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



 

45 
 

1. De un mismo origen genético: todas las plantas regeneradas provinieron 

de una sola planta donadora.  

2. Aumentar el número de las muestras: utilizaron veintes plantas como 

muestras con el fin de ampliar la población analizada y poder proporcionar 

resultados más coherentes. 

3. Condición similar de regeneración: todas las plantas fueron subcultivadas 

en el mismo medio de cultivo y fueron regeneradas durante un periodo de 

6-9 meses.  

En este análisis, aparte de las veintes plantas regeneradas de papaya sp., se 

evaluaron junto con la planta donadora un individuo de la variedad Maradol. Con 

las tres combinaciones de cebadores evaluadas se generaron 133 bandas de las 

cuales catorce fueron polimórficos, representando un 10.5 % de polimorfismo. De 

acuerdo con estos resultados, el uso de esas tres combinaciones de cebadores 

demuestra que casi no existen variación genética entre las veinte plantas 

regeneradas respecto a la planta donadora.  

Las plantas germinadas por embriones somáticos presentan altas similitudes 

con la planta donadora, de acuerdo con la dendrograma de agrupamiento 

generado (Figura 9). Las plantas S20, S6 y S9 presentaron un valor de similaridad 

del 100% respecto a la planta donadora. La mayoría de las plantas junto con la 

planta donadora (18 de las 20 plantas) manifestaron una similitud de 95.5% entre 

ellas (Figura 9) superior a lo reportado por Hernández-Sánchez (2007) con una 

similaridad máxima de 87% entre plantas regeneradas de alcornoque.  Dos 

plantas (S2 y S12) presentaron los valores más bajos de similaridad (92 %). La 

similaridad promedio, que se presentó la planta donadora en relación con las 20 

plantas regeneradas a partir de ésta fue alto (97.5 %), comparando con Medina et 

al., 2007, quienes reportan una similaridad máxima de 93 % y mínima de 70 % 

entre plantas Hevea brasiliensis regeneradas de un mismo donador; sin embargo, 

en su trabajo las plantas regeneradas solo tenía una similaridad de 35 % con la 

planta donadora. De acuerdo con estos resultados, se considera que no existe 

variación genética entre la planta donadora y las veinte plantas regeneradas. Por 
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otro lado, la similaridad promedio de las veintes plantas regeneradas y la planta 

donadora, manifestaron una similitud de 87.5 % respecto al control externo de la 

variedad Maradol. Los valores máximos de similitud entre las plantas regeneradas 

fue de 100 % entre las plantas S6, S9 y S20 así como entre las planta S3 y S5; 

mientras que, los valores mínimos de similaridad fueron de 90.2 % entre las plantas 

S12 con planta S3 y S5). En comparación con el análisis anterior, las plantas 

regeneradas con el mismo donador presentaron mayores similaridades entre todas 

las plantas y menor variación somaclonal entre sí. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Dendrograma de agrupamiento (UPGMA), de individuos de papaya sp. generados a partir de 
embriogénesis somática usando marcadores AFLP (coeficiente Jaccard). S1- S20, plantas regeneradas 
embriones somáticos. Sil: planta donadora, Mar: papaya Maradol regenerado por embrión somático como 
referencia.  

Para discutir los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de similaridad 

encontrados respecto a lo reportado por otros autores se elaboro el cuadro 5. En el 

se muestran los niveles de similaridad reportados por tres autores que utilizaron 

marcadores AFLP en papaya. 

 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



 

47 
 

 

Cuadro 5 Resultados reportados por diferentes autores, quienes analizaron la relación genética entre 

diferentes variedades de papaya.  

 Kim et al., 

2002 

Esquivel et al., 

2009 

Van Droogenbroeck 

et al., 2002 

Similitud máxima entre 

diferente variedad  

92.1% 78.5% 82.0% 

Similitud mínima entre 

diferente variedad  

43.0% 29.9% 30.0% 

Similitud máxima entre 

plantas de misma variedad 

100% No reporta 100% 

Similitud mínima entre 

plantas de misma variedad 

90.0% No reporta 90.0% 

 La similitud máxima entre las veinte plantas regeneradas fueron de 100% y 

mínima de 90.2%, similar con lo que reportaron Kim et al. (2002) y Van 

Droogenbroeck et al. (2002) y superior con lo que reportó Camarena (2007) que 

analizó plantas propagada en método tradicional con una similaridad máxima de 

94.8% y mínima de 82 % donde esa variación genética es considerada de carácter 

natural. Por otra parte, se observó una similitud de promedio de 87.5 % con 

respecto a la variedad Maradol que se usó de control externo valor que fue superior 

a lo reportado por  Esquivel et al. (2009) y Van Droogenbroeck et al. (2002), 

quienes reportaron una similitud máxima entre diferentes variedades de 78.5% y 

82% respectivamente; y concuerda con lo que reportó Kim et al., 2002(92.1% a 

43%). Donde se pudo observar que la planta Maradol y las plantas regeneradas de 

Carica sp. presentaron diferencia significativa.   

 

7.3.4 ANALISIS DE PLANTAS REGENERADAS DE MARADOL CO N DOS 

DONADORES DISTINTOS 

Al analizar las plantas regeneradas de la variedad Maradol, se obtuvieron 159 

fragmentos de los cuales  33 resultaron polimórficos (20.7 % de polimorfismo), 

con la combinación E-ACG + M-CTG se obtuvieron 47 fragmentos de los cuales 18 
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resultaron polimórficos  (38.3% de polimorfismo) similar a lo obtenido en el 

análisis de plantas regeneradas de Maradol con distintos orígenes (35% de 

polimorfismo) usando la misma combinación. Sin embargo, la misma combinación 

en el análisis de las plantas de papaya sp. sólo identificó cinco fragmentos 

polimórficos de 36 fragmentos totales.  

En general, los tres análisis (nueve plantas de Maradol proveniente de distinto 

origen, veinte plantas de silvestres con el mismo donador y planta regenerada de 

Maradol con dos donadores distintos) presentaron bajo porcentaje de polimorfismo 

(35 %, 18 %, 20.7 % respectivamente) comparado con otros estudios, 

Hernández-Sánchez (2007) con alcornoque reportó 62.1 %; Medina et al., (2007) 

con Hevea brasiliensis  95.4%.  Ambos trabajos analizaron plantas regeneradas 

por ES, sin embargo, el alto porcentaje de polimorfismo reportado por Medina et al., 

(2007), pudo ser causado por los diferentes donadores. Es necesario considerar 

probar otras combinaciones que probablemente identificaran mayor bandas 

polimórficas. 

El dendrograma generado a partir de plantas embriogénicas provenientes de 

un mismo donador se presenta en la Figura 10. Las seis plantas de un mismo 

donador (identificadas Mr) presentaron una similaridad máxima de 100% (entre 

planta Mr 22 y Mr1) y mínima de 95.8% entre las seis (Figura 10), resultado 

superior a lo reportado por Medina et al (2007) en Hevea brasiliensis, quienes 

reportan una máxima similaridad de 93 % entre seis plantas regeneradas de mismo 

donador y mínima de 70 %. Por otro lado, las plantas regeneradas provenientes del 

segundo donador (identificadas con M) presentaron mayor dispersión. La planta 

M6 y M7 con una similaridad de 100 % y agrupado con M10 y M3 con una 

similaridad de 96.5% entre sí. Las plantas M8 y M9 tenían una similaridad de 99 % 

pero estaban más agrupados con las plantas Mr con una similaridad de 98.7 %. 

Comparando con el cuadro 1, se puede considerar que poseen características de 

la misma variedad aunque fueron regeneradas de dos donadores diferentes.  

Doce plantas de las dieciséis analizadas presentaron una similaridad de 94% 

con la planta usada como referencia (papaya Maradol germinado por semilla). 
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Según lo que reportaron Kim et al., (2002) y Van Droogenbroeck et al., (2002), 

quienes reportan una similaridad máxima de 100 % y mínima de 90 % entre plantas 

de misma variedad, se sugiere que estas doce plantas y la referencia mantuvieron 

las mismas características de Maradol.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 10. Dendrograma de agrupamiento (UPGMA), de individuos de papaya Maradol generados a partir de 
embriogénesis somática utilizando marcadores AFLP (coeficiente Jaccard). M1- M10, plantas regeneradas 
embriones somáticos de mismo donador. Las plantas Mr(1, 12, 13, 2, 22, 23) fueron regeneradas por otro 
donador. REF: planta Maradol germinado por semilla como referencia.  

Las plantas M2, M4 y M5, se encontraron agrupados con una similaridad de 

96% pero separado con todo el resto con una similaridad de 87%. De acuerdo con 

los reportados en cuadro 1, esas plantas pueden ser consideradas como otras 

variedades debido a la variación somaclonal encontrada. Este resultado pudo 

haber sido por el largo tiempo de cultivo y gran cantidad de subcultivo como 

mencionó Nehra et al., (1992). Sin embargo, cabe mencionar que la variación 

genética encontrada al nivel molecular no siempre se traduce en diferencia 

morfológica o alguna modificación no deseada. García-Águila et al., (2007) 

analizaron morfológicamente más de 6000 plantas del híbrido ‘FHIA-21’ (Musa 

AAAB) obtenidas por ES, reportando una ocurrencia de variación somaclonal de 

0.015 %. Mientras que otros autores reportaron variación morfológica del 1 hasta el 
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22 % en plantas obtenidas por cultivo de tejidos atribuible a la variación somaclonal 

(Shchukin et al., 1998, Kosky et al.,2006).  

8. CONCLUSIONES: 

 

El tipo de explante fue un factor importante para la inducción de ES en las 

especies estudiadas de tal modo que en el caso de la especie silvestre el mejor 

explante fue el meristemo, mientras que en el caso de la var. Maradol fueron los 

embriones cigóticos.  

Para la inducción de embriogénesis utilizando embriones cigóticos de 

Maradol,  el mejor medio fue la composición con la mitad de la concentración de 

los elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen et 

al. (1987), 100 mg/L de glutamina, 40 g/L de sacarosa, 2.0 g/L de Phytagel® y 2.0 

mg/L de 2,4-D,.. 

Para la inducción de embriogénesis utilizando explantes como hojas y 

meristemos, el mejor medio fue la composición con la mitad de la concentración de 

los elementos mayores y menores del medio MS, vitaminas descritas por Chen et 

al. (1987), 100 mg/L de glutamina, 40 g/L de sacarosa, 2.0 g/L de Phytagel® y 

añadiendo 1mg/L de ANA , 1 mg/L de cinetina y 1mg/L de GA3, con pH de 5.7. 

Para la expresión de embriones somáticos, el mejor medio fue con la misma 

base de medio MS y vitaminas con ácido abscísico 0.2 mg/L, 0.02 mg/L de 2,4-D y 

0.2 mg/L de cinetina. 

El mejor medio para la germinación fue con la misma base de medio MS y 

vitaminas con 0.35 mg/L de ácido giberélico esterilizado por filtración. Además se 

agregaron floridzin 3mg/L esterilizado por filtración. 

No se pudo lograr la ES de los híbridos (T1P4, T3P3, RC433, RC434), 

probablemente por el largo tiempo de almacenamiento de las semillas, o porque los 

reguladores de crecimiento empleados no fueron los idóneos ya que estos son 

reportados para la variedad Maradol. 
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Los individuos embriogénicos de la especie silvestre mostraron similitudes 

cercanas al 100% respecto al material original por medio del análisis de AFLP, lo 

que indica una alta estabilidad genética de estos. Por lo que se recomiendan 

analizarlas con más combinaciones de cebadores y/u otro métododistinto de 

análisis.  

En el caso de los individuos embriogénicos de la variedad Maradol los niveles 

de variación fueron mayores (similaridad de 95% entre plantas regeneradas con 

donadores distintos) respecto a los obtenidos en los individuos embriogénicos de la 

especie silvestre. Esta variación pudiera atribuirse al mayor tiempo de cultivo al que 

estos explanes fueron sometidos. Sin embargo, las variaciones genéticas 

encontradas en ambas no fueron superiores a la reportada en Carica papaya 

propagada por métodos convencionales (similaridad máxima de .94.8% y mínima 

de 82% en papaya reportado por Camarena 2007).     

La ES en las especies de Carica evaluadas es un método útil para la 

propagación masiva de material valioso dado que la presencia de variación 

genética atribuible a este tipo de propagación fue mínima. Sin embargo será 

necesario evaluar en campo qué tanto afectan estas variaciones en el fenotipo de 

las plantas así como el nivel de variación después de un mayor número de 

subcultivos.  
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10. ANEXO 

Figura 1: Gel de archilamidas de prueba preeliminar con 4 pares de cebadores: E-ACG + 

M-CTG, E-ACT + M-CAT, E-ACT+M-CAG, E-ACT+M-CTG. 
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Cuadro 1: Matriz de similitud de nueve plantas de papaya Maradol con diferente donador. 

 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 

P1 1         

P2 0.85 1        

P3 0.939 0.904 1       

P4 0.931 0.869 0.974 1      

P5 0.925 0.863 0.948 0.981 1     

P6 0.844 0.794 0.948 0.888 0.881 1    

P7 0.894 0.831 0.904 0.913 0.919 0.825 1   

P8 0.9 0.825 0.983 0.956 0.938 0.856 0.919 1  

P9 0.813 0.75 0.913 0.844 0.838 0.844 0.806 0.85 1 

 

 

} 
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Cuadro 2: Matriz de similitud de las veintes plantas de papaya sp., su planta de origen y planta de Maradol como referencia.  Sil: la planta 

silvestre de origen, mar: planta de Maradol como referencia. 
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Cuadro 3: Matriz de similitud de los 17 plantas de papaya Maradol. 

 

  M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 mr1 mr12 mr13 mr2 mr22 mr23 ref 

M1 1                 

M2 0.882 1                

M3 0.944 0.893 1               

M4 0.866 0.955 0.877 1              

M5 0.872 0.961 0.882 0.993 1             

M6 0.929 0.892 0.971 0.863 0.868 1            

M7 0.929 0.892 0.971 0.863 0.868 1 1           

M8 0.921 0.872 0.949 0.843 0.849 0.962 0.962 1          

M9 0.929 0.878 0.956 0.85 0.855 0.97 0.97 0.992 1         

M10 0.951 0.926 0.964 0.895 0.901 0.964 0.964 0.942 0.949 1        

mr1 0.914 0.865 0.941 0.837 0.842 0.955 0.955 0.992 0.985 0.934 1       

mr12 0.914 0.865 0.941 0.837 0.842 0.97 0.97 0.962 0.969 0.934 0.969 1      

mr13 0.943 0.892 0.956 0.863 0.868 0.97 0.97 0.962 0.97 0.964 0.97 0.97 1     

mr2 0.916 0.905 0.942 0.876 0.882 0.956 0.956 0.948 0.956 0.95 0.955 0.955 0.97 1    

mr22 0.914 0.865 0.941 0.837 0.842 0.955 0.955 0.992 0.985 0.934 1 0.969 0.97 0.955 1   

mr23 0.922 0.872 0.935 0.844 0.85 0.934 0.934 0.97 0.962 0.942 0.977 0.947 0.963 0.934 0.977 1  

ref 0.937 0.887 0.936 0.871 0.877 0.949 0.949 0.928 0.935 0.93 0.934 0.934 0.949 0.964 0.934 0.914 1 
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