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INTRODUCCION

Las especies objeto del presente estudio pertenecen al género Vasconcellea,
miembros de la familia Caricaceae. La especie mas conocida de esta familia es la
papaya (Carica papaya L.) que produce la fuente comercial mas importante, si no
unica, de la enzima proteolitica papaina. La droga vegetal de estas especies es el
latex circulante, el cual contiene altas cantidades de esta enzima que constituye el

principio activo de estas plantas.

La papaina tiene importantes usos industriales. En el mercado gastronémico se la
utiliza como ablandador de carnes y clarificador de la cerveza; en la cosmética se la
utiliza como agente exfoliante quimico (peeling) y en la ultima década ha empezado a
utilizarse en el area de la salud como suplemento dietario que ayuda a los procesos
digestivos. Se ha promovido su uso para mejorar el flujo linfatico, como expectorante,
antiedematoso, hipolipemiante y desinflamatorio. Su uso topico para mejorar la
cicatrizacion de heridas ha sido ampliamente probado. Actualmente existen varias
lineas de investigacion en torno a nuevas familias de quimioterapicos para combatir
distintos tipos de cancer, que provienen de esta familia enzimatica, la misma que ain

no ha podido ser reemplazada por ninglin otro sustituto sintético.

En relacion a la papaya, se ha descrito que una de las papayuelas de altura, la especie
andina llamada cominmente toronche (Vasconcellea stipulata V.M. Badillo), tiene
un latex con actividad proteolitica hasta 17 veces mas alta que la encontrada en C.
papaya (Scheldeman, 2002), lo que la convierte en una especie de gran interés

econdémico.

En varias poblaciones rurales de regiones andinas y centroamericanas se utilizan con
fines etnomédicos las hojas, el latex y el fruto de estas especies del género
Vasconcellea para curar distintas dolencias como la parasitosis, dolores y lesiones
musculares, tos, verrugas, entre otras. Sin embargo, el conocimiento médico-
tradicional presenta la particularidad de perderse con el paso del tiempo al igual que
las papayuelas mismas, las cuales han sido declaradas especies vulnerables que se

encuentran en peligro de extincion, en especial V. stipulata. (Encalada, et al. 2003).

Por otra parte, el chamburo (Vasconcellea pubescens A.DC), otra papayuela también

de origen andino, ha sido cultivado mas ampliamente que V. stipulata y ha



presentado buena tolerancia a distintos tipos de suelos y pisos climaticos. Es decir, su
manejo en agricultura estd mejor definido, sin embargo, comparativamente, la

produccion de estas especies de Vasconcelleas es infima en relacion con la papaya.

Con el perfeccionamiento de las técnicas biotecnologicas se pueden cumplir varias
metas importantes que surgen frente a este panorama. El primero es mejorar la
obtencion de la enzima papaina mediante la creacion de plantas injertadas que sean
potencialmente mas rentables en la produccion de la enzima que la papaya; el
segundo es ayudar a la propagacion y rescate de especies en peligro de extincion vy,
por ultimo, recuperar el conocimiento ancestral andino en relacion con las

papayuelas de altura.

Para esta investigacion se ha programado evaluar y establecer protocolos de
germinacion de semillas in vitro de las dos especies mencionadas, pues su proceso
germinativo es dificultoso y requiere, para su optimizacion, un pre-tratamiento con

distintos agentes y condiciones.

Ademéds, se ha planteado realizar microinjertos in vitro entre dos especies de
Vasconcelleas, para lo cual se ha escogido V. pubescens para ser el pie o patron del
injerto y el V. stipulata como el apice o pua del mismo. Al conseguir plantas libres
de enfermedades, la microinjertacion in vitro permitiria reducir el uso de agentes
quimicos para el control de patégenos, dando como resultado un medio ambiente con
menos contaminacion y reduccion de costos. A la fecha, no existe un protocolo
establecido para la microinjertacion de V. stipulata y V. pubescens, y por ende, es

necesario el desarrollo de una técnica mejorada.

Adicionalmente, se plante6 el objetivo de ensayar un protocolo para la generacion in
vitro de callos morfogénicos del cuello radicular de plantulas de V. stipulata e
inducir la embriogénesis somatica. Esta técnica biotecnologica es de gran utilidad
para la propagacion masiva de esta especie, considerando que el indice de
germinacion de semillas de la misma es muy bajo, lo que dificulta las précticas de

cultivo a mediana y gran escala, y la vuelve ain mas vulnerable a la extincion.

Para cumplir con los objetivos planteados fue indispensable el apoyo de un grupo
humano altamente capacitado y de un espacio competente y equipado; asi, se contod

con el Centro Experimental de Propagacion Vegetativa (C.E.Pro.Ve.) perteneciente a



la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata,

provincia de Buenos Aires, Argentina.



1. MARCO TEORICO

1.1. LA FAMILIA CARICACEAE Y EL GENERO VASCONCELLEA

La familia Caricaceae comprende 6 géneros y mas de 50 especies (entre 30 y 60
segun distintos autores), distribuidas a través del tropico desde el nivel del mar hasta
los 3500 m. de altura. En América se encuentran cinco de los seis géneros, con
excepcion de Cylicomorpha (Africa). La especie econdmicamente mas importante y
distintiva de la familia es la papaya comtn (Carica papaya L.) que pertenece al
género Carica el cual es monotipico. Puede encontrarse con los nombres comunes de
papaya, papayo, mamon, lechosa, entre otros. Se la puede hallar en floracion y
fructificacion durante casi todo el afio. Se distribuye ampliamente en América
tropical, incluyendo México, Sudamérica y las Antillas. Desde hace varias décadas,
la papaya ha sido la fuente mas importante de papaina natural con fines industriales,

sin poder ser reemplazada en la actualidad por ninglin otro sustituto sintético.

El presente trabajo tratard sobre el género Vasconcellea, menos conocido, pero
también perteneciente a la familia de las Caricéaceas, el cual contempla especies
nativas que pueden ser encontradas desde México hasta el norte de Argentina en
alturas comprendidas entre los 1700 a 3500 msnm. Cuenta con 21 especies y un

hibrido natural.

El género Vasconcellea se consideraba anteriormente una seccion del género Carica,
el cual fue rehabilitado por Badillo (2000) sobre la base de caracteres morfologicos y
genéticos. Los estudios de divergencia genética entre ambos géneros fluctia entre 73
y 77% (Kyndt et al., 2005). Cuenta con 21 especies de Caricaceae, lo que lo
convierte en el mayor de los seis géneros de la familia. Se encuentra con mas
frecuencia a lo largo de los Andes en América del Sur desde el nivel del mar hasta
cerca de los 3500 m, con una concentracion de especies en Ecuador, donde se pueden

hallar 16 de las 21 especies (Kyndt et al., 2005).

10



1
u Reino: Plantae ’

)
u Division: Espermatofitas ]

)
Subdivision: ]

Angiospermas/Magnoliophyta
u Clase: Equisetopsida ’

Subclase: Magnoliidae ’
|
]
u Orden: Brassicales ’
|

y

Familia:
Caricaceae
| |
I T T T T 1
. I Y B B B )
Género Género Género Género Género Género
Carica Vasconcellea Jacaratia Jarilla Horovitzia Cylicomorpha
A
_I—/ Y
I 1
/;\ !
Especie: Carica Especie: Especie:
Papaya L. Vasconcellea Vasconcellea
~ pubescens A. stipulata V.M.
DC Badillo

Grafico 1. Clasificacion taxonomica de las especies de Vasconcelleas estudiadas en el presente trabajo
Fuente: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 2014

En el Ecuador existe un hibrido natural muy consumido por la poblacion general, el
babaco (Vasconcellea x heilbornii V.M. Badillo) el cual es cultivado ampliamente
en la Sierra ecuatoriana por ser una de las frutas mas comunes de consumo general.
En las ultimas décadas su produccion es cada vez mas importante, llegando inclusive
a cultivarse para exportaciéon pues presenta un delicado sabor similar a naranja,

frutilla y pifia juntos.
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Foto 1. Babaco (Vasconcellea * heilbornii V.M. Foto2. Venta de jugos con babaco en
Badillo) Mercado Municipal Loja, Ecuador.
Fuente: Grupo Tollupol, 2014 Fuente: I. Espinosa 2014

Por otra parte, los demas miembros del género Vasconcellea son consumidos
tradicionalmente, aunque en minima escala en el sur de Ecuador como en otras
regiones andinas compartiendo los nombres comunes de papayo de altura, papayo de
monte, chihualcan, chamburo, siglalon, entre otros (Badillo, 1971). Probablemente
ellas hayan sido obtenidas de los bosques andinos y puestas en cultivo en los huertos
familiares, pues presentan un agradable aroma y alto grado de fragancia (mayor a la

del babaco) por su alta concentracion de terpenos en sus frutos.

V. pubescens y V. stipulata tienen frutos que en estado maduro se consumen crudos o
cocidos en forma de mermeladas y bebidas; ademds, como se ha mencionado, sus
hojas y latex se usan en medicina tradicional para diversas afecciones (Acosta-

Solis,1992).

Como miembros de la familia Caricaceae, las especies del género Vasconcellea
también son una buena fuente de enzimas proteoliticas. La droga vegetal de estas
especies es el latex circulante, el cual contiene altas cantidades de papaina y otras
enzimas proteoliticas que constituyen principios activos de estas plantas

(Walraevens, et al., 1993).

Muchas de estas especies se consideran en peligro de extincion (Encalada et al.,
2003), como la especie V. stipulata. La region austral del Ecuador es uno de los
pocos lugares del mundo donde se pueden encontrar variedades casi extintas del

género Vasconcellea, debido a las especiales condiciones climaticas que presenta.
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Resulta indispensable, por lo tanto, conservar y fomentar el cultivo de estas especies
in situ, con el fin de que constituyan una fuente de alimento y medicina para las
comunidades locales, explotar su uso en programas de mejoramiento y produccion
con el fin de contribuir al incremento del ingreso de los agricultores (Encalada, et al.,

2003).

1.1.1. Componentes de las Caricaceas

Las especies de la familia Caricaceae presentan conductos laticiferos en casi todas
sus estructuras, incluyendo tallos, ramas y peciolos. En estos elementos se produce
una sustancia liquida blanquecina, la cual es exudada ante una lesion fisica. La
mayor cantidad de este latex circulante se encuentra en sus frutos en estado
inmaduro, probablemente como mecanismo de defensa para prevenir el consumo de
las semillas por sus predadores antes de que se encuentren totalmente desarrolladas.

(Mundo y Serrano, 2012).

1.1.1.1.El latex de las Caricaceaes

Del latex de las Caricaceaes se obtienen cantidades proporcionalmente grandes de
enzimas proteoliticas. Cada especie de esta familia presenta diferente composicion de
proteasas en este fluido. C. papaya es la principal productora comercial de estas
enzimas dentro de la familia, por lo cual los estudios son abundantes para esta
especie. Se han encontrado en ella: papaina, quimopapaina, caricaina (proteinasa
omega) y glicyl-endopeptidasa (proteinasa de papaya IV), todas ellas pertenecientes
a la familia C1 del clan CA. (El Moussaoui ef al., 2001).

Estudios en V. x heilbornii mostraron actividad proteolitica mas intensa que la de la
papaya (Dhuique Mayer et al., 2001). Por este motivo, Schledemann (2002) realizd
estudios a otras especies del género, encontrando que la especie V. stipulata posee un

latex que tiene 17 veces mas actividad proteolitica que el latex de la papaya.
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Especies Actividad proteolitica
(mU BAPNA/mg latex seco)
C. papaya (referencia) 10.4
V. pubescens 57.0
V. stipulata 129.4
V. x heilbornii “babaco” 38.1

Tabla 1. Actividad enzimatica de papaina en algunas especies de Vasconcellea
Fuente: Scheldeman, 2002

Foto 3. Latex de fruto inmaduro de V. Stipulata Jardin Botanico Loja
Fuente: I. Espinosa 2014

Se han realizado ensayos a nivel experimental sobre el contenido de enzimas
proteoliticas de V. pubescens en los cuales se ha encontrado cuatro proteinasas: CC-1
a CC-1V, de las cuales, CC-I corresponde a papaina y CC-III corresponde a
quimopapaina (Walraevens et al, 1993). Kyndt et al. (2007) plantean en su
investigacion que el marcado incremento en la actividad proteolitica de diferentes
especies de Vasconcellea en relacion a C.papaya puede ser explicada por la
presencia de varias isoformas de papaina encontradas en estas especies, en contraste
con la tUnica isoforma de papaina presente en C. papaya. Este equipo de
investigacion encontrd también la cistein proteinasa CC-23 en V.pubescens que no

habia sido descrita anteriormente.
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1.1.1.2.Recoleccion, tratamiento y rendimiento del latex

Para la produccion de papaina se requiere el latex extraido de los frutos de las
diferentes especies de caricaceas. En el siguiente apartado se explicardn las técnicas
utilizadas en C. papaya, pues de esta especie es de donde se ha estudiado

mayormente la obtencion de la papaina comercial.

El proceso de extraccion se conoce como lechada. En el fruto verde se pueden hacer
de 2 a 4 lechadas antes de su maduracion. La primera etapa consiste en realizar 3
incisiones longitudinales de 2 a 3 mm de profundidad en el fruto verde. Por gravedad
el latex se derramard, teniendo que ser recolectado en bastidores en los que se
acumula y se extrae para ser almacenado en bolsas plasticas, bandejas u otros
contenedores. Es conocido que existen factores que pueden influir en la cantidad de
latex extraido. Hay autores que recomiendan que las mejores horas para realizar las
operaciones de incisién y recoleccion del latex son en la mafiana y con un clima
nublado, sin embargo, otros investigadores han encontrado que esto solamente
influye en el porcentaje de humedad del latex, pero no en su actividad (Madrigal et
al., 1980). Otros autores, como Scheldeman (2002) mencionan que la actividad
proteolitica del latex se afecta por factores tales como el sexo de la planta, la

madurez de los frutos y la manera de realizar las incisiones.

Durante el procedimiento de extraccion los mismos frutos son cortados nuevamente
en diferentes lugares en intervalos semanales. Estos frutos son comestibles, por lo

que el latex y el fruto son utilizados.

El rendimiento del latex es Optimo durante los dos primeros afios de produccién, se
recomienda utilizar los frutos inmaduros de C. papaya que tengan una edad de entre

2,5 a 3 meses (Chaverri, 1983).

El latex liquido tiene el nombre de papaina cruda y puede ser secada al sol o en
hornos desecadores a temperaturas que no superen los 55°C por varias horas.
Actualmente se utiliza también procesos de secado mas eficientes como el secado
por atomizacidon o aspersion (secado spray) o la liofilizaciéon (Mundo y Serrano,
2012). A partir de la obtencion y desecacion del latex fresco el proceso contintia con

las siguientes etapas: precipitacion, desalinizacion y liofilizacion. (Quino, et al.,
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2010). Para conservar la actividad enzimatica, es recomendable almacenar el latex a

bajas temperaturas, en envases herméticos y protegidos de la luz.

El rendimiento de latex, resulta de la correlacion de los siguientes factores: volumen
de latex por fruto, nimero de frutos verdes por planta y numero de plantas por

hectarea.

La obtencion de papaina cruda en C. papaya es de alrededor de 200 g por cada kg de
latex fresco, sin embargo hay autores que reportan un rango de rendimiento del 11%
a 54,9% (Sheldeman, 2002). Lassoudiere (1969) calcula para cultivos de este frutal
que el rendimiento es de 100 kg de latex por hectarea por afio, mientras que Quino, et
al. (2008) han reportado rendimientos de 20 a 25 kg de papaina seca por hectarea
durante el primer afio; 90 a 100 kg durante el segundo; 60 a 90 kg en el tercero; 30 a

40 kg en el cuarto, y 20 kg o menos en el quinto.

En cuanto a las especies de Vasconcelleas, los estudios del rendimiento por unidad
de superficie son muy pocos. Conteos en plantas de huertos indican que V. pubescens
puede producir 50-60 frutos en un periodo de crecimiento que dura aproximadamente
4 meses (FAO, 1992). V. pubescens tiene una produccion continua durante todo el
afo (CAF, 1992). FAO (1992) menciona para V. pubescens una produccion de
alrededor de 200 frutos por planta, que resulta en 60 toneladas por hectarea anuales.
El ciclo bioldgico es de aproximadamente 5 afios, sin embargo se reporta que puede

alcanzar a 25 aifios.

En el estudio de Vidal, et al. (2009) realizado en la region del Bio Bio en Chile, se
encontrd que en los meses de enero—febrero se presentd el rendimiento mas alto de
latex, del orden de 0,7 mL/fruto (4-6 mL/planta promedio). El resto del afo los
rendimientos fueron mas bajos, llegando incluso a cero en la estacion de otofo, lo
que coincide con el bajo nimero de frutos verdes presentes en esa época. Aunque en
la época invernal la actividad enziméatica permanece igual, en la region del Bio Bio el
nimero de frutos no hace sustentable la extraccion del latex en estos meses del afio.
Sin embargo, en la region ecuatorial, al no presentar estacionalidad, se ha reportado
que la produccion del fruto de V. pubescens es constante, por lo que es necesario
realizar estudios similares al mencionado para valorar el rendimiento mensual de este

recurso.
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1.1.1.3.Componentes no enzimdticos de los frutos de V. pubescens

Los frutos de V. pubescens han sido mas estudiados que los de V. stipulata en cuanto
a sus componentes. Bernal y Correa (1990) analizaron la composicion nutricional de
la pulpa de, V. pubescens la cual corresponde al 45% del peso de la fruta en fresco.

Los hallazgos derivados de este analisis se resumen en la siguiente tabla:

COMPOSICION NUTRICIONAL DE 100 G DE CHAMBURO
agua 935¢g
proteinas 0.7¢g
grasas 0.1g
carbohidratos 39¢g
fibra 12¢g
ceniza 0.6¢g
calcio 10 mg
fosforo 11 mg
hierro 0.3 mg
vitamina A 100 U.L
tiamina 0.03 mg
riboflavina 0.03 mg
niacina 0.06 mg
acido ascérbico 70 mg
calorias 16.

Tabla 2. Componentes fisico-quimicos de la pulpa del fruto de V. pubescens
Fuente: Bernal y Correa, 1990.

Simirgiotis et al. (2009) aislaron glicésidos de rutina y manghaslina de los frutos de
V. pubescens cultivados en Chile, mediante fraccionamiento selectivo usando el
ensayo de radicales libres DPPH. Ademas, 19 compuestos fenolicos fueron
identificados por primera vez en los frutos mediante HPLC, UV y espectrometria de
masas. Diez de estos compuestos se caracterizaron tentativamente como glicosidos
del acido hidroxicindmico y nueve como derivados de glicosidos de quercetina.
Varias de estas sustancias de bajo peso molecular se estdn investigando en la
actualidad por sus propiedades antioxidantes y algunas de ellas han demostrado
efectos fitomedicinales muy notables en el aparato cardiovascular (Rangel-Huerta, et

al. 2015).
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En V. pubescens, Noriega, et al. (2014) detectaron un total de 38 compuestos
voléatiles en sus frutos. Se identificaron a 20 de ellos, lo que equivale al 92,65 %. Los
compuestos mas abundantes identificados fueron: etil-hexanoato con el 44,211 %;

etil-butanoato con el 12,352 %; 1-octanol 9,142 % y el linalol con el 6,529 %.

Puede concluirse que los frutos presentan también cantidades interesantes de
metabolitos primarios y secundarios de accion medicinal, sin embargo, la principal
droga vegetal de la familia Caricaceae la constituye el latex, por la gran cantidad que

poseen estas especies vegetales.

1.2. ENZIMAS PROTEOLITICAS

Las enzimas son proteinas que actuan como poderosos catalizadores, moléculas que
aceleran una reaccion quimica al reducir su energia de activacion. Su caracteristica
mas llamativa es su elevada especificidad de sustrato, asi como su especificidad de

accion.

Las enzimas proteoliticas son llamadas también proteasas, proteinasas o peptidasas y
se clasifican en grupos o clases por su accion especifica. Es asi que las enzimas
proteoliticas forman parte de un grupo mayor llamado hidrolasas, pues catalizan
reacciones de hidrolisis. Este grupo enzimatico permite escindir moléculas de alto
peso molecular, con enlaces peptidicos, ésteres o glicosidicos, mediante una reaccion

con moléculas de H,O.

Las hidrolasas forman parte de procesos metabolicos importantes en los vegetales,
hallandose en ellos en forma de proteasas, pectinasas, xilanasas, esterasas,
poligalacturonidasas y celulasas. De estas, las proteasas o enzimas proteoliticas son
las que posiblemente tienen en la actualidad un mayor interés comercial e
investigativo, pues constituyen las dos terceras partes de las enzimas que se
comercializan en el mundo (Barrett et al.,, 2004). La mayor parte se origina de
fuentes microbianas, sin embargo, la papaina, bromelina y ficina siguen siendo
obtenidas directamente de la papaya, pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) e higo (Ficus
carica L.) respectivamente, y se usan en un gran numero de procesos industriales en

los cuales no tienen todavia un reemplazo. Obregon (2008) afirma que en actualidad
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existe un gran numero de proteasas vegetales que todavia no han sido aisladas ni

caracterizadas.

1.2.1. Clasificacién de las enzimas proteoliticas

Las peptidasas se dividen en dos grandes grupos segun la ubicacion de los enlaces
hidrolizados: las endopeptidasas, las cuales rompen uniones peptidicas en distintos
puntos al interior de las proteinas y las exopeptidasas, las cuales remueven
aminoacidos desde los extremos amino o carboxilo (Obregon, 2008). La clasificacion
en clanes se basa en la molécula que utiliza la enzima para hidrolizar el enlace
peptidico, las mismas que pueden ser: los aminoacidos Serina, Cisteina y Treonina
(en las serin, cistein y treonin proteasas) o una molécula de agua (en las aspartil,

metalo- y glutamil peptidasas).

Una de las mejores fuentes de referencia acerca de las enzimas proteoliticas y las
proteinas que las inhiben es la base de datos MEROPS, la cual describe y clasifica
cada una de las peptidasas. Bajo este sistema de clasificacion se ha establecido una
nomenclatura basada en la estructura jerarquica de cada peptidasa. Ademas, se les ha
asignado una familia en base a las similitudes estructurales que presentan en relacion
a la secuencia de sus aminodacidos. Las familias que se cree que son homdlogas se

han agrupado juntas en un clan (Rawlings, et al., 2008).

Las peptidasas cisteinicas son las proteasas mas extensamente estudiadas. Ejemplo
de ellas en los vegetales, ademds de la papaina, son la ficina, la bromelina y la
actinidina. En el reino animal también se encuentran presentes, tales como las
calpainas citosolicas en los mamiferos y proteasas de parasitos encontrados en el

género Trypanosoma, por ejemplo.

La primera enzima proteolitica reconocida como cistein-proteasa fue la papaina y la
mayoria de las peptidasas vegetales forman parte de su familia (C1) y clan al que
pertenece (CA). La papaina es la enzima que ha sido investigada con mayor
profundidad, fue la primera proteinasa cisteinica a la cual se la describid en su
estructura 3D, por lo cual se la considera el prototipo de este tipo de enzimas

(Drenth, et al.,1968).
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1.2.2. Usos medicinales de las enzimas proteoliticas

Las enzimas proteoliticas encontradas en las plantas han sido utilizadas con fines
culinarios y medicinales desde tiempos inmemoriales por varias poblaciones
alrededor de mundo. Por ejemplo, la ficina del higo se utiliza en Sudamérica como
antiparasitario y mucolitico en preparaciones fitoterapicas de uso popular. La
bromelina obtenida de la pifia al igual que la papaina han sido utilizadas
tradicionalmente para tratar inflamaciones y traumatismos, asi como coadyuvante en

enfermedades respiratorias.

El consumo estas enzimas como suplemento alimentario es cada vez mas frecuente
debido a la evidencia cientifica que aumenta progresivamente, y respalda muchos de
los usos tradicionales. Esto ha resultado en un aumento en la comercializacion

internacional de capsulas y preparados nutricionales de venta libre.

Las propiedades antiparasitarias de estas proteasas vegetales han sido investigadas en
multiples ocasiones, dado su uso tradicional con este proposito en diferentes culturas.
Mansur, et al. (2014) plantea que se produce por desintegracion de las cubiertas
externas o tegumentos de los parasitos intestinales del tipo vermes. A pesar de que
también se encuentra muy utilizado en la medicina tradicional para prevenir y tratar
las amebiasis, no se han realizado todavia suficientes estudios que respalden su

eficacia.

Distintos autores concuerdan en que las enzimas proteoliticas vegetales tienen
potentes efectos laxantes y digestivos provocados por la propia proteodlisis, la cual
produce irritacion leve de las paredes intestinales y descomposicion de los alimentos
de origen proteinico que se encuentran en el lumen intestinal. Su efecto tiene relacion
con la dosis, pues si se utiliza en escasa cantidad, actia como un digestivo suave
facilitando la ingesta de comidas copiosas, mientras que si se utiliza en grandes

dosis, su efecto es laxante.

Existen cada vez mas evidencias de su uso seguro y prometedor también en otras
enfermedades. Por ejemplo, se ha encontrado que su uso en preparados topicos o
ungiientos cicatrizantes, mejora la curacion de heridas y evita la hiperqueratinizacion
de las mismas (Pieper, y Caliri, 2003). Hay evidencia de que el consumo de papaina

mejora el drenaje de liquidos y evita la inflamacion en pacientes postquirtrgicos. En

20



este sentido, la papaina mejora el flujo linfatico para prevenir el edema y evitar las

adherencias internas por sus propiedades fibrinoliticas (Hellebrekers, et al., 2000).

En cuanto al sistema respiratorio, las enzimas vegetales se utilizan de manera
tradicional asi como en medicina convencional para fluidificar el mucus depositado
en las vias respiratorias, facilitando la expulsion del mismo de senos paranasales,

laringe, traquea y bronquios (Pfizer, 2016)

Se cree que su mecanismo de accion se basa en la hidrolisis de diferentes enlaces
peptidicos involucrados en procesos patoldgicos. Por este motivo, en la actualidad, el
uso de enzimas o consumo de plantas que las contengan ha sido estudiado
farmacoldgicamente en diversas afecciones de tipo cronico-degenerativo con un gran

impacto social.

Los pacientes que padecen enfermedades reumaticas han reportado un alivio muy
importante de su sintomatologia, posiblemente asociada a la degradacion de
proteinas proinflamatorias endégenas (Leipner, et al., 2001). Desser, et al. (2001)
hallaron en su investigacion que la terapia con enzimas proteoliticas por via oral
reduce considerablemente los niveles de TGF- betal, citocina que se encontrd
elevada previamente en pacientes con artritis reumatoide, osteomielofibrosis y herpes

zoster.

Sin duda, la hipotesis més interesante, pero todavia en vias de estudio, es el posible
efecto anticancerigeno de las enzimas proteoliticas vegetales. Esto se explica porque
los tumores se hallan cubiertos por una matriz extracelular conformada por
proteoglicanos, 4cido hialurénico, colageno, elastina, laminina y otras proteinas
estructurales que restringen la difusion de las drogas antineoplasicas. En el estudio de
Parodi, et al. (2014), las enzimas proteoliticas aumentaron la difusion de
nanoparticulas de silica en tumores in vivo e in vitro. Asi mismo, tedricamente este
mecanismo facilitaria el combate del sistema inmune a los tumores mejorando su

acceso al tejido maligno.

1.2.2.1.Investigacion actual en Cistein-proteasas

La familia de la papaina (clan CA) es una de las mas grandes y mejor estudiadas

subfamilias de cistein-proteasas. Un gran numero de enzimas en esta familia ha
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mostrado estar relacionada con procesos fisioldgicos tales como presentacion de
antigenos, remodelacion 6sea y regulacion transcripcional, asi como en importantes
procesos patologicos: artritis reumatoide, enfermedad de Alzheimer y cancer. Como
resultado de esto, un esfuerzo significativo ha sido realizado en estos ultimos 20 afios
para desarrollar inhibidores selectivos de miembros de esta familia con el objetivo de
adquirir una mejor comprension de los roles especificos de estas proteasas en
determinados estados patoldgicos y asi encontrar potenciales nuevos agentes

terapéuticos. (Zatz y Starling, 2005)

Las calpainas son una familia compleja (ubicua o especifica de tejidos) de cistein-
proteasas intracelulares que funcionan en una amplia variedad de actividades
celulares. Proteolizan una variedad de sustratos, conducen a su degradacion o su
modulacion funcional y estdn implicadas en varios fenomenos fisiopatologicos. En la
biologia de las células sanas como en las tumorales, las calpainas estdn involucradas
en los procesos de progresion tumoral que incluyen: proliferacion celular, muerte
celular programada, mecanismos de supervivencia, remodelacion del citoesqueleto,
migracion e invasividad. Tienen una expresion aberrante en muchos tipos distintos
de céncer y se ha encontrado que una variedad de drogas anticancerigenas inducen
citotoxicidad a través de la activacion de las calpainas o estas ultimas pueden influir
en la respuesta a la terapia. (Moretti, ef al., 2014). Ademas se investiga la funcién del
sistema de la calpaina en la respuesta a los tratamientos del cancer de mama,
incluyendo nuevos tratamientos quimioterapicos, endocrinos, terapias dirigidas e

inclusive en la progresion y pronostico de la enfermedad. (Storr, et al., 2015).

1.2.3. Papaina

La papaina es una de las enzimas proteoliticas extraidas del fruto inmaduro de la
papaya (Carica papaya L.) y otros miembros de la familia Caricaceae. Es una
proteina que pertenece a la familia de las cistein-proteasas y esta compuesta de 212
aminoacidos que se encuentran enrollados en dos partes separadas por un puente, el
cual tiene un lugar activo con un grupo tiol (SH) libre del cual depende su actividad
proteolitica. Es una enzima de baja especificidad que hidroliza tanto las proteinas

como los péptidos de pequefio tamaifio, amidas y ésteres. Preferentemente actiia sobre
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los aminoacidos basicos Leucina, Glicina, asi como sobre Arginina, Lisina y

Fenilalanina (Wong, 1995).

g T

Grafico 2. Estructura tridimensional de la papaina
Fuente: Botanishcher Garten (2016)

La papaina, al provocar la ruptura de multiples enlaces en proteinas animales y
vegetales, tiene importantes usos industriales. En el mercado gastronomico se la
utiliza como ablandador de carnes y para evitar la formacion de sedimentos proteicos
en la cerveza (clarificador). Sus propiedades la hacen irremplazable por algun otro

sustituto sintético. (Banchon, 2005).

En la cosmética se la usa como agente exfoliante quimico (peeling) que remueve las

capas superficiales de la piel.

1.2.3.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la papaina

* Activadores: Es activada por el aminoacido cisteina, el tiosulfato y el glutation. Es
inhibida o inactivada por iones metélicos (Zn, Cd, Fe, Pb), oxidantes (H,O,, radicales

libres, etc.) y por agentes que reaccionan con los tioles (acido ascorbico).

Su actividad proteolitica puede ser medida de distintas maneras. Una de las unidades
mas usadas es: PU/U/USP= unidades de papaina, cantidad de enzima que libera el

equivalente a 1 pg de tirosina por hora bajo condiciones de laboratorio.

* Actividad 6ptima: Esta enzima presenta su mejor actividad en un pH de 5,0a 7,0 y

a una temperatura de 65°C.

23



* Peso molecular: de 23.406 Da

* Solubilidad y estabilidad en soluciones: papaina es soluble en agua a 10 mg/ml.
Inmediatamente antes de realizar su valoracion sobre su actividad proteolitica, la
enzima debe ser diluida en un buffer que contenga SmM L-cisteina. Los agentes
estabilizantes incluyen EDTA, cisteina y dimercaptopropanol. Como las soluciones
de papaina son estables en diferentes rangos de temperatura, la estabilidad depende
del pH circundante. Las soluciones son inestables en un medio acido. Con un pH
menor a 2,8 las soluciones pierden una parte significativa de su actividad. La pérdida
de la actividad de la enzima en una solucion es de alrededor de 12% por dia,
probablemente como resultado de autolisis y/u oxidacion. Las soluciones de papaina
son estables frente a varios agentes desnaturalizantes, por ejemplo, su actividad
completa se mantiene después de la recristalizacion en metanol al 70% y en
soluciones de urea 8 M. Sin embargo, hay una pérdida significativa de su actividad
cuando la papaina es expuesta a acido tricloroacético al 10% o a clorhidrato de

guanidina a 6M (Mundo y Serrano, 2012; Sigma-Aldrich, 2015).

1.2.3.2. Biodisponibilidad de papaina

La biodisponibilidad oral y la efectividad de las enzimas proteoliticas tales como
tripsina, quimotripsina, papaina y bromelina han sido discutida desde su introduccion
al mercado como suplementos con actividad anti-inflamatoria, anti-edematosa e

inmunoestimulante.

Una de las mayores razones para esta controversia tiene relacion con la
suceptibilidad de las enzimas proteoliticas en el medio géastrico. Sin embargo, a pesar
de que en muchos casos si existe una degradacion ante un pH tan bajo como el
encontrado en el estdmago, existen proteinasas que son estables ain dentro de este

entorno.

Actualmente, dentro del proceso de estudio de la biodisponibilidad oral de estas
enzimas vegetales persiste el debate, pues existen reales dificultades en su valoracion
in vivo. En sangre las enzimas proteoliticas se unen a antiproteinasas y por lo tanto
son dificiles de cuantificar con pruebas inmunoldgicas y enzimaticas que tienden a

subestimarse; lo contrario sucede con los métodos radioquimicos, en los cuales su
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contenido tiende a sobreestimarse. No obstante, la cuantificacion como un parametro
objetivo es fundamental para cualquier estudio de Dbiodisponibilidad.
Independientemente de estas dificultades analiticas, hoy en dia se acepta que las
enzimas proteoliticas cuando son administradas oralmente al ser humano pueden ser
detectadas en el plasma sanguineo y la linfa intactas como moléculas de alto peso
molecular y proteinas fisiologicamente activas. (Kolac, et al. 1996). Lo mismo
sucede con péptidos y moléculas grandes de proteinas, varias investigaciones han
confirmado que pasan a través de la barrera mucosa del tracto gastrointestinal

(Lorkowski, 2012).

Usando monocapas de células Caco-2 como modelo, se hicieron algunos progresos
para comprender mejor el mecanismo por el cual las moléculas grandes atraviesan la
barrera intestinal. Las enzimas proteoliticas tripsina, quimotripsina, papaina y
bromelina administradas sin recubrimiento entérico disminuyeron la resistencia
eléctrica transepitelial y al mismo tiempo aumentaron el transporte de marcadores
fluorescentes que normalmente no son transportados a través de la monocapa de
células Caco-2. Los resultados sugieren que las enzimas proteoliticas son capaces de
aumentar la permeabilidad de la mucosa y del epitelio, y por lo tanto, facilitar su
propia absorcion por un mecanismo de difusion paracelular auto-mejorada. (Kolac, et
al. 1996). Este mecanismo de transporte paracelular resulta de la concentracion sub-
nanomolar de moléculas de proteasa que se encuentran libres transitoriamente o en

un complejo con anti-proteasas en concentraciones mas altas. (Lorkowski, 2012).

Los datos de investigaciones farmacocinéticas revelan linealidad de dosis para los
niveles plasmaticos maximos de proteasas y una alta variabilidad interindividual. Se
ha encontrado que la absorcion sigue una farmacocinética inusual en todos sus pasos,
incluyendo la eliminacién, debido una velocidad lenta de absorcion y una rapida
union al 100% a anti-proteasas. El empleo oral de proteasas conduce a un aumento
de la actividad proteolitica en suero y un aumento de las concentraciones plasmaticas
de las correspondientes anti-proteasas. Su actividad bioldgica se determina por su
actividad proteolitica como proteasas libres en péptidos solubles/proteinas o
receptores de membrana celular (por ejemplo, receptores de la proteasa activada) y
su actividad se establece mediante el complejo formado con anti-proteasas

especificas y/o inespecificas. Los complejos anti-proteasa durante las reacciones
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inmunes y las lesiones corporales se asocian frecuentemente con diferentes
citoquinas y factores de crecimiento que luego se eliminan de los fluidos corporales y
los tejidos mediante endocitosis mediada por receptores en los hepatocitos y células

sanguineas. (Lorkowski, 2012).

1.2.3.3. Formas farmacéuticas

Para conservar su efectividad terapéutica, las proteasas animales tales como la
tripsina y la quimotripsina presentan para su comercializacion farmacoldgica un
recubrimiento entérico para prevenir su desnaturalizacion e hidrélisis. No obstante,
los suplementos de proteasas vegetales son fabricados en su mayoria sin esta capa

exterior.

Las formas farmacéuticas aceptables segiin la monografia sobre la papaina del
Departamento de Salud Publica del Gobierno de Canadd (Health Canada, 2012)
incluyen, pero no se limitan a capsulas, masticables (gomitas, tabletas masticables),
liquidos, polvos, tiras o tabletas. Esto quiere decir que, si bien son preferibles (segun
su estabilidad a pH acido) los comprimidos con recubrimiento entérico, se pueden
elaborar también formas farmacéuticas orales que pongan en contacto el farmaco con

el entorno gastrico.

La mencionada monografia canadiense (Health Canada, 2012) recomienda no
exceder la dosis diaria de 7.200.000 PU (unidades de actividad enzimatica de

papaina) por dia o de 2.400.000 PU por dosis.

Las formulas farmacéuticas mas utilizadas en Estados Unidos se caracterizan por
contener dosis unitarias que varian entre las 300.000 y 1.200.000 de unidades de
papaina (PU/USP) por comprimido (Oxford vitality, 2015) (Bio-Health, 2015).
(Swanson health products, 2015).

Tomando en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de las enzimas proteoliticas
vegetales, la administracion oral de comprimidos con recubrimiento entérico puede
ser un método seguro para estabilizarlas e influir positivamente en los procesos
fisioldgicos e inmunoldgicos durante ciertas enfermedades y en los consumidores

sanos (Lorkowski, 2012).
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1.2.3.4.Seguridad

La papaina es probablemente segura cuando se toma por via oral en cantidades que
comunmente se encuentran en los alimentos. Se considera también segura en las
cantidades comercializadas en forma de suplemento o en formas farmacéuticas
topicas. En cantidades mayores puede causar irritacion de la garganta y el estdomago.
Aunque no hay reportes de graves complicaciones relacionadas a su consumo, se ha
considerado que la papaina podria aumentar el riesgo de sangrado en personas con un
trastorno de coagulaciéon pues inhibe la agregacion plaquetaria y se considera
fibrinolitica. Por este motivo, se debe dejar de tomar papaina dos semanas antes de
una cirugia programada y evitar el consumo en conjunto con otros farmacos que

acttien sobre la coagulacion sanguinea. (Web MD, 2009)

Existen personas alérgicas a la papaina, por lo cual siempre es prudente empezar la
medicacion con pequefias cantidades de fruta en lugar de extractos mas

concentrados.

En medicina tradicional se evita dar preparados con altas cantidades de papaina a
mujeres embarazadas pues se presume que puede provocar borramiento y dilatacion
del cuello uterino. Ademads, existen reportes de que podria causar defectos de

nacimiento o aborto involuntario.

Existe la preocupacion acerca de si el uso de suplementos con enzimas puede causar

una inhibicidn de las enzimas digestivas enddgenas, creando una dependencia con el
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uso a largo plazo. Se afirma que no causan la inhibicioén de la secrecion de enzimas
endogenas, pues la secrecion de los jugos pancredticos y enzimas esta regulada por
las hormonas secretina y colecistoquinina, no por la presencia o la concentracion de

proteasas. (Transformation Enzyme Corp., 2013).

1.2.3.5.Panorama de la produccion de papaina en el mundo

Como se menciond anteriormente, la papaina se utiliza en muchas industrias para
diversos usos. Algunos de los usuarios finales son fabricas de cerveza, productos
farmacéuticos y medicinales, alimentos, cuero, detergentes, procesamiento de carne y
pescado, etc. La mayoria de estas industrias estdn creciendo en todo el mundo. La
papaina de buena calidad o altamente purificada tiene una gran demanda de
exportaciones también. A pesar de poder obtener buenas cantidades de papaina en la
region y la gran demanda que existe, ain no se presenta un repunte de esta industria
en Sudamérica y, por lo tanto, existen buenas perspectivas para las nuevas empresas
productoras. Las principales empresas distribuidoras se encuentran en Europa y
EEUU, y redistribuyen la enzima a otros paises como articulo final procesado o
como parte de un producto terminado. El nimero de compaiiias involucradas en la
compra primaria es relativamente pequefio y todas tienen sus proveedores
particulares. La mayor parte de consumidores de papaina lo hacen en grandes

cantidades, tanto a nivel nacional como internacional. (Fernandez, 2005).

La enzima tiene una gran demanda en el mercado internacional, esencialmente en el
Reino Unido, EE.UU., Europa y los paises del Golfo. El mercado de alimentos y
farmacéutico de la papaina muestra un buen potencial de expansion en el futuro el
mismo que estd creciendo en un 3% a 5 % anual. (Krishnaiah et al., 2002). Se calcula
que el tamafio del mercado es de 900 y 1000 toneladas métricas de produccion de
papaina al afio. No obstante, es importante conocer que existe una brecha de
produccion de papaina altamente refinada, la cual se estima que estd alrededor de
100 toneladas métricas de produccion anual. Los principales productores mundiales
de papaina altamente refinada son los siguientes paises: Uganda, Tanzania,
Republica Democratica del Congo, India, China y Brasil. (Fernandez, 2005). La
papaina altamente refinada tiene un valor aproximado en el mercado de 100 USD$

por kilogramo.
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1.3. REVISION AGRO-BOTANICA DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

1.3.1. Descripcion botanica de Vasconcellea stipulata V.M. Badillo

Sinoénimos: Carica stipulata V.M. Badillo

Distribucion: Sélo ha sido encontrada en la Sierra sur de Ecuador (Provincias de
Loja, Azuay y Canar) y el norte de Peru, entre los 1600 y 2450 msnm.

Nombres comunes: Toronche, Siglalon.

Descripcion morfoldgica: Segin Badillo (1971, 1993) se trata de una planta
glabra arbustiva o arbdérea de hasta 10 m de altura, tronco de hasta 50 cm de
didmetro, a veces ramificado arriba, desprovisto de hojas durante la floracion; a
cada lado de las cicatrices foliares se encuentra una espina conica aguda y dura
de 4-7 mm de longitud. Hojas glabras, de 30 a 40 cm de diametro, todas
profundamente 5-lobuladas, 5-nervias, los 16bulos anchos en su origen y agudos
hacia su 4pice. El central mas ancho y a su vez 3-lobulado; los dos intermedios
enteros o a su vez trilobulados; los dos inferiores enteros o con un lobulo externo
proximos o subencubriéndose; haz verde oscuro, envés mdas claro con las
nervaduras prominentes y robustas. Peciolo de 15 cm aproximadamente de largo,
5-6 mm de didmetro. Estipulas espiniformes una a cada lado que pueden alcanzar
una longitud de 1-3 mm, lo cual es caracteristica fundamental para diferenciar a
esta especie. Inflorescencias masculinas densas, sésiles o subsésiles de color
anaranjado y hacia abajo verdosas. Inflorescencias femeninas cortas, paucifloras,
pedunculo de 1 cm aproximadamente de longitud. Flores femeninas de 17 a 20
mm de largo color verde claro brillante. Fruto amarillo de agradable olor, 5
locular, elipsoide, de 8-10 cm de largo por 4-6 cm de diametro, trunco en la base
y atenuado desde su mitad hasta el apice con 10 surcos mas o menos profundos, 5
de ellos menos acentuados. Semillas numerosas con 6 a 7 crestas discretas
longitudinales interrumpidas. Sarcotesta mucilaginosa, abundante blanco-

transparente.

29



Grafico 3. Vasconcellea stipulata V.M. Badillo. a) fruto; b) semilla; c¢) inflorescencia masculina; d)
seccion transversal de inflorescencia femenina en su capullo mostrando la corola y el ovario; )
estambres superiores ¢ inferiores; f) hoja; g) flor femenina; h) gineceo de flor femenina; 1) detalle del
envés de la hoja; j) corte transversal del fruto; k) vista lateral del fruto.

Fuente: Badillo, 1993

Foto 6. V. stipulata. Jardin Botanico Reinaldo Foto 7. V. stipulata. Jardin Botanico Reinaldo

Espinosa Aguilar, Loja, Ecuador. Espinosa Aguilar, Loja, Ecuador.
Fuente: I. Espinosa 2014 Fuente: I. Espinosa 2014
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1.3.2. Vasconcellea pubescens A.DC

Sinénimos: Carica candamarcensis Hook. f., Carica cestriflora (A. DC.)
Solms, Carica chiriquensis Woodson, Carica pubescens (A. DC.) Solms,
Carica pubescens Lenné & K. Koch, Papaya pubescens (A. DC.) Kuntze,
Vasconcellea cestriflora A. DC.,Vasconcellea cundinamarcensis V.M.

Badillo.

Distribucion: Se encuentra en zonas templadas de los Andes, entre los 1500 a
3000 msnm. Se extiende desde Colombia hasta Bolivia en forma natural y
cultivada en huertos caseros. Sin embargo, en la actualidad se encuentran
plantaciones agricolas en el centro-sur de Chile que llegan hasta la region del

Bio Bio como un cultivo exético promisorio.

Nombres comunes: Papayuela, papayo de altura, papayo de monte,

chamburo, chihualcén, siglo, bonete, titi-ish, siglalon.

Descripcion morfologica: La especie V. pubescens es una planta mondica o
didica, semilefiosa, arborescente con una altura de 2-3 metros pero puede
llegar a los 10 m. Tiene la apariencia de una pequefia palmera. Su tallo
principal es meduloso, suculento, grueso y poco ramificado, marcado por
cicatrices foliares conspicuas. Es pubescente en todas sus partes, rasgo que la
caracteriza. Las hojas se encuentran agrupadas en una densa corona terminal.
Hojas con peciolos de 17-34 cm de longitud; lamina dentalobulada, de
contorno pentagonal, de 20-26 cm de longitud y 34-40 cm de ancho; l6bulo
medio con 3-5 lobulillos laterales, oblongo-acuminados. Desarrolla tres tipos
de flores: femeninas, masculinas y hermafroditas. Inflorescencia femenina
verdosa, glabra o pubescente, corola pubescente o subglabra externamente y
glabra o pilosa internamente. El fruto es una baya ovoide, ligeramente
apiculado de color amarillo o anaranjado de 5 a 15 cm de largo por 3-8 cm de
ancho, 5-lobulado, 5-surcado, que se corresponden con los cinco carpelos del
ovario. Presenta fragancia agradable. La cantidad de semillas por fruto varia,
puede presentar de 6 a 20 semillas de color café rojizo con protuberancias a
modo de costillas interrumpidas de base ancha. Sarcotesta mucilaginosa,

abundante blanco transparente. (Badillo, 1971, 1993).
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Grafico 4. Vasconcellea cundinamarcensis V.M. Badillo. a) flor masculina; b,g,i-k) formas de hojas; ¢)
estambres superiores e inferiores; d) infloresencias masculinas; e) flores femeninas, removidos dos

pétalos; f) semilla; h) frutos de inflorescencia bisexual .
Fuente: Badillo, 1993

Foto 8. V. pubescens. Jardin Botanico Foto 9.

Reinaldo Espinosa Aguilar, Loja,
Ecuador.

Fuente: I. Espinosa 2014
Fuente

V. pubescens. Detalle de pubescencia
en el envés foliar. Jardin Botanico
Reinaldo Espinosa Aguilar, Loja,
Ecuador.

: 1. Espinosa 2014
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1.3.3. Précticas de cultivo de Vasconcellea Sp.

Como se menciond anteriormente, los estudios agrondmicos sobre el cultivo de
Vasconcellea sp. en la actualidad son reducidos; su propagacion y cosecha son
tradicionales y se practican en huertos familiares rurales como plantas ornamentales
y para consumo de frutos a nivel doméstico. En cada huerto se cultivan pocas
plantas, por lo que no se han establecido académicamente técnicas de cultivo

especificas para estas especies.

En la actualidad solamente se cuenta con informacion sobre las técnicas de siembra y
recoleccion del babaco (V.heilbornii x) y de la papaya (C. papaya) pues son las
especies que tienen mayor interés comercial. Sin embargo, comparten con las
especies de Vasconcelleas las mismas caracteristicas de recoleccion de latex para

obtener de alli la enzima papaina.

Existe informacién limitada con respecto al aprovechamiento a gran escala de V.
pubescens por su reciente explotacion en Chile. No obstante, hay escasa
investigacion sobre V. stipulata. De estas dos especies, ha sido mucho mas facil el
acceso de datos acerca de la fisiologia de su germinacion que sobre su manejo

agrondmico.

1.3.3.1.Adaptabilidad ecologica

En el estudio de Scheldeman (2002), se analizaron las condiciones edafoclimaticas,
encontrando que V. pubescens 'y V. stipulata se sitGan entre los 993 y 2900 msnm.
Para V. pubescens la media 6ptima de amplitud térmica anual es de 12°C a 14° C, sin
poder sobrepasar los limites de 10°C a 18°C, no obstante, V. stipulata tiene un
margen mucho mas amplio de temperatura, con un maximo superior de 26°C. Las
precipitaciones anuales de las 4reas en donde se encuentran las mayores
concentraciones de estas especies indican que V. pubescens prefiere zonas
ligeramente mas secas que otras especies de Vasconcellea. Sin embargo, el amplio
rango de precipitaciones encontrado parece indicar que la precipitacion es un factor

menos limitante que la temperatura.
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. . V. stipulata V. pubescens
Condiciones climaticas
(702 plantas analizadas) (46 plantas analizadas)
Temperatura anual promedio (°C) 14-18 12-14
Rangos maximos y minimos de
& y 10 -26 10-18
temperatura anual (°C)
Precipitacion anual promedio
p |y 1000 - 1300 800 - 1000
(mm)
Rangos maximos y minimos de
% o y 600 - 1300 700-1200
precipitacion anual (mm)

Tabla 3. Condiciones climaticas 6ptimas y sus rangos para las especies V. pubescens y V. stipulata
Fuente: Scheldeman, et al. 2011

1.3.3.2. Propagacion vegetativa

Los pobladores reproducen estos dos frutales generalmente por propagacion
vegetativa, es decir, por estacas o por brotes que nacen al pie de la planta madre.

Seglin Jiménez, ef al., 1998) la propagacion asexual o vegetativa es similar a la de V.
x heilbornii, la cual puede hacerse por estacas de tallo cortado, que por lo general es
el sistema mas utilizado y fécil de realizar. Las estacas se cortan de plantas maduras,
preferiblemente que sean de la parte media, con la finalidad de obtener buena
produccion y homogeneidad en el cultivo. También se pueden propagar por estacas
talon, para lo cual es recomendable la seleccion de plantas madre para la propagacion
en este sistema. Las plantas madre reciben tratos especiales tanto desde el punto de
vista nutricional como del estado fitosanitario. Para tal efecto, las plantas
mencionadas son cortadas a unos 50 cm, de altura para promover la emision de
brotes; estos se dejan crecer hasta unos 40 cm, para ser cosechados mediante el
desprendimiento con tejido de la estaca madre (estaca talon). Las estacas talon asi
obtenidas son inmediatamente desinfectadas y seguidamente plantadas en su sitio

definitivo.

A pesar de que la reproduccion vegetativa es la técnica de propagacion mas utilizada
para las Vasconcelleas, da lugar a problemas fitopatoldgicos tipicos. Una de las
posibles soluciones a este problema de multiplicacion radica en el uso de la

propagacion in vitro (Scheldeman, 2002).
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1.3.3.3.Propagacion seminal

Estas especies se propagan ocasionalmente por semillas pues presentan una
germinacion errdtica y tardia, determinada por una latencia de cardcter enddgeno
(Torres, 2006). Este comportamiento puede estar relacionado a un mecanismo de
preservacion propio de estas especies que les permite sobrevivir y germinar
espaciadamente durante el afio hasta que las condiciones ambientales sean
apropiadas para la germinacion (Romero, 2013). Una limitaciéon importante en la
propagacion somatica de especies Vasconcellea es la presencia de dioicismo en V.
stipulata y un sistema complicado de definicién genética sexual en V. pubescens

tanto que resulta en la presencia de numerosos machos estériles o plantas monoicas.

e Tratamientos pre-germinativos: En C. papaya, también se ha detectado el
mismo problema de germinacion erratica y dificultosa, sin embargo existen en
esta especie abundantes investigaciones que han mejorado mucho las tasas de
germinacion con distintos pre-tratamientos para romper parcialmente la latencia.
Estos incluyen: pre-refrigeracion, eliminacioén de sarcotesta, pre-remojo en agua,
aplicacion de acido giberélico (AGs) a una concentracion de 10-1000 ppm y
pre-aplicacion de nitrato de potasio. Estos pre-tratamientos se han extrapolado a
especies de Vasconcelleas en estudios como los de Scheldeman (2002) y
Benitez, et al. (2013) en los cuales se obtuvieron excelentes resultados. Para V.
stipulata, la germinacidn es ain mas complicada, pues usualmente no supera el
10%, incluso con la pre-aplicacion de acido giberélico. Sin embargo con 24
horas de remojo en altas dosis (600 a 1000 ppm) de acido giberélico, se ha
encontrado un incremento significativo en el porcentaje de semillas germinadas
y una reduccion en el tiempo de germinacion en la mayoria de los casos
(Scheldeman, 2002). Una dosis tan alta como 1000 ppm de acido giberélico
como pre-tratamiento no ha mostrado ningun efecto adverso en el crecimiento de
las plantulas. El remojo con nitrato de potasio, también ha mostrado un efecto
positivo en la germinacidon por su efecto de remocioén de la dormancia de las
semillas. Los dos pre-tratamientos mencionados anteriormente son los que
mejores resultados dieron en las pruebas de germinacion de ambas
Vasconcelleas en el estudio de Scheldeman (2002) y en V. pubescens en la

investigacion de Benitez, ef al. (2013). En estos trabajos ademds de un aumento
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en el porcentaje de semillas germinadas, se logréo reducir el tiempo de
geminacion, el cual comienza de 30 a 40 dias y llega a un pico a los 100 dias de
iniciada la imbibicion.

En semillas de especies forestales se ha demostrado que el peroxido de
hidrogeno (H,0,) incrementa su germinacién, probablemente debido a que
ablanda su testa y aumenta la permeabilidad del agua y oxigeno. Ademas, tiene
utilidad en cultivos in vitro por su gran capacidad de esterilizacién superficial
(Flores, et al., 2008).

e Remocion de la sarcotesta: las semillas de esta familia se caracterizan por
estar recubiertas de una sarcotesta mucilaginosa. En algunas investigaciones en
C. papaya se ha encontrado que esta capa superficial presenta cantidades
significativas de compuestos fendlicos los cuales actuan como inhibidores de la
germinacion. Ademads, su presencia es un agente fisico que impide el
intercambio de liquidos y gases, por este motivo, al removerla aumentan las
tasas germinacion sustancialmente (Tokuhisa, 2007). Se recomienda retirar la
sarcotesta mucilaginosa mientras las semillas se encuentran frescas, cuando los
frutos maduros tienen poco tiempo de haber sido recolectados, y previo a su
secado y almacenado. Existen técnicas de remocion de la sarcotesta y reduccion
de la dureza de las semillas mediante escarificacion quimica con distintos
agentes: carbonato de sodio (Na,COs) al 10% por 24 h; hidroxido de sodio
(NaOH) al 25% por 15 minutos, segin estudio de Mufoz (2009) este
procedimiento elimind 98% de la sarcotesta y presentd 2% de incidencia de
microflora, increment6 y homogenizé la germinacion; con acido sulfurico
(H2SOy4) al 25% por 15 a 25 min se elimind 100% de la sarcotesta asi como la
colonizacion de hongos pero afectd negativamente a la germinacion. Mediante la
fermentacion prolongada con distintas bacterias se han reportado efectos nocivos
sobre el embrion (Benitez, et al,. 2013). La recomendacién es extraer las
semillas de frutas seleccionadas maduras, eliminar la sarcotesta remojandolas en
agua durante 48 horas lo que facilita la retirada de las mismas, las cuales
fermentan ligeramente durante este tratamiento para posterior remocion manual.
Las semillas limpias se secan y estan listas para la siembra o la conservacion.

e Almacenamiento: Alarcon, et al. (1997) estudiaron la germinacion de V.

pubescens a diferentes temperaturas y diferentes periodos de almacenamiento.
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No se observo influencia sobre la germinacion a temperaturas de entre 15-30°C.
El almacenamiento de hasta 12 meses mostrd jugar un papel benéfico en la
germinacion la cual aumentd considerablemente, hasta un maximo de 87% en
diferentes tiempos de almacenamiento. En este estudio se encontr6 que el
almacenamiento mas adecuado y que proporciona un porcentaje mayor de
germinacion es el de cuatro meses, con el cual se obtiene un porcentaje de
79.5% de semillas germinadas a una temperatura ambiente de 18°C a 22°C y
87.39% de germinacion con una temperatura de 30°C. Este hallazgo es
importante ya que las tasas de germinacion a una temperatura ambiente decaen
de manera significativa en semillas recién extraidas a 36% y con 12 meses de

almacenamiento a 2,23%.

1.3.3.4.Técnicas de Siembra

Se pueden sembrar dos a tres semillas cuando se usan bandejas con alvéolos, de lo
contrario, se siembran en surcos separados 10 cm entre ellos y 2 cm entre semillas a
5 mm de profundidad. Las plantulas son muy susceptibles a condiciones de alta
humedad.

Para la propagacion se utiliza un sustrato de tierra y cascarilla en proporciones 1:1 y
la germinaciéon se da aproximadamente a los 31 dias después de la siembra,
alcanzando un total del 90% a la sexta semana. La altura de la plantula se incrementa
de forma acelerada durante los primeros veintitrés dias y la longitud y ancho de las
hojas aumentan de manera paralela, siendo la longitud de las hojas la de mayor
incremento; el diametro del tallo presenta un incremento mayor hacia el dia 92. Para
el trasplante se requiere que la planta tenga una altura de 10 a 15 cm. (Cordoba, et

al., 2010).

Segln la bibliografia consultada, la distancia entre plantas puede variar entre 1.5 m a
3m entre cada una y de 2 a 3 metros entre cada fila, resultando en 1111 a 3500
plantas por hectarea, segiin los limites superiores o inferiores que se consideren
(CAF, 1992; FAO, 1992). Se recomienda eliminar las plantas masculinas, en caso de
que sean especies didicas, dejando solamente una de ellas por cada 10 plantas

femeninas para asegurar la polinizacion (CTIFL,1992).
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1.3.3.5.Riego

Las Vasconcellea s son plantas que demandan abundante irrigacion, sin embargo, un
exceso de humedad en el suelo es perjudicial para las mismas. No tolera sequias.
Dependiendo del clima, V. pubescens necesita de 800 a 1500 mm de agua por afio y
comienza a producir frutos a los 10 -15 meses de haber sido plantada. Se le deben

proporcionar los cuidados necesarios por ser muy susceptible a las heladas.

1.3.3.6.8uelo y fertilizacion

Requiere suelos de textura franco-limosa, organicos bien drenados y sueltos, de
estructura granular con el pH ligeramente 4cido (Soria y Viteri, 1999). El tipo de
suelo que V. pubescens prefiere es ligero y con un bajo nivel nutricional cuando se la
compara con sus parientes del género Vasconcellea. En general, las papayuelas de
altura que se encuentran en pisos altitudinales mayores, prefieren el suelo acido con
moderado contenido de materia organica, con un estado nutricional variable y una
cantidad baja de fragmentos gruesos. (Scheldeman, 2002).

La fertilizacion del suelo dependera de su estado previo. Para las especies estudiadas,
por su similitud se podria extrapolar la informacion encontrada para los cultivares de
V. x heilbornii, en los cuales se recomienda N: 100-250 kg/ha, P205:100-200 kg/ha,
K20: 200-400 kg/ha, Ca: 150-200 kg/ha, Mg: 100-150 kg/ha and S: 30-50 kg/ha. Se
aconseja duplicar estos valores en cultivos de invernadero para optimizar su
produccion (Soria y Viteri, 1999). Ademas se recomienda fertilizacion organica cada

6 meses (CTIFL, 1992).

1.3.3.7.Ciclo biologico

La informacion disponible se refiere a la especie V. pubescens, en la cual el
crecimiento es lento, la aparicion de hojas es constante y continua, sin embargo las
inferiores van cayendo mientras se elonga el tallo.

Tiene un periodo de crecimiento que dura aproximadamente 4 meses. La edad de
floracion es a los 10 a 12 meses luego del trasplante a un sitio definitivo y el ciclo

biologico termina a los 5 afios (FAO, 1992).
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1.3.3.8.Plagas

En las primeras etapas de desarrollo se ha encontrado que en invernaderos las
plantulas recién germinadas son atacadas por un complejo de hongos conocido como
damping off (Cérdoba, et al., 2010).

Soria y Viteri (1999) refieren que las especies de Vasconcellea salvajes son
probablemente menos susceptibles a los problemas fitopatologicos tipicos
encontrados en V. x heilbornii. Las enfermedades fungicas mas importantes de esta
ultima especie, la cual ha sido mas estudiada son: Phytium spp. Esta se produce
principalmente durante la multiplicacion por estacas y puede causar pérdidas de hasta
el 100%. Otra de las infecciones mas importantes es la ocasionada por Fusarium
oxysporum transmitida por el suelo (Ochoa y Ellis, 2002). Esta tltima provoca en V.
x heilbornii grandes pérdidas durante la produccion, dispersandose a través del riego
gravitacional. (Scheldeman, 2002). Freire (2015) utilizd6 en su investigacion
portainjertos de V. stipulata y V. pubescens para apices de V. x heilbornii pues refiere
que las dos primeras especies poseen mejor tolerancia a la infeccion por Fusarium
oxisporum.

Los nematodos que atacan a V. x heilbornii son del género Meloidogybe sp.,
producen nodulaciones en las raices y act@ian interrumpiendo el paso de nutrientes
provenientes del suelo, lo que causa retraso del crecimiento de la planta, flacidez de
los tallos, amarillamiento y marchitez general. Cuando existe infestacion por
nematodos la fusariosis puede ser mas severa, pues los primeros lesionan las raices
permitiendo la penetracion mas facil del hongo. (Bravo, ef al., 2012). Estos autores
investigaron con 6 especies de Vasconcelleas y determinaron que la infestacion de
nematodos fue inferior en las especies V. x heilbornii cv 024 y en V. pubescens, en
comparacion con el testigo (V. x heilbornii). Esto sugiere que estas especies poseen
tolerancia al nematodo agallador de las raices y que pueden ser utilizadas como
patron en el cultivo de Vasconcellea sensible tanto a la fusariosis como al ataque de
nematodos.

En cuanto a enfermedades virales, V. x heilbornii también es susceptible al llamado
“virus del mosaico del babaco” (Scheldeman, 2002). Sin embargo, Jordan, et al.,
(2009) afirman que las especies V. pubescens y V. stipulata son portadoras de genes

que confieren resistencia al “virus del mosaico de la papaya”.
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En la actualidad son pocas las investigaciones realizadas sobre las enfermedades y
plagas que atacan especificamente a V. pubescens y V. stipulata. Eraso y Suarez
(2008) mencionan en su articulo que una de las afecciones en V. pubescens es un
trastorno de aparente etiologia viral con sintomas como deformacion de la ldmina
foliar, amarillamiento generalizado, mosaico rugoso en brotes y retardo del
crecimiento. Asimismo, se acompafia en ocasiones de elongacién del peciolo con
hojas pequenas, proliferacion de brotes, acortamiento de entrenudos y defoliacion
total.

La propagacion por estacas disemina facilmente estas enfermedades virales y
solamente debe ser tomado material sano para este tipo de reproduccion. Para
conseguir controlar la expansion del virus, se deben establecer semilleros libres de
virus, evitar la dispersion en forma mecanica durante labores de cosecha y
transmisiéon por afidos. La microinjertacion de meristemas y la embriogénesis
somatica son herramientas biotecnologicas eficaces para obtener plantulas libres de

virus.

1.4. CULTIVO DE TEJIDOS EN ESPECIES DEL GENERO
VASCONCELLEA

En Latinoamérica, asi como en el resto del mundo se estd impulsando cada vez mas
el campo de la biotecnologia como un area prioritaria para el desarrollo cientifico y
agricola, y por ende, parte esencial de la economia y el desarrollo de cada nacion.

Las nuevas tecnologias permiten actualmente optimizar el rendimiento y la calidad
de los cultivos, pero ademas estas ventajas también se asocian al progreso de la
industria farmacéutica pues los avances alcanzados no se limitan solamente al
mejoramiento con fines alimentarios.

Nuevos principios activos encontrados en los vegetales hacen necesarias estrategias
para la produccion de plantas medicinales a gran escala sin la depredacion de estas
especies dentro de su habitat de origen, lo cual las pone en peligro de extincion y
altera el ecosistema al que pertenecen.

En la region andina cada vez existe mayor interés investigativo en la familia
Caricaceae, en particular del género Vasconcellea, pues ha quedado claro su

potencial como frutales exodticos con gran variabilidad genética, fuentes invaluables
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para el mejoramiento vegetal. Ademads, como se ha analizado en capitulos anteriores,
es reconocida la capacidad de produccion de esta familia con fines agricolas,
medicinales e industriales.

La reproduccion por via sexual se enfrenta a la gran dificultad para la germinacion en
la del género Vasconcellea. Esto ha hecho necesaria la utilizacion de la propagacion
asexual, la cual tiene la ventaja de proporcionar clones de élite. Sin embargo, esta
técnica manejada tradicionalmente mediante estacas o esquejes se acompafia de
problemas fitopatologicos tipicos. Por este motivo, el perfeccionamiento de técnicas
biotecnoldgicas para la propagacion in vitro de estas especies gana cada dia mayor
importancia, pues permite mejorar la calidad de las plantaciones con la produccion
de un material genético homogéneo y libre de organismos patdgenos.

Distintas técnicas se han ensayado in vivo e in vitro para conseguir recombinacion
genética, seleccion, generacion de genotipos y multiplicacion agamica o asexual del
género Vasconcellea (Jordan, et al., 2009). En este sentido, se ha revisado la
informacion existente sobre el potencial morfogénico y regenerativo de las especies
de este género, encontrando que son ain muy escasas las investigaciones en V.

stipulata.

1.4.1. Usos de la Biotecnologia para la propagacion vegetativa de V. stipulata

y V. pubescens

Uno de los principales problemas en el cultivo de este género es el ataque de
Fusarium oxysporum a nivel de las raices, lo que ocasiona disminuciones
significativas en la produccién de los sembradios. El cultivo de plantas de élite
provenientes de microinjertacion permite reducir el uso de agentes quimicos para el
control patdgenos como éste, dando como resultado un medio ambiente con menos
contaminacion y reduccion de costos. En la actualidad, estos frutales son cultivados
en huertos familiares y pequefios productores quienes se verian favorecidos con el
manejo de estos especimenes. La investigacion realizada por Garcia (2011) permitid
realizar injertos tradicionales de V. x heliborinii con Vasconcellea candicans (A.

Gray) A. DC., con el objetivo de mejorar la tolerancia radical al hongo mencionado.

Por otra parte, en el estudio in vitro realizado por Criollo (2008) se realizaron

comparaciones entre distintos microinjertos de especies del género Vasconcellea con
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patron de C. papaya L., los cuales no tuvieron buenos resultados, sin embargo, como
control, se realizaron microinjertos exitosos de las especies Vasconcella heilbornii
cv. pentagona 'y Vasconcella heilbornii cv. chrysopetala. A la fecha, no existe un
protocolo establecido para la microinjertacion de V. stipulata y V. pubescens y por

ende, es necesario el desarrollo de una técnica mejorada.

La germinacion de plantas de V. stipulata y V. pubescens in vitro permite
comprender mejor los procesos fisiologicos de inhibicion y latencia de estas
especies, las cuales al igual que C. papaya presentan un patron de germinacion
erratica y tardia. De esta manera se pueden establecer protocolos destinados a
homogenizar y acelerar la germinacion de estas especies que han sido mucho menos
estudiadas. Ademads, siendo la germinacion in vitro parte del proceso de
microinjertacion in vitro, necesita de un perfeccionamiento de los protocolos en
todas sus etapas, desde la desinfeccion hasta la aplicacion de distintos pre
tratamientos para la correcta emergencia y crecimiento de la pladntula. Acorde a lo
sefialado por Muiioz (2009) al utilizar métodos de desinfeccion eficaces, removiendo
los microorganismos que causan problemas fitosanitarios, se puede estabilizar el

rendimiento y minimizar las pérdidas asociadas a la falta de calidad de las semillas.

En cuanto a las ventajas de la embriogénesis somatica para la propagacion vegetativa
de C. papaya, Cornejo (2009) menciona la siguiente lista, perfectamente aplicable a

las especies estudiadas en el presente trabajo:

- Nos permiten multiplicar individuos vegetales a gran escala, es decir, obtener
gran numero de plantas a partir de pocos individuos

- Se obtiene una produccion de plantas en un tiempo relativamente corto.

- Proporcionan especimenes con caracteristicas genéticas excepcionales.

- Facilitan la propagacion de individuos que no han alcanzado la madurez
sexual y por tanto no han llegado a producir semillas.

- Multiplican especies que presentan problemas de fertilidad o germinacion.

1.4.2. Germinacion de semillas in vitro

En el capitulo sobre practicas de cultivo de Vasconcellea se menciond que para una

germinacion exitosa se deben tomar en cuenta principalmente los procesos de
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remocion de latencia mediante una combinacion de tratamientos pregerminativos
(Scheldeman, 2002 y Benitez, et al., 2013), tales como la pre-aplicacion de frio por 7
a 15 dias, la aplicacion de acido giberélico a una concentracion de 600 ppm por 24 a

48 horas y la aplicacion de perdxido de hidrogeno (Flores, et al., 2008)

Al igual que en todas las practicas de cultivo vegetal in vitro la etapa de la
desinfeccion es sumamente importante y, cuando no se dispone de un protocolo ya
establecido es preciso basarse en alguno instaurado para una especie emparentada, y
ajustarlo luego a la planta estudiada. Esto permite obtener una descendencia

uniforme en condiciones de asepsia.

No existe una sola técnica para desinfeccion de semillas de la familia Caricaceae, sin
embargo, las mas estudiadas se han realizado en la especie C. papaya, la cual al ser
una fruta conocida y comercial, tiene extensas investigaciones en el tema. En el
estudio de Criollo (2008) el protocolo de desinfeccion que dio mejores resultados
para semillas de esta especie fue lavarlas en una solucion con detergente comercial
por 5 minutos, luego enjaguarlas dos veces con agua destilada. Posteriormente
someterlas en una solucion de hipoclorito de sodio diluido al 1% por 30 minutos,
para realizarles luego tres enjuagues con agua destilada y esterilizada en autoclave a
15 psi por 60 minutos. En un segundo paso, dentro de la cdmara de flujo laminar, se
las expone a una solucion de etanol al 70% por un minuto, para luego enjuagarlas por
2 ocasiones con agua bi-destilada estéril. Por ltimo, las semillas se secan en papeles

estériles.

Para semillas del género Vasconcellea las experiencias de desinfeccion destinadas a
germinacion in vitro son escasas. El mejor tratamiento de desinfeccion encontrado
por Muioz (2009) para V. pubescens se obtuvo al lavar las semillas con H,SO4 e
introducirlas sobre MS (Murashige y Skoog, 1962) logrando un 60% de
desinfeccion, no obstante, en muchos casos se produjo la muerte del embrion debido

a su toxicidad.

1.4.3. Microinjertacion

La microinjertacion se basa en el mismo principio agrondmico de la injertacion como

método de propagacion vegetativa, en el cual una parte de tejido procedente de una
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planta, llamada injerto propiamente dicho, se une sobre otra ya asentada, al patron,
portainjerto o pie. De esta manera y a partir de la uniéon de ambos, crecen como un

solo organismo.

En los microinjertos, este proceso se lleva a cabo bajo condiciones in vitro y con
plantas generalmente jovenes de pequeiio tamano. Segin Conci (2010), la técnica
naci6 con el objetivo de realizar microinjertos de apices caulinares para obtencion de
plantas de naranjo libres de virus, sin embargo posteriormente se encontrd también
utilidad al conseguir injertos de mejores condiciones fitosanitarias aprovechando las
distintas cualidades genéticas de las especies seleccionadas y contemplando las
siguientes ventajas que se obtienen mediante la injertacion tradicional (Rojas, et

al,,2004);

- Resistencia a enfermedades presentes en el suelo. El injerto no entra en
contacto directo con los patdgenos, mientras que el patron que es resistente
cumple la funcién de estrato intermedio aislante.

- Nutriciéon de plantas con requerimientos relativamente estrictos sobre pies
mas rusticos.

- Reproduccion vegetativa de hibridos obtenidos artificial o naturalmente que
poseen caracteristicas deseables.

- Enanizacion, es decir obtener variedades de tamaio reducido.

Si la practica estd dirigida directamente a evitar la virosis, se debe extirpar el
meristema de la variedad a injertar, y luego depositarla sobre la superficie decapitada
del epicotilo de una plantula procedente de una semilla germinada in vitro de
aproximadamente 2 semanas de edad. (Navarro, et al., 1975). No obstante, si el
objetivo no es éste, el apice del injerto puede ser de un tamafio mayor al de un

meristema (Criollo, 2008).

Criollo (2008) en su estudio utilizd para obtener tallos con mayor grosor para
facilitar la microinjertacion el medio que Pedroza y Perea (1990) usaron en plantulas
de V. heilbornii para la proliferacion de yemas caulinares, el cual consistio en: sales

MS (2,4 g/1), AIB (0,5 ppm), sacarosa (25 g/l) y agar (7 g/l).
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Muchos de los trabajos actuales en microinjertacion derivan de la técnica
desarrollada por Navarro, et al,(1975). Sin embargo, Mosella y Ascui (1984)
realizaron una variante a la anterior con microinjertos de Prunus, obteniendo mejores

resultados. Este protocolo se detalla a continuacion:
a) Germinacion de las semillas in vitro en situaciones estériles.

c¢) Decapitacion in situ del patron a 2 cm desde la raiz sin abandonar su

medio original.

d) Pretratamiento del &pice a base de auxinas para promover la fusion.
e) Microinjertacion del apice.

f) Incubacion de la planta microinjertada en un tubo con medio liquido.

Con esta innovacion a la técnica, Mosella y Ascui (1984) mejoraron los porcentajes
de prendimiento de microinjertos en Prunus del 20% a un 60% en la misma especie

vegetal.

1.4.4. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es el mecanismo in vitro por el cual se obtienen
embriones cigdticos sin que se requiera la unién de los gametos. Este proceso es
inducido a partir de una célula o grupo de células vegetales que se mantienen en
division continua, basandose en el hecho de que mantienen su totipotencialidad. Para
inducir la embriogénesis es necesario someter a estas células a un determinado

estimulo, el cual es generalmente una combinacién de factores de crecimiento.

Como lo menciona Radice (2010), las diferentes fases por las cuales debe pasar un
cultivo in vitro para alcanzar la etapa de regeneracion de embriones somaticos son:
adquisicion de la competencia, induccidn y realizacion. En la fase de adquisicion de
la competencia, no hay todavia una respuesta al estimulo organogenético pero se
alcanza esta capacidad por presentar desdiferenciacion celular. En la fase de
induccion los grupos celulares son receptivos a los estimulos aplicados y, en la
tercera fase, la de realizacion, las células manifiestan diferentes cambios y divisiones

que dan por resultado la generacion de embriones.
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Existen dos tipos de embriogénesis: la directa y la indirecta. En la primera, los
embriones somaticos se generan directamente a partir de explantos sin la necesidad
de formacién previa de aglomeraciones celulares desordenadas afuncionales
llamadas callo. En la embriogénesis indirecta, en primer lugar se produce la
formacion de callos o suspensiones celulares que inicialmente son indiferenciadas,

para luego convertirse en células diferenciadas.

Una de las limitaciones mas grandes de la embriogénesis somatica consiste en que en
la mayoria de las especies, se obtiene a partir de embriones cigdticos inmaduros. En
muy pocas especies se ha logrado la formacion de embriones somadticos en tejidos
procedentes de individuos adultos, y por tanto con posibilidades de ser seleccionados

con fiabilidad.

El inmenso potencial multiplicativo de esta técnica debe ser completado con estudios
que permitan la produccién sincronica de embriones de calidad, no obstante, este es
uno de los pasos mas complejos dentro del proceso. Se debe tomar en cuenta que
para la produccion de cantidades masivas de embriones idénticamente genéticos con
fines operativos se requiere el desarrollo del cultivo en medio liquido y la utilizacion
de biorreactores (Celestino, et al., 2005). Actualmente se prefiere la embriogénesis
somatica a la regeneracion por organogénesis ya que se obtiene clonacion de
plantulas en grandes cantidades en un solo paso, eliminando la induccion de la

rizogénesis.

Las células comienzan un proceso de embriogénesis cuando se modifican las
condiciones del cultivo in vitro. Generalmente para ello se necesita reducir las
cantidades de auxinas y citocininas o eliminar las auxinas, sin embargo, depende
mucho de la familia botdnica, género y especie. Inclusive, el proceso de
embriogénesis se puede desencadenar, si el explanto es inmaduro, en ausencia de los
de reguladores del crecimiento. Esto es asi, pues se ha observado la importancia que
tiene el balance de nutrientes en el medio de cultivo sobre las respuestas
morfogénicas, el cual puede sustituir en ocasiones a los reguladores del crecimiento.

(Radice, 2010; Celestino, et al. 2005).

A la fecha todavia no hay publicaciones sobre embriogénesis in vitro de V. stipulata

y las investigaciones en V. pubescens son escasas. Sin embargo, en C. papaya se han
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realizado multiples ensayos para inducir embriones sométicos con el fin de producir
plantas, la mayoria a partir de embriones cigéticos inmaduros. De estos estudios se
mencionan a continuacion aquellos con puntos coincidentes y que han producido
altas tasas de eficacia. Tanto las investigaciones de Cai, et al. (1999), como la de
Guzmén, et al. (2010) y Ponce-Cabrera et al. (1995) usan para induccion de
embriogénesis un medio de cultivo con sales de MS (Murashige y Skoog, 1962) a la
mitad, 400 mg/L de L-glutamina, 6% de sacarosa, 10 mg/L de 2,4 acido
diclorofenoxiacetico (2,4 D) y 0,8% Agar en un pH de 5.8.

Difiriendo cada investigacion en lo siguiente:

- Guzman, et al (2010) prueba ademés con: 50mg/l de mioinositol, 0,4mg/L de
tiamina HCL, 2,0 mg/L de glicina, 0,5mg/L de acido nicotinico, 0,5mg/L de
pyridoxina y carbenicilina a 250 mg/L en un entorno de oscuridad a 28° C
por 4 a 5 semanas.

- Cai (1999) utiliza 50 mg/L de mioinositol y oscuridad a 27°C por 8 semanas.

- Ponce-Cabrera et al. (1995) afiade hierro, mioinositol a 26° C en oscuridad y

vitaminas.

Por otra parte, con una concentraciéon menor de 2,4 D (Smg/L), Posada-Pérez, et al.
(2007) obtuvieron embriones somaticos a partir de embriones cigoticos inmaduros de
plantas de C. papaya en un medio de cultivo muy similar al descrito inicialmente e

incubados en oscuridad a 27 &+ 2 °C durante 6 semanas.

Una vez transcurrida la etapa de induccién de la embriogénesis, muchos autores
sugieren iniciar un siguiente paso de regeneracion o germinacion embrionaria con un
cambio en el medio de cultivo. “Las experiencias demuestran que las células
embriogénicas se desarrollan s6lo cuando se modifican las condiciones de cultivo.
En general, cuando se reducen las cantidades de auxina y citocinina o se elimina la

auxina” (Radice, 2010, p.29).

Posada-Pérez, et al. (2007) tomaron pequefios grupos de embriones somaticos
formados por cuatro a seis embriones y los subcultivaron en un medio de cultivo
compuesto por la mitad de la concentracion de las sales MS, mioinositol 100 mg/L,
vitaminas MS, sacarosa 20 g/L; agargel 5 g/L, con un ajuste de pH 5.8 antes de la

esterilizacion, al que se afiadieron diferentes concentraciones de las citoquininas
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kinetina y 6-Benziladenina (6-BAP). Los embriones fueron colocados en camara de
luz solar expuestos a una intensidad luminosa de 50-62.5 pumol.m-1.s-1, 25+£2 °C y
humedad relativa de 60+10% por 4 semanas. Se obtuvieron los mejores resultados
con 4 mg/L de kinetina produciendo una germinacion del 81% de embriones, y con

0.22mg/L de 6-BAP que produjo una germinacion de 92.63% de los mismos
1.4.4.1. Histologia de los embriones somaticos

Histologicamente, las células embriogénicas generalmente no se desarrollan
sincronizadamente. Se caracterizan por no ocupar demasiado volumen, tienen un
gran contenido de ribosomas, citoplasma denso, nucléolo agrandado y con presencia
de pequefios granulos de almidon. Cuando el origen es unicelular se puede observar
microscopicamente una importante gelificacion de la laminilla media a nivel de la
pared celular, la cual presenta dentro de si divisiones polarizadas que forman un
embrion globular que progresivamente adquiere simetria bilateral. En los siguientes
estadios se hace presente el desarrollo de uno o varios cotiledones, tejidos
provasculares, apices radicales y tallos. Cuando se trata de embriogénesis de origen
multicelular o adventicia, los embriones somaticos se forman a partir de células
epidérmicas o subepidérmicas. Se diferencian de las anteriores por presentar
previamente estructuras proembrionarias con falta de sustancias de reserva, delgada
pared celular, alta relacion nucleo/citoplasma, citoplasma denso y nucleo
voluminoso. Posteriormente acumulan sustancias de reserva, desarrollan epidermis y
se polarizan (Radice, 2010). Lara, et al. (2003) al igual que otros investigadores
mencionan que existe entre la organogénesis y la embriogénesis una diferencia
histoldgica importante. Los embriones, a su vez, no tienen una unidn vascular con el

tejido circundante.

Para el analisis histologico se deben colocar los embriones somaticos durante 24
horas en una solucién de fijacion que contenga 37% de formaldehido, 100% de acido
acético y 70% de etanol, en una proporcion 5:5:90. Posteriormente, deben ser
deshidratados en un gradiente ascendente de etanol e incluidos en parafina. Se deben
realizar cortes seriados de 10 pm de grosor con un micrétomo de rotacion, fijarse en
portaobjetos y tefiirse con safranina al 0,5% (Garcia-Aguila, et al, 2010). Otra

opcion de observacion de tejido embriogénico realizada por Jacome (2012) en su
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investigacion es la preparacion de placas que contengan 0,5mm de -callo
embriogénico, el cual se debe tefiir con una solucion de acetocarmin al 2% por 15
segundos y eliminar el excedente con agua destilada. Con ayuda de un microscopio
optico se pueden visualizar con un aumento 100X el tejido embriogénico el cual se
presenta en agregados celulares que tienen las siguientes caracteristicas: forma
redonda, isodiamérica, citoplasma denso, nucleo grande y presencia de células

meristematicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer y evaluar protocolos para la germinacion de semillas in vitro,

microinjertacion y cultivo de callos de Vasconcellea stipulata V.M. Badillo y

Vasconcellea pubescens A.DC.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar y establecer distintos pre-tratamientos para germinacién de semillas
in vitro de V. stipulata y V. pubescens.

Evaluar y establecer un protocolo de desinfeccion de semillas de V. stipulata
y V. pubescens

Valorar una técnica de microinjertacion para V. stipulata y un pie o patron de
V. pubescens germinados in vitro.

Estudiar el proceso de formacion de callos en V. stipulata para estimular la
embriogénesis indirecta.

Adquirir la destreza de cultivar de especies vegetales medicinales in vitro.
Contribuir mediante los protocolos establecidos y evaluados a la propagacion
de especies vegetales del género Vasconcellea en peligro extincion y con alto

potencial de produccion de enzimas proteoliticas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

3.1.1. Determinacion taxondmica y recoleccion

El reconocimiento y determinacion taxonomica de las dos especies Vasconcellea
stipulata V.M. Badillo y Vasconcellea pubescens A.DC se realizd en el Jardin
Botanico Reinaldo Espinosa Aguilar, que estd administrado por la Universidad
Nacional de Loja, en Loja, Ecuador, el cual es miembro del "Botanic Gardens
Conservation Internacional" (BGCI). Una vez identificadas las caracteristicas
distintivas de ambas especies, se compararon con las descriptas por la literatura
(Badillo, 1971, 1993), las cuales se encontraron completamente compatibles.
Posteriormente, se procedid a la recoleccion de frutos y semillas de las especies V.
stipulata y V. pubescens en las provincias de Pichincha, Azuay y Loja del territorio

ecuatoriano.

Para la recoleccion de material vegetal se visitaron los lugares en los que se han
reportado la mayor cantidad de especimenes de estos individuos segun las
investigaciones disponibles (Scheldeman, 2002 y Encalada, et al., 2003). Se

encontraron frutos maduros con abundantes semillas en las siguientes localidades:
Vasconcellea stipulata V.M. Badillo (Toronche):

o Celica, provincia de Loja

o Rumishitana, provincia de Loja
Vasconcellea pubescens A.DC (Chamburo):

o Cuenca, provincia de Azuay
o Quito, provincia de Pichincha

o Loja, provincia de Loja

Se tomaron fotografias de los distintos especimenes y se recolectaron partes

vegetales destinadas a herborizacion. Un ejemplar de cada especie fue depositado
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para su coleccion en el Herbario (LPAG) de la Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales, Universidad Nacional de La Plata.

3.1.2. Procesamiento y almacenamiento de las semillas

Se extrajeron las semillas de los frutos maduros, de color amarillo intenso. Se realizd
remocion manual de la sarcotesta por resultar conveniente y sencilla a pequefia
escala y no afecta al embrion como lo hacen los agentes quimicos usados para este
fin. Posteriormente se realiz6 un enjuague simple con agua corriente y se las secod a

la sombra por un espacio de 5 a 10 dias.

Las semillas fueron almacenadas en frascos opacos, cada uno con un sobre de silica

gel.

Se utilizaron las semillas que tuvieran un periodo de almacenamiento mayor a 3

meses y menor a 10 meses segun lo recomendado por la literatura para aumentar el

porcentaje de geminacion (Alarcon et al., 1997).

Foto 10. Frutos de V. pubescens para extraccion manual de
semillas.
Fuente: 1. Espinosa 2014

Foto 11. Fruto de V. stipulata para extraccion
manual de semillas.
Fuente: I. Espinosa 2014
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b)

3.2. TECNICAS BIOTECNOLOGICAS

3.2.1. Laboratorio de biotecnologia

El laboratorio de cultivo de tejidos vegetales en el que se realizé el presente estudio

estuvo conformado por:

Area de preparacion y esterilizacién: En este espacio se realizaron las tareas de
desinfeccion del material vegetal; lavado y esterilizacion del material de vidrio e
instrumental y la preparacion de los medios de cultivo. Los equipos utilizados
fueron: autoclave, estufa, microondas, lavavajillas, balanza de precision, agitador,
freezer, heladera, pH metro, instrumental menor de vidrio, instrumental menor de
diseccion, stock de drogas (macro y micronutrientes, compuestos organicos,
reguladores de crecimiento, etc.).

Sala de transferencia y camara de cria: En este espacio se manipuld el material
asépticamente, para ello se us6é una campana de flujo laminar. La camara de cria
reine las condiciones ambientales requeridas para el cultivo de tejidos in vitro. Los
equipos utilizados fueron: camara de flujo laminar, mecheros, alcohol, lupas,
instrumentos para diseccion (bisturies, diferentes tipos de pinzas, agua destilada
estéril, barbijos, guantes de latex, recipientes con alcohol, film transparente);
estanteria adecuada con luz blanca, termometros ambientales, aire acondicionado

frio/calor, temporizador eléctrico.

3.2.2. Condiciones generales de cultivo in vitro

Dentro de la camara de cria del Centro de Experimental de Propagacion Vegetativa
(CEPROVE) se manejaron condiciones de cultivo estandarizadas durante todo el

tiempo que tomo el estudio, las cuales consisten en:

- Temperatura ambiente: 22 =2 °C
- Humedad 100%
- Intensidad luminosa: 60+5 umol.m™ 5™

- Fotoperiodo: ciclos del16 horas de luz y 8 de oscuridad.
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3.2.3. Descripcion de experimentos

3.2.3.1.Métodos de remocion de latencia

Se realizaron los siguientes experimentos:

a) Pre-aplicacion de frio (heladera: 4 a 7°C) por 7 dias.

b) Pre-aplicacion de acido giberélico a una concentracion de 600 ppm mas nitrato
de potasio (KNO3) al 1.5% por 24 y 48 horas.

¢) Pre-aplicacion de perdxido de hidrégeno al 3% en condiciones de asepsia 30
minutos antes de su siembra in vitro.

d) Enjuague continuo con agua corriente por 24 y 48 horas.

Se evaluo la aplicacion de pre-tratamientos para la remocion de la latencia mediante
el calculo del porcentaje de semillas que germinaron y la existencia de diferencias

significativas con los otros grupos de tratamiento.

3.2.3.2.Método de desinfeccion de semillas

En cuanto a la desinfeccion se realizaron los siguientes experimentos basados en la

investigacion de Criollo (2008):

a) Lavado con detergente comercial por 5 minutos, enjuague por dos
ocasiones, inmersion en hipoclorito de sodio (presentacion comercial de
50g/L) diluido al 5% por 30 minutos, tres enjuagues con agua destilada y
esterilizada en autoclave; dentro de la camara de flujo laminar inmersion
en etanol al 70% por un minuto, enjuague por 2 ocasiones con agua bi-
destilada estéril.

b) Lavado con detergente comercial por 5 minutos, enjuague por dos
ocasiones, inmersion en hipoclorito de sodio diluido al 20% (presentacion
comercial de 50g/L) por 30 minutos, tres enjuagues con agua destilada y
esterilizada en autoclave; dentro de la cdmara de flujo laminar inmersion
en etanol al 70% por un minuto, enjuague por 2 ocasiones con agua bi-

destilada estéril.
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Se evaluo la esterilizacion mediante la colocacion de las mismas en medio de
cultivo de aislamiento previamente esterilizado en autoclave. Los cultivos
fueron incubados en la cédmara de cria por 15 dias bajo las condiciones

generales de cultivo in vitro.

Se calculd el porcentaje de semillas que permanecieron sin indicios de
contaminacion durante el periodo de aislamiento y la existencia de diferencias

significativas con los otros grupos de tratamiento.

Ademas, se cruzaron los valores con el experimento de germinacion in vitro
para evaluar si el proceso de desinfeccion afect6 o no finalmente a la

germinacion.

3.2.3.3.Germinacion in vitro

Una vez obtenidos el mejor método de desinfeccion, se realizaron dos experimentos

para evaluar la mejor técnica para germinacion in vitro:

a) Siembra en frascos de 200 a 300 ml de capacidad, llenados con 20 a 30
ml de medio de cultivo de aislamiento con 10% de sacarosa y 7.5g¢ de
agar/L previamente esterilizado en autoclave.

b) Siembra en cajas de Petri de 10 cm de didmetro y 15 cm de
profundidad, con papeles absorbentes esterilizados y humedecidos con
agua destilada estéril, posteriormente rehidratados a los 15 dias con una

solucion acuosa de 4cido giberélico a una concentracion de 200 ppm.

Los frascos y cajas fueron incubados en la cadmara de cria bajo las condiciones
generales de cultivo in vitro. Aquellas semillas sembradas fueron repicadas a frascos
con medio de cultivo fresco cada 2 meses o cuando se presentaron signos precoces
de deshidratacion del medio. Las semillas sembradas sobre papel fueron regadas
mensualmente con agua destilada estéril o cuando se presentaron signos precoces de

deshidratacion del papel.
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3.2.3.4.Microinjertacion

Se aplico una variacion a la técnica descrita por Mosella y Ascui (1984) con
plantulas de V. pubescens como pie y V. stipulata como apice. Las plantulas se
obtuvieron de semillas germinadas in vitro en la fase anterior y se les realizo el

siguiente procedimiento bajo condiciones de asepsia en la camara de flujo laminar:

1. En plantulas de V. pubescens (pie del injerto) se realizé decapitacion a 3
cm de longitud desde la raiz con incision en “v”.

2. En plantulas de V. stipulata (&pice del injerto) se obtuvo el apice de 1 a
1.5 mm de longitud con incisién en “v”.

3. Pretratamiento de apices segun el método descrito por Criollo (2008):
sumergirlos por 30 minutos en un medio liquido MS (2.4 g/l) enriquecido
con AIA (30 ppm) y sacarosa (15g/1) previamente esterilizado.

4. Microinjertacion con ayuda de lupa binocular.

5. Incubacion de la planta microinjertada en un tubo con el mismo medio de
crecimiento de la fase previa bajo las condiciones generales de cultivo in

vitro.

El prendimiento es la union efectiva que se produce entre el injerto y el patron. Esta
unién define el éxito del injerto comprobando la compatibilidad de los mismos. El
objetivo evaluar esta variable es hallar el porcentaje de plantas microinjertadas

exitosamente.

Se toma el tubo con la planta injertada y se observa la zona del injerto para
determinar anomalias tales como presencia de necrosis o decoloracion. En un
segundo paso se evalua si la union fue efectiva mediante un leve estiramiento
ayudado por una pinza estéril dentro de la cdmara de flujo laminar 20 dias después de

efectuada la microinjertacion.

3.2.3.5.Cultivo de callos

Para producir callogénesis se utilizaron plantulas de V. stipulata y V. pubescens con

dos tratamientos hormonales:
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a) Medio MS en concentracion completa méas Acido Indol Butirico (AIB)

0,5 ppm.

b) Medio MS a la mitad de su concentracion con AIB 0,5 ppm.

Ambos experimentos se realizaron bajo las condiciones generales de cultivo in vitro.

Con el

fin de evaluar el resultado del experimento se observo la presencia o ausencia

de callogénesis en el explanto a los 30, 60 y 90 dias de colocado en el medio de

induccion de callos.

3.2.3.6.Induccion de embriogénesis indirecta

Los experimentos para inducir embriogénesis indirecta estuvieron divididos en tres

etapas:

En la primera etapa de induccion de embriogénesis, los callos generados en la
fase anterior fueron sometidos a un medio de cultivo consistente en MS al
medio con 5 ppm de 2,4 D més los siguientes nutrientes: 0.04 g/L
mioinositol, 0,16 g/L caseina, 0,4 g/l glutamina por 4 semanas bajo las
condiciones generales de cultivo in vitro en todos sus parametros, con
excepcion de que estuvieron en oscuridad durante este tiempo.
En la segunda etapa se los removio del medio de cultivo con 2,4 D para
suprimir el estimulo hormonal de esta auxina (Radice, 2010) y se los
subcultivo al medio inicial de induccion de callos (MS mas AIB 0,5 ppm/L)
bajo las condiciones generales de cultivo in vitro por 2 semanas.
En la ultima etapa, de regeneracién o germinacion embrionaria, se los colocod
frente a dos combinaciones hormonales que consistieron en:
a) La mitad de la concentracion de las sales MS, mioinositol 100 mgl/L,
vitaminas MS en concentracion normal, sacarosa 20 g/L; agar 5 g/L, pH
5.8 y kinetina 4 mg/L por 4 semanas bajo las condiciones generales de
cultivo in vitro.
b) La mitad de la concentracion de las sales MS, mioinositol 100 mgl/L,
vitaminas MS en concentracion normal, sacarosa 20 g/L; agar 5 g/L, pH
5.8 y 6-BAP 0.22 y mg/L por 4 semanas bajo las condiciones generales

de cultivo in vitro.
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3.2.4. Estudios histologicos y morfoldgicos

Se llevaron a cabo analisis morfoldgicos a los callos obtenidos con un microscopio
estereoscopico Wild M8, con un aumento maximo de 40x para evaluar aspectos tales

como textura, color y friabilidad de los callos.

Para los andlisis histologicos se realizaron cortes de 0,5 mm a mano alzada con
bisturi y posterior tincion con safranina. Se retird el exceso de colorante con agua
destilada. Los cortes histologicos se fijaron y posteriormente se observaron en
microscopio optico Nikon equipado con ocular micrométrico con aumento maximo

de 400x.
3.3. DISENO ESTADISTICO

El presente trabajo tiene un disefio experimental. Con excepcion de la
microinjertacion, se realizo la prueba de Chi’ con un nivel de significacion del 5%
por tratarse de cruces de variables categoricas con el fin de establecer o no la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los ensayos realizados.

Se utiliz6 el programa en linea Socscistatistics 2016.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Segun lo encontrado en la literatura, el porcentaje de germinacion de V. Stipulata es
menor al de V. pubescens, sin embargo, las dos especies presentan dificultades en su
germinacion la cual se describe como erratica y tardia. En el presente estudio se
ensayaron 329 semillas de V. stipulata y 308 de V. pubescens que presentaron un
porcentaje de germinacion del 24,32% y del 20,45% respectivamente, es decir no
existieron diferencias significativas entre los porcentajes de germinacion de ambas

especies (Chi: 1.3625. p: 0.243). Para el resto de pruebas se analizan ambas semillas

indistintamente.
Germino No germiné TOTAL % Germinacion
V. Stipulata 80 249 329 24,32%
V. Pubescens 62 246 308 20,13%
TOTAL 142 495 637
Chi*: 1.3625. Valor de p: 0.2046. Esta diferencia no es significativa con p < 0.05

Tabla 4. Porcentaje de germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata
Fuente: 1. Espinosa 2016

4.1. Desinfeccion de semillas

Un grupo de 288 semillas de V.pubescens y V. stipulata fue sembrado in vitro en un
medio de aislamiento con agar (7,5 mg/L) y sacarosa (15 mg/L). En este grupo se
pudo evaluar los dos protocolos de desinfeccion basados en el estudio de Criollo
(2008), variando el porcentaje de solucidon de hipoclorito (5 0 20%) entre cada uno de
ellos. El primer subgrupo de 179 semillas fue sometido a la solucion de hipoclorito
(50gr/L) al 20% vy el segundo grupo de 109 semillas a la solucién de hipoclorito al
5%.

Posteriormente, las semillas en el medio de aislamiento fueron incubadas en la
camara de cria por 15 dias bajo las condiciones generales de cultivo in vitro. Después
de este tiempo se pudo comprobar que en el grupo de solucidon de hipoclorito al 20%

se produjo un porcentaje de contaminacién bacteriana o fungica del 44,69%,
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mientras que en el grupo de solucion de hipoclorito al 5% se observo un porcentaje
de contaminacién del 31,19%. Estadisticamente, hubo diferencia significativa entre

estos grupos.

HIPOCLORITO 20%  HIPOCLORITO 5% TOTAL

CON CONTAMINACION 80 34 114
SIN CONTAMINACION 99 75 174
TOTAL 179 109 288
% CONTAMINACION 44,69% 31,19%
% DESINFECCION 55,31% 68,81%

CHI* 5.1629. Valor de p: 0.023075. Diferencia significativa con p <.05

Tabla 5. Eficacia del protocolo de desinfeccion con distintas concentraciones de solucion de
Hipoclorito de sodio (50gr/L) al 5% y al 20%
Fuente: 1. Espinosa 2016.

Efecto de la desinfeccion con hipoclorito al 5% o
20%

B CON CONTAMINACION SIN CONTAMINACION

HIPOCLORITO 20% HIPOCLORITO 5%
Prueba CHI*: 5.1629; Valor de p: 0.023, Existe diferencia significativa con p < 0.05

Grafico 5. Eficacia del protocolo de desinfeccion con distintas concentraciones de solucion de
Hipoclorito de sodio (50gt/L) al 5% y al 20%
Fuente: I. Espinosa 2016.

Llama la atenciéon que el porcentaje de contaminacion de las semillas con una
solucion de hipoclorito al 20% es mas alta que la solucién al 5%, sin embargo esto
puede deberse a que la solucion de mayor concentracion produce probablemente
dafios en la viabilidad de la semilla, llevandola a un estado de mayor susceptibilidad

a la contaminacion. En el siguiente andlisis se puede observar que las semillas
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sometidas a una desinfecciébn con un porcentaje mas alto de hipoclorito tienen

mayores dificultades en su germinacion (p < 0.05).

HIPOCLORITO HIPOCLORITO TOTAL
20% 5%
GERMINO 15 21 36
NO GERMINO 164 88 252
TOTAL 179 109 288
% DE GERMINACION 8,38% 19,27% 12,50%
CHI?: 7,34 Valor de p=0,0067 No existe diferencia significativa con p < .05

Tabla 6. Porcentaje de germinacion in vitro de V. pubescens y V. Stipulata con distintas
concentraciones de solucion de hipoclorito de sodio (50gr/L)
Fuente: I. Espinosa 2016

Influencia de la desinfeccion con hipoclorito
sobre la germinacion

200 | B ——

S )

0 I| — | ® GERMINO
s0 -

NO GERMING
0o L - /

HIPOCLORITO T
20% HIPOCLORITO 5%

Prueba CHIZ: 7.34; Valor de p: 0.0067; Existe diferencia significativa con p< 0.05

Grafico 6. Influencia de la desinfeccion con distintas concentraciones de hipoclorito de sodio
(50gr/L) sobre la germinacion in vitro de V. pubescens y V. Stipulata.
Fuente: I. Espinosa 2016

4.2. Remociodn de la latencia

Uno de los pre-tratamientos que se han practicado en otros estudios (Scheldeman,

2002) a semillas de especies de Caricaceaes es el de someterlas por una semana o

mas a un ciclo de frio. En el presente estudio, un grupo de ellas (V. stipulata mas V.

pubescens) fueron sometidas a 7 dias de frio en la heladera (4 a 7°C) antes de iniciar

su proceso de germinacion. Sin embargo, por los datos encontrados se concluye que
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no existe una diferencia significativa en los resultados de la germinacion de semillas

sometidas a frio versus aquellas semillas no refrigeradas.

PRE FRIO SIN FRIO TOTAL
GERMINO 74 68 142
NO GERMINO 230 265 495
TOTAL 304 333 637
Chi’: 1.4109. Valor de p: 0.2349. Esta diferencia no es significativa con p < 0.05

Tabla 7. Germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata sometidas a pre-
tratamiento con frio y sin frio
Fuente: 1. Espinosa 2016

Se realizaron en dos grupos de semillas el enjuague continuo con agua corriente por
24 y 48 horas con el fin de intentar remover las sustancias inhibidoras de la
germinacion de la superficie. Mediante el andlisis de los datos se pudo comprobar

que no existe diferencia significativa entre realizar un enjuague por 24 o 48 horas.

ENUAGUE24H  ENJUAGUE 48 H TOTAL
GERMINO 66 76 142
NO GERMINO 221 274 495
TOTAL 287 350 637
% DE GERMINACION 23,00% 21,71%
Chi?: 0,149667558 p= 0,6989

Tabla 8. Germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata sometidas a pre-
tratamiento con enjuague continuo de 24 y 48 horas
Fuente: I. Espinosa 2016

Otro pre-tratamiento descrito en la literatura fue la aplicacion de acido giberélico a
una concentracion de 600 ppm por 24 horas. En la presente investigacion se decidid
sumar a este regulador de crecimiento, nitrato de potasio (KNO;) a una
concentracion del 1,5% (15mg/L) para dar pre-tratamiento a dos grupos de semillas
por 24 y 48 horas. Como resultado se encontré que la combinacion de acido
giberélico mas KNOjs favorece la germinacion de semillas, pues existe una diferencia
significativa entre tratarlas o no tratarlas con este pre-tratamiento, siendo preferible

la permanencia en esta solucion por 48 horas.
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PRE-TRATAMIENTO GERMINO NO GERMINO TOTAL
SIN PRETRATAMIENTO 7 71 78
AG; + KNO; 24 horas 61 360 421
AG; + KNO; 48 horas 74 64 138
TOTAL 142 495 637

Chi*: 100.9854. Valor de p: 0.0001. Existe una diferencia significativa con p < 0.05

Tabla 9. Germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata sometidas a
pre-tratamiento con 24 y 48 horas de acido giberélico a 600 ppm mas KNO;
Fuente: 1. Espinosa 2016

Porcentaje de semillas germinadas con pre-
tratamiento de acido giberélico 600ppmy KNO3 1.5%
100,00%
90,00% -
80,00%
70,00%
60,00%
50,00% Vot
40,00% /
30,00% /
20,00% /
10,00% >~ I
0.00% . AG3+ KNO3 24 AG3+ KNO3 48
SIN Pretratamiento horas horas
——GERMINO 8,97% 14,49% 53,62%
NO GERMINO 91,03% 85,51% 46,38%

Grafico 7. Porcentaje de germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata sometidas a pre-
tratamiento con 24 y 48 horas de acido giberélico a 600 ppm mas KNO;, y sin ningun pre-
tratamiento. (p < 0.05)

Fuente: 1. Espinosa 2016

Por ultimo, se realiz6 la aplicacion de perdxido de hidrégeno al 3% (10 vol.) por 30
minutos antes de la siembra en la cdmara de flujo laminar en un grupo de 537
semillas dando como resultado una ventaja significativa en la germinacion sobre

aquellas semillas que no recibieron este pre-tratamiento.
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CON H202 SIN H202 TOTAL

GERMINO 137 5 142
NO GERMINO 400 95 495
TOTAL 537 100 637

% DE GERMINACION 25,51% 5,00%

CHI? 20,48 p=0,000

Tabla 10. Germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata sometidas
a pre-tratamiento con 30 minutos de peroxido de hidrégeno.
Fuente: I. Espinosa 2016

PORCENTAJE DE GERMINACION CON PRE-TRATAMIENTO DE
PEROXIDO DE HIDROGENO VERSUS SIN PRE-TRATAMIENTO
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00% ‘ ‘
0,00%
Con H,0O, Sin H,O,
Grafico 8. Porcentaje de germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata sometidas a pre-

tratamiento con peroxido de hidroégeno y sin perdxido de hidrogeno ( p <0.05)
Fuente: 1. Espinosa 2016

4.3. Germinacion in vitro

En esta etapa del estudio se evalu6 la germinacion de las semillas de V. pubescens y
V. stipulata que se sembraron en medio de aislamiento y aquellas que se sembraron
en cajas Petri con papeles estériles humedecidos con agua destilada y posteriormente
rehidratados a los 15 dias con una solucién acuosa de acido giberélico 200 ppm. Se
compararon las dos técnicas y se encontr6 que la germinacién en papel es

significativamente mas efectiva que la realizada en agar y sacarosa.
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AGAR PAPEL TOTAL
GERMINO 36 106 142
NO GERMINO 252 243 495
TOTAL 288 349 637
% DE GERMINACION 12,50% 30,37% 22,29%
CHI? 29.0961. Valor de p= 0.000. Diferencia significativa con p < 0.05.

Tabla 11. Germinacion in vitro de semillas de V. pubescens y V. stipulata en medio de cultivo de
aislamiento (agar) y cajas Petri con papel.
Fuente: I. Espinosa 2016

Diferencia entre germinacion de semillas
in vitro en agar vs. papel

HGERMINO 1 NO GERMING

PAPEL
AGAR
Grafico 9. Germinacion in vitro de las especies V. pubescens y V. stipulata en medio de cultivo de
aislamiento (agar) y cajas Petri con papel. ( p < 0.05)
Fuente: 1. Espinosa 201

Foto 12. Germinacion in vitro de V. Foto 13. Germinacion in vitro V.
stipulata en medio de cultivo pubescens caja de Petri con
de aislamiento (agar) papel

Fuente: 1. Espinosa 2015 Fuente: I. Espinosa 2015
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Tal como se realiz6 en el estudio de Criollo (2008) para engrosamiento del epicétilo

y nutricion de la plantula, se repicaron las semillas germinadas de ambas especies a

un medio de cultivo con MS en concentracion completa y con MS a la mitad de su

concentracion, mas AIB 0,5ppm, pH 5.8 y agar 7g/L. Durante el transcurso del

estudio, en estos medios la mayor parte de las semillas (55,63%) germinadas

sufrieron un proceso de necrosis que sobrevino aproximadamente una a dos semanas

después de la salida de los cotiledones, otro porcentaje menor (10%) suftrio

contaminacion microbiana durante el proceso de subcultivo.

Plantulas contaminacion % pudricion % muerte | Supervivientes
germinadas post-subcultivo muerte aséptica
V. Stipulata 80 6 8% 53 66% 21
V. Pubescens 62 8 13% 26 42% 28
TOTAL 142 14 10% 79 55,63% 49
Tabla 12. Supervivencia de plantulas germinadas in vitro de semillas de V. pubescens y V. stipulata
Fuente: I. Espinosa 2016
V%
Foto 14. Muerte de semilla germinada de V. pubescens sin relacion con
agentes microbianos
Fuente: 1. Espinosa 2016

4.4. Microinjertacion

Las plantulas que llegaron a la formacion de epicétilo y primeras hojas de V.

pubescens y V. stipulata se obtuvieron de semillas germinadas in vitro en la fase

anterior. A ocho plantulas de cada especie se les realizd el procedimiento

anteriormente descrito en metodologia, bajo condiciones de asepsia en la cdmara

de flujo laminar, respetando rigurosamente cada uno de los pasos.
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Se realizaron observaciones en la zona del injerto a las 24, 48 y 72 horas,
encontrando en el 100% de los experimentos una zona de necrosis en el sitio de la
union. No se produjo prendimiento en ninguno de los casos, es decir no se obtuvo

ningln injerto exitoso, pues no se obtuvo unidn efectiva entre el injerto y el pie.

Fotos 15y 16.  Microinjertos en fase temprana (1 -3 horas)
Fuente: I. Espinosa 2015

Fotos 17y 18.  Microinjertos a las 48 horas
Fuente: I. Espinosa 2015
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Foto 19. Microinjerto con necrosis 72
horas
Fuente: L. Espinosa 2015

4.5. Cultivo de callos

Como se mencion6 anteriormente, con el fin de producir engrosamiento del epicétilo
previo a la microinjertacion y para generar crecimiento de callos in vitro se
subcultivaron 80 plantulas de V. stipulata y 62 plantulas de V. pubescens con dos

tratamientos hormonales:

a) Medio MS en concentracion completa mas Acido Indol Butirico (AIB) 0,5
ppm.
b) Medio MS a la mitad de su concentracion con AIB 0,5 ppm.

Al observar las plantulas tratadas a los 30, 60 y 90 dias se encontrd generacion de
callos en el cuello de la raiz de 6 plantulas de V. stipulata de color parduzco-claro y

apariencia esponjosa.

MS + AIB callos % Callos 1/2MS + callos % Callos
AIB
V. Stipulata 30 4 13% 50 2 4%
V. Pubescens 30 0 0% 32 0 0%
Tabla 13. Generacion de callos en plantulas de V. pubescens y V. stipulata
Fuente: I. Espinosa 2016
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Foto 20. Callo obtenido de V. stipulata con 4 semanas de crecimiento
Fuente: I. Espinosa 2015

Fotos 21, 22 y 23. Callos obtenidos de V. stipulata con 8 semanas de crecimiento
Fuente: I. Espinosa 2016

Posterior a la generacion de callos primarios, se procedié a la multiplicacion de los
mismos en el medio de cultivo compuesto por sales MS en su concentracion
completa y AIB 0,5 ppm por 12 semanas en las condiciones de humedad, luz y
temperatura especificadas en la metodologia. Se realizaron tres subcultivos con una
separacion de 4 semanas entre cada uno. Después de este tiempo se obtuvieron 15
frascos de cultivo con una cantidad aproximada de 100 ml de callos. Se realiz6

inspeccion visual para estimar aproximadamente el volumen de cada uno. Con ayuda
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de un microscopio estereoscopico se observd la superficie de estos callos

encontrando que presentaban un aspecto esponjoso, piliforme.

Semanas Callos Frascos Volumen
estimado
1 6 6 5 ml
2 6 6 10 ml
4 12 10 20 ml
6 12 10 35 ml
8 24 12 45 ml
10 40 12 60 ml
12 incontables 15 100 ml
Tabla 14. Observacion cualitativa de crecimiento de callos de V.stipulata
Fuente: I. Espinosa 2016

4.6. Embriogénesis indirecta

Al obtener gran cantidad de callos en la fase anterior, se intentd generar embriones

somaticos mediante el subcultivo en dos medios con reguladores de crecimiento

especificos como se detalla en la metodologia.

En la primera etapa se expusieron 10 frascos con 5 callos cada uno por 4 semanas

para iniciar una fase de induccion de embriogénesis. Como resultado se produjo

necrosis en el 30% de los callos probablemente debido a la aplicacion de 2,4D, sin

embargo el 70% de ellos se mantuvieron vivos, con un cambio de color de blanco

Cremoso a parduzco.

Foto 24. Callos de V. stipulata expuestos por 4 semanas a 2,4 D

Fuente: I. Espinosa 2015
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En la segunda fase de multiplicacion, al retornar al medio con sales MS mas AIB 0,5
ppm/L en condiciones generales de cultivo in vitro se produjo un crecimiento
aproximado del 50% en el volumen de los callos en 2 semanas de incubacion,

recuperando parcialmente su aspecto claro y de menor densidad.

Foto 25. Callos de V. stipulata expuestos por 4 semanas a 2,4 Dy
posteriormente al medio de generacion (MS +IBA 0,5ppm)
Fuente: L. Espinosa 2015

En la tercera fase de regeneracion o germinacion embrionaria se dividieron las
muestras en dos grupos los cuales se sometieron al experimento sefialado la
metodologia por 4 semanas. El grupo de callos que fueron subcultivados en el medio
de cultivo con kinetina y el segundo grupo de callos, que fueron subcultivados con

BAP presentaron en el andlisis morfoldgico e histoldgico los siguientes hallazgos:

a) Analisis con lupa:
En los callos que estuvieron expuestos a kinetina se evidenciaron zonas de
aparente transformacion embriogénica en un 25% de su superficie. En los
callos que fueron expuestos a BAP se apreci6 una transformacion
embriogénica del tejido en un 40% de su superficie. El cambio en la
apariencia del callo se describe como de aspecto transparente, friable,

globular.
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Foto 25. Observacion con lupa (40x) de Foto 26. Observacion con lupa (40x) de callos de
callos de V. stipulata expuestos a V. stipulata expuestos a BAP
kinetina Fuente: 1. Espinosa 2016

Fuente: I. Espinosa 2016

b) Analisis con microscopio optico:
No se pudieron visualizar correctamente los cimulos de células meristematicas
que describe la literatura para los callos embriogénicos, con el método descrito

por Jacome (2012).

Fotos 27 y 28. Observacion con microscopio optico (400x) de callos de V. stipulata
expuestos a BAP
Fuente: I. Espinosa 2016
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Fotos 29 y 30. Observacion con microscopio optico (400x) de callos de V. stipulata
expuestos a Kinetina
Fuente: I. Espinosa 2016
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5. CONCLUSIONES

Las especies estudiadas, V. pubescens y V. stipulata, tienen propiedades medicinales
muy interesantes derivadas de su alto contenido en enzimas proteoliticas y otros
componentes no enzimaticos menos estudiados. Deben continuarse las
investigaciones que relacionan estos principios activos con el tratamiento de
enfermedades cronico-degenerativas tales como el cancer, la artritis reumatoide y la
osteomielofibrosis, en las cuales hay evidencia de una participacion fisiopatoldgica
compleja pero importante. En el campo de la medicina, se debe alentar el uso de
preparaciones topicas para mejorar la cicatrizacion y en tabletas como suplemento
alimenticio para favorecer la digestion, pues estas formas farmacéuticas son seguras

para la mayor parte de pacientes.

A pesar del gran potencial econdmico y medicinal que ofrecen las plantas estudiadas,
éstas se encuentran en condicion de especies amenazadas y en peligro de extincion.
Al momento en Sudamérica constituyen frutales nativos que no muestran grandes
beneficios econdomicos inmediatos. Sin embargo, se puede concluir mediante el
analisis realizado, que podria ser altamente rentable el purificar papaina de estas
especies en zonas en donde son endémicas, pues alli tienen mejores condiciones

edafoclimaticas.

La tasa de germinacion de ambas especies es muy baja a pesar de la aplicacion de
distintos pre-tratamientos, por este motivo es indispensable continuar desarrollando
protocolos de propagacion vegetativa para evitar la extincion de estas especies. Las
estrategias encontradas como mejores pre-tratamientos en el presente estudio deben

seguirse recomendando para poder germinar estos frutales a gran escala.

La rama de cultivo de tejidos dentro de la Biotecnologia en conjunto con las técnicas
de mejoramiento vegetal, se han convertido en valiosas herramientas para producir
cultivos de élite con mejores caracteristicas fitosanitarias, es decir especies con
mayor resistencia a plagas y patdgenos, asi como variedades que aprovechan mejor
los recursos del suelo y que tengan una superior capacidad de adaptacion a los pisos
climaticos deseados. De esta manera se intenta reducir el consumo de plaguicidas y
agroquimicos y ademads, en el caso de las especies estudiadas en este trabajo, se

aspira a evitar su extincion.
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Sobre las técnicas desarrolladas en el presente trabajo se puede concluir lo siguiente:

e La desinfeccion es un proceso crucial para el establecimiento de cultivos in
vitro, sin embargo, los agentes usados no deben interferir con la viabilidad de
las células que van a ser usadas como explanto. Por tanto, para las especies
estudiadas es suficiente una dosis de 5% de solucion comercial de hipoclorito
(50gr/L) en la primera etapa de desinfeccion de semillas de V. pubescens y V.

stipulata por 30 minutos.

e El enjuague continuo para remover sustancias inhibidoras de la germinacion
que se encuentran en la sarcotesta o superficie de la semilla es util y
recomendable. Sin embargo, no hay necesidad de realizarlo por mas de 24

horas.

e Uno de los pre-tratamientos mas efectivos encontrados en la presente
investigacion es la aplicacion de 4cido giberélico a 600ppm junto con nitrato
de potasio al 1.5% por 48 horas, al igual que la aplicacion de peroxido de

hidrégeno al 3% (10 vol.) 30 minutos antes de la siembra.

e El pre-tratamiento con frio no es util en las especies estudiadas.
Probablemente esto se deba a que son plantas provenientes de Ecuador,
donde el clima es relativamente estable a lo largo del ano (10-26 °C) y las
especies vegetales no requieren atravesar por un periodo de dormiciéon en

temperaturas bajas.

e Si bien hubo un porcentaje aceptable de semillas germinadas, éstas no
sobrevivieron lo suficiente como para generar plantas adultas. Probablemente
se debid a que fueron cultivadas en una latitud muy distinta (La Plata:
34°55'17"S) a donde pertenecen (norte y sur del Ecuador: entre 0°13'47"S y
03°39'55"S), eso pone de manifiesto la fragilidad de estas especies y su

vulnerabilidad.

e La germinacion de semillas de V.pubescens y V.stipulata se da mas
eficientemente sobre papel que sobre un medio de cultivo en agar. Ademas,
es efectiva y recomendable regarlas a los 15 dias con una solucion acuosa de

acido giberélico 200 ppm.
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La microinjertacion no es practica a la hora de generar plantas de estas
especies a gran escala debido a su bajo porcentaje de efectividad y su alta
complejidad. Por otra parte, a pesar de que la microinjertacion es una de las
mejores estrategias para obtener cultivos libres de virus, en estas especies la
virosis no es tan amenazante como la causada por la fusariosis. En esta ultima
enfermedad, la injertacion clasica es una excelente herramienta que puede
proporcionar un pie mas resistente a esta patologia. En el caso en el que la
virosis se transformara a futuro en un problema mayor, la microinjertacioén de

meristemas deberia volverse a estudiar en posteriores investigaciones.

Al pertenecer a la misma familia que C.papaya, los protocolos de
callogénesis fueron ttiles y produjeron grandes cantidades de callos de
V.stipulata. En posteriores estudios, se deberia intentar nuevamente ajustar

este protocolo para producir callos de V.pubescens.

Para generar embriones somaticos a partir de callos (embriogénesis indirecta)
es importante contar con el tiempo necesario que se requiere para que la

respuesta vegetal se manifieste.

El analisis morfo-anatomico de los callos es una herramienta de gran utilidad
que deberia estar mejor desarrollada para especies de esta familia.

Lamentablemente la informacion disponible es muy escasa al respecto.

El mejor método para la observacion microscopica de células embriogénicas
o pro-embriogénicas es la técnica de inclusion en parafina, sin embargo es

poco factible realizarla sin el suficiente equipo y preparacion.

La capacidad de propagacion mediante la embriogénesis somdtica es muy
elevada, aparentemente ilimitada en el tiempo y libre de condicionantes
estacionales. Este hecho la convierte en un recurso técnico sumamente Util
para plantas como las que se estudiaron, las cuales presentan graves
dificultades en su germinacion. Esta herramienta proporciona un inmenso
potencial multiplicativo que debe ser aprovechado para llegar finalmente a la

produccion sincronica de embriones de alta calidad.
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