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COMPEMDIC.

Fagsiflora guadrangularis e wna de 135 especies mas
importantes dentro del génersa Fassiflera.BEn 2l presente
trabaic se pretendic multiplicar, in vitro, plapntas de E.
guadranoularis, usando sxplantes de hojas. B2 probd el medic
de cultivo de Nitsch, liguide para los cultivos iniciales vy
zsolidificado eon sgar para los swboultivog.Se  probd el
sfecto de sutinas (2,4-D vy AIA) vy citoguininas {B& v K},
golas o en interscciones.ls mejor Torpacidsn de csllo se
logréd con 4 mgsLl de 2,4-0, dondes tambidn se induioc a
riLangénesis via callc en un 11 W . Resultados similares se
obtubieror con  ls interaccion de 1 mgs/L de= AIA v 1 moll EAL
Los stthegltivos de callos friables, sobre gedics con uhn
‘rcambio en la concentracidn de hormonas, Unicamente indujeron
a unr mayor crecimiento del callo en cultivo.Se presuma gqus
Ios nlveles snddosnos d=g bormonas 20 21 o teiido, tantoc de
anxina como de citoquininas, sean bajos.




I. INTRODLUCCION

El genero Passiflora 2= sriginaric, predominantemente,

de América tropical. De alrededor de 400 especies conocidas,
varias timnen importapcia  econdmica como  productoras de
frutos comegstiblies. Una de las més  lsportantes por su

calidad v su diseminacidn en los trdpisos as la Passiflors

guadrangularis L. {(Hartin v MNekasone, 19700,

La F. guadrangularis ss conocida tambien coma parcha

granadilla, parchs real o bades en 1oz paises andinos.

Ez wuna planta trepadora. perenne, con tallos de Torma
cuadrangular, con bordes alados v lisos. Froduce frutos
grandes de c¢olor werds amarillientn, de sabhor vy aroma may
apetecidos. Romerec {1954}, indica gue ls dispersion de ssits
gspetie o hravés de los paises fropicales va desde 21 nivel

del mar hasta 1o 1400 m de altitod.

Arague {1963}, ha llamado a F. guadrangularis la “pera

tropical® por la delicadeza del fruokto vy su gran potencizl
pars resmplazar a la papilla de pera para ndfes, Revitando d=
ests manera la fuga de divisas al hacer estas importsciones.
L.a produccidn de enlatados, Jaleas, merosladas, vinos,
concentrados para jugo ¥ hasta coma  arnamental en jardines

gextericres, son meptivo para gue la hayan clasificado como la
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cegunda en impoartancis, despuds del maracuyva, entre las del

genero Fassiflora {IBFER, 178B&).

En algunas passifloras cultivadas ia
autpincompatibilidad es comdn (Ledn, 19468}, 1o aue hace gue
la polipizacidn cruzsdae sSea la norma =n esta especie.
Fosiblemente, ests g3 ls razdan pars 15 baja produccion de
frutocs yw de semilla=s en la especie B. gusdranguliaris,
recomapdandose las polinizaciones manuales =n lugares donde

los sgentes polinlzadores son pocos (FPurseglove, 19488 .

Las semillias  producen poblacianes de alts wvariabilidad
v tienern un pericdos de repo=sc variables, que  Bace que las

plantulas se produzecan durante un periodo prolongado.

FPurseglove [19568), indica que la propagacion vegetativa
. por medic de estacas es posible. Este sistema, obvismente,
rﬂﬁuiveria algunos  de los problemas relacionados con 2l wuso
de semillas para la propagacidn, pero no == sTicaz en cuanto

al ntimera de plantss producidas.

Enr &1 presente trabaic se pretende sultiplicar planttas

de F. guadrangularisz a particr de cultivos inm witiro.

utillirsndo diversos edplantes.



II. REVISION DE LITERATURA

Los trabajos de Haberlandit en 1902, son Trecusntemente
sefnalados en la literatura como picneros en £l cultivo de
tejidos (Bhojwani vy Razdan, 19853; Murashige, 1%79). Sus
resul ftados experimentales de alslamiento de células v

trjidos de diferentes especies de plantas [(Lamiump purpuirsium

v Elghhornia grassipgl, en los tuales obluvo sobrevivencia
y crecimiento de las células. S5in embarge, noc obtuvo
divi=idn celular al cultivarlas en mediocs de grecimiento
asgpticos congistentes en solucicnes dg acdcar y sales. E)
propusc que las  hormonas, desconocidas en ese entonces,
podrian ser la catse dee la divigion, crecimiento v
diferenciacign «elular; iguaimente, propusc que las cé#lulas
diz las plantas posesn totipotencia, ¢ sea, l1a capacidad de
desarrcllarse en plantas complelas, vy gque dicha fapacidad se

manifestaria en el cultivo in witro.

Fue hasta 1934 gue Kigl et z1. (citade por Mursshige,
197%) idoentifican ia primera hormona, el acido indol-acéticeo
(AINn). BhefJwani v Razdoan (1983), citoan a Miller ot @l..
Quipnes en 1933 giglaren la primers cltequinipa comveida, 1s
kinetina (K}; contipdan citando a Skobg ¥ a Miller quienes,
en 1937, demostraron quwe la diferencietion de raices vy

brotes, & partir de explantes de tabaco en cultive, =stéd en

funcion de los niveles de aurinas vy citoguininas y su
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interasccisn. Dicha diferenciacion podriz ser regulada por
cambins en la contentracidn de laz dos =ustancias en 21

medic de cultivo.

Sotualmente, 21 téraino culitiveo de tejidos de plantas
s&  usa para referirse al cultive in witrs de cualguler

parts de la planta. vea ssx de ana cdlula o un orgsno.

El rultive de tejidos in vitro, de acuerdo con l& parte
o estructura de la planbka que s& uvuss, podenos olasificearlo
en 1 l.— cultive de epbrionesy; 2.~ cultivo de drganos, va
wsean &pices, raices, tallos, e2tc.03 3.- cultivo de tejidos,
como 1os  de origen  epidérmitt o de cambium; 4. cultive de

cEeiulas v, S.- cultive de protoplastos (Murashige, 1979).

Las ventajas del cultive in vitro sobre los si=stemas
Ltradicionzales de propagacidén , meioramiente ¥ seleccion de
plarrtas, radican =n una rapida propagacian  clonsl,
produceidn  de  plantss  likres de patdyenos, hibridaciones
somAticas, produccion de haploices v polipleides (Murashige,

1973}

lLos factores gue geuaeralmente determinan 21 é&xwito del
cultive i vitro son dos: l.— g1 grigen del explanite vy, Z2.-
2l medio nuiricionsl de cultivo.

Bamborg Yy Shyluk (19781}, indican que los medios de
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cultive consisiesn de componsntes pmpnsiales ¥y otros
cpcionalies, los primeros constituidos, Basicamente, de sales
inorgénicas, fuentes de energia vy carbonwe, vitaminas y
reguladores de crecimiento. Algunss sustancias comc el
nitrdgeno organito, Atidos orgdnices vy sustantias compliejas
fat) Tal ia proteins hidrolizada, extractos de malta o
preparados de plantas pueden =er importantes; sin emkargse,

son Gprignales.

Diez y seis slwmentos se reconooen comn essncisles para
el degarrollo v crecimiento de las plantas, dichos elementos
Hann sldo divididos de escusrdo con 1a cankidad relativa
reguérida por la planta en: macroelementes (C, H, U, N, P,
K, Ca, Mgy 8) vy microglementos (Fe, Mn, Cu, Zn. B, Mo v
Cl}. BGamborg ¥ Shyluk (1981l), indican gue #]1 adicionar Co

puede Ser importante, vy que el I puede ger usado u omitido.

Azutargs  coma la glucosa vy 1la sacdrosa s& uUusSan
comanmente en concentraciopnes que van gfe 2 a 3K, como

fuentes de carbono ¥y energla {(Murashige, 1974)}.
Dentro de 1o reguladores de crecimiento de las
plantas, los mas usados son las auxinas, las cltofuininas y

las giberelinas.

Bhojwanl ¥ Razdan (1983), hacen referencila al uzo de
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auxinas como pstimiladores de la division celuwlar, v de la
Tormacidn de gallo=, = inducltores de la formacién de ralces.
Dentro de este grupe las maés usadas son 8l Acido indol
acékbico (AIA), Acido indl butirico {AIR), &cido nattaleno
acético (ANMNA}, acido 2,4 diclorofencxiacético (2,4-D) vy a1
acido 2.4,8 triclorofenoniacédtico (2,4,5~T7. Lo
citoquininas son normalmente adicionadas para ls divisidn
celular v formacitn de brotes a partir de callos y drganos.
Se considera gue la bencil adenina (BA), la furfuril—-amino—
purina o guinetina (K} v la liscpentenill-adenina {21F) son

las citoguininas mas usadas.

i.a capacidad de las eélulas de las plantas, gracias a
la informacldn genetica gue contienen, de diferenciarse,
dividirse vy desarrcllar drgangs completos vy plantas, as lo
que s genoce sHmo bobipontencia {Bertheonly vy Gumadn, 1987 ;

Bhojwani y Razdan, 1983}:.

=1l procesc de difwrenciacidn Y crganizacidn
{inorfogénesis) gue s relaciona con la formagidn d2 nuevos
tejidos ¥ d4rgangs especializeados s2 realiza por medio do oun

proceso 1llamado crganogendsis.

La Tforma Tisics en que se suministran los medios da
Sultiveo, yva sean liguides (cun o sin pusntes de papel) o

s0lidns  (con agar) Juegsa un  papel importante oo 21
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trecimienta de logs tultivos {Aldn, 1979).

La iniciacidén d2 un calloc se  puede hacer & paritir de
cttalgulsr parte de la planta. Generalmente, la formacidn de
un calleo a partir de tejidos Jovenes o0 nuevos de  1s planta
son comunes, posiblsnenis por gl sstado de divisidan en gue
2& encuentran sus célulss., En todo caso, esta formacion
dependera de que se le propopreionsn las condiciones é&ptimas

6l rultivo.

La formacion de plantas a traves de orpancgénesis es en
=i la imiciscidn vy dessrrelle de brotes wvia callo, v
narmalmente 1a postericr aparicidn o fTormacitn de raices

[Tisserat, isgs7y, dewsde los= brotes son sstructuras

vnipolares conectadas =21 teiids de origen.

Thorpe (1982), indica opue es posible obtener calloe
tipicos de cada espercis Iegp de hacer wunc o dos
subcultivos, v gue con condiciones fisicas liguidas del
medio, un  grupo de células caracteristicas para dicho medio
=2 desarrgllan mas rapidamanents. Existe vna gran variacisn
grr las caracteristicas de textura v coloracidn de los callos

de acueirdo con la especle que les dio origen.

La regeneracidn de plantulas a partir de calles podria
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mostrar wna varliacion gendlleca o desviacion de la Forma
rnormal diploide hacia poliploides con  SsUs  respectivas
anormzlidades morfoldgicas zEgun indica Narayvanaswany
[1977). A este se puede agregar lo sefalado por Thorpe
{15823, acerca de la pérdida de la capacidsd de morfogénesis
del callo luego del subtultive del misme, posiblemsnte por

la pérdida del estads original de ploidia de la sspecies.

Tisserat {198%), Indica gue una elevada concentracidn
de auxinas v una baja concentracidn de gcitogquininas promueve
la formacicn de cslles,., on 2] cual la composicidn celular
puede ser heteragénea. En general, las sustancias promohtoras
el crecimiento son  las responsables del proceso de

organogenesis.

Las raiges vy brotes wvia callo, Ccomo  proceso e
organocgeénesis, aparecen como  drganos monopolares vy de
caracteristicas totalmente pormales (Reinert, Baiaj v
Ibell,1977), la novoc organogénesi=z pusde suceder a partir
del cambie de una celula dantra de wuna mass de celulas

(Thorpe, L9?82).

La micropropagacidn glesal in vitpg puede llevarse &
cabo directamerrte de algunos explantes Gomo moeristomnas o
YEMAS , @ via czxllo. Eatn puede ilustrarse con 1a

micropropagaidn comergial, en la cual, Howus ef al. (1977},
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gp refieren a la posibilidad de micropropagar fresas
{Fragaris apanassa) por dos vies principeles: la primera os
la técnica desarrcollada por los japoneses (Dosawa et al.,
1974, citados por Powus gf 2l., 19771, por medio de 13 cual
26 posible regenerar plantas  al  cultivarse callos, los
cuales se originan a partir del cultive de meristamas o de
anteras. La sgepgundd técnica, o8 la pgrieccionada por Foxus
en 1974, e la cual los brotes se dessrrollan & partir de

vemat laterales lermadas en la base de cada hoja.

Makayama (1244}, +trabajando con Passiflora gaerulga

encontbkrdd que luego de hacer repique=s se produce la formasidn
de brotes, posiblemenie por la reposicidn del desgaste de
1ns componentes el gultive inicial. Similares resultados
obtuvo Moran (1979}, cuando trabajd con Passiflora equlis v

F. nollissing.

Trabajando con papayva, Drew (1788) observd que hay un
cresimisnta mds rapido de los brotes en medips liguidos en
comparacion gcon los medios sdlidos. Carvelli (198%), observse
wan dncremento en el nodmere de  brotos en forms de rosehbas
bamzales, cada vez gue el products de un explante de Aconitum
noveboratense y A. aapellus era repicade o subcultivado
durante pericdos de custro aemsnas. S5in embarge, Harbage y
Stimart (1987). cbservaron que para subcultivos ¢de callon de

gEhododendron existia una correlacidon negaftiva entre el
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nthmero de subeultivos v el pdmere de bhreotes producidos.

Machkay v Kithoe (1988). se rafisren al glevado namero de
raices producidas con upa  alta concentracidn de auxipas,
contluyendo gue el tipos de auvxinss ¥y su concentracion no
afects 2l pamern de brotes gn cultivos 10 wvitro de estragdn

francés (Artemisia dracunculus L. wvar. satival.

El efecltn de las condiciones ambientale=s en las gue se
produce  wn  explante  de cErera (Prupns spp.), tieps
consecuencias @#n la capacidad de snraizamiento de los bhrotes
praducidns & partir de dicho euplante (FRanjiit, Hester vy
Micke, 1788 . (ATE e ddiy=] en FumENCls dge auxinas, los

snraizamientos de cultivos in vifro de brotes de cel chips

{Brassica campesiris), originados dm= los  &pices de
pléantulas, se llsvan a cabo, Ia presercia de eshtas

sustantiss ipcrementa el porcentaie de enralzamiento, a ls
ver Gque hay un mejoramients en el crecimiento de los brotes
(kee, Ehandler v Thorpe, 1F87), La expresisn potencial de l1a
organcgénesis de uns determinada especis al  eultivarse in
witra, estd determinada por la interaccion o las
limitaciones de los facrtores esenciales, comoe  las hormonas

de dicho cultivo sobre el genctipos del explante.

El gontacte de las céalulas wecinas a traves de sus
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membranas © plasmpdesma,. como mecanismt de comunicacidn
celular, es importante en el proceso de diferenclacidn
(Reinerl, Bajaji v Zbell, 1¥77), guienes tambidén citan a Key
gt gl. ¥ & Teissgre, Fenon Y Pichar, que dicen que havy
evidenciss de gque las auxinas estimulan la sintesis del ARND
v ARNr, 1o que estaria correlacionado con la enpresidn de

los gones .-

Reirnert, Bajdaj ¥ fbell (1977}, dicen que &l sinorgismo
de las auxines v las citpquininas es debido al efecto de las
primeras en la transcripcion nuclear, y al de  la segunda en

prevenir la degradacién del ARNm {traslacidn).

Nakavama (1%&4), obtuvg brobtes de Passi{lora casrulea,

al eultivar euplantes criginados &5 partir de secciones de
tallgs en  presencia de  kinetine e2n 2] medio de cultive, =20
concentraciongs de 1 mg/L culiivados @n oscuridad;: ademas
obeervd que gl acido indolracédtico en concentraciones de ©.1

mg/l.  imhibia dicha diferenciacian ¥ provocaba rizogdnesis.

Mordn (1978}, trabajando ton yEmaa axilares do

Passiflore edulis var. flagvicarpa v £. polligsima obtuvo un
aito ppreentaje de yemas en degarrelle durants la primera
fase del cultivo, luggo hilto repigques, v 20 dias después del
subcultive aparecieron rajices. Moran (1%79), &l edltivar

trorog de entrenudos de las mismas especies gncontré gue g1
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medic de Nitsch con 2 mg de kinetinadl. induria la formacidn
de callos, apn la posterior aparicidn de brotes lusgo de 20
dias de ralizar los repigues sobre 2] migmo medic de cultivo

fTresco.



IT1I. MATERIALES ¥ METODOS.
l.- Material! wvegetal.

Sa pytilizaron demillas de frutos maduros de Faseiflors
Auadrangularis recoleckadas 2n la =ena de Milagro,
Provincia del Guayas. Republica del Ecuador,. Las semillas,
previo lavado, fueron puestas a germinar en el invernadero
del Departamento d&¢ Horticultura de 1la Escuels Agricola

Fanamericana.

Luego de la germinacidn se transplantaron & bolgas de
plasticn negro ge 23 ¥ IO emy, yue ceontenian suslo
previamente desinfectado e¢on bBromuro de metile a razon de

una Iibra por metreo cibico de suvelo.

El mantenimienic posterior de las plantas se hiro en el
vivero, con podas ¥ fertilizaciones peridsdicas  para
controlar su crecimients vy la produccidn de broies nuevos de

donde s2 tomaron las bojag fuentes de eyplantes,

2.~ Explantes.
l.o#s explantes fueron tomados de leas hojas tiarnas dw
brotes termineles, las que fueron seccionsadag en pedazos de

aprojpimadamente 0,73 x 0,73 cm.

&= Medigs de ctultivo.



14

S utilize el medio de cultive liguido de Nitsech {194%)
{Apendice 1), c<con puenptes de papel come estructiira de
soporta@. Luego de preparados  los medips se ajusté el pH a
S.4. Posteriormente, con ayuda de jeringas automdticas. ge
btransfirieron 5 ml de medip & {tubos de wensayc de 18 x 125
mm, ¥ 10 ml cuando se usaron frasgos de vidrio de 12% ml de
capacidad, en cuyo caso se solidificd el medio con agar al

0.8 %L (peso/volumen).

Se estudid &1 efecto de cuatro hormonas: dos auxinas,
el &artideo indol acetico (AIN), ¥ el Agido 2,4 diclorofenoxi
acetico (2,4-D); v dos citogquinina, 1a bencil adenina {(BA} vy
la kingtina (K). En el Cuadro 1 se presentan las dosis y
combinaciones de citoquininas ¥ auxinas gque s usaron =n los
PNsaYOs,

LCUABRE 1. Dosis v combinacliones de citoquininas y  suxinas

empleadas en los cultivos in vibtro de Fasgiflora

auagrangularis, El Zamerano, 1988.

AUXINAS (mg/L)

CITORUININAE o O3 1. 2.0 4.0
{mgsL)
Ly 2:90 O:0.5 0z;1.0 ;2,0 0:4,0
1,0 1,050 L0300, 5 L.,0:1,0 L, 0:2.0 1,0:4.,0
5,0 5,0:0 5,0:0,5 85,0:;1,0 5,0;2,0 5,0:9,0
10,0 19,050 10,030,5 10,031,Q0 10,0:;2,0 L10.0:4,0

Se estudit 2l @feclo de las interacciones de AIA con K,
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Al con BA v Z2,4-I con BA Bn ensayos seEparados.

Cadzs ItTratamisnto consts de 0 repeticliones. LCada

explante se consliderd como una repeticidp.

d.~ Lristaleris
S emplearon tubos de ensayo de 16 ® 150 mm, v de 18 #
150 mm, para los cultives ipiciales, 3 fraseces de vidrio de

iZ5 ml.

Para esterilizar el agua destilads s2 utilizaron

erlenmevers de 123 ml.

Tanto la cristaleria come g1 medico vy los instrumentos
fueron esterilizadeos en una autoclave a 1,048 Kg de presicn
por ©m chadrado, & 121 grados ecentigradeos durante 20

minutos.

S.— Desinfeccidn del materizl vegetzl.,

Porciones apicsles de ramas de fres meses de edad se
oortosron 20 gm terminsles), las cdusles fuoron lavadas con
jabon v enjuagadas con  agua destilada esterlil; = cortaron
las hpojas tisrnas v se colocaron en una sSolucidn de
hipoclorito de sodio al 1 - 2 ¥; 8 la cual s le agrego una

gota de dispersante ™ Tween B " por cads 100 ml de =olusidn



la
prepacads. El material vegetal se mantovo 20 1a solucion

desinfactante durante 1T minuios &0 agitacion constache.

Fosteriormente, =e transfirieron en la camars de Tlujo
laminar, donds s= =njuagarcn  tres veces con agua destilada

pstdril para 2liminar 21 hipotclorito.

&H.— Dispocion v cultivo.

£l la cé&mara de fluje laminar se hicieron lo= cories de
porciones e hojas con ayuda de pineas v bisturi,
previamente humedecidos en slcohol, flameado= v enfriados en
sgua destilada estéril. Luega, s& 2 corbaron porciones
cuadradas de hojas de aprosimadamente O,%5 om cuasdrados. Los
explantes fusron trasferidos &5 2 cads tubo de ensays con su
medic de cultivo., Fosterliormsnie,los  tobos  de snsaye s

cerraron con btapas de plastlco.

7= fOrea de crecimisnto.

Los cultivos se incubaron on una cémara de crecimiento
con wuns  intensidad luminposa de 2000 lux, durante 14 horas
diarias, la soal  fue  provista por lésparas fluosrescentes

tipo “"Daylight™.

L.as temperatura se mantuvo a 2% grados centigrados, mas
o menas 2 grados centigrados.

S.— Evaluacidn de los tratomientos
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lLuego de iniciados los cuwlitivos se Ltomaron datops a las
ccho semanas He los diferentes +tipns de crecimiento
cheervatos: formacidn de callos, ocrgancgénesis (raices o
brotes', seglin fTue el caso, con las caracteristicas de cada

unc .

Los datos se presentan en forma porcentual, con base en
el pdmero de sHobrevivientes de cada tratamiento {Pno
infectados). La forma en gue se evalud &1 tamafioc de 1os

diferentes fallos se detalla an los cuadros respectivos.

4.~ Repigques.

FPara leos repiques se selstcionaron callos friables
(callps de apariencia 2sponjosal , 1ns cuales fueron
extraidoes de los ftubos de ensayo en loB que srecian. Se
aliminaron lac [atalalaf fnlyl:]"] e tejido viejfo, ¥ e
tran=firiercn a un  nuevg medio con wn cambio en la
concentracion de hormoras, las cuoales se presentan en g1

Cuadro 2.




LUADRO 2.~

18

Dosis ¥ combinacicnes de auxinas vy titoguininas
apligadas al medin para repiques de callos
friables de P. guadrangularis. El Zamorann, 1588.

CITOQUININAS
{meg ALY
8]

1,0
5,0

10,0

AUYINAS (mgrs/L)

) 0.05 G, 1

B30 $3;0,08 00,1

1,030 1,0;0,0%  1,0;0,1

5,0:0 5,0;0,05 5,0:;0,t
10,0;0  10,0;0,058 10,0;0,1




IY. RESULTADOS
Tedos los resultados gue se pressntan a continuasidn
fueron tomados en 1gs cultives iniciales luego de ocho
semanas de crecimiente scbre medicos liguidos de Nitsch, vy
varias combinaciones de hormonas, con puentas de papel como

estructura de soporte de low euplantes.

1.- Efecto deil 2,4-D ¥ la BA en el crecimiento de

explantes de hojas de P. guadrangularis,

Loz resultados del ensaye (Fig 1.0uvadro 3}, muestran
que no  hubo desarrolle de log ewplantos  cuwando fuesron
cultivados ain hormona. Inigialmente el tajijido se mantuvo
verde, pere, pasada la sRqunda semana Somenzd 2 Eoroarse

amarilioento como sintoma de muerte de=)] tefido.

En leos medios de culiive con 2,4-D, se observd gque esha
hormona por §i sola promueve divisidn celular gque condueco a
la formacidn de callo. En contentraciones de 0,3 mg/L, el
calln Jue de color blanquecing, con tejide friakle epn la
superficie. Al auwnentar 21 nlvel de esta auxipa 5 1,0 & 2,0
mg/L, hubo mayver crecimiento de callo para gada nivel,
acompafiado de c¢ambiocs en la coloracidn & cafeée claro. LOB
mayores callos se pbtuvieron conr el nivel de 4,0 mg/l,
comparados gon los demds tratamientos de este ensayo. Fuseth

de cologr bBlanco acuoso muy Caracteridhtico, con superficie
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A (mg/L)

2,4 0,0 1,0 5,0 10,0
(mg/1) o R RRRBRBRRRRR—R———IE=..,

1,5

Fig. 1. Efectos de la aplicecidn de 2.4-T v BA en el

crecimiento de explantes de hojae de Fosslflora

guadrangnlarie en el medio liguido de MHitsch. E1
Zamoranc, fTebrerc de 1989.
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CUADRD ¥. Efecto do la aplicacidon de 2,4-D v BA en fl medio
liquide de Nitsch, sobre el crecimignio de

explantes de hojas de P, guadrangulacis. El
Zanprang, Tebreroc de 1989.

Hormong tamafio #“ Na. ¥ callo
Z.4-0 + HA sallo™ callo snbrev. + raiz.
0,0 -+ 0,0 —— 0 10 o}
Q.0 + 1,0 + S0 14 a
o,G + 5,0 + 44 g G
0,0 + 10,0 4+ 7 7 0
0,5 + 0,0 + 100 8 0
0.8 + L.0 “torbeh 100 g G
0,5 + 5,0 et 100 7 O
G,% -+ 10,0 o 100 9 O
1,0 + D, + i00 10 0
1.0 + 1,0 ot 100 1o 0
1,0 + 5,0 et 100 10 O
1,0 + 10,0 ++ 1640 7 0
2,0 +~ 0,0 -+ 1440 ] Q
2,0 + 1,0 ek 100 7 o
2,0 + 5,0 bt 160 @ 'a)
2.0 + 10,0 ++ 189 & v
4,0 + 0,0 e 100 9 11
&, 0 o LLU el 100 B 0
4,0 + 1,0 T+t 160 10 0
g, + 10,0 e 100 ig o

¥ Ausencia de calle (—), callos muy peguelos (+), callas
pequefocs (++)}, callos medianos (+++), callos grandes (+r++) .
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Fig. 2. Efecto de la aplicacion de 4 mg/L de 2.4-D, sabre
medio liguide de Nitsch, en 21 desarrello de raicoes
adventicias (via zallol, al cultivarse explantes de
hojas de P. guadrangularis. El Zamorano, febrero de
1989,

muy friable. En estos calleos se pude observar ricogénesis en

un 1L1% de los casos (Fig. 2, Cusadro 3).

La BA por si sola tuvo un efecto pobre en la formacidn
de callo, m=in embargo. a medida gue =& aumentd la
concentracidn de 1,0 a 5,0 v  Iuegs a 10,9 mgrsl., el
porcentsie da formacidn de ¢allos aumentd. Tampoto =se
observd diferencia en la coloracion verde caragteristica de
los wallps como repuesta & los diftersniss niveles de
hormonas, ni tampoco en ml tamafAo muy peguefc de lps mismos

a las ocho sgmands.




Comp resuyliade de las interacciongs de los diferentes
psivelas de 2,4-D vy 1,0 mg/l de BA +tantoc el tamaro de 1gs
ralio= como el porcentaje de formacion de estos fueron
similares. Tipicamente, fueron callos de color wverde clarno,
de tamafic medianc v  Trisbles =n la suparficie. Luego, ol
aumentar las concentraciones de Z2,.4-D sn combinacidn econ HBA,
las tasas de crecimientan dismipuyeron en los callos en todas
las combinaciones posibles (Fig. 1,.Cuadre 3); sin embargo,

la coloracidn fue sismpre vordosa.

2.— Efecto del AIA v la BA en el cracimienks de

explantes de hojas de P. guadrapoularis.

Al igqual gque en =1 ensayo anterior, no se observo
grecimiento de calloc en el tratamiento sin hormonas-. Para
log diferentes nivele=s de BR, ¥ =0 aussncia de auxina, soe
sbhgervo la TfTormacion de callos peguenos de coloracion

verdoss(Flig. 3, Cuadro 4}.

Fara log tratamientozs di los ditferentees niveles de AIA

gin BEA, no oo regisird crecimionic de calle.

La interaceicn del AIA ¥ Ia BA a niveles de 1,0 + 1,0 v
1.0 + 5,0 presenfaron callos grandes y medianes,
respectivamenle, siende los prineros los de mayor tamafic en

eEle ensayg. En ambos casos, los callos fueron de oolor cafte
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BA (mg/L)
ATA 0,0 1,0 5,0 10,0
{mg/1) . _
0,0
0,5
i,0

Fig. 3. Efactos de 1a aplicacidgn de ATA y BA &n el

crecimlento de explantes de holas de Pagslflors
quadrapgularls en el medio liguidoe de Nitseh, E1
Zamorano, febrero de 1BBE.
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CUADRO 4. Efectn de la aplicacidn de AIA ¥ EA 2n el medio
ligquidn de MNitsch, sobre =1 crecimiento de
axplantes de hojes de PB. guadrangularis. El
Zamorano fTebrero doe 1989.

Hormona tamafio % Nao. % calle

ATA + BA callo” callo sobrev. + raic.
Q.2+ 0,0 - £ i0 o
G,0 + 1.0 + BE % Q
.0 + 3,0 + 100 7 0
0,0 + 10,0 + 100 o 0
0,5 + 0,0 -— 0 8 O
.9 + 1,0 +4- 100 ¢ o
2.5 + 5.0 e 1600 & 0
0,5 + 10,0 ++ 100 8 0
1.0 =+ 0,0 — ¢ 10 O
1.0 + 1,0 e 160 10 C
1,6+ 5.Q freforte 100 8 O
1,0 + 10,0 wferde 1GD g a
2,0 + 0,0 e o =] O
Z,0 + 1,0 ++ 106 10 e
2.0 + 5.0 + 100 B Q
2,0 + 10,0 e+ 100 g o
4,0 + 0,0 o o 10 0
4.0 + 1,0 ++ 108 g c
4,0 4+ 5,0 +t 00 g 0
4,0 4+ 10,0 4o 100 g 0

= Ausencia de zallo (—), callos ouy psuefios (+), =allos

peqiefos [(++), calleos medianes {+++]. callos grandes (tit+) .
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wverdoso, rcon superficlie friable. Fara €1 restc de las
interacciones hubo formacion de callo muy peqgqUelos,. gQue
tendiasn & dizminuir al llegar a las concentracionses mas

plevadas de la dos hormonas, en especial de BA.

3.~ Efectn del #I8 v la K =n =] crecimientc de

explantes de hojas de P. guadranogularis.

El Cuzdro 3 muestra que no habo crecimisnto en =1
tratamiento =sin hormonas. Fara 1os tratamiento=s de los
difererntes niveles de AIA sin K, no se registrd crecimiento
de callos. En cuanto a la K,y para =1 pivel 1,0 mg/L de K

sola, no s observo crecimiento de calle-

Si bien al aumentar la concentracidn de K, de 53,0 mg/sl
a 1,0 mgfl., se2 pudo observar formacidn de callox el
creclmnisnis fus muy pobre, v Lhajid el porcentaje =0 21 nivel
mas slevado. EBEn ambos Cas0s, los cellos fusron de color
verde v paco friables. Fara 2l pivel 3.0 mg/L de K combinado
conr les difgrentes niveles de AlA, se observd unm menor
porcentaje de formacidn de £alleo, sungue el tamafho, =0
general, fue algo mayor gue los obternidos en las difersntes

gcombinaciones del nivel 1,0 mgdst de K gon 21 &IA.

Fara las diferentes combinacicones, en los niveles mas
Bajan, los callos gue se formerogn fueron de color caté

tzlaro, mientras que emn los niveless altos fTueron verdes y de
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CUADRO 3. %fectu de la aplicacion de &IA v X en el medicg
liquido de Nitsch, sobre el crecimiento de
explantes de hojas de P. gusdrangplsris. EL
Zamorano, Tebrero de 198%.

Hormons fLamafic b Mo . % callo
AIA + K calla* calla sobrav. + raiz.
Dy 0,0 — O 14 G
QL0 + 1.0 — o 19 O
G 3,0 - 100 ¥ o
0.0 + 13,0 -k 77 7 o
0,5 + 0,0 o O < o
0,5 o+ 1,0 + 55 g i
0,9 5,0 + TOo 1¢ 0
0,5 10,0 ++ 100 14 O
1,0 + 0,0 - O g 0
h + 1,0 -+ 140 7 O
1.0 L +h 87 g O
1,0 + 10,0 e lag g o
2,0 0,0 —— O g 0
2.0 + 1,0 + 100 T O
2,0 + &0 +t foYa 7 O
2.0+ 10,0 ot 100 10 o
4,0 + 0,0 — a Z 0
4,0 4 1,0 + 100 iQ 0
4,0 + 5,4 +t 7o B O
4.0 + 10,0 trbt 100 3 O

* fusesncia de calle {~—-), callos muy pEquelos (+); calles

peguefics (t+), calles medianos {+++),

callos grandes {4} L
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tamafo mediance al llegar a la intaraccidn del nivel 4,0 mg/L

de AlA v 10,0 mo/l de K (Cuadro 3)

4.- Efecto del cambioc de concentracion de hormonas  en
los medios dg culbive para repigues de gallyg de P,
Ouagranoularis.

Luepgo de rexlizados los repiques de log callos friables
sbitenidos de los cultives indclales, 32 incubaron diches
calles durante un periodo de ocho semapas, durante el cual,
unicamenie se puds ohservar wn  aumento de tamafo en los

diferentes gallns.




DISCUSION

i.— Efecln de laz auxinas en lz formaciémn de calle en

ciplantes de hojas de P. guadrangularis.

En lom explantes cultivadeos sin hormonas, no se observo
crecimiento de callo, posiblemente por gur et ausencla de
reguladores de grecimienic, no hay una cambic en el
metabolismo celular (sintesis de aAcldes nucleicos vy
proteinas), sin le cual no se iniciaria el proceso de

divisidn caelular.

Al adicionarse 2,4-~D, posiblemente se llegue a un
equilibrig con laos niveles enddgencs celulares de
citoquininas, &n consecuenclia, ocurre dn cambio en el
metabolismg celular y se produce la divisidn, lo gque
explicaria la formacidn de callos mavyores obtenidos al
cultivarse los explantes sobre mediana con 2,4-0 emn
concentraciones de 4 mg/lL. Bidwel (197%), indica que para el
2,4=-0 hay potoe sistemas enzimdticos, producidos en los
teifidos de las plantas, gapages de deoradarlo, lo gue induce
& mayores acumulaciones al =mer- aplicado sobre los tejidos.
Posiblemenie al llegar a Jas ocho semanas de cultivo, los
niveles Iipiciales han disminuido v s encuentra en

concentraciones endigeEnas que inducen la rizogénesis.

HIBLIGTECA WRSDH PUFENUL

ESBUELA AGRICTLA FPANAMERIC AN

AFARTEDD DY
THGUCHIALPA HOMOL® L2
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i se compara =1 esfecto del 2,4~D tton =] del AIA, la
sequnda, tuwando se aplige sola, no indujo la division
celular, a lo mejor, porque nunca existid un equilibrio gon
los mivelas endégernos te citoguininas. Ademis, &1
consideramis que el AIA e85 una  hormons sintetizada en low
tejidos vegetales, &sta puede ser inactivada o degradada por
la &ecildn enctimAtica de oxidasas y paroxidasas (Bidwell,
1973), por lo que no se manitien# una contentracidn adecuada
en el tejide, 1o gue hace que se pierda 21 guilibrio con
los niveles endogenos de citiguininas. En consecuencia, no

se produce divisidn celular.

Z.— Efecto de las citoquininas #n la formacidn de callo

en axplantes de hojes de P. guadpapgularis.

La escssa  formacidn de calle, producto de la poca
divisidn geluliar, para lea diferentea niveles de las
citoguininas B4 v K, aplicados en  los medios vy en ausencia
de auxinas exdgenas, indican 1 desequilibric en el gqgue
egtuvieron crn los niveles anddgenos de aurinas existentes

wrt los tejiidos.

La B8 sismpre produjo fallos muy pequelcos, lo gue no
piicedidc con la K en concentraciones de 1,0 mglfl., 1o gque
parece indlicar gus la BA loagra un oejor balance hormonal gue

la K, con las auxinas sndugenas.
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3.~ La dnteraccicn de las auninas con las citoguininas
gn la Fformacidn de callo en explantes de hojas de

F. guadranguiaris.

El mayogr desarrollic de callo 2n las distintas
combinaciones de B& con Z.4-0 v BA con AIA, se obtuvieron
cuando la citcguinins estsbs & niveles e 1mgsL. En
contraste con las respussias a3 log diferenbes niveles de
2,4-0 con ia HA a concentraciones de lmgsl, donde. en todos
los gaso=s, =& produjeron callos similares (dee tamano
medianel. Unicaments la inkeraccion de AIA & nivel de 1 mg/sl
ton la BA a concentracidn similar,induic 1 desarrollo de

callos grandes.

La B, en conceptraciones de 10 mogl/L;: al combinarse con
el AIA a niveles de 44 mg/lL, produjercn callocs de tamafo
medianc. E= de notarse que de todas las interacciones
rosibles de K con AI&, nunca g8 logrd 21 desarralls de
callos grandes, & lo mejor porgue ne 52 1legd & los niveles

recesarios de hormonas para sntrsar sn equilibrio.

4.— Efecto del cambio de concenbracidn de hormonas
sobrg 8l crecimiento de callios Triable.
S presume que el proceso de diferenclacion puede

llevarss a cabo in vitre, tinicamente, cuando los niveles de

auxinas v witoguinipas iIlegan & un 2equilibric adecuado =n el

teijide en cultive {(Bhoiwani y Razdan, 17B3). Dicha niwvel
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puede ser alcanzado por sintesis enddgena del kejido, o por
aplicaciones exdgenas; el segundo caso el el mas comin para
la inpduccidn a organogénesis via callo. £% probakle, en el
caso presenkte, ogue 1o niveles de citoguininas aplicados
fueran muy bajos pars inducir la formacidn de brotes (Evans,

19815 .

Si bien en los cultivos iniciales se observd
rizogé&nesis al aplicar 4 mQ/l. de 2,4-0, s puade pensar que
#n  Ios medics para repigues, los niveles de auxinas no
fueron lo suficientements elevados como péra indoucis 1a

formacidn dg raices.



VI, CONCLUSIONES.

1.— La rcapacidad dJde las ceélulas vegetalas maduras de
revertirase hacia un estado meristemdtico. formando tejide

dediferenciade [callae), hsa pedide ochsgrvarge al cultivar

explantes de hojas de P, guadrangularis.

2.~ De las dos auxinas probadas, 2,4-D v  AlA, dnicanente la

primers, por si sola, indufo el desarroclle de sallo.

I.~ las gitequininas por S5i solas son capaces de inducir la

formacidn de calle en Fo guadranoularis.

4.~ Para las diferentes combinaciones probadas entro suxinas
v citoquininas , el mejor resyltadn se pbituvo cuando e) ATA

interactuts con la B&.

8.~ Pgsiblemente, los niveles endogenos de auxinas vy de
zitoguininas sen kajcs en los tejidps de hojas de BP.

quadrangularis, en relacicn con los niveles de horoonas que

normalmente s Usan en los trabajos io vitrp.




YII. RECOMENDACIONES.

1.~ Centinuar ¢on los trabajos in witrg de Passiflora

puadrangularis, [a =T determinar el procesc de
micropropagacion.
2.— Frobar medios de cultivos mas completea comb son el M5

{Murashige v Skoon) o &1 35H {Shenk vy Hildebrandt}.

S.— Proabar nuevas combinagiones de auxinas y citoquinines

diferentes a lag utilizadas 20 &l presentle ensayo.

4.— Probar diferentes esuplantes a los usadosg en el presente

ensayn tales como merisiemas o yemas.
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Arexo 1. Composliclion del medio de Mitsch.

Eonstituyentos mgs1

Inorganicos

matrronuttrientes

MHANC = 720
KNOs P50
CaCl= 164
MgSta . 7H=0 185
KHzP O &8

micronutrientes

H=EBEO= 10
MnSos - 4H=0 25
2150, . 7H=0 10
MazMel, . 2HL0 O.23
CuS., - HMad 0.02%
FeSla. 7H0 27.8
Mag - EDTA.2HZ0 F7.3
Organicos
Ino=itel 10

fn

Acido nicotinico

FPiridoxina HC) 0.3
Tiamina HCI 0.5
Glicioa b
feido folico G.3
Rictina G.US

Sacarosa 2~
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