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Resumen

La curuba (Passiflora tripartita var. mollisima) es un frutal exético de gran importancia
econdmica tanto a nivel local como internacional. Esto es debido a su particular sabor y altos
contenidos vitaminicos. La propagacion sexual presenta varios inconvenientes a una escala
productiva, debido a que no hay una germinacién uniforme, los porcentajes de viabilidad de
semillas suelen ser bajos en este género, se originan plantas con alta variabilidad genética,
expresada en diferencias de crecimiento, vigor, rendimiento y calidad del fruto, expresado en
pérdidas econdmicas para los productores, razén por la cual la propagacion vegetativa, mediante
cultivo de tejidos vegetales surge como una alternativa para la produccion de este frutal, ya que
esta garantiza uniformidad y viabilidad en el producto. Esta investigacion se centrd precisamente
en una técnica de propagacion vegetativa que hasta el momento no habia sido aplicada en esta
especie, conocida como embriogénesis somatica, esto con el fin de garantizar una solucion a la
problematica propuesta. Se determind el efecto de orientaciones siembra de los explantes, asi
como de las concentraciones de los reguladores de crecimiento usados. Se confirmo la presencia

de tejido embrionario mediante cortes histoldgicos.

Palabras claves: Propagacion vegetativa, embriogénesis somatica, regulador de

crecimiento
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Abstract

The “Curuba” (Passiflora tripartite var. mollisima) is an exotic fruit of great economic
importance to both locally and internationally. This is due to its particular taste and high vitamin
content. Sexual propagation presents several drawbacks at a productive level, because there is
not a uniform germination, viability of seeds percentages tend to be low in this genre, originating
plants with high genetic variability expressed in differences of growth, vigor, performance and
quality of the fruit, expressed in economic losses for the producers, for which reason vegetative
propagation that arises as an alternative to the production of this fruit tree, since this ensures
uniformity and viability in the product. This research focused precisely on a technique of
vegetative propagation which has so far not had been applied in this species, known as somatic
embryogenesis, in order to secure a solution to the problem proposed. The effect of the
orientation of the explants was determined, as well as the concentrations of growth regulators

used. The presence of embryonic tissue by means of histological processing was confirmed.

Key words: Vegetative propagation, somatic embryogenesis, growth regulator
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1. Introduccion

En Colombia recientemente el area sembrada en frutas expresa una dindmica constante de
crecimiento, un aumento en casi un 10% desde la década de 1970 hasta el 2005 en la disposicion
y participacion en siembra indican un aumento para este sector. Esto constituye una estrategia
exportadora a largo plazo con miras a incursionar con una oferta sostenida y de calidad en los

mercados internacionales (Miranda Lasprilla, 2011).

Colombia es el pais que presenta mayor diversidad de Pasifloraceas, dentro de las cuales
se encuentra el genero Passiflora siendo el mas diverso de esta familia (Dhawan, Dhawan, &
Sharma, 2004). El género Passiflora es el mas grande de la familia Passifloraceae, abarcando
mas de 500 especies silvestres distribuidas en la regién neotropical (Muschner, Zamberlan,
Bonatto, & Freitas, 2012). Este género presenta una gran importancia ya que se le dan diversos a
sus frutos. A nivel alimenticio este género aporta variedad de nutrientes y minerales al
consumidor, asi como sabores de alta preferencia y un alto contenido en fibra (Carvajal et al.,
2014). A nivel terapéutico los usos son variados desde sus propiedades sedativas,
antiespasmadicas y antibacteriales. Actuales investigaciones han permitido conocer el potencial
farmacoldgico de ciertas especies de este género para la produccion de farmacos ansioliticos y
sedantes que han sido usados para tratar la ansiedad el insomnio, la histeria, epilepsia, los
espasmos Y el dolor (Carvajal et al., 2011). En cuanto a su importancia econémica se destaca por
su potencial ornamental debido a la exuberancia de sus flores que muestran una gama de colores
y formas exéticas, otorgandoles una belleza peculiar lo que ha propiciado la aparicion de
numerosos hibridos (Santos et al., 2012). Un Gltimo punto que hace importante este género son

sus interesantes relaciones con otros organismos, como lo es con sus polinizadores ya sean
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abejas, abejorros, colibris y murciélagos, también con hormigas para la proteccion de la planta y

la asociacion que presenta con micorrizas, entre otras (Ocampo, 2013).

La curuba (Passiflora tripartita var. mollisima) es un frutal exdtico de gran importancia
econdmica tanto a nivel local como internacional. Esto es debido a su particular sabor y altos
contenidos vitaminicos. Colombia es el pais en que presenta la mayor area para el cultivo
comercial de curuba, el cual para el afio 2017 ocupaba 1.524 ha de area sembrada en 36

municipios del pais (Minagricultura, 2018)

Las semillas juegan un papel importante en la renovacion, persistencia y dispersion de las
poblaciones de plantas, siendo el principal érgano reproductivo de la mayoria de las plantas
catalogadas como superiores (Doria, 2010). Los métodos de propagacion realizados por semillas
son conocidos como sexuales, debido a que se hace necesaria la presencia de sexos (masculino-
femenino), que a traves del proceso de polinizacion-fecundacion se da la formacion de esta
(Irigoyen & Cruz, 2005). Este método presenta varios inconvenientes a una escala productiva,
debido a que no hay una germinacion uniforme, generada por factores de latencia intrinsecos de
cada individuo (de Oliveira Prudente et al., 2017), aparte los porcentajes de viabilidad de
semillas suelen ser bajos en este género. (Ozarowski & Thiem, 2013). Por ultimo con este tipo de
reproduccién se originan plantas con alta variabilidad genética, expresada en diferencias de
crecimiento, vigor, rendimiento y calidad del fruto (Moreno, Alvarez-Herrera, Balaguera-Lopez,
& Gerhard, 2009), lo cual no es el objetivo desde un punto de vista productivo, donde se busca

uniformidad y mantenimiento caracteristicas de interés econémico.

Por lo tanto, la propagacién vegetativa surge como una alternativa de produccion de

plantas con el mismo genotipo de la planta madre (Uribe et al., 2011). La embriogénesis
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somatica es una técnica de propagacion vegetativa que consiste en la formacion de un embrién a
partir de una célula, sin la necesidad de la fusién de gametos. Este método se considera el mas
eficiente para la produccién masiva de plantas in vitro debido a la estructura bipolar del embrién
(raiz y brote) capaz de originar una planta completa (Seijo, 2003). Adicionalmente presenta
ventajas frente a la micropropagacion convencional como la generacion de plantulas con
meristemo apical y radicular simultdneamente, lo cual determina que no se requiere una etapa de
enraizamiento posterior, ademas de la facilidad para su escalamiento, y menor probabilidad de

variacion genética (Khadke & Kuvalekar, 2013).

Han sido reportados trabajos de embriogénesis somatica en varias especies del género
Passiflora, como lo son en Passiflora miniata VVanderpl, Passiflora speciosa Gardner, Passiflora
edulis Sims, Passiflora cincinnata Mast (de Oliveira Prudente et al., 2017), entre otras, pero ain
no han sido reportados en Passiflora tripartita var. mollisima. Por lo tanto, se plante6 como
objetivo general en esta investigacion el de evaluar la induccion de embriogénesis somatica en

hojas cotiledonares de Passiflora tripartita var. mollisima.

2. Marco de referencia

2.1 Familia Passifloraceae

La familia Passifloraceae esta compuesta por mas de 500 especies dispuestas en 18
géneros (Corréa et al., 2016). Las especies de esta familia se caracterizan por ser lianas o
enredaderas que trepan mediante zarcillos (Chaparro et al., 2015), aunque no es una vision
general ya que también suelen existir especies arboreas o en forma arbustiva. Sus hojas se
caracterizan por ser alternas y con estipulas. Los peciolos pueden o no presentar glandulas siendo
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estas sésiles o estipitadas y casi siempre pareadas. Las laminas foliares por lo general son enteras
0 2-3 lobadas. Las flores tienen un androgin6foro prominente, con menos frecuencia solo
gindforo y en pocas especies el ovario es sésil. Presentan una corona extraestaminal bien
desarrollada y sus frutos son bayas y raramente capsulas (Hernandez & Bernal, 2000). Las
especies de esta familia suelen ser muy Ilamativas por su importancia tanto ecolégica como
econdémica. En esta ultima se ve reflejado en el sector médico y ornamental, aunque
especialmente presenta una mayor relevancia en el sector alimenticio. Actuales registros
muestran la presencia de mas de 500 especies en el neotropico, siendo Colombia y Brasil las
areas con mayor diversidad de esta familia (Nardin, Bernacci, Shepherd, Bruno, & Plotze, 2015).
Colombia es el pais con la mayor riqueza de Passifloraceae, con aproximadamente 170 especies
(Gutiérrez, Miranda, & Cardenas, 2011), distribuidas en tres géneros, Ancistrothyrsus, Dilkea y
Passiflora. Esta riqueza representa aproximadamente el 26 % de las especies registradas a nivel
mundial, posicionando a Colombia como el pais con mayor diversidad tanto de especies

silvestres como cultivadas (Ocampo Pérez & Merlin Uribe, 2014).

2.2 Género Passiflora

El género Passiflora es el méas grande dentro de la familia de las Passifloraceae abarcando
alrededor de 500 especies (Delanoy, Van Damme, Scheldeman, & Beltran, 2006) con una
distribucion en las zonas templadas y tropicales del Nuevo Mundo, siendo escasas en Asia,
Australia y Africa tropical (Carvajal et al., 2011). Este se distribuye desde el nivel del mar hasta
altitudes mayores a 3000 metros sobre el nivel del mar (msnm), destacandose la mayor riqueza

entre los 400 y 2000 msnm. Aproximadamente el 90% del total de las especies de este género
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son originarias de Ameérica, las cifras para Colombia muestran 164 especies de las cuales 58 son

consideradas endémicas (Marin Tangarife, Caetano, & Posada Tique, 2009).

2.3 Importancia de las Pasifloras

Este género presenta una gran importancia a varias escalas debido a sus propiedades
ecoldgicas, ornamentales, farmacoldgicas y sobre todos alimenticias (de Oliveira Prudente et al.,
2017). A nivel ecologico este genero es un indicador de biodiversidad debido a la interaccion que
presenta con multiples organismos, como polinizadores a gran escala y micorrizas a pequefia
escala (Ocampo Pérez & Merlin Uribe, 2014). A nivel alimenticio este género aporta variedad
de nutrientes y minerales al consumidor, asi como sabores de alta preferencia y un alto
contenido en fibra (Carvajal et al., 2014). A nivel terapéutico los usos son variados desde sus
propiedades sedativas, antiespasmaodicas y antibacteriales. Actuales investigaciones han
permitido conocer el potencial farmacologico de ciertas especies de este género para la
produccion de farmacos ansioliticos y sedantes que han sido usados para tratar la ansiedad el
insomnio, la histeria, epilepsia, los espasmos y el dolor (Carvajal et al., 2011). En cuanto a su
importancia econdmica destaca su gran potencial de exportacion que ha incrementado en los
ultimos afios asi como el valor por tonelada, permitiendo de este modo un apoyo del estado para
el mejoramiento de la cadena productiva (Ramirez & Salazar, 2012). En cifras el valor de
exportacion ha aumentado a un ritmo del 20 % al pasar de 4.908 toneladas en 2014 a 7.925
toneladas, siendo los principales consumidores paises de la Unién Europea (Minagricultura,
2018). Una de las caracteristicas por la cual se destaca este género radica en su potencial

ornamental y principalmente a la exuberancia de sus flores que muestran una gama de colores y
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formas exaticas, otorgandoles una belleza peculiar lo que ha propiciado la aparicion de

numerosos hibridos (Santos et al., 2012).

2.4 Curuba (Passiflora tripartita var. mollisima)

Dentro de este género una especie que presenta una gran importancia econémica es
Passiflora tripartita var. mollisima o cominmente conocida como curuba, parcha o tumbo la
cual es originaria de los valles andinos (Lizarazo, Hernandez, Fischer, & Gémez, 2013). Es un
fruto tropical semiperenne que crece desde Venezuela hasta Bolivia entre los 1800 y 3600 msnm
(Mayorga Cobos, 2016). Es un frutal exdtico muy apreciado tanto en el mercado interno como en
el externo debido a su particular sabor y altos contenidos vitaminicos. En Colombia el cultivo de
curuba durante el periodo comprendido entre 2007-2015 mantuvo una produccion anual de 20
mil toneladas, logrando una produccién total para el tiempo comprendido en este periodo de 161
mil toneladas, siendo los departamentos con mayor produccion Boyaca, Huila y Norte de

Santander con un porcentaje de 26%, 21% y 15% respectivamente (Viuche Ducuara, 2017).

2.5 Botanica

Se caracteriza por ser una planta trepadora de tallo cilindrico pubescente, de hojas
obovadas, trilobuladas y aserradas en las margenes, generalmente pubescente en ambas caras; su
flor es péndula y presenta una bractea cilindrica de color verde pubescente trilobulada; el caliz es
tuberoso y glabro, los pétalos son blancos, rosado palido o rosado intenso, oblongos con el apice
obtuso; presenta cinco estambres soldados en casi toda su longitud; las anteras son oblongas al

igual que su ovario; presenta tres estilos y tres estigmas. El fruto es una baya oblonga u ovoide
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con pericarpio coriaceo o blando, de color amarillo al madurar; semillas obovadas, con arilo

anaranjado, suculento y comestible (Ocampo Galvez & Hernandez Fernandez, 2014)

2.6 Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la Curuba

Clasificacion taxonémica

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embryophyta

Division Tracheophyta

Subdivisiébn  Spermatophytina

Clase Magnoliopsida

Superorden Rosanae

Orden Malpighiales

Familia Passifloraceae

Género Passiflora L.

Seccion Tacsonia

Especie Passilflora tripartita

Variedad Passiflora tripartiva var. mollisima

Adaptado de: ITIS report (“Integrated taxonomic information system. ITIS,” 2011)

2.7 Propagacion

La propagacion de plantas involucra la formacion y desarrollo de nuevos individuos los
cuales son usados en el establecimiento de nuevas plantaciones, esta puede ser de dos tipos:
sexual, donde es necesario la fusién de gametos para generar un nuevo individuo (semilla) y

asexual o vegetativa, la cual consiste en la generacion de nuevas plantas a partir de fragmentos
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de la planta madre donde tendran la misma informacion genética. EI primer tipo de propagacion
ofrece ventajas en contraste con otros métodos, debido a que con este es el Unico método de
produccion de nuevas variedades, es decir favorece la produccion de individuos con alta
variabilidad genética, lo que podria ser benéfico para combatir ciertas enfermedades, aparte que
suele ser el de menor costo y el de mayor facilidad para producir en masa (Miranda et al., 2015).
Mientras que con el segundo tipo de propagacion la ventaja mas representativa es el
mantenimiento a través del tiempo de un genotipo especifico (Park, 2002). Las formas mas
comunes de propagacion vegetativa son por estacas y esquejes, por injertos, por acodos, por

raices y por cultivo de tejidos (Irigoyen & Cruz, 2005).

2.8 Propagacion vegetativa in vitro como método de regeneracion de Pasifloras

Gran parte de las especies pertenecientes a esta familia suelen ser especies aldbgamas, es
decir, que presentan una alta variedad genética, razon por la cual no se recomienda el uso de
semillas para propagacion debido a la heterogeneidad producida. Aparte que la mayoria de
semillas de esta familia muestran variedad de casos de latencia exdgena, lo cual hace més tedioso

el proceso de extraccién y preparacion de semillas para su siembra (Miranda et al., 2015).

La propagacién asexual presenta varias ventajas como lo es la generacion de los mismos
genotipos a través del tiempo; la flexibilidad para implementar clones adecuados con el objetivo
de mejoramiento y condiciones ambientales; y la capacidad para gestionar la diversidad y
ganancia genética en plantaciones (Park, 2002). El avance en técnicas de propagacion asexual de
plantas in vitro, ha servido para la regeneracion vegetal y multiplicacion clonal tomando como

base explantes de diversos tipos (Criollo Escobar, 2013). En resumen, la propagacion vegetativa
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logra la estabilizacion de variedades hibridas, obteniendo de este modo mayores ganancias
genéticas y una mejor uniformidad de los cultivos (Lelu-Walter, Teyssier, Guérin, & Pagues,

2016).

2.9 Embriogénesis somatica

Se conoce como embriogénesis somatica al proceso por el cual células somaticas bajo
ciertas condiciones adecuadas para su induccidn, forman células embriogénicas, que atraviesan
una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos, dando como resultado la produccion de una
estructura bipolar (apices de tallo y raiz) que no presenta una conexion vascular con el tejido
original (Bahadur, Rajam, Sahijram, & Krishnamurthy, 2015). Esto se fundamenta bajo el
concepto de totipotencia celular, que plantea la capacidad de cualquier célula de dividirse y
producir una planta completa y funcional (Nic Can et al., 2015). Inicialmente esto fue propuesto
por el botanico aleman Haberlandt para la época de 1900, quien mencionaba que cualquier celula
vegetativa de una planta podria inducir la formacién de embriones (Dantu & Tomar, 2010). Pero
no fue si no hasta 1958 que se demostrd por primera vez la embriogénesis somatica por Reinert y
Steward, quienes trabajaron con suspensiones celulares de Daucus carota. (Von Arnold, Sabala,
Bozhkov, Dyachok, & Filonova, 2002). y surgido como una via de propagacion de gran utilidad
para la conservacion in vitro de germoplasma como también para el mejoramiento genético de
especies mediante seleccion artificial (Seijo, 2003).Este proceso no es del todo artificial, ciertos
géneros de plantas como Citrus y Mangifera generan embriones adventicios a partir de células

que estan fuera del saco embrionario (Dantu & Tomar, 2010).
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2.9.1 Reguladores de crecimiento usados en embriogénesis somatica

Los reguladores de crecimiento son compuestos naturales o sintéticos que afectan los
procesos metabdlicos o del desarrollo en plantas superiores, aparte estan involucradas en muchos
procesos, que permiten a las plantas reaccionar ante estimulos internos y externos. Estos pueden
alterar el equilibrio de las hormonas vegetales en las plantas tratadas mediante la aplicacién
exogena de hormonas naturales o sus andlogos sintéticos. Los reguladores mas conocidos y de
mayor uso a nivel de cultivo de tejidos son las auxinas, citoquininas, acido abscisico y etileno

(Rademacher, 2015).

En el proceso de embriogénesis somatica los reguladores de crecimiento que mayor
respuesta han obtenido y por ende su mayor uso, corresponden a las auxinas y citoquininas. Las
auxinas han demostrado ser indispensables para la induccion del proceso embriogénico, donde
varias han sido evaluadas siendo la de mayor uso debido a su efectividad, la hormona sintética
“Acido 2,4-diclorofenoxiacético” (2,4 D). Las citoquininas por su parte también han sido
reportadas como indispensables en el proceso de embriogénesis somética debido a que inhibe el
potencial embriogénico y promueve la division celular. Entre las de mayor uso y efectividad esta

la 6 Bencilaminopurina o benciladenina (BAP 6 BA) (Dantu & Tomar, 2010).

2.9.2. Utilidad: Esta técnica ha surgido como una herramienta biotecnoldgica de gran
aplicacion a nivel industrial como académico. Uno de sus principales usos es para propagacion
clonal, ya que a partir de pocos explantes puede ser obtenida una gran cantidad de ejemplares
con caracteristicas similares a la planta madre, puesto que el genotipo sera conservado en la
siguiente generacion. Esto con el objetivo de obtener plantas para pruebas, para masificar

produccion o para acortar el ciclo de reproduccion de una especie de interés particular. Otro uso
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de esta herramienta biotecnoldgica es la crioconservacion mediante la cual es almacenado
material biologico, que en este caso serian los embriones somaticos con el fin de conservar y
disponer de estos a largo plazo (Celestino, Hernandez, Carneros, Lopez-Vela, & Toribio, 2005).
Y por altimo, esta herramienta es de gran utilidad para estudios enfocados a transformacion y

mejora genética de alguna especie de interés (Horstman, Bemer, & Boutilier, 2017).

2.9.3. Fases de la embriogénesis somatica: Durante el proceso de embriogénesis
somatica pueden diferenciarse varias etapas o fases, siendo la primera la induccion en la que las
células del explante cambian su patrén de expresidn y generan los primeros embriones
somaticos, por lo general este cambio se debe a la presencia de un regulador de crecimiento en el
medio de cultivo, seguidamente viene una fase de multiplicacién donde los embriones somaticos
ya inducidos, se multiplican por embriogénesis secundaria. Terminado esto prosigue una fase de
diferenciacion, que implica histogénesis para una posterior maduracion y por ultimo aparece la
fase de conversion en planta, donde los embriones inician su germinacion para transformarse en

plantulas y asi poder ser transferidas al suelo. (Celestino et al., 2005).

2.10 Antecedentes

No han sido reportados en la literatura trabajos enfocados a la induccion de
embriogénesis somatica en esta especie (Passiflora tripartita var. mollisima) pero si han sido

reportados trabajos en otras especies de este género tales como:
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Tabla 2. Antecedentes de investigaciones en embriogénesis somatica en varias especies

del género Passiflora.

Titulo Afo de Autores Objetivo Referencia
Publicacion
A novel regeneration 2009 Maurecilne | El objetivo de este (M.L.da
system for a wild Lemes da trabajo fue lograr Silvaetal.,
passion fruit species Silva, Daniela | inducir la formacion 2009a)
(Passiflora cincinnata Lopes Paim  de embriones
Mast.) based on Pinto, Miguel = somaéticos a partir de
somatic embryogenesis Pedro embriones  cigoticos
from mature zygotic Guerra,Eny  para  generar un
embryos lochevet Segal = protocolo
Floh, Claudio | reproducible de
Horst produccion de
Bruckner, embriones de P.
Wagner cincinnata.
Campos Otoni
Ploidy stability of 2010 Daniela Lopes @ Esta investigacion = (Paim et al.,
somatic Paim Pinto, | determind la ploidia 2010)
embryogenesis-derived Beatriz de de las plantas de de P.
Passiflora cincinnata Almeida cincinnata,
Mast. plants as Barros, regeneradas por
assessed by  flow Lyderson embriogénesis
cytometry Facio Viccini, = somaética con el fin de
Jose” Marcello | verificar la utilidad de
Salabert de | este protocolo
Campos,
Maurecilne
Lemes da
Silva, Wagner
Campos Otoni
Somatic 2011 Daniela Lopes | En este trabajo se (Paimetal.,
embryogenesis  from Paim Pinto, | centraron 2011)
mature zygotic Ana Maria | especialmente en el
embryos Rocha de desarrollo de un
of commercial Almeida, protocolo para la
passionfruit (Passiflora Mailson embriogénesis
edulis Sims) genotypes Monteiro somatica en P. edulis
Rego, con el fin de generar
Maurecilne  un  sistema  mas
Lemes da eficiente de
Silva, Evelyn | transformacién
Jardim de genética.
Oliveira,

23



Somatic
embryogenesis
wild  passion
species
Passiflora
Masters:
histocytological

and histochemical
evidences

of a
fruit

cincinnata

Morphogenetic
potential of native
passion fruit
(Passiflora gibertii N.
E. Brown.) calli

Histochemical
evaluation of induction
of somatic
embryogenesis

in  Passiflora edulis
Sims (Passifloraceae)

Characterization of the
formation of somatic
embryos

2012

2013

2015

2017

Wagner
Campos Otoni
Diego Ismael
Rocha, Lorena
Melo
Vieira,Francisc
0 André
Ossamu
Tanaka,
Luzimar
Campos da
Silva, Wagner
Campos Otoni
Milene Alves
de Figueiredo
Carvalho,
Renato Paiva,
Eduardo
Alves, Rairys
Cravo
Nogueira,
Vanessa
Cristina Stein,
Evaristo
Mauro de
Castro, Patricia
Duarte de
Oliveira Paiva,
Daiane Peixoto
Vargas

Gizelly M. da
Silva, AnaC.
F. da Cruz,
Wagner C.
Otoni, Telma
N. S. Pereira,
Diego I.
Rocha,
Maurecilne L.
da Silva
Débora de
Oliveira
Prudente,
Renato Paiva,
Sebastien
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Esta investigacion
tiene como principal
objetivo mostrar
cambios en la
organizacion celular
con un énfasis
espacial y temporal
durante la fase de
embriogénesis
somatica  en P.
cincinnata

Este trabajo planted

como objetivo
caracterizar el
potencial

morfogenético de P.
gibertii, implicando
procesos de

embriogénesis

El objetivo de este
trabajo fue demostrar
mediante cortes
histologicos
sustancias de reserva
durante el proceso de
embriogénesis
somatica en P.edulis.

Esta investigacion
busca desarrollar un
protocolo eficiente in
vitro para el proceso
de embriogénesis

(Rocha,
Vieira,
Tanaka, da
Silva, &
Otoni, 2012)

(de
Figueiredo
etal., 2013)

(G. M. Silva
etal., 2015)

(de Oliveira
Prudente et
al., 2017)



from mature zygotic
embryos of Passiflora
ligularis Juss.

Carpentier, | somatica  en
Rony ligularis.
Swennen,
Fernanda
Carlota Nery,
Luciano
Coutinho
Silva, Bart
Panis.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

e Evaluar la induccion de embriogénesis somatica en hojas cotiledonares de

Passiflora tripartita var. mollisima.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar un protocolo de desinfeccion en hojas cotiledonéres de Passiflora
tripartita var. mollisima.

e Evaluar el efecto de la orientacidn de siembra y la adicion de diferentes
combinaciones de reguladores de crecimiento sobre explantes foliares de
Passiflora tripartita var. mollisima

e Verificar la induccion de embriogénesis somatica mediante cortes histolégicos
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4. Metodologia

Este trabajo se llevo a cabo entre los meses de Julio del 2017 hasta octubre del 2018, en
el laboratorio de Cultivos vegetales in vitro suscrito al programa de biologiay a su vez a la

facultad de Ciencias basicas de la Universidad de Pamplona.

4.1 Material vegetal

Se recolectaron frutos maduros en el mercado principal del municipio de Pamplona, de
Passiflora tripartita var. mollisima que presentaran buenas caracteristicas fitosanitarias, es decir,
un estado 6ptimo de madurez, sin la presencia de patégenos y con una forma y textura vigorosa.

Esto con el fin de garantizar una produccion con caracteristicas de interés al consumidor.

4.2 Germinacion

Tras haber seleccionado los frutos con las caracteristicas anteriormente mencionadas se
recurrié a la extraccion de las semillas del fruto, a estas se los removié totalmente el arilo que las
recubria con el objetivo de evitar alteraciones en el proceso de germinacion, para luego llevarlos
secado durante 3 dias. Estando las semillas ya listas se prosigui6 a su respectiva siembra en
bandejas de germinacion, las cuales contenian sustrato organico que les otorgaba soporte y
nutricion. Estas bandejas fueron llevadas al cuarto de incubacion a una temperatura de 16 a 22
grados centigrados y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. El tiempo de

germinacién hasta llegar al estado de plantula duré aproximadamente 4 a 5 semanas.
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4.3 Esterilizacion de explantes

Al cabo de 4 semanas cuando las plantulas germinadas abrieron sus hojas cotiledonéres,
estas fueron cortadas e inmediatamente puestas en agua para evitar su oxidacion. La metodologia
usada fue la propuesta por da Silva et al., 2009, y se le realizaron modificaciones en cuanto a los
tiempos de exposicion y tipos de soluciones usadas. Esta consisti6 inicialmente en realizar
abundantes lavados con agua estéril, luego fueron pasados por hipoclorito de sodio al 2% durante
30 minutos en constante agitacion; seguidamente se realizaron nuevamente lavados con agua
estéril para posteriormente pasarlos por una solucion de yodopovidona al 10% durante 30
minutos también en constante agitacion, esto con el fin de minimizar la presencia de
contaminantes; terminado este tiempo nuevamente se realizaron lavados con agua estéril para
eliminar residuos presentes y quedar listos para su posterior siembra. Todo este proceso fue

realizado en una cabina de flujo laminar para garantizar una mayor asepsia.

4.4 Induccion de embriogénesis somatica

Para evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento, se prepararon 25 ml de medio de
cultivo correspondiente al recipiente de vidrio donde se realizo la siembra. EI medio de cultivo
usado fue el MS (Murashige & Skoog, 1962) adicionado con vitaminas tales como tiamina (0,1%
v/v), acido nicotinico (0,01% v/v), piridoxina (0,01% v/v), y myo-inositol (0,1% v/v), también
sacarosa al 3% vy el agente gelificante Plant-agar (3%). Aparte, se le suministraron diferentes
concentraciones del regulador de crecimiento Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) (4,5 uM,
18,1 uM y 27,1 uM) y una concentracion constante de Bencilaminopurina (BA) (4,5 uM) (M. L.

da Silva et al., 2009a). EI medio se ajust6 a pH 5.8 antes de ser autoclavado a 121 °C por 15 min.
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Las siembras fueron llevadas al cuarto de incubacion a una temperaturade 16 a22°C+2°C y

un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad durante aproximadamente 6 semanas.

4.5 Tratamientos

Se evalu6 como primer tratamiento el efecto de la orientacién del explante al momento de
la siembra, este consistio en hallar una posible diferencia en las variables medidas con respecto a
la orientacion del explante, es decir, si habia una mayor respuesta de las variables cuando el
explante estaba ubicado de forma adaxial o abaxial al medio de cultivo. Como segundo
tratamiento se evaluo el efecto de tres dosis del regulador de crecimiento acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) sobre los explantes de Passiflora tripartita var. mollisima, donde se
buscaba hallar una posible diferencia en las variables medidas con respecto a la concentracion

del regulador de crecimiento usado.

4.6 Disefio experimental.

Para la evaluacién de los tratamientos se crearon 4 niveles que consistieron en la
variacion de la concentracion del regulador de crecimiento 2,4 D y una concentracion constante
de 4,5 uM del regulador de crecimiento BA. El nivel cero o control, el cual carecia de
concentracion alguna de estos reguladores de crecimiento, solo contenia las condiciones basicas
explicadas anteriormente de un medio de cultivo; El nivel uno contenia una concentracion de 4,5
UM de 2,4 D; El nivel dos contenia una concentracion de 18,1 uM de 2,4 D y el nivel tres una
concentracion de 27,1 uM de 2,4 D. Cada nivel contenia 8 unidades experimentales con 4

replicas respectivamente, para un total de 128 unidades experimentales totales.
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Para la evaluacidn del efecto de la orientacion del explante se usaron las mismas
concentraciones anteriormente descritas e igual cantidad de unidades experimentales, con la
diferencia que los explantes fueron sembrados con una orientacién distinta, es decir, si en el
tratamiento inicial los explantes estaban con la cara abaxial al medio en este tratamiento estaria
con una orientacion adaxial al medio, brindando las mismas condiciones y tiempos de
incubacion.

Tabla 3. Concentraciones hormonales y hormonas usadas en la induccion de
embriogénesis somatica

Nivel BA (UM)  2,4D (uM)
0 0 0
1 4,5 4,5
2 4,5 18,1
3 4,5 27,1

4.7 Evaluacion del tratamiento

Las variables evaluadas fueron las mismas para los dos tratamientos. Estas fueron
porcentaje de callo formado por explante; Tipos de embriones formados y nimero total de
embriones. Para la medicion de la primera variable que fue la de porcentaje de callo formado, se
recurrié al software de procesamiento de imagen digital ImageJ version 1.8 (Schneider, Rasband,

& Eliceiri, 2012). El procedimiento consistio en tomar aleatoriamente cinco unidades
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experimentales por nivel de tratamiento y observar si estas presentaban la formacion de callo. Si
la observacion era positiva se recurria de una manera no destructiva a tomar una fotografia del
explante con una respectiva escala, luego esta imagen se procesaria mediante el software
anteriormente mencionado, el cual arrojaria el valor especifico del area del explante que formo
callo. Esta evaluacion fue realizada cada tres dias hasta que los explantes empezaran a presentar
formacion de embriones. Inmediatamente los explantes formaran embriones se suspendia la
evaluacion de callo y se proseguia con el conteo y clasificacion de los mismos. Para la
evaluacion de la segunda variable se tomd cada unidad experimental de cada tratamiento y bajo
el estereoscopio se realizé la clasificacion y conteo de los embriones formados en estado
Globular, Corazon, Torpedo, Cotiledonar y Maduro. Para la Gltima variable se recurrié a sumar
los embriones encontrados en las distintas fases con el fin de obtener los embriones totales por

nivel de tratamiento.

4.8 Cortes histologicos

Se tomaron explantes que presentaran formacion de embriones para evidenciar y verificar
el tejido embrionario. Estos fueron fijados en formol al 10 % y lavados en etanol al 70 %,
posteriormente se deshidrataron a través de una serie graduada de alcohol etilico y xylol para su
seguida fijacion en parafina. Se realizaron cortes delgados (8 pum) con ayuda de un micrétomo
rotatorio y cuchillas de acero inoxidable para su posterior montaje en portaobjetos. El proceso de
tincion fue tomado y adaptado de da Silva et al., 2009. Este consistié en agregar azul de Evans
(0,5%) durante 3 minutos, seguido de orceina acético-lactica (2 %) y por ultimo azul de

Toluidina por 10 minutos. Tras la aplicacion de cada tinte se realizaban abundantes lavados con
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agua destilada con el objetico de eliminar residuos de colorante. Estas placas fueron observadas

bajo el microscopio donde se tomaron fotografias y se realiz6 su respectivo analisis.

4.9 Andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron desarrollados con un disefio completamente al azar con
cuatro réplicas de 32 unidades experimentales en cada nivel tratamiento. Las pruebas aplicadas
correspondieron a pruebas de analisis no paramétrico debido a la distribucién que presentaron los
datos. De este modo, para determinar el efecto de la orientacion de siembra sobre la variable de
porcentaje de callo y embriones totales, se aplicé la prueba de comparacion dos muestras
independientes de Mann-Whitney con un valor alfa de 0,05, y para la determinacién del efecto
de las concentraciones hormonales sobre las variables ya mencionadas se aplico la prueba de
analisis no paramétrico para muestras independientes de Kruskal-Wallis, con un valor alfa de

0,05.
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5. Resultados

El tiempo de este experimento fue de 38 dias, desde el momento de la siembra de los
explantes foliares, hasta la verificacion visual de la presencia de tejido embrionario 0 embriones

somaticos.

5.1 Evaluacion del protocolo de desinfeccion

Al pasar los 38 dias de siembra se realizo el conteo de los individuos que presentaron
algun tipo de contaminacién debido a la presencia de algun tipo de contaminante (levaduras,
hongos o bacterias) o en estado de oxidacién (Figura 1). Debido a que en el experimento se
realizaron dos orientaciones de siembra de los explantes, los resultados relacionados a la

evaluacién del protocolo de desinfeccidn seran mostrados por separado.

B . C |

i
)
Figura 1. Verificacion de la presencia de contaminacion en las unidades

experimentales. A. explante viable. B. explante contaminado. C. Explante oxidado.
Barra=0,5 cm

De esta manera se obtuvo que en la siembra con orientacion axial al medio del explante,
el porcentaje de oxidacion fue del 3,91%, y para la siembra con orientacion abaxial al medio del
explante se obtuvo un porcentaje de oxidacion del 3,13 %. De manera general en todo el

experimento el porcentaje de oxidacion obtenido fue del 3,52 % (Figura 2).
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Figura 2. Presencia de oxidacion en las unidades
experimentales con relacion a la orientacion de siembra del explante

Para la contaminacidn se obtuvo que en la siembra del explante con orientacion axial al
medio, el porcentaje de contaminacion fue del 6,25 %, y para la siembra del explante con
orientacion abaxial al medio se obtuvo un porcentaje de oxidacion del 12,5 %. De manera

general en todo el experimento el porcentaje de contaminacion obtenido fue del 9,38 % (Figura

3).
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Figura 3. Presencia de contaminacion en las unidades
experimentales con relacion a la orientacion de siembra del explante
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5.2 Efecto de la orientacion de siembra sobre el porcentaje de callo

Para la evaluacidn del porcentaje de callo se tomaron en cuenta los datos obtenidos a
partir del dia 17 después de la siembra, ya que desde este instante se verifico visualmente que los
explantes sembrados empezaron a mostrar una respuesta morfologica ante la presencia de las

distintas concentraciones hormonales (Figura 4).

Se obtuvo que en la orientacidn de siembra con cara adaxial al medio la mediana de la
variable porcentaje de callo fue de 11,14, mientras que la mediana obtenida para el porcentaje de

callo en la orientacién de siembra con cara abaxial al medio fue de 8,64.

vy —

i ¥ : x\-.:
Figura 4. Formacion de callo en los explantes foliares.
Presencia de callo en tejido foliar (indicado por las flechas).

Barra=0,5cm
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La prueba para dos muestras independientes de Mann-Whitney aplicada para evaluar el
efecto de la orientacion de siembra del explante; con orientacién de la cara axial al medio de
cultivo o con orientacion de la cara abaxial al medio de cultivo; sobre la variable de respuesta la
cual es el porcentaje de callo, arrojé que no hay una diferencia estadisticamente significativa en

este experimento, con un p valor de 0,618 (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de la orientacion de siembra sobre el porcentaje
de callo generado por los explantes (barras con letras similares no
presentaron diferencias estadisticamente significativas. 0=0,05)

Esto indica que la orientacion con relacion al medio a la cual sea sembrado el explante no
influye significativamente sobre la variable referente a porcentaje de callo. A pesar de que la
mediana de la variable de porcentaje callo fue mayor para la orientacion de siembra axial al
medio, esta diferencia no es significativa con relacion a la orientacion de siembra abaxial al

medio.
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5.3 Efecto de la orientacion de siembra sobre los embriones totales

Se obtuvo en cuanto a la orientacion de siembra de los explantes y su efecto sobre la
variable de nimero de embriones, que cuando la siembra del explante fue realizada en
orientacion adaxial al medio la mediana de este valor fue de 4 mientras que cuando la orientacién

de siembra fue abaxial al medio la mediana presentada fue de 5 (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la orientacion de siembra sobre los embriones totales
generados por los explantes (barras con letras similares no presentaron
diferencias estadisticamente significativas. a=0,05)

La prueba para dos muestras independientes de Mann-Whitney aplicada para evaluar el
efecto de la orientacion de siembra del explante sobre la variable de respuesta que en este caso es
el nUmero de embriones obtenidos, arrojo un p valor de 0,943, indicando que la orientacion de

siembra del explante no influye significativamente sobre la variable de nimero de embriones.
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5.4 Efecto de las concentraciones hormonales sobre el porcentaje de callo

Para esta fase se buscaba determinar el efecto ejercido por las dosis hormonales

agregadas al medio de cultivo y su respuesta ante el porcentaje de callo generado. Se evaluaron

por separado el efecto de las concentraciones por cada orientacion de siembra de los explantes.

5.4.1 Efecto de las concentraciones hormonales sobre el porcentaje de callo en la

orientacién de siembra adaxial al medio

En esta orientacion de siembra de los explantes se obtuvo que los valores de la mediana

para cada nivel del tratamiento 0, 1, 2 y 3, fueron 0 %, 12.77 %, 18.67 %, y 21,88 %

respectivamente, de la variable evaluada correspondiente a presencia de callo (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de las concentraciones hormonales en la orientacion de
siembra adaxial al medio sobre el porcentaje de callo generado por los explantes
(barras con letras similares no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. 0=0,05) (0= Sin reguladores de crecimiento; 1= 4,5 uM BA+4,5

UM 2,4D; 2=4,5 uM BA+18,1 uM 2,4D; 3=4,5 uM BA+27,1 uM 2,4D
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La prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes aplicada para observar el
efecto de la dosificacion hormonal con respecto al porcentaje de callo generado arrojo un p valor
de 0,00 indicando que la concentracion hormonal agregada si influye sobre la variable de

respuesta.

En este caso se obtuvo que el nivel, al cual no fueron agregados reguladores de
crecimiento, como no present6 formacion de callo, fue aquel que presenté diferencias
significativas con relacién a los otros niveles hormonales. EI mayor valor de porcentaje de callo
fue obtenido en el nivel 3 de concentracion hormonal, pero este no resulto ser estadisticamente

diferente a los niveles 1y 2 (Figura 7).

5.4.2 Efecto de las concentraciones hormonales sobre el porcentaje de callo en la

orientacién de siembra abaxial al medio

En esta orientacion de siembra de los explantes se obtuvo que los valores de la mediana
para cada nivel del tratamiento 0, 1, 2 y 3, fueron 0 %, 16,59 %, 16.09 %, y 14,44 %

respectivamente, de la variable evaluada correspondiente a presencia de callo (Figura 8)

La prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes aplicada para observar el
efecto de la dosificacion hormonal con respecto al porcentaje de callo generado arrojo un p valor
de 0,00 indicando que la concentracion hormonal agregada si influye sobre la variable de
respuesta. En este caso se obtuvo que el experimento control fue aquel que presento diferencias
significativas con relacion a los otros niveles hormonales. EI mayor valor de porcentaje de callo
fue obtenido en el nivel 1 de concentracion hormonal, pero este no resultd ser estadisticamente

diferente a los niveles 2 y 3 (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de las concentraciones hormonales en la orientacién
de siembra abaxial al medio sobre el porcentaje de callo generado por los
explantes (barras con letras similares no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. a=0,05) (0= Sin reguladores de crecimiento;
1= 4,5 uM BA+4,5 uM 2,4D; 2=4,5 uM BA+18,1 uM 2,4D; 3=4,5 uM
BA+27,1 uM 2,4D

5.5 Efecto de las concentraciones hormonales sobre los embriones totales

En esta fase se buscaba determinar el efecto ejercido por las dosis hormonales agregadas
a los medios de cultivo y su respuesta ante los embriones generados. Se evaluaron por separado

el efecto de las concentraciones por cada orientacion de siembra de los explantes.
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5.5.1 Efecto de las concentraciones hormonales en la orientacion adaxial al medio

Para esta orientacion de siembra los valores correspondientes a la mediana de la variable
evaluada fueron 0, 15, 7 y 5, respectivamente para cada nivel de concentracion hormonal (Figura

9).
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Figura 9. Efecto de las concentraciones hormonales en la orientacién de

siembra adaxial al medio sobre el nimero de embriones generados por los explantes

(barras con letras similares no presentaron diferencias estadisticamente

significativas. a=0,05) (0= Sin reguladores de crecimiento; 1= 4,5 uM BA+4,5 uM

2,4D; 2=4,5 uM BA+18,1 uM 2,4D; 3=4,5 uM BA+27,1 uM 2,4D

La prueba de analisis para muestras independientes “Kruskal-Wallis” arrojé un p valor de

0,00 y determind que la dosificacion hormonal correspondiente al nivel 1 (4,5 uM BA+4,5 uM
2,4D) fue la que presento el mayor valor de numero de embriones y estadisticamente diferente a
los otros niveles del tratamiento. Las concentraciones usadas en los niveles 2 y 3 no mostraron

una diferencia estadisticamente significativa entre ellas en cuanto al nimero de embriones

producidos, mientras que el nivel 0 (Control) no present6 desarrollo embriogénico durante el

41



experimento. Esto indica que la variable de embriones totales no se ve favorecida por altas

concentraciones de las hormonas usadas.

5.5.2 Efecto de las concentraciones hormonales en la orientacion abaxial al medio

Para esta orientacion de siembra los valores correspondientes a la mediana de la variable
evaluada fueron 0, 14, 5 y 4, respectivamente para cada nivel de concentracion hormonal (Figura

10).
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Figura 10. Efecto de las concentraciones hormonales en la orientacion de
siembra abaxial al medio sobre el numero de embriones generados por los
explantes (barras con letras similares no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. 0=0,05) (0= Sin reguladores de crecimiento; 1=4,5 uM BA+4,5 uM
2,4D; 2=4,5 uyM BA+18,1 uM 2,4D; 3=4,5 uM BA+27,1 uM 2,4D

La prueba de analisis para muestras independientes “Kruskal-Wallis” arrojé un p valor de
0,00 y determind que la dosificacion hormonal, al igual que en la orientacion de siembra anterior,
correspondiente al nivel 1 (4,5 uM BA+4,5 uM 2,4D) fue la que presento el mayor valor de

numero de embriones y estadisticamente diferente a los otros niveles del tratamiento. Las
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concentraciones usadas en los niveles 2 y 3 no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa entre ellas en cuanto al nUmero de embriones producidos, mientras que el nivel 0
(Control) no presentd desarrollo embriogénico durante el experimento. Esto indica que
dosificaciones altas de estas hormonas no favorecen la produccion de embriones somaticos en

estos explantes foliares.

5.6 Determinacién de estadios embrionarios

Para esta fase final de la investigacion se realizd un conteo de los embriones totales
generados por cada unidad experimental y asi mismo se realiz6 una clasificacion de acuerdo al
estado de desarrollo en el que se encontraban. Se lograron determinar embriones en estadios

globular, corazon, torpedo, cotiledonar y maduro (Figura 11).

La prueba de anélisis para muestras independientes “Kruskal-Wallis” determiné en la
orientacion de siembra adaxial al medio, que el estadio embrionario con mayor informacion
corresponde al estadio de torpedo presentando diferencias estadisticamente significativas con el
resto de los estadios embrionarios. Los estadios globular y maduro no presentaron diferencias
significativas en sus valores, pero si con los estadios corazon y cotiledonar. De igual forma en la
orientacion de siembra de los explantes con cara abaxial al medio se obtuvo que el estadio
embrionario que presentd mayor informacién correspondi6 al estado de torpedo, presentando
diferencias estadisticamente significativas con el resto de embriones. Los embriones en estado
globular presentaron diferencias significativas con los demas estadios embrionarios, pero no
fueron los que presentaron mayor informacion, mientras con los estadios corazon, cotiledonar y

maduro no presentaron diferencias significativas entre ellos.
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Figura 11. Determinacion de estadios embrionarios en explantes foliares.
ESG. Embrion somatico globular. ESC. Embrion somatico corazén. EST.
Embrion somatico torpedo. ESCT. Embrion somético cotiledonar. ESM.
Embrion somatico maduro. Barra= 0,3 cm (A-E); Barra=0,5 cm (F)
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Figura 12. Estadios embrionarios hallados en cada orientacion de siembra de los explantes
(En cada orientacién de siembra, barras con letras similares no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. 0=0,05).

5.7 Verificacién de embriones somaticos mediante analisis histolégicos

En esta Ultima fase de la investigacion se buscaba verificar que el tejido formado por los
explantes correspondiera a tejido embrionario y por ende afirmar la presencia de embriones

somaticos.

Para esto se realizaron cortes histoldgicos de las unidades experimentales, seleccionando
preferiblemente aquellas que presentaran una alta formacion de callo y que en los recuentos

finales tuviera el mayor nimero de embriones, ademas, se verifico la presencia de tejido
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embrionario mediante la coloracion del tejido, usando como tinte de verificacion la orceina

acetolactica, la cual en presencia de tejido embrionario viraba a color rosado.

Los analisis histologicos mostraron la presencia de masas embriogénicas verificadas por
la coloracion tomadas por este tejido. Se hallaron y determinaron los estadios de los embriones
somaticos (ES), observados en el analisis histoldgico, correspondiendo a estadios globulares
(Figura 13a, 13d, 13e), asi como al estadio torpedo (Figura 13c, 13f). De igual forma se

encontraron masas proembriogénicas (Figura 13b) que aun no presentaban alguna diferenciacion.
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Figura 13. Analisis histoldgico de la induccién de embriogénesis somatica en
explantes foliares de P. tripartita var. mollisima. Embriones somaticos (ES). A. Embrién
somatico en estado globular (40x). B. Masa proembriogénica (40x). C. Embrion
somatico en estado torpedo (40x). D. Embrion somatico en estado globular (40x). E.
Embrion somatico en estado globular tardio (40x). F. Embrién somatico en estado
torpedo (40x). G. Embridn somaético en estado globular (40x).
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6. Discusién

Esta investigacion determind el efecto de la orientacion de siembra y de concentraciones
hormonales sobre el desarrollo de tejido embrionario en explantes foliares de Passiflora

tripartita var. mollisima.

6.1 Efecto de la orientacién de siembra de los explantes

Para el primer tratamiento correspondiente a orientacion de siembra del explante se
determin6 que no influye significativamente la orientacion a la cual sean sembrados los
explantes con relacion a las variables medidas en esta investigacion (Porcentaje de callo y
embriones totales) (Figura 5y 6). Esto se contrapone a lo expuesto por Colla, et al. 2011,
quienes hallaron que la formacion de embriones en cotiledones de semillas de Phaseolus
vulgaris, se ve influenciada por la orientacion de siembra de la muestra. Obtuvieron que cuando
las muestras fueron sembradas con la cara adaxial al medio presentaron formacion de embriones,
mientras que cuando se realizd la siembra con cara abaxial al medio la formacion de embriones
fue nula (Collado et al., 2011). De igual forma lo concluyen Chen, Chang, 2012, quienes
determinan que la orientacion de siembra de los explantes influyen significativamente en la
produccion de embriones de Oncidium, en este caso determinaron que hubo una mayor respuesta
de estos cuando los explantes eran sembrados en orientacion abaxial al medio (Chen & Chang,
2002). Llegan a la misma conclusion Bermudez et al, 2010, quienes determinan que la
orientacion de siembra tiene un efecto significativo en la respuesta embriogenica en individuos
de Glycine max, concluyendo que en la orientacion de siembra abaxial al medio es donde mas

numero de embriones se obtienen (Bermudez et al., 2010). De igual forma concluyen Bathia et
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al., 2005, quienes demuestran que la orientacion de siembra abaxial al medio de los explantes de
Lycopersicon esculetum, inducen una mejor regeneracién tanto en namero como forma de brotes
(Bhatia, Ashwath, & Midmore, 2005). A la misma conclusion llegan, Asthana, Rai y Jaiswal en
2017, quienes mencionan que los explantes en contacto con la cara abaxial al medio se ven mas
favorecidos en cuanto a su respuesta de induccion y generacion de callo, asi como la formacion
de tejido embrionario y por ende un aumento en la frecuencia embriogénica (Asthana, Rai, &

Jaiswal, 2017).

Como se observo, varios trabajos determinan que una orientacion de siembra u otra favorecen
la produccion de callo o tejido embrionario dependiendo de la especie o genotipo con el cual se esté
trabajando. En esta investigacion a pesar de que los valores para el porcentaje de callo fueron
mayores con la orientacion de siembra adaxial al medio, y para el nimero de embriones, con
orientacién de siembra abaxial al medio, se determind que no eran estadisticamente diferentes a los
valores arrojados por las otras orientaciones de siembra de los explantes, razon por la cual se obtuvo
que la orientacion de siembra de los explantes de Passiflora tripartita var. mollisima, no influye

significativamente sobre estas variables.

6.2 Efecto de las concentraciones hormonales

Para el segundo tratamiento, correspondiente al efecto de varias concentraciones de los
reguladores de crecimiento BA'Y 2,4 D, se determind que si hay un efecto de las
concentraciones usadas sobre las variables medidas (Porcentaje de callo y embriones totales)
(Figuras 7, 8, 9 y 10). Para la variable de porcentaje de callo se obtuvo que los niveles donde

fueron agregados reguladores de crecimiento (1, 2 y 3), presentaron diferencias significativas en
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comparacion con la prueba control, mientras que entre ellos no hubo diferencias estadisticas
(Figura 7 y 8). Para la variable de embriones totales se hallé que la concentracion que genero
mayor numero de estos y estadisticamente diferente a los otros niveles, corresponde a la usada en
el nivel 1 (4,5 uM BA+4,5 uM 2,4D), mientras que las concentraciones usadas en los niveles 2 y
3 no presentaron diferencias estadisticas entre ellas. Al haber dos orientaciones de siembra de los
explantes estos analisis fueron realizados por separado y expuestos de la misma forma, pero la
respuesta de las concentraciones hormonales en relacidn a los embriones producidos por los
explantes fue la misma tanto orientacion de siembra adaxial como abaxial. En ambas
orientaciones el nivel que presentd mayor numero de embriones y con diferencias significativas
al resto fue el nivel 1 (4,5 uM BA+4,5 uM 2,4D) (Figura 9 y 10). Resultados similares fueron
obtenidos por Pinto et al., quien determind que las concentraciones mas altas de reguladores de
crecimiento no favorecian la produccion de embriones somaticos en la mayoria de genotipos
usados de Passiflora edulis (Pinto et al., 2011). Da silva et al., 2009 mencionan que la adicion
de reguladores de crecimiento (BA;2,4 D) al medio de cultivo tiene un efecto significativo sobre
la formacion de embriones de Passiflora cincinnata, para estos resultaron ser optimas los rangos
de concentraciones intermedias de 2,4 D en la formacion de embriones y de callo (da Silva et al.,
2009). De igual forma, los resultados expuestos por Bernal, et al., 2018, mencionan que las
concentraciones intermedias propuestas en su investigacion son las que influyen
significativamente en la formacion de embriogénesis no cigética en Passiflora maliformis
(Bernal et al., 2018). Del mismo modo de Oliveira Prudente et al.,2017, trabajando con
embriones cigoticos de Passiflora ligularis demostraron que concentraciones bajas del regulador
de crecimiento 2,4 D presentaron una mayor respuesta de porcentaje de embriones somaticos

generados (de Oliveira Prudente et al., 2017).
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Como se observo en esta investigacion y trabajos similares, es esencial la combinacion de
estos reguladores de crecimiento (2,4 D + BA) para el proceso de induccion de embriogénesis
somatica, ya que estos presentan un rol principal en la regulacién del ciclo, division y
diferenciacion celular (Pinto et al., 2011), de igual forma es confirmado por Bernal et al., 2018,
quienes mencionan que la adicion de estos reguladores de crecimiento por separado no influyen
significativamente sobre la formacion de embriones somaticos, mientras que si se combinan
inducen a la formacion de células embriogénicas, debido a la activacion de genes especificos
involucrados en la diferenciacion celular, asi como también pueden aumentar el nimero de
poblaciones celulares mientras simultaneamente se suprime la diferenciacion celular y se

convierten en embriones.

Como se observé los rangos de concentraciones usadas del regulador 2,4 D son bastante
variables en cada especie investigada, esto debido a factores especificos del organismo, como
una mayor o menor sensibilidad a esta hormona, factores histoldgicos, genéticos, fisioldgicos,

entre otros (Pinto et al., 2011).

6.3 Analisis histologicos

Se verifico y determind la presencia de tejido embrionario en los explantes foliares
analizados. Esto se obtuvo mediante un procesamiento histologico de las muestras que
comprendian por una parte la coloracion de tejidos, que indicaban de acuerdo a la tonalidad que
tomaran, si era 0 no tejido embrionario, y por otra, el analisis microscopico de las muestras
obtenidas para la determinacion de las placas obtenidas. Para la verificacion de tejido

embrionario se usé y modificd la metodologia propuesta por da Silva et al., 2009, alli se usaron
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una gama de colorantes y modificando el tinte encargado de tefiir el tejido embrionario, el cual
fue la orceina acético-lactica, que indicaba la presencia de tejido embrionario cuando la muestra
viraba a un color rosado, tal cual se obtuvo en los cortes realizados a las muestras seleccionadas.
Alli gran parte de tejido fue tefiido en este color (Figura 13), resultados similares fueron hallados
por Gémez, Uribe, Rios, & Manuel, 2006, quienes usaron este colorante para determinar y
verificar la presencia de tejido embrionario en los callos analizados de Eucalyptus globulus. De
igual forma se realizaron analisis histoldgicos por da Silva et al., 2009, para verificar la presencia
de tejido embrionario inducido en embriones cigoticos de Passiflora cincinnata, estos
determinaron la presencia de masas proembriogénicas mediante el uso de carmin acético, el cual
vird a color rojo intenso en presencia de tejido embrionario. Igualmente, Pinto et al., 2011, hace
uso de colorantes y especificamente del carmin acético para diferenciar las poblaciones celulares
correspondientes a tejido embrionario. Del mismo modo de Oliveira Prudente et al., 2017, hace
uso de anélisis histoldgicos para la verificacion de tejido embrionario en la induccion de
embriogenesis en Passiflora ligularis obteniendo proliferaciones celulares con estas
caracteristicas y precisamente obtiene estadios embrionarios, tales como el globular,

correspondiente a una fase inicial en el proceso de formacion de un embrion.

Estos trabajos apoyan los resultados obtenidos en la determinacion de tejido embrionario
en explantes foliares de P. tripartita var. mollisima, verificado por la coloracién adquirida en las
muestras, asi como por las estructuras halladas tras el andlisis histolégico, recalcando la
presencia de embriones y su diferenciacion en estadios globulares y torpedo (Figura 13A'y 13C).
No se conocen aun en la literatura trabajos direccionados a la induccion de embriogénesis
somatica en la especie analizada, siendo este uno de los primeros en abarcar en este proceso en

Passiflora tripartita var. mollisima.
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7. Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

La evaluacion del protocolo de desinfeccion analizado resulto ser adecuado en la
desinfeccion de explantes foliares de Passiflora tripartita var. mollisima, obteniendo valores

inferiores al 10% de contaminacion en esta investigacion

La orientacion de siembra de los explantes de Passiflora tripartita var. mollisima en el
medio de cultivo MS no influyen significativamente tanto en la formacion de callo de los

explantes como en la formacion de embriones.

Las concentraciones de los reguladores de crecimiento 2,4 D y BA, influyen
significativamente sobre la formacion de callo de los explantes y sobre todo en la formacion de
embriones somaticos, siendo la concentracion de 4,5 uM BA+4,5 uM 2,4D la que mayor

informacion presento para estas variables.

La induccion de embriogénesis somética fue determinada mediante analisis histologicos,
que constaban de la comprobacion mediante coloracion del tejido y mediante el analisis

microscopico de las muestras.
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7.2 Recomendaciones

Se hace necesario continuar con estudios orientados a optimizar el protocolo propuesto de
induccidn de embriogénesis somatica en explantes foliares Passiflora tripartita var. mollisima, y

especificamente a la fase de aclimatacion de los embriones producidos.

Al ser uno de los primeros trabajos realizados en Passiflora tripartita var. mollisima se
hace necesario evaluar el proceso de induccidn en otro tipo de explantes y aplicar otro tipo de

reguladores de crecimiento para verificar y comparar con los resultados obtenidos

Verificar la efectividad del Carbo6n activado agregandolo al medio de cultivo para

disminuir la tasa de oxidacién de las muestras.
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