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RESUMEN

La gulupa es una fruta exética que se ha posicionado en el
mercado internacional por su alto nivel nutricional. Dicha
caracteristica ha originado una alta demanda de frutos de
buena calidad. En este trabajo se establecié un protocolo
para la propagacion iz vitro a partir de embriones cigoti-
cos, semillas y de segmentos nodales de gulupa (Passiflora
edulis Sims.); dentro del disefio experimental se variaron
las concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClO) para
la desinfeccion de semillas y explantes ex zitro. En el esta-
blecimiento del cultivo de embriones cigoticos, se realizd
imbibicion de las semillas en dos concentraciones de acido
giberélico (AG,) previa a la siembra en el medio basico
Murashige Skoog (M&S), suplementado con 6-bencilami-
nopurina (BAP). Para la evaluacién de la propagacion se
realizaron 25 tratamientos con variacion de las concentra-
ciones de BAP y kinetina (Kin) en medio basico M&S, con
fotoperiodo 16/8 h y temperatura de 2522°C. Se observo
que para la desinfeccién de los explantes se requiere de
una concentracién de NaClO de 1-2%; imbibicién de las
semillas por 24 h con AG, (4,33 um) en el medio M&S
con adicién de BAP (6,66 um), para la germinacion de los
embriones cigoticos, asi se obtuvo induccién de brotes y
crecimiento de los mismos. La proliferacién de brotes y
su elongacion se observé en el medio basico M&S, con
adicion de tiamina 3 mg/L, AG, 0,58 um, BAP 4,44 um
y kinetina 4,65 um.

Palabras clave: Passifloraceae, multiplicacion clonal,
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ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF A PURPLE PASSION
FRUIT (Passiflora edulis SIMS.) PROPAGATION
PROTOCOL FROM ZYGOTIC EMBRYOS AND

AXILLARY SHOOTS

The purple passion fruit is an exotic fruit that has been
positioned in the international market due to its high nu-
tritional value. This characteristic has led to a high demand
for good quality fruit. In this research a protocol for
vitro propagation from zygotic embryos, seeds and gulupa
nodal segments (Passiflora edulis Sims.) was established.
Within the experimental design the concentrations of
sodium hypochlorite (NaClO) were varied for seed dress
in explants disinfection ex vifro. In establishing the culture
of zygotic embryos imbibition of seeds was performed
in two concentrations of gibberellic acid (AG,) prior to
planting in the basic medium Murashige Skoog (M&S),
supplemented with 6-benzylaminopurine (BAP). For
the evaluation of propagation 25 treatments were tested
with varying concentrations of BAP and kinetin (KIN)
in basic medium M&S, with photoperiods of 16/8 h and
25%2°C temperature. It was observed that for disinfection
of explants a concentration of 1-2% NaClO is required;
seed imbibition for 24 h with AG, (4.33 um) in the M&S
medium with BAP (6.66 um) addition for zygotic embryos
germination thus obtaining shoots induction and their
proliferation. Shoots proliferation and their elongation was
observed in basic medium M&S, with addition of thiamine
3 mg/L, AG, 0.58 um, 4.44 um BAP and kinetin 4.65 pm.

Key words: Passifloraceae, clonal multiplication, nodal
segments, kinetin, 6-benzylaminopurine (BAP).
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INTRODUCCION

La gulupa (Passiflora edulis Sims.) es una fruta
exotica originaria de la regiéon comprendida entre la
Amazonia brasilefia, el norte de Argentina y Paraguay
(Morton, 1987; Escobar, 1988); se ha posicionado
en el mercado internacional en el quinto lugar
de exportaciones de frutales después del banano,
platano, banano bocadillo y uchuva. Los paises
hacia donde se exporta la gulupa son principalmente
Inglaterra, Francia, Holanda, Suecia, Espafa y
Alemania logrando un volumen de 700.000 kg/afio.
En Colombia, su cultivo se ha convertido en una
excelente alternativa agricola y en una importante
fuente de ingresos para los agricultores por su alto
valor en el mercado internacional, por considerar
que es un fruto muy apetecido por su exquisito
sabor, aroma y contenido en vitamina C, hierro y
tésforo (Departamento Técnico “Agricultura de las
Américas”, 1987; Wenkam, 1990; OCATI, 2000).

La calidad y el rendimiento de los cultivos en general
dependen del material vegetal a propagar, en gulupa
son pocos los estudios sobre la propagacion, los
métodos actuales generan materiales de siembra de
baja calidad, con bajos porcentajes de germinacion,
baja poblacion de plantas establecidas y por ende bajos
rendimientos (Gutiérrez e/ al., 2011); en Colombia hay
un desconocimiento sobre la procedencia de este
material, hecho que explica la alta variabilidad de los
cultivos haciendo dificil conservar materiales con
caracteristicas agronémicas deseables; ello debido a
que la gulupa es una planta al6gama, por lo tanto la
reproduccion sexual representa mayor variabilidad
fenotipica en las plantaciones, caracteristicas poco
deseadas para las variedades comerciales cuando
se requicre calidad de la fruta, uniformidad y alta
productividad (Forero & Becerra, 2008).

Aunque las plantas producidas por via sexual son
vigorosas y presentan una vida mds larga que por
esqueje, para este tipo de propagacion se recomienda
utilizar las semillas obtenidas en un intervalo de
tiempo no mayor de un afio, debido a que ellas pierden

rapidamente viabilidad. Las semillas germinan entre
los 20 y 30 dias (Morton, 1987), con un porcentaje
de 80 a 85% (Forero & Becerra, 2008; Gutiérrez ef
al., 2011), sin embargo esta germinaciéon presenta
dificultades de tipo fisico y quimico, ya que la testa es
pétrea y posee una resina que la hace impermeable.

Por lo tanto, la contribucién de los procesos
biotecnoldgicos a través de los sistemas 7z vitro
permiten mejorar la calidad de la planta y establecer
cultivos que garanticen una mejor produccion. La
propagacion clonal conocida como micropropagacion
es una alternativa que permite la produccion de plantas
uniformes y con altos estindares de calidad para el
establecimiento de cultivos comerciales, por lo tanto
en pasifloras esta técnica representa una excelente
alternativa en la produccion del material vegetal (Roca
& Mroginski, 1997; Perea & Tirado, 2011).

La diversidad genética que presenta el cultivo
de gulupa, justifica la necesidad de establecer un
protocolo de micropropagacién que permita la
propagacion clonal y la obtencion de plantas libres
de patégenos, utilizando explantes primarios yemas
axilares tomadas de plantas adultas con caracterfsticas
deseables y embriones cigbticos.

MATERIALES Y METODOS

Hste trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales del Departamento de Biologfa,
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
La investigacién se desarrollé en tres etapas: en
la primera, se realiz6 la seleccion y obtencion del
material vegetal; en la segunda, se evaluaron diferentes
concentraciones de hormonas (BAP & kinetina) para
el crecimiento de segmentos nodales; y en la tercera,
se desarroll6 el proceso de multiplicacion.

Seleccion de plantas madre: Las plantas adultas se
localizaron en la vereda San Raimundo del municipio
de Granada (Cundinamarca) ubicada en 4°31°00”
de latitud Norte y 74°20°50” longitud Oeste de
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Greenwich, a 2300 msnm y temperatura media de
15°C. Se seleccionaron plantas que presentaron alta
produccion y frutos de buen tamano. De estas plantas
se colectaron frutos maduros y estacas de 5-8 cm
de longitud, al menos con dos yemas axilares cada
una, las cuales se mantuvieron himedas durante su
traslado al laboratorio.

Establecimiento in vitro de cultivos: Los
frutos se enjuagaron con agua mais Tween 20®
(0,1 mL/100 mL). Las semillas se colectaron en
un tamiz y posteriormente desinfectadas en una
solucién de Isodine® al 3%, hipoclorito de sodio
al 2% durante 20 min y luego de realizar el lavado
con agua destilada estéril y enfriamiento durante 8
dfas a 10°C, se procedio al proceso de imbibicién
por 24 y 48 h con AG, 2,88 um y AG, 4,33 um; se
cultivaron semillas 7 vitro, semillas ex vitro y embriones
cigoticos bajo condiciones asépticas en medio basico
M&S (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con
diferentes concentraciones de BAP (T0: 0 um, T1:
BAP 2,22 um, T2: BAP 4,44 pm, T3: BAP 6,66 pm)

en camara de crecimiento con fotoperiodo de 16/8 h
y 25£2°Cy las semillas ex vifro en una parcela de 1 m*

Segmentos nodales: Para la desinfeccion de los
segmentos nodales obtenidos de plantas 7 vzvo al igual
que paralos obtenidos a partir de embriones cigoticos
in vitro, se aplic6 agua destilada mas Tween 20®
(0,1 mL/100 mL) (v/v) durante 5 min en agitacién
constante; inmersion en Isodine® al 3%, hipoclorito
de sodio al 1% durante 20 min y finalmente tres
enjuagues con agua destilada estéril. Posteriormente,
en camara de flujo laminar, de las yemas de cada
segmento nodal se eliminaron las hojas en desarrollo
y se escindi6 el meristemo acompanado de dos
primordios foliares. Los meristemos se cultivaron
por triplicado en 25 tratamientos con diferentes
concentraciones y combinaciones de citoquininas
BAP y Kin (Tabla 1) en el medio basico M&S
suplementado con AG, 0,58 um, tiamina 3 mL/L,
agar 8 g/Ly sacarosa 30 g/L. En total se cultivaron
75 meristemos.

Tabla 1. Tratamientos realizados para la induccion de brotes

Tratamiento Fitohormonas Tratamiento LT
pm um
BAP Kinetina BAP  Kinetina
T1 0 0 T14 4,44 6,97
T2 0 2,32 T15 4,44 9,3
T3 0 4,65 T16 6,66 0
T4 0 6,97 T17 6,66 2,32
T5 0 9,3 T18 6,66 4,65
T6 222 0 T19 6,66 6,97
T7 2,22 2,32 T20 6,66 9,3
T8 222 4,65 21 8,88 0
9 2,22 6,97 T22 8,88 2,32
T10 222 9,3 T23 8,88 4,65
T11 4,44 0 24 8,88 6,97
T12 4,44 2,32 T25 8,88 9,3
T13 4,44 4,65
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Multiplicaciéon: Después de la evaluacion del
tratamiento mas adecuado para el desarrollo de los
segmentos nodales, se realiz6 la propagacion en el
medio basico M&S, con adicién de tiamina 3 mg/L,
AG, 0,58 um, BAP 4,44 um y kinetina 4,65 um; se
cultivaron 50 segmentos a los que se le determiné
numero de brotes, hojas y segmentos nodales, y
longitud de las plantulas propagadas ademas de la
influencia en el crecimiento y vigor.

Analisis estadistico: El disefio fue totalmente
aleatorizado, se hizo andlisis de varianza (ANAVA);
se realizaron comparaciones multiples entre los
tratamientos por el método de Scheffé debido a que
este posee pocas restricciones y permite comparar
combinaciones de las medias de los tratamientos
(Canavos, 1999). Los datos se procesaron con el
paquete estadistico SPSS 15.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los
procesos de asepsia superficial son importantes
para mantener la viabilidad y facilitar la reactivacién
del crecimiento y desarrollo del explante (Rache &

Establecimiento in vitro de cultivos:

Tratamientos
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Pacheco, 2012). Roca & Mroginski (1997) muestran
que evitar la contaminacién es un aspecto basico
para el establecimiento de los cultivos iz vitro, pues
en el mejor de los casos los microorganismos no
destruyen los cultivos pero compiten con el explante
por los nutrientes del medio de cultivo o bien lo
modifican. Por lo tanto, algunos autores como
Olivera ez al. (2010) y Chaves ¢z al. (2005), proponen
ademds de la asepsia superficial el uso de germicidas
para reducir la contaminacién de explantes durante
el establecimiento  vitro.

Semillas: El proceso de asepsia superficial aplicado
permitié obtener semillas 100% asépticas. Los
porcentajes de germinaciéon de los embriones
cigbticos oscilaron entre 10 y 50%, y se demuestra
la importancia del efecto del acido giberélico y la
etapa inicial de enfriamiento de las semillas para
romper dormancia, es decir, generar las condiciones
adecuadas para la germinacion de la semilla (Schmidt,
2000; Mantilla, 2003). Las mejores respuestas se
obtuvieron en los tratamientos con imbibicién
durante 24 h en AG, (4,33 pum) y concentracion
de BAP (6,66 pum), en los que el porcentaje de
germinacion fue del 80% (Figuras 1y 2).

14 horas Agy 282 i
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Figura 1. Porcentaje de germinacién de embriones en los tratamientos
con imbibicién de la semilla en AG, 2,88 y 4,33 um y diferentes
concentraciones de BAP en el medio de cultivo.
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Figura 2. Germinacién y desarrollo de embriones cigéticos a las 6 semanas. a) Medio de
cultivo suplementado con BAP 6,66 um y 48 h AG, 4,33 um. b) Medio de
cultivo suplementado con BAP 6,66 um y 24 h AG, 2,88 um. ¢) Medio de cultivo
suplementado con BAP 6,66 pm y 24 h AG, 4,33 um.

Aunque se obtuvo un protocolo efectivo de asepsia
superficial de las semillas, los tratamientos empleados
para la germinacién no permitieron obtener la cantidad
de material vegetal necesaria para continuar con las
etapas siguientes. En condiciones ex #ifro, la germinacién
de semillas de gulupa se produce entre 20 y 30 dias y
presenta dificultades de tipo fisico y quimico, ya que
la testa es de contextura pétrea y posee una resina que
la hace impermeable (Hartmann e a/, 2002; Jiménez,
2006) por lo que el embrién dificilmente puede romper
esta cubierta.

Se ha reportado que las semillas latentes de
pasifloras requieren tratamientos de escarificacion y
temperaturas alternas entre 20 y 30°C durante 16 hy 8
h, respectivamente, durante seis semanas para promover
germinacion, debido a que asi se producen cambios
fisicos en la cubierta de las semillas que favorecen la
entrada de agua que induce la germinacion (Ellis ez a.,
1985).

Hechenleitner ez al. (2005) muestran que en P, pinnatistipula
Cav. las semillas se deben remojar por 24 h en agua fria
y sembrar posteriormente, la germinaciéon comienza
después de 4 semanas con 70% de germinacion, en la
eventualidad de disponer de semillas secas deben ser
remojadas en agua tibia durante 24 h. Por otra parte,
Camacaro ez al. (2005) reportan que las semillas de P
edulis Sims. f. flavicarpa presentan diferentes grados de
latencia que van desde 15 hasta 45 dias.

Otro proceso que se ha reportado para romper
dormancia de semillas es el pretratamiento con frio
(Mantilla, 2008; Balaguera ez a/., 2010) debido a que ello
permite la degradacién de acido absicico (ABA) presente
en la semilla, lo que a su vez aumenta la relacién AG,/
ABA para que ocurra la germinacion (Baskin & Baskin,
1998; Davis, 2004).

En este caso, el frio y la imbibicién de las semillas en AG,
permitieron que las semillas hidratadas aumentaran los
niveles endogenos de AG,,hormona que se acumula en
el embrion después de 24 h de imbibicion, y que estimula
la sintesis de Q-amilasa, en la capa de aleurona (Davis,
2004; Barcel6 et al., 2001); esta enzima es importante
para el paso de los productos almacenados al escutelo y
asiiniciar el crecimiento de las plantulas, debido a que se
promueve la divisién celular en la semilla haciendo que
se rompa la dormancia, desencadenando las actividades
metabdlicas previas a la germinacion de los embriones
(Gutiérrez et al., 2011). Las plantulas germinadas 7
vitro a partir de embriones cigbticos presentaron tallos
gruesos, nudos cortos y alta vigorosidad, sin embargo,
se debe revisar la obtencion del material vegetal a partir
de semillas cultivadas 7 vitro debido a la importancia
de que el material a propagar provenga de condiciones
asépticas y controladas, y asi poder garantizar la
sanidad y uniformidad de las plantulas en la fase de
propagacion. En cuanto a las semillas cultivas ex viro el
100% germinaron, las plantulas obtenidas presentaron
un desarrollo y crecimiento 6ptimo.
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Yemas axilares: Cuando los explantes primarios
proceden de plantas adultas, el establecimiento de
cultivos y la proliferacion 7 vitro son dificiles por las
susceptibilidad de los cultivos a la contaminacion
exégena y endégena que pueden presentar los
explantes y la escasa reactividad de los tejidos adultos
a la proliferacién i vitro.

Eluso de explantes a partir de segmentos nodales de
plantas adultas de vivero, mostrd una baja capacidad
de regeneracién a comparacion de los segmentos
nodales de plantulas obtenidas a nivel zz vitro o ex
vitro, esta capacidad estd determinada por el estado
de desarrollo de la planta y se ha comprobado que
las plantas juveniles tienen una mayor capacidad de
regeneracion (Pierik, 1990; Roca & Mroginski, 1997),
por lo que se considera prioritario intentar conseguir
mejores porcentajes de germinaciéon de semillas y
embriones cigbticos 7 vitro. La razén para el menor
poder regenerativo de estos explantes, puede estar
relacionada con la edad de la plantula y su estadio
de desarrollo, pues son factores determinantes para
la regeneracién y en este caso, a pesar de que los
explantes fueron seleccionados de una planta adulta,
con condiciones agronémicas y fisiolbgicas deseables,
el crecimiento de brotes fue restringido, acelerando
la senescencia de los tejidos debido a que no se
encontraban en estado éptimo.

Ademas, se debe tener en cuenta el medio de cultivo
y las condiciones fisicas bajo las cuales se desarrolla
la siembra, pues de esto depende que la células
competentes demuestren su capacidad intrinseca para
el crecimiento organizado (Rivera & Perea, 2001).

Experimentalmente para gulupa se determiné que
los explantes que se desarrollaron mejor, fueron
aquellos que contenian segmentos nodales largos

de plantulas jovenes provenientes de semillas
sembradas ex vitro, mientras que la utilizacién de
segmentos nodales provenientes de plantas adultas
mostraron deficiencias en la proliferacién de brotes
y su respectiva elongacion.

Propagacion: Los primeros brotes de los segmentos
nodales cultivados en los 25 tratamientos evaluados se
observaron alos ocho dias, en las siguientes semanas
se evidenciaron diferencias entre los tratamientos en
cuanto al nimero de yemas neoformadas, 2,3y 4 yla
longitud de los microtallos desarrollados a la cuarta
semana, que fueron de 6 a 7 cm.

El analisis de varianza para los datos de nimero
de brotes, yemas y hojas, longitud del microtallo y
brotes elongados, mostré diferencias estadisticamente
significativas. La prueba de Scheffé corrobord
la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los 25 tratamientos, este método
permite separaciéon de medias para las variables y
de esta manera se hallan las diferencias entre los
tratamientos (Compton, 1994); las comparaciones
multiples mostraron que el tratamiento con BAP
4,44 um y kinetina 4,65 um presento la mayor media
para todas las variables (Figura 3). Estos resultados
muestran la eficiencia de la combinacién de auxinas
y citoquininas, los cuales se contrastan con los
obtenidos por Kantharajah & Dodd (1990) quienes
cuantificaron un menor nimero de yemas axilares de
las plantulas obtenidas a partir de segmentos nodales
y discos de hojas en un medio suplementado con 8,88
um BA. Asimismo, Isutsa (2003) logré establecer la
regeneracion de plantas mediante el empleo de yemas
apicales de P. edulis en el medio M&S con adiciéon de
BAP 22,2 um y AG, 11,6 um y para la induccién de
raices utiliz6 ANA 21,5 pm.
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Figura 3. Medias de los tratamientos para cada longitud, nimero de nudos, hojas, brotes y

brotes elongados.

Es de resaltar que en todos los tratamientos hubo
proliferacion de brotes, crecimiento de los microtallos,
presencia de hojas y minimo uno o dos nudos por
explante, asf que aunque algunos tratamientos no hayan
obtenido la mayor media para las variables, en términos
experimentales se pueden usar otras concentraciones
en la relacion BAP y kinetina como el tratamiento
BAP 6,66 um y kinetina 6,97 um o BAP 8,88 um y
kinetina 4,65 um.

Respecto al desarrollo de yemas apicales y axilares,
en este trabajo se observé que las yemas apicales
se desarrollaron en un periodo mds corto que las
yemas axilares. En el medio suplementado con BAP
4,44 um y kinetina 4,65 um la tasa de multiplicacién
medida por la diferencia entre el nimero de apices
mas el nimero de segmentos nodales y el nimero de

segmentos iniciales fue de 4,5, con longitud media
de los microtallos de 9 cm, observandose que en
presencia de estos reguladores cada microtallo produjo
mayor cantidad de yemas neoformadas debido a que
los entrenudos fueron mas cortos. Mientras que en P,
ednlis var. flavicarpa, Rivera & Perea (2001) evaluaron
la activacion de yemas utilizando el medio Murashige
y Skoog (M&S) combinado con 13,32 um de BAP,
1 mg/L de tiamina y 160 mg/L de floroglucinol, los
cultivos permanecieron durante la primera semana
en oscuridad y luego se utilizé el fotoperiodo de
16/8 h, temperatura 2512°C, con lo que se obtuvo el
desarrollo de brotes abundantes y vigorosos después
de 16 semanas con una tasa de multiplicacién de 3,7
y longitud de plantulas de 6,5 cm confirmando que
no siempre las concentraciones altas de citoquininas
inhiben la elongacién de los brotes.
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En relacién a la formacion y desarrollo de los brotes,
se observo que para las concentraciones bajas de
citoquininas (Figura 4) en particular BAP, muchos
de los brotes no crecieron, mientras que para las
concentraciones intermedias a altas de las citoquininas
se observé crecimiento de brotes. Sin embargo, son
las concentraciones intermedias de BAP y kinetina las
mas adecuadas para el crecimiento y vigorosidad de
las plantulas, porque a concentraciones relativamente
altas de citoquininas se reduce la dominancia apical,
lo que permite el desarrollo de las yemas axilares.

Estos resultados permitieron establecer que BAP y
kinetina son eficientes para inducir la divisioén celular
en los segmentos nodales de gulupa, lo cual corrobora
los trabajos realizados en maracuya donde se reportan
las mismas fitohormonas como inductores de divisiéon
celular (Rivera & Perea, 2001).

Otros trabajos también muestran a las citoquininas
como inductores de brotes en pasifloras. Por
ejemplo, Faria & Segura (1997) reportan los estudios
en propagacion zz vitro de maracuya realizados a
partir de diferentes explantes hipocétilos y yemas
apicales con reguladores de crecimiento como bencil
adenina (BA) y 4cido indolacético (AIA). Dornelas
& Vieira (1993) utilizaron cotiledones cultivados en
el medio de cultivo M&S suplementado con BA en
una concentracion de 8,8 um, para la regeneracién
a partir de discos de hojas. Monteiro e al. (2000)
también usaron como regulador el BA. Ademas, en
organogénesis de segmentos internodales, hojas e
hipocétilos, entre otros (Biasie ez a/., 2000; Fernando
et al., 2007).

De esta manera, se podria considerar que todas las
combinaciones y concentraciones de citoquininas
aplicadas son efectivas. Cabe resaltar que aunque no
se evaluaron diferentes concentraciones de auxinas,

estas son muy utilizadas para la elongacion celular,
divisién celular y con concentraciones bajas para
la formacion de rafces adventicias (Pierik, 1990).
Butenko (1968), reporta que las concentraciones
bajas de auxina estimulan el crecimiento del tejido y
la ausencia de estas puede inhibirlo.

Figura 4. Desarrollo de brotes con tratamiento de
citoquininas (kinetina 2,32 pm) después de
cinco semanas del tratamiento.

Para todos los tratamientos utilizados en la induccién
de brotes, se utiliz6 una concentracién de giberelinas
en particular dcido giberélico AG, 0,58 pm, este
regulador de crecimiento promueve el alargamiento
de las regiones subapicales y consecuentemente, el
desarrollo de tallos més largos (Weaver, 1976), lo cual
se evidencia en la proporcién de brotes elongados en
los experimentos probados.

La variable longitud o altura de las plantulas estd
dividida en dos grupos: el primero, con mas cantidad
de plantulas que oscilé entre 0y 5 cmy el otro grupo,
de 5 a 13 cm. Por otra parte, la mayoria de plantulas
tuvieron entre 3 y 8 hojas, 3 a 4 nudos y un brote por

explante (Figura 5).
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Figura 5. Frecuencias para: (a) Longitud, (b) Numero de hojas, (c) Nudos y (d) Numero de brotes de las
plantulas propagadas a la quinta semana de siembra.

En promedio, las plantulas tuvieron una longitud
de 5,54 cm, 5 hojas, 3,04 nudos y 1,25 brotes. Las
Figuras 5c y 5d, muestran una distribuciéon normal,
lo cual permite predecir el futuro nimero de nudos
y hojas en las plantulas propagadas en este medio. La
variacion del crecimiento en longitud de las plantulas
en algunos casos fue superior a 10 cm, mientras que
en otras plantulas la maxima altura fue de 2,5 cm,
estas diferencias se pueden dar por las condiciones
fisiolégicas iniciales de los explantes utilizados para
la propagacion. El nimero de brotes por explante

en promedio fue de uno (Figura 5d), lo cual es
importante parala fase de aclimatacién y transferencia
de la plantula completa a condiciones ex vitro.

Para la fase de multiplicacion se utiliz6 M&S con
BAP 4,44 um vy kinetina 4,65 um (Figura 06), debido
a que en este tratamiento los microtallos presentaron
entrenudos mas cortos con mayor cantidad de yemas
neoformadas, caracteristicas utiles para establecer
ciclos de micropropagacion.
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Figura 6. Plantulas propagadas en el medio M&S s

CONCLUSIONES

Se estableci6 un protocolo de micropropagacion de
Passiflora edulis Sims. a partir de embriones cigoticos y
yemas axilares de plantulas desarrolladas en medios 7
vitroy ex vitro. Se estableci6 el proceso de propagacion
clonal con el empleo de las citoquininas, BAP y
kinetina para la produccién masiva de plantulas con
caracteristicas deseables para su produccion.

\ :

uplementado con BAP 4,44 um y kinetina 4,65 um.

El protocolo consiste en la germinacién z vitro de
embriones cigdticos previo a un proceso de 10 dias en
frio imbibicién de las semillas por 24 h en AG, (4,33
um) y medio de cultivo basico M&S suplementado
con BAP (6,66 um); y multiplicacién de segmentos
nodales en medio M&S con BAP 4,44 um y kinetina
4,65 um.
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