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RESUMEN DEL CONTENIDO

En este estudio se evalud la capacidad morfogenética de discos foliares de P. edulis
var. flavicarpa y P. mollissima de plantas desarrolladas in vitro, plantas adultas re-
invigoradas por poda y plantas de invernadero de distintas edades. Los discos fueron

cultivados en condiciones in vitro en medio Murashige & Skoog (1962) y en medio



Nitsch & Nitsch (1968) (respectivamente), suplementados con Bencil- aminopurina y
Kinetina.

La edad se constituyo en un factor importante para la capacidad
morfogenética de P. edulis var. flavicarpa. Los discos foliares de plantas de
invernadero de 1 y 2 meses de edad, son los explantes mas adecuados para la
regeneracion de plantas de P. edulis var. flavicarpa por cultivo de tejidos vegetales in
vitro. Por otra parte, se observo que adicionalmente al efecto de la edad, la ausencia
de subcultivos periddicos, el proceso de oxidacion y el tamafo del explante tuvieron
un efecto sobre la capacidad morfogenética del material de invernadero en Passiflora
mollissima.

En cuanto al efecto del origen del material vegetal se evidencié que el
material de invernadero, posee una mayor capacidad morfogenética en ambas
especies. Solo a partir de discos foliares de P. edulis var. flavicarpa cultivados in

vitro se obtuvieron plantas completas
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RESUMEN

En el presente estudio se evidencid el efecto de la edad y el origen del
material sobre la capacidad morfogenética de Passiflora edulis var. flavicarpa
(maracuyd) y Passiflora mollissima (H.B.K) Bailey (curuba). Discos foliares de P.
edulis var. flavicarpa fueron cultivados en condiciones in vitro en medio Murashige
& Skoog (1962) suplementado con Bencil- aminopurina (BAP 4.44 uM) y Kinetina
(KIN 2.32 uM) y discos foliares de P. mollissima en medio Nitsch & Nitsch (1968),
suplementado con Bencil - aminopurina (BAP 13.3 uM) y Kinetina (KIN 9.3 uM). El
origen del material vegetal se evaluo a partir de plantas desarrolladas in vitro, plantas
adultas re- invigoradas por poda y plantas de invernadero de 1 a 6 meses de edad para
P. edulis var. flavicarpa y de 1 a 4 meses para P. mollissima. Las muestras de
semillas y plantas de P. edulis var. flavicarpa provenian de cultivos localizados en la
Inspeccion de policia San Joaquin, al oeste de la cabecera del Municipio de la Mesa
(Cundinamarca), y de P. mollissima provenian de un cultivo localizado en la Vereda
Pozo Hondo Municipio de Facatativa (Cundinamarca).Para P. edulis var. flavicarpa
se observo un mayor promedio de niimero de brotes por disco foliar a partir de
plantas de 1 y 2 meses del material de invernadero (4.61 y 5.34 respectivamente),
mientras que para P. mollissima se evidencié un mayor promedio de numero de
brotes por disco foliar a partir de plantas de 2 y 3 meses del material de invernadero
(0.44 y 0.74 respectivamente). Se determind que para ambas especies el material que
responde con una mayor capacidad morfogenética es el proveniente de invernadero.
Sin embargo, en este estudio, solamente plantas micropropagadas a partir de discos
foliares de P. edulis var. flavicarpa presentaron enraizamiento espontaneo, cuando
fueron transferidas a medio Murashige & Skoog sin reguladores de crecimiento. Para
la fase de endurecimiento la utilizacion de turba como sustrato resultod ser favorable

para el crecimiento y desarrollo de las plantas.



ABSTRACT

The present study proved the effect of age and source of plant material on
morphogenetic capacity of Passiflora edulis var. flavicarpa y Passiflora mollissima
(H.B.K) Bailey. Passiflora edulis var. flavicarpa leaf disc were cultivated under in
vitro conditions using Murashige & Skoog medium supplemented with (4.44 puM)
BAP and (2.32 uM) KIN. P. mollissima leaf disc were cultivated under in vitro
conditions using Nitsch & Nitsch medium supplemented with (13.3 uM) BAP and
(9.3 uM) KIN. Source of plant material was evaluated using in vitro developed
plants, adult plants re- invigorated by pruning and plants from 1 to 6 months ( P.
edulis) and from 1 to 4 months (P. mollissima) grown in greenhouse conditions. The
selected seeds and plants sample for P. edulis var. flavicarpa came from crops located
in the area of Pozo Hondo, town of Facatativa (Cundinamarca), and for P. mollissima
came form crops located in the small town of San Joaquin which is at the west side of
la Mesa (Cundinamarca). Leaf disc of P. edulis var. flavicarpa plants from 1 to 2
months of age grown in greenhouse, had a great shoot average (4.61 y 5.34
respectively). On the other hand, leaf disc of P. mollissima plants from 2 to 3 months
of age grown in greenhouse, it was found a great shoot average (0.44 y 0.74
respectively). It was concluded that plant material in greenhouse of both species, had
a high morphogenetic capacity. However in this study only P. edulis var. flavicarpa
plants micropropagated from leaf disc, formed spontaneously roots when transferring
to Murashige & Skoog medium without growth regulators. The plantets of this

species were successfully acclimatized using peat moss as substrate.
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1. INTRODUCCION

Dentro de la familia Passifloraceae, el género Passiflora comprende 400
especies, la mayoria de las cuales son cultivadas por sus frutos comestibles, mientras
que otras son usadas como plantas ornamentales.

A pesar de ser frutas de gran consumo en el pais, solo unas pocas especies se
cultivan en forma comercial, entre las que se cuentan Passiflora mollissima (curuba
de castilla), que se cultiva hace muchos afios y cuenta con un mercado definido y
Passiflora edulis var. flavicarpa (maracuya), la cual ha tomado un gran auge debido a
la facilidad de su industrializacion. Estas dos especies, muy apetecidas y con un
amplio mercado de exportacion Europeo y Norteamericano, presentan problemas
fitosanitarios que afectan su productividad y calidad.

El proceso de regeneracion de brotes adventicios conocido como
organogénesis, es una de las técnicas de cultivos de tejidos, que ofrecen una opcion
para obtener por medio de la micropropagacion masiva; plantas en buenas
condiciones, libres de virus y otros patégenos. Es importante considerar que factores
como la edad y el origen del material vegetal, son determinantes para el éxito del
proceso.

El presente trabajo, pretende evaluar la capacidad morfogenética de estas dos
especies, a partir de discos foliares de plantas in vitro, plantas adultas re- invigoradas
por poda y plantas de invernadero de 1 a 6 meses para P. edulis y de 1 a 4 meses para

P. mollissima.



2. MARCO TEORICO

El nombre de Passiflora dado formalmente por L. Pluckenet en 1696, deriva
de las palabras latinas “Flor Passionis” flor de la pasion (ESCOBAR , 198S;
VECCHIA, 2000). Inicialmente, fue la flor la que atrajo la atencion tanto de expertos
botanicos como de coleccionistas por su gran belleza, sin embargo los frutos poco a
poco se fueron consolidando como alimentos muy apetecidos por su valor nutricional

y medicinal tanto en Europa como en América del Norte (IJJASZ, 1999).

2.1. Familia Passifloraceae

La distribucion geografica de ésta Familia es casi exclusivamente tropical y
subtropical, contando con 23 géneros aproximadamente, 16 de los cuales se
encuentran distribuidos en el Viejo Mundo; los géneros restantes se encuentran
distribuidos en América, siendo uno de ellos Passiflora, el género mas grande de la
Familia (ESCOBAR, 1988; ESCOBAR, 1992).

Passifloraceae, es una Familia de plantas de tamafio medio, las cuales pueden
encontrarse en forma de lianas o enredaderas herbaceas con zarcillos axilares, hasta
arboles bajos y arbustos. Su descripcion taxondmica corresponde a individuos que
presentan hojas siempre alternas, pecioladas con estipulas pequefias o a veces
caedizas, en general ovadas, bilobuladas o hasta con 3 a 5 16bulos, muy a menudo con
nectarios en el haz, calix floral en forma de copa, campanulado 6 tubular —
campanulado, en cuyo vértice coloca el periantio y una corona de tubérculos o
filamentos y 6rganos reproductores sobre una columnilla central; fruto en forma de
baya globosa, con semillas, de testa dura, y endospermo carnoso, las cuales estan
rodeadas por un arilo (KILLIP, 1938; URIBE, 1972; CRONQUIST, 1978;
HEYWOOD, 1985; ESCOBAR, 1988).



Ubicacion Taxonomica:

Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Archiclamydeae
Orden: Violales
Suborden: Flacourtiineae
Familia: Passifloraceae
Tribu: Passifloricae
Género: Passiflora
Subgénero: Passiflora
Serie: Incarnatae
Especie: Passiflora edulis var. flavicarpa Degener.
Subgénero: Tacsonia
Seccion: Bracteogama

Especie: Passiflora mollissima (H.B.K.). Bailey
( Killip, 1938 y Cronquist, 1978 ).

2.1.1. Género Passiflora

El género Passiflora esta conformado por cerca de 450 especies y 22
subgéneros, segin su morfologia floral. En Colombia, se encuentran distribuidas 115
especies aproximadamente, desde el nivel del mar hasta los subparamos y desde el
bosque pluvial hasta las zonas semiaridas de la Guajira (ESCOBAR, 1988;
ESCOBAR, 1992).

El género esta determinado taxonOmicamente por las siguientes
caracteristicas: lianas, enredaderas herbaceas con zarcillos axilares o arboles. Sus
hojas son alternas con nectarios extraflorales sobre la ldamina o superficie adaxial del
peciolo; flores con 3 estilos; los sépalos y los pétalos 5; 5 estambres monadelfos hasta
las anteras; frutos con el ovario unilocular con 3 placentas parietales; semillas con
testa reticulada o con estriaciones transversales y su arilo anaranjado (ESCOBAR,

1988; COPPENS, 1997).



Aproximadamente 20 de estas especies son cultivadas como ornamentales por
sus atractivas flores, mientras que otras especies como P. laurifolia y P. foetida se
utilizan como cultivos de cobertura; otras como P. foetida se implementan en el
control de malezas y en la prevencion de la erosion (HEYWOOD, 1985; COPPENS,
1997; MAZZANI, 1999).

Ademas, los usos medicinales de algunas especies de este género son bien
reconocidos. Por ejemplo de P. incarnata y P. caerulea se obtiene el medicamento
“Passiflorina”, utilizado como calmante nervioso (GARCIA, 1992; MAZZANI,
1999). Por otro lado, el jugo fresco de las hojas de P. ligularis es una bebida contra
la fiebre biliosa y tifoidea (GARCIA, 1992).

Sin embargo, Velez y de Velez (1990) hallaron que algunas especies
contienen un glucosido cianogénico en la raiz, las hojas, la cascara de los frutos
verdes y las flores; este glucdsido es un agente quimico venenoso por liberar
abundante 4cido cianidrico (MAZZANI, 1999).

Sélo dos de los subgéneros son cultivados por sus frutos: subgénero Tacsonia,
y el subgénero Pasiflora. Aunque el género Passiflora es considerado como uno de
los mas ricos en especies frutales, de 20 a 60 aproximadamente, no obstante, son muy
pocas las que comercialmente se cultivan (HEYWOOD, 1985; ESCOBAR, 1992;
COPPENS, 1997; MAZZANI, 1999).

2.1.1.1. Subgénero Passiflora

El subgénero Passiflora se distribuye a través de América Latina, con unas
pocas especies en el Sur de los Estados Unidos, contando con 136 especies
aproximadamente. Se encuentra desde los bosques a nivel del mar, hasta alturas de
mas de 2.500 m.s.n.m. (ESCOBAR, 1988; ESCOBAR, 1992).

Por lo general, el subgénero Passiflora es de habitos herbaceos, bracteas
enteras o serruladas, usualmente grandes e involucradas, sus flores son grandes y

altamente coloreadas, calix campanulado a menudo corto, tubular, con fragancias y



estructuras elaboradas, que atraen abejas grandes hacia los nectarios de la flor, como

son Xilocopa y Eulaema (KILLIP, 1938; ESCOBAR, 1992).

2.1.1.1.1. Passiflora edulis var. flavicarpa.

Conocido popularmente como maracuya, Passiflora edulis se presenta en dos
variedades segun KILLP (1938) y MORTON (1987): variedad purpura y amarilla.

Estas dos variedades son cultivadas en muchos paises del Viejo Mundo como
Hawai, Java, Sumatra, Malasia, Filipinas, Zimbabwe y Taiwan. Desde 1950, el
interés por el cultivo de la variedad amarilla se intensificé en paises de Sur América
como Colombia Venezuela y Surinam, (MORTON, 1987).

La variedad Passiflora edulis var. flavicarpa, presenta frutos de mayor
tamafo, asi como una mejor resistencia a enfermedades como el Fusarium y plagas
como los nematodos (GOUVEIA, 1987).

K/

¢ Caracteristicas generales y distribucion

Passiflora edulis var. flavicarpa es una planta trepadora, vigorosa, lefiosa
perenne, que puede llegar a medir de 20 a 50 metros de largo. Presenta tallos verdes,
zarcillos axilares; hojas ovadas en estado juvenil, y profundamente trilobuladas en
estado adulto; peciolos biglandulares en la base, las glandulas sésiles o cortamente
estipitadas; bracteas ovadas, obtusas o acutadas en el dpice, claramente aserradas y
pectinadas (KILLIP, 1938; OTERO, 1984; COPPENS, 1997).

Sus flores se presentan solitarias, axilares, fragantes, blancas y ligeramente
violaceas, 5 sépalos oblongos de color verde y blanco, y 5 pétalos oblongos de color
blanco, corona en 4 o 5 filamentos, blancos en la parte superior y violetas en la base;
5 estambres con grandes anteras; ovario ovoide o globoso, cericeo-tomentoso o
glabroso (KILLIP, 1938; OTERO, 1984; COPPENS, 1997).

El fruto es casi redondo globoso, ovoide, de color amarillo o amarillo-

verdoso, piel dura y coridcea, lisa y cerosa; en el interior tiene numerosas semillas,



envueltas en una masa aromatica de color naranja, su sabor es menos perfumado y

ligeramente mas acido (OTERO, 1984).

+ Importancia Economica

El maracuy4d, ingres6 a Colombia en 1960, por medio de la importacion de
plantas procedentes de Hawaii, Brasil y Venezuela (CHACON, 1988).

Solo hasta 1980, las posibilidades de exportacion (como jugo y concentrado),
contribuyeron al desarrollo del cultivo en zonas del Valle del Cauca y la zona
marginal baja cafetera de los departamentos de Caldas, Quindio, Risaralda y Tolima,
asi como del Huila. Estos cultivos se fortalecieron por la presencia en la zona de
guadua o bambu, utilizada para el sistema de tutorado. Ademads, la presencia de
grandes poblaciones de la abeja carpintera o abejorro negro Xilocopa spp. facilitaron
las fases del cultivo (CHACON, 1991).

Segun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, el area total en
Colombia de cultivos reportados, tanto de produccion tradicional como tecnificada,
para el maracuya fue de 3.254 Ha, en el afio de 1999, siendo la produccion total de
64.792 Ton. en todo el pais.

La exportacion en fresco de esta fruta es casi imposible, ya que presenta
muchas dificultades para su almacenamiento y transporte, como es el deterioro en 7 6
10 dias, cuando se almacena a temperatura ambiente debido al ataque de hongos y
fermentaciones de la pulpa (CHACON, 1988).

De hecho, se ha establecido el comercio internacional basado en concentrados
del jugo y otros derivados del maracuya. También se han desarrollado mezclas con
jugos de otras frutas menos 4acidas, como pera, manzana, pifia, naranja, mango y
papaya asi como la produccion de néctares, jarabes, mermeladas, helados, pudines y
enlatados (ZAPATA, 1987; CHACON, 1988).

El maracuya produce también 2 subproductos en cantidades apreciables, la
cascara, utilizada como fuente de pectinas, forraje y abono, y las semillas que se
hacen interesantes como fuente de grasas comestibles (ZAPATA, 1987;

IDARRAGA, 1991).



El maracuya no solamente es atractivo por su acidez y aroma particular, sino
también por su valor nutricional, siendo una excelente fuente de provitamina A,
riboflavina y niacina (Tabla 1).

P. edulis, es conocida y aprovechada, culturalmente en algunas regiones de
Sur América, como sedativa, tonica, diurética, antiespasmodica, anticonvulsiva y
antihelmintica; se emplea para tratar convulsiones, paralisis, alcoholismo, dolores de
cabeza, insomnio, cdlico en nifos, diarrea, gripe, histeria, neuralgia, hipertension y

sintomas originados por la menopausia (RAIN- TREE, 1996).
% Aspectos agronémicos, ciclo de vida, propagacion.

Aspectos agronémicos. El maracuyd, se adapta bien a los climas célidos, con alturas
entre 0 y 1300 m.s.n.m., temperaturas entre 20 y 30° C siendo su rango Optimo entre
24 y 28°C, con precipitaciones de 1500 mm. anuales, y con un requerimiento de
suelos francos para su cultivo, con buena capacidad de retencion de humedad, y pH

entre 5.5.y 7.0 (ZAPATA, 1987; CHACON, 1991).

Ciclo de vida. La planta de maracuya en forma silvestre, tiene un ciclo de vida
natural de 15 afios; mientras que la produccién de una planta en un cultivo es de 2 6 3
anos, ya que después comienza la declinacion por problemas de hongos (CHACON,
1988).

Por el hecho de ser una planta perenne lefiosa, presenta dos fases durante su
ciclo de vida; una fase juvenil y una fase madura o adulta (CHACON, 1991;
HARTMANN, 1997).

En el cultivo de maracuya, los primeros meses corresponden a la fase juvenil,
es decir al periodo inicial de crecimiento, siendo su primera floracién a los seis
meses, para entrar en produccion dos meses mas tarde (ZAPATA, 1987;

CHACON,1991; COPPENS, 1997; HARTMANN, 1997).



Tabla 1. Composicion nutricional de varias especies de Passiflora por 100 gr. de

porcidén comestible.

Composicion P. edulis | P. ligularis P. P. quadrang. | P. laurifolia
var. flav. mollissima

Agua (%) 84.9 92.0
53.0 25.0
(gr) 0.7 . 0.6
(gr) 0.2 . 0.1

Carbohidratos
Total (gr) 13.7 6.3
Fibra (gr) 0.2 . 0.3

(gr) 0.5 . 0.7

(mg) 3.8 . 4.0
(mg) 24.6 20.0
0.4 . 0.4

(mg)
(mg)
Ac.Ascorbico (mg)

NAGY (1980).

La fase adulta, se caracteriza por un ciclo continuo entre la etapa reproductiva
y vegetativa y comienza después de su primera produccion (cosecha) (HARTMANN,
1997). Se han observado dos ciclos de produccion en Colombia, siendo la cosecha
principal en diciembre y enero, coincidiendo con las épocas de verano, seguida por un
periodo de 4 meses de reposo invernal 6 de lluvias, las cuales inducen las floraciones
que al ser polinizadas y fecundadas, dan origen a la segunda cosecha, 60 dias después
de ocurrir la floracion, es decir entre mayo y agosto (ZAPATA, 1987; CHACON,
1991).

El maracuyéd es una planta autoincompatible, por lo que requiere de otros
mecanismos para que ocurra la polinizacion. A pequefa escala se presenta la

transmision de polen por el viento, siendo la polinizacion por insectos la mas



eficiente, porque las flores son grandes, atractivas, con abundante aroma y néctar, y
los granos del polen son grandes y pegajosos (CHACON, 1991).

Entre sus polinizadores estdn: la abeja carpintera o abejorro negro (Xilocopa
sp), la abeja melifera (Apis mellifera), y la avispa negra (Polystes sp) (CAICEDO,
1991).

Propagacion. El sistema de propagacion usado comercialmente, es la reproduccion
sexual, es decir utilizando semillas, en donde se seleccionan los mejores frutos con
buen sabor, en conjunto con otras caracteristicas agrondémicas tales como alta
fructificacion, tamano, espesor de corteza, cavidad bien llena y produccion de jugo
por planta (VASQUEZ, 1991).

Este método, presenta ciertas desventajas, ya que los frutos que se obtienen,
no son uniformes, debido a la alta variabilidad genética, aspecto comun en la familia
Passifloraceae, lo cual se acenta por causa de las frecuentes hibridaciones
interespecificas que se presentan en el medio natural (BRAIDG, 1991; CANCINO,
1994).

También se utiliza el sistema por reproduccion asexual como son estaca,
acodo e injerto (GOUVEIA, 1987, CHACON, 1991). Estos medios de propagacion,
para multiplicar material con caracteristicas genéticas iguales a la planta madre,
presentan ciertas desventajas como: Unos bajos niveles de produccion, un tiempo de
desarrollo de la planta lento y ademas la posibilidad de estar propagando material que

tenga problemas endogenos a nivel sanitario (BRAIDG, 1994).

K/

« Plagas y enfermedades.

Esta especie de uso comercial como muchas otras, se encuentra expuesta al
ataque de diversas plagas y enfermedades, por lo que se hacen importantes los
programas en biotecnologia y biologia molecular con miras a su mejoramiento.

Entre sus problemas de plagas, se encuentran la larva de la mariposa (Dione

sp.), la cual se alimenta de las hojas nuevas; los acaros, que producen una defoliacion



de las plantas; la mosca de la fruta, posiblemente de la especie Anatrepha, asi como
trips e insectos muy pequefios (ZAPATA, 1987; CHACON, 1991).

La principal enfermedad que se presenta en los semilleros es el “Damping
off”, producida por los hongos del suelo, la cual puede evitarse por una adecuada
desinfeccion antes de la siembra. En el cultivo la pudricion radicular, causada por
varios hongos entre los cuales Fusarium sp, se presenta cuando los drenajes son
deficientes y se produce acumulacion de agua en el suelo (ZAPATA, 1987).

Se ha demostrado que ademés las Passifloras son infectadas por diversos
grupos de virus, de los cuales los Potyvirus representan el mayor riesgo de dafio a los
cultivos y pueden afectar la apariencia composicion y uniformidad de los frutos
(GONGORA, 1992). Entre ellos se destaca “Passionfruit woodiness virus” (PWV), el
cual es transmitido por inoculaciéon mecanica, por medio de insectos de la familia
Aphididae como son Aphis gossypii, y Myzus persicae, los cuales actlian como
vectores; su transmision es de manera no persistente, y sus sintomas en la planta se

caracterizan por una lesion o veta local necrotica y clordtica, moteada y rugosa

(BRUNT, 1996).

2.1.1.2 Subgénero Tacsonia

Se distribuye en la zona Andina, a alturas entre 1.800 y 4200 m.s.n.m.,
representado por 37 a 47 especies, 21 de las cuales se encuentran en nuestro pais,
siendo 15 nativas (CAICEDO, 1991; ESCOBAR, 1991; HODSON, 1992).

En sus hébitos, son herbaceas, o bejucos sublianosos; flores vistosas, sin
fragancias; calix cilindrico, de colores verdes, rosados, azules o anaranjados
abaxialmente, blancos o morados adaxialmente, mas largo que los sépalos, los pétalos
insertados en la margen; esta morfologia es apropiada para una polinizacion por
colibries como es el caso de la especie, Ensifera ensifera (KILLIP, 1938; ESCOBAR,
1988).
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A diferencia del subgénero Passiflora, las especies del subgénero Tacsonia,
son autocompatibles mostrando una gran capacidad de cruces interespecificos, con

gran éxito ( ESCOBAR, 1991).

2.1.1.2.1. Passiflora mollissima (H.B.K.) Bailey.

% Caracteristicas generales y distribucion

Esta especie es originaria del Norte de Suramérica donde crece en forma
silvestre en regiones templadas, desde los paramos de Mérida en Venezuela, hasta la
region de Chajaya en Bolivia (BERNAL, 1998). También ha sido introducida a
México, Nueva Guinea, India Sri Lanka y Kenya (CAICEDO, 1997;
BERNAL,1998).

En nuestro pais se encuentra en tierras frias a lo largo de las tres cordilleras en
especial la oriental y la central, donde por lo comin crece de forma silvestre
(ERASO, 1985).

Es una planta trepadora, perenne, pubescente, con zarcillos que se originan en
la base del peciolo de la hoja, presenta tricomas rectos u ondulados; tallos cilindricos
estriados; hojas agudas en las puntas, partidas en tres lobulos ovoides, duras y
generalmente cubiertas de finos tricomas en ambas superficies, margenes aserradas;
peciolos largo, con nectarios subsésiles; estipulas reniformes; pedunculos delgados;
bracteas ovadas u oblongas (DELGADO, 1988; ESCOBAR, 1988; CAICEDO, 1997;
BERNAL, 1998).

Flores péndulas; tubo floral largo, carente de vellosidades, hipantio alargado
cilindrico, glabro, verde, de color rosado palido o magenta, hacia el apice en la
superficie exterior; superficie interior, corona reducida a un anillo morado con
crestecillas blancas; 5 pétalos subiguales a los 5 sépalos; 5 estambres con anteras,
gineceo con tres estigmas ovarios oblongos (DELGADO, 1988; ESCOBAR, 1988;
CAICEDO, 1997).
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Fruto oblongo u obovoide, con pericarpio coriaceo o blando, amarillo al
madurar; semillas obovadas, recubiertas por un arilo anaranjado, suculento,

comestible (ESCOBAR, 1988; BERNAL, 1998).

% Importancia econémica

Su cultivo comercial en Colombia comenzo en los afios 50; se puede encontrar de
manera silvestre y cultivada artesanalmente en el Altiplano Cundi-boyacense,
paramos del Valle del Cauca, Antioquia y Cauca. Otros departamentos productores de
este cultivo, que han incrementado sus areas en los ultimos afios son Tolima
Santander y Huila (CAICEDO, 1997; COPPENS, 1997).

Segun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, el area total en Colombia
de cultivos reportados para 1999 es de 2.575 Ha, con una produccion de 27.586 Ton.
y un rendimiento de 10.713 kg/Ha.

El nivel de exportacion es muy pequeiio, debido a problemas agronémicos lo que
hace imposible su comercializacion al exterior en fruta fresca, siendo indispensable el
procesamiento a pulpa congelada (CAMPO, 1991).

En la industria la fruta se utiliza para preparar sorbetes, mermeladas helados,
jugos a partir de pulpa congelada y para saborizar productos lacteos como leche y
yoghurt (FEDERACION, 1987; BERNAL, 1998).

En cuanto a su valor nutricional (Tabla 1), es excelente fuente en acido
ascorbico, niacina y provitamina A.

El éxito de esta fruta radica en sus caracteristicas de aroma y sabor, las cuales son
suaves, tenues y delicados, dandole amplias posibilidades como fruta exotica en los
mercados de Europa y Norteamérica; por esto se hace indispensable, la consecucion
de variedades ideales, asi como de un paquete tecnoldgico adecuado que permita
incrementar la productividad de este cultivo que constituye una de las principales
fuentes de ingreso para el campesino de clima frio (MARTINEZ, 1980; CIVETTA,
1984; CAMACHO, 1991; CAMPO, 1991).

Medicinalmente se utiliza en algunas regiones como infusién para combatir el

insomnio, las depresiones, angustias y otros males nerviosos. Se utiliza también para
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expulsar calculos renales, el cocimiento de las hojas es vermifugo, el jarabe
preparado con el cocimiento de la raiz se usa contra la pulmonia y la infusioén de la
raiz en las enfermedades urinarias (BERNAL, 1998).

Algunas tribus indigenas emplean el fruto fresco cortado y en forma de
cataplasma sobre los abscesos y tumores, asi como en decoccion para purificar la

sangre (BERNAL, 1998).

+ Aspectos agronomicos, ciclo de vida y propagacion.

Aspectos agronomicos. Passiflora mollissima, es cultivada entre los 2.000 y los
3.600 m.s.n.m., a una temperatura de 12 a 18°C, con una humedad relativa promedio
de 70%, un régimen de lluvias de 1.500 a 1800 mm. anuales, y siendo suelos aptos
para su cultivo los franco- arenosos y franco- arcillosos o franco- limosos, con un
buen contenido de materia organica (10%),un pH de 5 a 6.5 y un profundidad minima

de I m. (DELGADO, 1988; COPPENS, 1997).

Ciclo de vida. El ciclo de vida de una planta en un cultivo, oscila entre 4 y 10 afios,
teniendo un periodo no productivo de aproximadamente 2 afios, donde su primera
cosecha es de 10 a 12 meses después del transplante a campo (FEDERACION, 1987;
HODSON, 1992).

La curuba, al ser una planta perenne, presenta dos fases durante su ciclo de
vida; una fase juvenil y una fase madura o adulta (DELGADO 1988; HARTMANN,
1997). Siendo en el cultivo su primer afio la fase juvenil o periodo inicial de
crecimiento, esta planta florece, a partir del mes 13 de su transplante en campo, para
entrar en cosecha 3 meses después (FEDERACION, 1987 ).

La fase adulta se caracteriza por un ciclo continuo entre la etapa reproductiva
y vegetativa y comienza después de su primera produccion (cosecha) (HARTMANN,
1997). Se han observado dos ciclos de produccion en Colombia, siendo la cosecha
principal de junio a septiembre, coincidiendo con las épocas de verano, seguida por

un periodo de 3 meses de reposo invernal 6 de lluvias, las cuales inducen las
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floraciones que al ser polinizadas y fecundadas, dan origen a la segunda cosecha, 90
dias después de ocurrir la floracion, es decir entre enero y marzo (CAICEDO 1997).

Factores eolicos favorecen la polinizacion de esta planta siempre y cuando no
sobrepasen las 30 millas. Asi como insectos que se alimentan de polen y otros
animales como el caso del colibri pico de espada, Ensifera ensifera (ERASO, 1985;
ESCOBAR, 1988).

La curuba por su habito de crecimiento tiende a ramificarse desde muy joven,
generando que la mayor parte de sus ramas sean improductivas, lo cual afecta el valor
comercial del cultivo (DELGADO 1988; CAICEDO 1997).

Durante el desarrollo es importante la poda de formacion, la cual se inicia
desde el vivero para favorecer el crecimiento de un solo tallo cortando las

ramificaciones improductivas que se presentan y disponer a la planta para el sistema

de tutorado en espaldera (CAICEDO 1997).

Propagacion. P. mollissima se propaga por el método sexual utilizando, semillas de
frutos con un buen desarrollo, maduros y que provengan de plantas con buenas
caracteristicas agrondmicas como una excelente produccion y resistencia a plagas y
enfermedades, pero al igual que en Passiflora edulis var. flavicarpa, presenta ciertas
desventajas, ya que los frutos que se obtienen, no son uniformes, debido a la alta
variabilidad genética, aspecto comun en la familia Passifloraceae, lo cual se acenttia
por causa de las frecuentes hibridaciones interespecificas que se presentan en el
medio natural (BRAIDG, 1991; CANCINO, 1994).

La propagacion asexual mas utilizada es el acodo (OTERO, 1984).Este medio
de propagacion, en el cual es posible multiplicar material con caracteristicas genéticas
iguales a la planta madre, presentan desventajas como: unos bajos niveles de
produccion, un tiempo de desarrollo de la planta lento y ademas la posibilidad de
estar propagando material que tenga problemas enddgenos a nivel sanitario

(BRAIDG, 1994).
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% Plagas y enfermedades.

La tecnologia aplicada es muy escasa, llevando a ser casi imposible encontrar
una variedad con alta produccion, resistente a ciertas plagas y enfermedades,
haciendo del factor agrondmico el principal problema que afecta su comercializacion,
ya que su cultivo se realiza a nivel de minifundio.

Dentro de las enfermedades, con mayor presencia en sus cultivos se encuentra la
Antracnosis, causada por Colletotrichum sp. que se caracteriza por manchas oscuras,
las cuales deforman el fruto, lo que impide su exportacion en fresco al exterior
(PIRB, 1984).

Plagas como la mariposa (Dione juno), que se alimenta de sus hojas flores y
fruto, también se presentan en sus cultivos al igual que la mosca consumidora de
botones florales, Zapriothrica salebrosa (Diptera) (CAICEDO, 1987).

Otro problema que afectan estos cultivos son las heladas, constituyendo uno de
los mayores riesgos, aunque tienen que ser muy fuertes para que ocasionen dafios

(DELGADO, 1988).

2.2. Cultivo de tejidos.

Como conjunto de técnicas, consiste esencialmente en aislar una porcion de
la planta, ya sean 6rganos (embriones, brotes, raices, flores) o tejidos (células, callos
y protoplastos), establecerlos y mantenerlos en desarrollo in vitro, en un medio
nutritivo, bajo unas condiciones fisicas y quimicas apropiadas (ROCA, 1991;
MROGINSKI, 1991; LINDSEY, 1992; HARTMANN, 1997).

Dentro de las diferentes técnicas usadas para la regeneracion de plantas a
través de cultivo de tejidos se encuentra, la formacién de brotes adventicios
(organogénesis), donde se utilizan como explantes, segmentos de hojas, peciolos,

tallos internodales, raices y callos (PIERIK, 1987; HARTMANN, 1997) .
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Estas técnicas de cultivos de explantes utilizadas en muchas especies han
contribuido no sélo a un mejor entendimiento de los eventos de la diferenciacion
celular, sino a un mejor aprovechamiento de tales eventos en mejoramiento genético,
obtencion de plantas libres de virus y otros patdogenos, asi como a conservacion de
germoplasma y micropropagacion (PIERIK, 1987; VILLALOBOS, 1991; HULME,
1992; BARKER,1997; DE CLERK, 1997; HARTMANN, 1997 ; KUMAR,1998).

La regeneracién de brotes adventicios, a partir de discos de hojas o yemas
presentes en explantes nodales, forman parte de muchos protocolos de
micropropagacion (DE KLERK, 1997), en los cuales se pueden distinguir las
siguientes etapas:

Etapa 0: Seleccion y preparacion de la planta donadora del explante. Donde se
selecciona material en condiciones fisiologicas y fitosanitarias adecuadas teniendo en
cuenta su capacidad morfogenética (CASSELLS, 1991).

Etapa I: Establecimiento del explante. Las plantas donadoras de explantes,
presentan en su superficie microorganismos, principalmente hongos y bacterias que
podrian competir con el crecimiento y desarrollo del explante en condiciones in vitro.
Por lo tanto, es necesario después de seleccionar el explante, desinfectarlo
superficialmente con productos quimicos que pueden ser toxicos para los
microorganismos y que produzcan la menor oxidacidon posible. Después de la
desinfeccion el explante es inoculado en el medio de cultivo apropiado (ROCA, 1991;
CARRIZOSA, 1992; HARTMANN, 1997).

En esta etapa, el explante pasa por un periodo inicial, donde las células
adquieren competencia, después del estrés ocasionado por el aislamiento de la planta
donadora y por los tratamientos de desinfeccion, esperando que ocurra crecimiento
producto de la divisién y elongacion celular (DE CLERK, 1997; HARTMANN,
1997; KERSTETTER, 1997).

Etapa II: Proliferacion de brotes. Donde se presenta la induccion y formacion
de brotes adventicios, directamente a partir del explante (en este caso discos foliares)

e indirectamente a partir de callo, siendo importante la utilizacion de reguladores de
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crecimiento, tales como las citoquininas que estimulan la division celular (DE
CLERK, 1997; HARTMANN, 1997; TAIZ, 1998).

Etapa III: Enraizamiento. Los brotes obtenidos se transfieren por unos dias a
medio sin reguladores de crecimiento y posteriormente se subcultivan en medio para
la induccién de raices in vitro. Para este proceso se puede retirar o disminuir la
adicion exogena de citoquininas y adicionar auxinas exogenas.

Etapa IV: Endurecimiento. Antes de esta etapa se inicia una fase de
aclimatacion de las plantas in vitro, durante el cual se modifican las concentraciones
de sales y azucar, se reduce la humedad relativa y se incrementa la intensidad de la
luz. Luego de este proceso se transfieren un ambiente en condiciones climaticas
naturales, es decir ex vitro (CARRIZOSA,1992; KIRDMANEE, 1995; NGUYEN,
1999).

2.2.1. Morfogénesis

Muchas de la células de la planta son derivadas de los meristemos apicales de
brotes y raices. Estas células especializadas proveen el material necesario para la
morfogénesis de la planta la cual es conseguida por una combinacion de formacion de
nuevas células (division) y la expansion orientada de estas (NEWBIGIN, 1995;
KERSTETTER, 1997; TAYLOR, 1997; TAIZ, 1998).

La morfogénesis, puede definirse como el desarrollo de la forma de las células
y de los 6rganos; la evolucion de una estructura desde un estado indiferenciado a un
estado diferenciado (SMITH, 1992 ; SEGURA, 1993; TAIZ, 1998).

El desarrollo comprende dos procesos basicos: crecimiento y diferenciacion
(SEGURA, 2000). El crecimiento es un aumento irreversible de tamafio, acompanado
de un incremento en peso seco, volumen, longitud o area (LAMBERS, 1998). La
diferenciacion se refiere al conjunto de cambios graduales y progresivos en
estructura y funcion que hacen posible la especializacion celular. La diferenciacion
celular depende de la expresion diferencial del material genético. Las células

diferenciadas retienen por lo tanto toda la informacion genética indispensable para el
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desarrollo de una planta completa lo cual es conocido como totipotencia. En este
sentido, cuando una cé¢lula vegetal se somete a un estimulo particular (hormonas o
nutrientes) durante un cultivo in vitro, se pueden regenerar raices, brotes o embriones
adventicios, dependiendo de factores como la especie, el genotipo de las plantas, el
tejido que se cultive y la composicion especifica del medio (SEGURA, 1990;
CANAS, 1993; DE CLERK, 1997).

2.2.1.1. Regeneracion in vitro

La regeneracion in vitro se conoce como una respuesta morfogenética a un
estimulo, el cual es un proceso de desarrollo dividido en varias fases segin lo

describen Christianson y Warnick (1983):

IDesdiferenciaci(')rll induccion . realizacion

division celular,

muy poca 6 nula Morfogénesis
células —p, celulas . organosé p. directa
competentes determinadas embriones

regeneracion

v

division celular

abundante Morfogénesis
—— p(con callos) células —pp» células ——Pp» organos &6 P> indirecta
competentes determinadas embriones
diferenciacion

celular

P division celular abundante —p  callos > *

no
regeneracion

v

Pp nodivision celular — P no >

crecimiento

Figura 1. Esquema general del desarrollo de las distintas fases durante la

regeneracion
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Fase 1. Desdiferenciacion, 6 fase inicial, donde las células responden a un
estimulo organogénico. Fase 2. Induccion, en la cual las células, luego de responder a
un estimulo organogénico, van determinadas a formar un 6rgano especifico. En esta
fase la composicion hormonal en el medio es critico. Fase 3. Realizacion, en donde
las células estan determinadas y el nuevo programa de diferenciacion es iniciado a
producir brotes (CHRISTIANSON, 1987; DE KLERK, 1997) (Figura 1).

En la regeneracion in vitro, via embriogénesis 0 via organogénesis, se
distinguen dos modelos de desarrollo morfogénico como son la morfogénesis directa
y la morfogénesis indirecta (SEGURA, 1993). La morfogénesis directa ocurre cuando
los o6rganos 6 embriones se originan directamente del explante en ausencia de
proliferacion de callo. Por el contrario, en la morfogénesis indirecta la formacion de
callo es previa al desarrollo de estructuras organizadas (Figura 1) (KRIKORIAN,
1991; SEGURA, 1993).

La formacion de o6rganos u organogénesis comprende el desarrollo de
meristemos caulinares o radiculares (que originan tallos o raices adventicias,
respectivamente) a partir de los explantes directamente o a partir de callos (JARRET,
1991).

En la organogénesis in vitro la formacion de brotes se caracteriza en primer
lugar, por el desarrollo de una estructura meristematica, la cual dard origen a la
formacion de un primordio de yema el cual subsecuentemente desarrollara a un brote
vegetativo con muchas hojas (BROWN, 1986; LIN, 1998). Este proceso implica la
formacion de estructuras monopolares que establecen conexion vascular con el tejido
del que derivan, siendo su origen multicelular (BROWN, 1986; SEGURA, 1993).

El establecimiento de los cultivos de tejidos y su regeneracidon in vitro,
depende en gran medida del tipo de explante y del sistema de cultivo que se emplee
siendo importante dentro de este ultimo, la composicion del medio y el control del

medio ambiente fisico (BROWN, 1986; MROGINSKI, 1991).
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2.2.2.1. Factores que afectan la respuesta morfogenética en la regeneracion in

vitro

Autores como Murashighe (1974), Narayanaswamy (1977), Ammirato (1986),
Brown y Thorpe (1986), han descrito una serie de factores que afectan la respuesta
morfogenética in vitro como son el genotipo de la planta donadora, tipo de explante,
su tamafio, su edad fisiologica y ontogénica, asi como la composiciéon quimica del

medio nutritivo, siendo importante dentro de este el papel de los reguladores de

crecimiento (JARRET, 1991; SEGURA, 1993).

2.2.2.1.1. Edad

La edad es un factor importante ya que los tejidos juveniles poseen un alto
grado de actividad meristematica y tienden a tener mds plasticidad in vitro que los
adultos, como es el caso de la respuesta de cotiledones, hipocdtilos y hojas aisladas
de material juvenil que son usadas para micropropagacion (SCORZA, 1980;
KANTHARAIJAH, 1990; JARRET, 1991; DORNELAS, 1994).

Los tejidos juveniles presentan una mayor capacidad morfogenética, la cual se
manifiesta en respuestas de crecimiento, proliferacion y enraizamiento, a diferencia
de un tejido maduro el cual es mas dificil de desdiferenciar e inducir a la produccion
de raices y brotes (PIERIK, 1987; TRIPPI, 1990; DE KLERK, 1997).

Muchos autores concuerdan en que la maduracion y la senescencia parecen
ser los responsables para que la capacidad morfogenética decline en muchas especies
lefosas, las cudles presentan un gradiente de juvenilidad, que disminuye desde la base
hacia el apice (Figura 2) (SALA, 1990).

El grado de juvenilidad de un meristemo apical es proporcional a la distancia
entre la unidon de la raiz (A) y el meristemo. De esta manera si consideramos en la
figura 2, las distancias AB, AC, AD, AE y AF, el meristemo B es el mas maduro y el
meristemo F el mas juvenil, lo cual resulta en diferentes edades ontogénicas (PIERIK,

1987; HARTMANN, 1997).
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Es asi como la condicion juvenil de los meristemos del tallo desaparece
gradualmente a medida que aumenta la distancia entre el sistema radical y el

meristemo apical (CARRIZOSA, 1992)

Gradiente de juvenilidad

Figura 2. Diagrama del gradiente de juvenilidad en las plantas.

Por esto razon, los explantes tomados de la parte basal de la planta poseen una
mayor capacidad morfogenética (formacion de brotes y raices adventicias) en
condiciones in vitro, debido a que esta zona presenta el cardcter mas juvenil. La
capacidad morfogenética de los cotiledones es generalmente mucho mas elevada que
la de las hojas que se puedan formar mas tarde dentro de la planta (PIERIK, 1987;
HARTMANN, 1997).

Esto resulta en una paradoja dentro de la terminologia, ya que la parte basal de
un arbol fisioldgicamente mas joven, cronolégicamente es mas vieja, mientras la cima
0 copa, la cual es cronologicamente la parte joven, fisiolégicamente es la mas madura
(DINKEL, 1990; CARRIZOSA, 1992)

De tal forma la edad de las plantas puede verse desde dos puntos de vista:
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Estado fisioldgico: Se refiere al momento fenoldgico en que se encuentra la

planta, es decir al progreso de la planta a través de estados identificables de
desarrollo, como son embriogénesis, formacion de semillas, desarrollo vegetativo,
desarrollo reproductivo, senescencia y muerte de la planta. Estas fases del desarrollo
no solo implican crecimiento y diferenciacion celular, sino que incluye diferentes
procesos fisiologicos tales como, fotosintesis, sintesis de otros compuestos,
respiracion, absorcidon y transpiracion entre otros. Cada uno de estos procesos
influyen en la consecucion de las distintas fases del desarrollo de la planta, siendo asi
parte esencial en el progreso de esta (LAMBERS, 1998; GARATE, 2000; CLAVIJO
(com. per.) 2002).

La embriogénesis, implica la aparicion de una serie de tejidos altamente
organizados que van a desempefar funciones muy concretas en la semilla, como es el
caso de los cotiledones y el endospermo, érganos de acumulacion de sustancias de
reserva, es decir de, las proteinas los lipidos e hidratos de carbono, los cuales sirven
como proteccion durante la desecacion del embrion y son utilizadas habitualmente
para alimentar a la planta hasta que ésta pueda establecerse como un organismo
fotosintéticamente competente (TAIZ, 1998; MATILLA, 2000).

En el momento en que la planta comienza la actividad fotosintética, fijando el
CO; para ser reducido a carbohidratos, los cuales sirven de sustrato principal de la
respiracion y cuya funcion es liberar la energia obtenida en forma de ATP y producir
compuestos, comienza la produccion de materia seca en la planta, como resultado
neto del balance de estos procesos metabolicos basicos (LAMBERS, 1998; LUIS,
2000; CLAVIJO, comunicacion personal 2002).

En el estado vegetativo, a medida que la planta se desarrolla, las hojas sufren
una transicion de 6rganos de demanda a 6rganos fuente. Inicialmente, las regiones
marginales de la hoja, de mas edad, comienzan a exportar azicares mientras que las
zonas basales, mas jovenes, actiian todavia como demanda. En estos momentos, estas
regiones reciben azuicares desde la zonas marginales como del resto de la planta.
Cuando la hoja alcanza una superficie de aproximadamente mas del 60% del area

foliar expuesta, se completa la transicion y se convierte en exportadora neta, de
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fotoasimilados, los cuales van hacia el apice de los tallos, las hojas y la raices en
desarrollo (LUIS, 2000; QUESADA, 2000).

Los meristemos apicales del tallo y de la raiz de las plantas jovenes,
experimentan mayores tasas de respiracion, debido a la alta demanda de esqueletos de
carbono para crear nuevas estructuras vegetales y a la alta demanda energética para
sostener la tasa de crecimiento vegetativo (CARBO, 2000). De esta manera, durante
el desarrollo vegetativo, toda la actividad fotosintética de la planta, esta dirigida hacia
los organos y tejidos en crecimiento, que son prioridades en esta etapa de desarrollo
(LUIS, 2000).

Esta relacion fuente- demanda cambia en el momento en que la planta, pasa a
su estado reproductivo (floracion y fructificacion), ya que los asimilados producto de
la fotosintesis son destinados al desarrollo de las estructuras reproductivas
(QUESADA, 2000).

Es asi como se observa una alta tasa fotosintética de las hojas cerca de los
frutos, lo cual origina una mayor produccion de fotoasimilados que seran
acumulados generalmente en forma de sacarosa en ellos (TRIPPI, 1990; TAIZ, 1998;
MEDRANO, 2000). Los frutos al ser 6érganos de demanda irreversible, poseen un
alto contenido de sacarosa el cual no sera recuperado por la planta en ninguna
circunstancia (LUIS, 2000). Por otra parte, a medida que la planta se desarrolla se
reduce su tasa respiratoria (CARBO, 2000)

El alcanzar el desarrollo reproductivo en la planta supone entonces invertir
gran cantidad de la energia asimilada en esta fase, lo cual lleva a un disminucién en
su desarrollo vegetativo (QUESADA, 2000).

En la mayoria de las plantas perennes lefiosas, luego de su fase reproductiva,
estas regresan a su fase vegetativa, guardando reservas para la segunda floracion y
fructificacion, mientras que su siguiente ciclo lo cumple con mas lentitud, y es
cuando la maduracion del sistema radical y de sus hojas (principal sistema
fotosintético), provoca un debilitamiento de la actividad vegetativa, siendo la
produccion de yemas escasa e irregular, con lo cudl se empieza a observar. un

envejecimiento en la planta (DVE, 1989).
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El envejecimiento irreversible de toda la planta se conoce como senescencia
(QUESADA, 2000). Este proceso se refiere a los cambios degenerativos controlados
enddgenamente, los cuales causan la muerte de células, tejidos y 6rganos (ARTECA,
1996). Dentro de estos cambios se incluye la disminucion en la clorofila, las proteinas
totales, acidos nucleicos, fotosintesis (reduccion en enzimas fotosintéticas), cambios
en los reguladores de crecimiento, incremento en la permeabilidad de la membrana y
abscision (ARTECA, 1996; QUESADA, 2000).

Siendo la senescencia foliar la mas comprendida, se afirma que no solo es un
proceso degenerativo, sino también un proceso de reciclaje donde los nutrientes son
transportados desde las células que envejecen a las hojas jovenes, las semillas en
desarrollo y los tejidos de reserva. Entre estos se encuentra la degradacion de
proteinas la cual permite el transporte de los aminoacidos liberados a otras partes de
la planta. A la degradacion de macromoléculas le sigue el transporte de los productos

de la hidrolisis, asi como la pérdida de la clorofila (QUESADA, 2000).

Edad ontogénica: Siendo el proceso genéticamente determinado de cambios,
resultando en diferentes fases de desarrollo: fase embriogénica, fase juvenil, fase de
transicion fase de maduracién y fase senescencia (HACKETT, 1987; DINKEL,
1990; SWARTZ, 1991; HARTMANN, 1997).

La fase embriogénica incluye los cambios morfoldgicos, estructurales y de
expresion génica que tiene lugar desde que se forma el cigoto hasta que se produce un
embrion maduro dispuesto a germinar (MATILLA, 2000).

La fase juvenil es definida como el periodo inicial de crecimiento. Esta fase se
caracteriza por un incremento en el tamafio de la planta, a partir de los brotes
meristematicos apicales, los cuales generan tallos, asi como los organos laterales
dispuestos en el tallo (hojas y yemas laterales). Esta adicion de estructuras en forma
modular (denominada fitdmero) comprende un o6rgano lateral (la hoja), un nudo, al
que se le une la hoja, un meristemo axilar (la yema axilar), localizada en la axila de la
hoja y un entrenudo (SEGURA, 2000). La expansion celular ocurre en la hoja y el

entrenudo, pero usualmente no toma lugar dentro de la yema axilar hasta que esta se
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libere de la dormancia, en respuesta a factores internos y ambientales, los cuales dan
inicio al periodo de floracion (NEWBIGIN, 1995; HARTMANN, 1997)

En algunas especies, se presentan ciertas caracteristicas particulares de
juvenilidad como son, una forma de crecimiento plagiotrépico; hojas enteras;
filotaxia opuesta o alterna; presencia de espinas; capacidad de enraizamiento de
esquejes alta, asi como una buena capacidad de organogénesis in vitro, es decir una
habilidad para la formacion de tallos y raices adventicias (TRIPPI, 1990; ARTECA,
1996, HARTMANN, 1997; QUESADA, 2000).

La fase de transiciobn se caracteriza por cambios en sus caracteristicas
vegetativas, como son, la morfologia de las hojas, la disposicion de las hojas en el
tallo (filotaxia), asi como la capacidad de enraizamiento (HARTMANN, 1997; TAIZ;
1998). La fase de transicion a la floracion involucra un cambio en la morfogénesis y
diferenciacion celular del brote meristematico apical, los cuales son causados por
factores internos (control genético), como son los ritmos circadianos y las hormonas,
y factores externos como el fotoperiodo y la temperatura entre otros (TRIPPI, 1990;
TAIZ, 1998).

Como consecuencia de este cambio se altera la estructura modular del
fitomero. El desarrollo de la hoja se inhibe para dar lugar a una bractea, y el
meristemo axilar se transforma en un meristemo floral que se diferencia en una flor
en lugar de una rama lateral. Estos cambios progresivos en la capacidad
morfogenética del meristemo se denominan cambios heteroblésticos, los cuales son
observados en un gradiente espacial desde la base al apice de la planta; un ejemplo de
estos cambios es cuando las hojas pasan de ser enteras en la fase juvenil, a ser
trilobuladas en el estado adulto, como es el caso de algunas especies de Passiflora
(TRIPPI, 1990; HARTMANN, 1997)).

En las especies lefiosas no todos los meristemos participan en la formacion de
flores y frutos, permaneciendo algunos en estado quiescente, dentro de estructuras
denominadas yemas para asegurar el futuro crecimiento vegetativo de la planta

(ROLDAN, 2000).
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La fase de madurez se caracteriza por un ciclo continuo entre etapa
reproductiva y vegetativa la cual comienza luego de su primera produccion, en la
mayoria de las plantas perennes lefiosas. Esta fase de la planta se refiere a los
cambios cualitativos los cuales permiten expresar su potencial reproductivo, en la
produccion de semillas. (HARTMANN, 1997; PENA, 2000).

En algunas especies se presentan ciertas caracteristicas particulares en esta
fase, como son un tipo de crecimiento ortotropico, forma de las hojas lobuladas 6
palmadas, filotaxia alterna o espiral, ausencia de espinas, capacidad de enraizamiento
baja, asi como un capacidad de organogénesis in vitro baja (TAIZ, 1998; QUESADA,
2000).

La fase de senescencia hace referencia al proceso de envejecimiento
irreversible en la planta, la cual esta sujeta tanto a factores endégenos como son la
edad y el desarrollo reproductivo, como a factores ambientales en los que se
encuentra el estrés, las sequias, la deficiencia de nutrientes, las infecciones por
patogenos, etc. El envejecimiento en si, causa una disminucién en la resistencia al
estrés y a las enfermedades, ademas de un incremento en la probabilidad de muerte
(ARTECA, 1996; QUESADA, 2000).

Durante el desarrollo ontogénico, el tamafio de un arbol, el grado de
especializacion de cada organo y la compleja interdependencia aumentan. Este
proceso es asociado con los cambios fisioldgicos de el sistema total y de sus partes
(DINKEL, 1990).

Tanto la fase juvenil como la fase de madurez en la planta son estables. Esto
quiere decir, que si se propaga a partir de material juvenil los brotes obtenidos seran
juveniles. Analogamente, si se propaga a partir de explantes provenientes de material
adulto, se obtendran brotes con caracteristicas adultas (QUESADA, 2000).

A medida que las células embrionarias se diferencian de acuerdo con un
patron desarrollado determinado se reduce la capacidad de expresar su
totipotencialidad y se adquiere un estado fisioldgico especializado. Por tal razon,

explantes juveniles cuyas células no poseen aun una via de desarrollo definida,
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responden con versatilidad, mientras que los tejidos maduros presentan con
frecuencia un comportamiento recalcitrante (CARRIZOSA, 1992).

En algunos casos esta condicion puede ser revertida parcialmente, es decir
lograr un cambio de la fase adulta a la fase juvenil. Este proceso de readquisicion de
algunas caracteristicas juveniles en la planta se le denomina rejuvenecimiento y/o re-
invigorizacion y esta se puede promover por medio de practicas de cultivo como es la

poda (DURZAN, 1984; HARTMANN, 1997)

2.2.2.1.2. Poda

Seguin RECHE (1995), y HARTMANN (1997), la poda anual es un
importante aspecto del manejo de la arquitectura de la planta en relacion a:

Mantener la juvenilidad o mejorar el enraizamiento
Formacion de la planta para facilitar y acelerar la coleccion de propagulos
Incrementar la produccion de esquejes
Reduccion de brotes reproductivos

Dentro de los métodos de rejuvenecimiento pre- cultivo se encuentran
diferentes tipos de poda como son:

Modificacién de la planta: Las plantas son severamente cortadas cerca de su
base, pero no hasta el limite con el suelo; con esta clase de poda se elimina los brotes
reproductivos de la planta (HARTMANN, 1997).

Poda severa: En la cual el tronco de la planta es cortado a mas de la mitad de
su tamafio anual; Esta poda es conocida por inducir el desarrollo de brotes con
caracteristicas mas juveniles, con el fin de que los tejidos adultos respondan al
manejo en condiciones in vitro (PIERIK, 1987;BALLESTER, 1990; CARRIZOSA,
1992; HARTMANN, 1997).

Poda moderada: Las plantas son cortadas un tercio o una mitad del
crecimiento anual de sus brotes (HARTMANN, 1997).

Poda ligera: Esta clase de poda solo implica la remocion de esquejes desde el

tronco (HARTMANN, 1997).
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2.2.2.1.3. Diferencias entre plantas in vitro y plantas en condiciones de campo.

Entre las plantas cultivadas in vitro, y aquellas que viven en condiciones
naturales, existen diferencias substanciales, en aspectos tanto fisioldogicos como
morfologicos (HUYLENBROECK, 1995).

A lo largo de la evolucion, las plantas en condiciones de campo han
desarrollado un estado fisiologico caracteristico y 0ptimo que les permite adaptarse a
las condiciones medioambientales particulares a las que estan expuestas.

Los brotes y las plantas in vitro por el contrario se encuentran en un medio de
cultivo donde se les provee una fuente de carbono en forma de sacarosa, la cual
reduce su necesidad para fotosintetizar, altos niveles de humedad, una baja intensidad
luminica, asi como un conjunto de nutrientes basicos para la formacion y el desarrollo
de la planta (PREECE, 1990; HUYLENBROECK, 1995).

A nivel anatomico, las plantas in vitro presentan cambios en algunas de sus
estructuras principales como son la cuticula y los estomas, siendo estas las rutas
primarias para la pérdida del agua en las hojas. Grout & Aston (1977) observar.on
que la falta de formacion de la capa cérea epicuticular en plantas in vitro se debe a la
alta humedad dentro del recipiente de cultivo (PREECE, 1990, HUYLENBROECK,
1995). Por otra parte, se ha observado que los estomas de plantas in vitro permanecen
siempre abiertos (PREECE, 1990), a diferencia de los estomas de plantas en
condiciones de campo, los cuales se abren para permitir la entrada de CO; en el dia,
mientras se cierran en la oscuridad (SALISBURY, 1994; TAIZ,1998).

Los bajos niveles de luz afectan la fotosintesis en algunas especies de plantas
in vitro las cuales son delgadas y tienen caracteristicamente un desarrollo pobre del
parénquima de empalizada, ademds de un bajo contenido citoplasmatico, un bajo
desarrollo de los cloroplastos (6rganos encargados de la fotosintesis y del pigmento
verde “clorofila”), los cudles se presentan planos, con desorganizacion del grana,
carentes de granulos de almidéon y de una gran cantidad de espacio de aire en el
mesofilo a diferencia de las plantas en condiciones de campo (PREECE, 1990;

COZZA, 1997; AZCON- BIETO, 2000 ).
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En hojas micropropagadas in vitro de especies como el abedul, el tejido
vascular del nervio medio y los peciolos es altamente reducido en comparacion con el
encontrado en plantas de campo, al igual que el tejido vascular de hojas
micropropagadas de oliva donde se muestra un reducido numero de elementos del
floema (PREECE, 1990; COZZA, 1997).

A nivel fisioldgico las plantas in vitro presentan cambios, como es una baja
tasa de fotosintesis, la cual es atribuida a la baja actividad de la Rubisco, la baja luz y
un inadecuado intercambio de gases. La baja actividad de la Rubisco se debe
probablemente a la presencia de sacarosa, ya que en condiciones naturales esta
enzima cataliza de manera irreversible la combinaciéon de CO; con la RuPB para
formar dos moléculas de 3- PGA a partir de las cuales se forman sacarosa y almidon
en las células (SALISBURY, 1994; DE LAS RIVAS, 2000).

Por otro lado, la exposicion de las plantas in vitro a una intensidad luminica
baja, genera en ellas hojas delgadas las cuales se asemejan a las hojas de sombra, ya
que presentan un porcentaje de clorofila a/clorofila b mdas bajo, siendo esta la
principal biomolécula croméfora que interviene directamente en el proceso de
absorcion y conversion de la energia luminica (PREECE, 1990; DE LAS RIVAS,
2000).

Otro aspecto que demuestra su pobre capacidad fotosintética es la baja
fijacion de carbono que presentan las plantas regeneradas in vitro, el cual es
indispensable para la sintesis de carbohidratos y compuestos glucidicos en el

cloroplasto.(PREECE, 1990; CARBO, 2000)

2.2.2.1.4. Reguladores de Crecimiento

El crecimiento de la planta, esta basado en la produccion de células en el
meristemo, y consiguiente elongacion de estas para formar nuevamente células.
Ambos procesos, tanto de division celular como de elongacién son afectados por las

hormonas, las cuales son producidas por la misma planta y son los principales
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factores internos que controlan el crecimiento y el desarrollo (GASPAR, 1996; TAIZ,
1998).

Las hormonas se producen en cantidades muy pequefias en ciertas partes de
las plantas y son transportadas a otras partes, donde ejercen su acciéon. Una misma
hormona puede desplegar efectos distintos en diferentes tejidos de destino (PIERIK
1987; TAIZ, 1998).

Los compuestos producidos sintéticamente y las hormonas producidas
naturalmente por la planta reciben el nombre de reguladores de crecimiento y son los
principalmente responsables por la distribucion de los compuestos sintetizados por la
planta (PIERIK. 1987).

En condiciones in vitro las heridas en los tejidos de plantas, pueden reanudar
division celular, es decir son inducidas a una actividad mitética; pero esta actividad
es tipicamente limitante si no se somete a un estimulo apropiado. (TAIZ, 1998;
ECHEVAR.RIA, 2000).

Desde los trabajos de White (1939) en formacion de brotes en callos derivados
de explantes de tabaco, pasando por los de Skoog y Miller (1953) en cultivos de callo
de médula de tabaco, se demostré que la adicion de hormonas es un estimulo
apropiado en procesos de organogénesis (BROWN, 1986. SEGURA, 1993).

Dicho proceso se encuentra regulado por cambios en los niveles enddgenos
de auxinas y citoquininas (SEGURA, 1993). Segin observaciones realizadas la
separacion espacial entre la biosintesis de citoquininas en los apices de las raices y su
sitio de accion, que se localiza en brotes y hojas, se equilibra con la biosintesis de
auxinas que se producen en los meristemos de los brotes y las hojas, y su transporte
polar hacia la raiz (BURCH, 1993). Esta interdependencia se evidencia en la
manipulacion de las concentraciones de auxinas y citoquininas en medios de cultivo,

permitiendo controlar la organogénesis in vitro (SEGURA, 1993; BURCH, 1993).
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% a. Citoquininas

Las citoquininas fueron descubiertas en estudios dirigidos a identificar
factores de estimulacion de la division celular .

Entre los efectos fisiologicos descritos para las citoquininas, se encuentran el
aumento de los niveles de Ca- calmodulina, la produccion de etileno, el incremento
de la relacion tallo/raiz y expansion foliar (TAIZ, 1998; RAVEN, 1999).

A nivel in vitro se ha reportado que la combinacion de dos citoquininas puede
ser mas eficiente para la proliferacion de brotes (PENA, 2000).

La aplicacion de citoquininas puede promover la sintesis de citoquininas
endogenas. El BAP es rdpidamente metabolizado y la ruptura del grupo bencil puede
conducir a la formacion de adenina. En micropropagacion las citoquininas son
utilizadas principalmente para lograr la produccion de tallos multiples y el desarrollo
de yemas laterales, para inducir division y expansion celular (WANG, 1980;

GEORGE, 1996; WEYERS, 1995).

«* b. Auxinas

El término auxina proviene del griego auxein, que significa incrementar. Este
término fue utilizado haciendo referencia a un compuesto que causaba la curvatura
del coleoptilo de avena hacia la luz. En la actualidad se sabe que esta auxina es el
Acido Indolacético (AIA) (PENA, 2000).

En cuanto a los efectos fisiologicos de las auxinas se encuentra la formacion
de raices adventicias, dominancia apical, promocidén de biosintesis del etileno,
extension y elongacién celular, induccion y division celular y regulacion de cambios
en el citoesqueleto (GASPAR, 1996; KENDE, 1997; TAIZ, 1998).

Con la adicion de auxinas en micropropagacion, se busca principalmente
estimular el crecimiento y favorecer la formacion de raices. Sin embargo, la respuesta
del explante al aplicar auxinas depende del estado fisiologico del material vegetal, la
naturaleza de la auxina, tiempo de aplicacion y de la superficie de contacto

(MONCOUSIN, 1991; GEORGE, 1996).
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Adicionalmente, se presenta una relacion entre la habilidad para estimular la
division celular y las concentraciones de auxinas. Una concentracion alta de auxinas,
puede conducir a la acumulacion de los metabolitos degradados de las citoquininas,
puesto que las auxinas incrementan la actividad oxidasa. Una baja proporcion de
auxina / citoquinina determina la morfogénesis de brotes y una alta proporcion
promueve la formacion de raices. Un nivel intermedio de ambos reguladores da como

resultado la produccion de callo (SEGURA, 1993; GASPAR 1996; TAIZ, 1998).

2.2.2.1.5. Genotipo de la planta donadora y Tipo de explante

El genotipo es uno de los factores mas influyentes en la regeneracion in vitro
ya que, existen grandes diferencias en la division celular y la capacidad regenerativa
en plantas provenientes de una misma especie, como lo observa SWARTZ (1991),
quien considera que la respuesta morfogenética de los brotes regenerados, esta
fuertemente influenciada por el genotipo, ya que algunos explantes provenientes de
diferentes individuos parentales presentaban una variacion en su desarrollo, con las
mismas concentraciones hormonales (BROWN, 1986; PIERIK, 1987; FORERO
1999).

En cuanto al tipo de explante, segun estudios realizados por TRAN THANH
VAN et al., (1978), los explantes con capas de tejidos superficiales, es decir tejidos
epidérmicos y subepidérmicos, que contengan pocas capas de células (capas
delgadas), son un sistema multiprogramable, al cudl modificandole factores tales
como la relacion auxina - citoquinina, luz temperatura, luminosidad, pH etc., se
pueden establecer varios programas morfogénicos (BROWN, 1986; SEGURA, 1993;
CANAS, 1993).

La regeneracion de brotes a partir de discos de hojas es considerado como un
procedimiento rapido y facil, ya que las células en la margen herida de las piezas
cortadas de las hojas, pueden ser inducidas a experimentar una rapida division in vitro
para formar callos regenerables o brotes directamente (OWENS, 1992; TAYLOR,
1992).
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De acuerdo con el tipo de explante se pueden dar distintos tipos de respuestas
como lo explica DORNELAS (1994) en su estudio de cultivo de tejidos en especies
de Passiflora donde el observo que la organogénesis fue afectada por el explante

utilizado en P. edulis var. flavicarpa; el mejor resultado lo obtuvo con cotiledones.

2.2.2.1.6. Tamaiio del Explante

Por lo general, el tamafio puede determinar la respuesta in vitro, puesto que
los explantes grandes poseen generalmente un potencial regenerador mas amplio,
mientras que en los explantes pequeios la viabilidad y capacidad regenerativa es muy
baja, ademds tienden a ser dafiados facilmente (PIERIK, 1987; VILLALOBOS,
1991).

Es importante tener en cuenta también el proceso de corte, ya que la relacion
entre el porcentaje del area superficial herida y la no herida puede influenciar la

regeneracion del explante (PIERIK, 1987).

2.2.2.1.7. Oxidacion y Contaminacion

El control sobre la oxidacién y la contaminacion es uno de los grandes
problemas que se presentan en los cultivos de tejidos in vitro.

La contaminacion ocasionada por microorganismos superficiales o endégenos
de la planta donadora, como hongos, levaduras moho o bacterias y la oxidacion son
atribuidos a los procedimientos de desinfeccion y aislamiento del explante en el
laboratorio (CASSELLS, 1991).

El procedimiento para la desinfeccion superficial de los explantes debe
permitir eliminar los microorganismos con el menor dafio posible para los explantes,
descartando como primera medida, individuos en mal estado fitosanitario, utilizando
productos quimicos como son fungicidas ¢ desinfectantes superficiales y contando

con un proceso de desinfeccion adecuado (CASSELLS, 1991; MROGINSKI, 1991).
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La oxidaciéon que experimentan muchos explantes luego de la excision se
caracteriza por un oscurecimiento en la superficie de corte de los tejidos vegetales el
cual es causado al parecer por una condicidon de estrés mecanico a la que se ha
sometido el explante (DIXON, 1995).

Este oscurecimiento, asociado con las heridas causadas al explante, que puede
ser inhibitorio para el crecimiento del tejido causando posteriormente su muerte, se
detecta por la necrosis del tejido y la presencia de un exudado en el medio
(RAMIREZ, 1989 ;THOMAS, 1997).

La naturaleza del oscurecimiento en el tejido ocurre por accion de enzimas
oxidasas conteniendo cobre, a menudo llamadas polifenoles oxidasas, fenolasas y
tirosinas, las cuales son liberadas ¢ sintetizadas con substratos apropiados y
condiciones oxidativas cuando los tejidos son heridos o senescentes. Otros
compuestos formados tras la oxidacion y polimerizacion de algunos fenoles, son las
cumarinas, las cuales pueden activar. las IAA oxidasas e inhibir la elongacion celular
y las quinonas que se producen también a partir de fenoles a través de la accion de
peroxidasas las cuales pueden catalizar su oxidacion en presencia de perdxido
(RAMIREZ, 1989). Si estas substancias fenolicas permanecen en el medio de cultivo
pueden inhibir el desarrollo de brotes y ocasionar la muerte del material vegetal
(CARRIZOSA, 1992 ; THORPE, 1991).

Las peroxidasas pueden actuar como catalizadores de la oxidacion del TAA
dejandolo inactivo ( DEBERGH, 1991). Estas enzimas juegan un papel importante en
la vida de las planta ya que estan asociadas con la biosintesis de lignina, plasticidad
de la pared celular, respuesta a dafio mecanico, resistencia de enfermedades e
invasion de microorganismos (RAMIREZ, 1989; PRESTAMO, 1993).

Los compuestos fendlicos son usados en plantas lefiosas para diferenciar entre
fases adultas y juveniles, ya que la sintesis de precursores de fenoles es més activa y
compleja en tejidos maduros que en tejidos jovenes (CARRIZOSA, 1992; DE
KLERK, 1997).

KANTHARAJAH (1990), observd que si los explantes permanecian en un

medio con reguladores de crecimiento para induccion de brotes por mas de 4
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semanas, se evidenciaba clorosis y eventual muerte del tejido, por lo cual es necesario
el subcultivo luego de este periodo, en medio MS sin reguladores de crecimiento,

para una efectiva elongacion y enraizamiento (HODSON, 1994).

2.3. Estudios in vitro en Passiflora

Los trabajos, que hasta el momento se han llevado a cabo en cultivo de tejidos

en especies de Passiflora, son muy pocos, comparados con otras especies.
Scorza & Janick (1976), a partir de discos de hojas inmaduras, en diferentes especies
de Passiflora entre ellas Passiflora edulis var. flavicarpa, obtuvieron resultados que
indicaban que la propagacion in vitro podria ser utilizada para estas especies, aunque
las respuestas, fueran diferentes en todas ellas. En el caso de Passiflora edulis var.
flavicarpa empleando el medio basal MS, suplementado con 5.37 uM de NAA y
4.43 uM de BAP, obtuvieron formacion da callos.

Moran & Robles (1978), demostraron la capacidad morfogenética de
entrenudos, en Passiflora edulis var. flavicarpa y Passiflora mollissima. Observaron,
la formacién de callos, acumulacion de almidon, la desdiferenciacion y la formacion
de vasos, y concluyeron que este potencial se podria utilizar para su multiplicacién
vegetativa, utilizando medio Nitsch suplementado con 6.2 uM de KIN, como agente
estimulador.

Por otra parte en 1980, Scorza & Janick, reportaron el florecimiento in vitro a
partir de tallos, hojas y zarcillos jovenes en Passiflora suberosa, en un medio basal de
MS suplementado con 0.1 mg L' de BAP.

En 1985, Desai & Mehta, observaron a partir de discos de hoja de un hibrido
de Passiflora alata x Passiflora caerulea, formacién de brotes (organogénesis
directa), en un medio MS , con 5.0 uM de BAP y 2.3 uM de KIN y formacion de
raices e induccion de callos en el mismo medio con 0.7 uM de ANA y 2.3 uM de

KIN.
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De nuevo Kantharajah & Dodd (1990) describieron una técnica de
micropropagacion in vitro para Passiflora edulis Sims, a partir de discos de hoja
desde hojas inmaduras utilizando y segmentos nodales, observando que la
multiplicacion de brotes a partir de segmentos nodales era significativa en un medio
MS con 8.9 uM de BAP; en cuanto a los discos de hojas inmaduras en medio MS con
6.65 uM de BAP y 2.68 de uM de ANA no se observaron brotes, pero si, una
produccion de callos y raices en el borde y la vena media.

Para 1991, Drew observé que en un hibrido de Passiflora edulis x Passiflora
edulis var. flavicarpa y ademas en varias especies, entre ellas Passiflora mollissima,
los brotes juveniles crecen rapidamente en medio MS con 10 uM de KIN y 5 uM de
AIA, mientras que el crecimiento de las yemas adultas no fue muy exitoso.

De otro lado, Amugune et al.,(1993), obtuvo regeneracion directa de brotes
sin callos, utilizando hojas inmaduras de plantas adultas de Passiflora edulis var.
flavicarpa en presencia de 8.90 uM de BAP y 2.32 uM de KIN lo cual mostré un
absoluto requerimiento de citoquininas para la formacion de brotes. Este autor
ademas observo que los discos de hoja, en el caso de Passiflora edulis var. flavicarpa
son los explantes mas efectivos, en comparacion con los cortes de tallo que solo
regeneran | planta, ya que una hoja puede ser cortada en 10 discos de hoja, y 3 de
estos 10, pueden regenerar a brote. Estos discos de hoja que regeneran brotes,
usualmente tienen 2-3 brotes por disco, lo cual significa que de 6 a 9 plantas pueden
ser regeneradas por hoja.

D’Utra-Vaz et al., (1993), reportd que para la especie Passiflora edulis var.
flavicarpa, se observo la regeneracion de brotes, utilizando protoplastos del mesofilo
de las hojas de 1 y 2 meses de edad, derivados de callos cultivados en un medio MS
con 5.0 mg L' de ANA y 0.25 mg L' de BAP para luego enraizarlos. En ese mismo
afio Dornelas & Vieira aislaron protoplastos a partir de cotiledones de plantas de
Passiflora edulis var. flavicarpa y otras dos especies silvestres Passiflora
amethystina 'y Passiflora cincinnata, obteniendo brotes en un medio MS
complementado con 2.0 mg L' de BAP; las plantas regeneradas produjeron raices en

un medio MS libre de hormonas.
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Dornelas & Vieira (1994), en su experimento con diferentes especies de
Passiflora obtuvieron también organogénesis directa, utilizando solo BAP, como
regulador de crecimiento dentro del medio. Segun estos autores el utilizar
concentraciones aunque sea bajas de auxinas en medios donde las citoquininas son
superiores, provoca inhibicion en la formacion de brotes, lo cual puede ser posible
por los altos niveles de auxinas endogenas encontrados dentro de los explantes .

Kawata et al, (1995), describieron una técnica de micropropagacion de
Passiflora edulis, a partir de multiples subcultivos de primordios de brotes, utilizando
para esto, tejido cortado de hojas de plantas de 3 afos de edad y cultivados en medio
MS suplementado con, 1uM de BAP y 1 uM de IBA. Estos brotes, luego de 3 afios
mantenian su habilidad para regenerar plantas.

Desde 1986 se han realizado diversos trabajos en la Unidad de Biotecnologia
Vegetal de la Pontificia Universidad Javeriana, en varias especies de Passiflora, con
el fin de desarrollar metodologias necesarias para obtener la propagacion vegetativa
in vitro, de estas especies frutales.

Cabe destacar los trabajos, realizados por Hodson & Rodriguez (1986), en
propagacion de especies nativas entre las que se encontraba Passiflora mollissima. En
esta especie sé observo que las yemas axilares localizadas en las posiciones mas
alejadas de la yema apical presentan mayor desarrollo, siendo el medio mas efectivo
para su desarrollo Nitsch, suplementado con 4.4 uM y 13.2 uM de BAP. En 1998,
Ovalle et al., describieron la regeneracion completa en plantas de Passiflora
mollissima, utilizando explantes de hojas, cultivados en medio Nitsch, usando
diferentes concentraciones de BAP y KIN; se encontrd, que la mejor concentracion
para inducir brotes, fue 3.0 mg L BAP y 2.0 mg L' de KIN.

Dentro de los trabajos de Passiflora edulis var. flavicarpa se encuentra el
realizado por Hodson ef al (1994) en regeneracion en explantes de hojas de plantas de
6 meses de edad, donde se evallio su capacidad morfogenética, en medio MS a
diferentes concentraciones y combinaciones de BAP y KIN. el desarrollo de brotes se
obtuvo utilizando BAP a 4.4. -13.3 uM y KIN 4.6 -9.3 uM. El crecimiento y

enraizamiento de plantas fue logrado en medio MS libre de hormonas.
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Forero (1999), en Passiflora mollissima, utilizando discos de hojas de material
de invernadero e in vitro y usando Agrobacterium tumefaciens; concluye que el
material in vitro, la cepa LBA4404, el plasmido pMON10098 y el empleo opcional
de acetoseringona son las condiciones mas adecuadas para los procesos de
regeneracion y transferencia de genes marcadores en tejidos foliares de P. mollissima;
se observa ademas que tanto la procedencia del material vegetal como la edad de los
mismos afecta la respuesta morfogenética de los explantes utilizados.

Otros trabajos importantes a este nivel fueron los de Hodson et al., (1999),
Gongora et al.,(2000) y Cancino et al.,(2001),. Hodson et al., (1999), transformando
Passiflora edulis var. flavicarpa mediante Agrobacterium tumefaciens logrd la
insercion y expresion de los genes, CP de SMV (Soybean mosaic virus) y el gen CP
de PWV (Passionfruit woodiness virus), utilizando como medio de regeneracion MS
suplementado con 1 mg L™ de BA, 0.5 mg L™ de KIN, 50 mg L' de Kanamicina,
500 mg L™ de Carbenicilina y 300 mg L™ de Cefotaxime; Se logro la regeneraciéon de
plantas.

En el trabajo realizado por Gongora et al.,(2000) en dos especies de Pasiflora
(P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa), se utilizaron discos de hoja de plantas in
vitro o plantas jovenes de invernadero para la transformacion genética. Como medio
de regeneracion se utilizaron Nitsch (P. mollissima) y MS (P. edulis var. flavicarpa)
suplementado con 1 mg L de BA, 0.5 mg L™ de KIN, 50 mg L™ de Kanamicina,
500 mg L' de Carbenicilina y 300 mg L' de Cefotaxime. En P. mollissima se
observd la expresion de B- gus sobre el 32% de los explantes infectados, y la
presencia del gen fue detectada en el 59% de los explantes infectados. Para P. edulis
var. flavicarpa las plantas transgénicas, inoculadas con la cepa virulenta (SMV)
mostraron menor susceptibilidad a Potyvirus.

Posteriormente Cancino et al.,(2001), en un estudio para establecer un sistema
de transferencia de genes basado en Agrobacterium tumefaciens para P. mollissima y
P. edulis var. flavicarpa, observd que el mayor porcentaje de transformacion de
explantes se obtenia utilizando la cepa 1065 (Pgusint) la cual transportaba los genes

gus A (B- glucoronidasa) y nptll (neomicin fosfotransferasa II). La utilizacion del
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flavonoide naringenin (100mM) como suplemento al medio de co-cultivo mejord
significativamente la expresion transgénica del gen gus en discos de hoja para P.
edulis var. flavicarpa mientras que para P. mollissima se obtuvo la mayor expresion
en tallos nodales con 300mM de naringenin. La presencia del los transgenes gus A 'y
nptll se confirmé por medio de un PCR y la hibridizacién con Southern.

El presente estudio en cultivo in vitro de tejidos de Passiflora se basa en
trabajos realizados en la Pontificia Universidad Javeriana como el de Hodson ef al.,
(1992), donde se sugiere que la utilizacion de explantes de hoja es uno de los mejores
sistemas de regeneracion para plantas de Passiflora edulis y el trabajo de Forero
(1999), en transformacion genética de Passiflora mollissima donde se observé que el
uso de material vegetal de invernadero e in vitro tiene diferencias marcadas en cuanto
a su respuesta in vitro, especialmente la disminucion de brotes a medida que el tejido

maduraba.
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3.  FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3. 1. Formulacion del problema

(Cudl es el efecto de la edad y el origen del material vegetal, sobre la
capacidad morfogenética de Passiflora mollissima y Passiflora edulis var.

flavicarpa?

3. 2. Justificacion del problema

Dentro de la familia Passifloraceae, el género Passiflora comprende unas 400
especies, la mayoria de las cuales son cultivadas por sus frutos comestibles, mientras
que otras son usadas como plantas ornamentales.

A pesar de ser frutas de gran consumo en el pais, solo unas pocas especies se
cultivan en forma comercial, entre las que se cuentan Passiflora mollissima (curuba
de castilla), que se cultiva hace muchos afios y cuenta con un mercado definido y
Passiflora edulis var. flavicarpa (maracuyd) la cual ha tomado un gran auge debido a
la facilidad de su industrializacion.

Aunque el cultivo de maracuyé cuenta con un amplio paquete tecnologico de
produccion, y con una demanda comercial so6lida, es importante trabajar en la
obtencion de material de mejor calidad y caracteristicas agrondmicas homogéneas.

A pesar de que la curuba cuenta con un potencial importante de mercado
interno y externo, en nuestros pais el cultivo presenta limitantes relacionadas con el
manejo agronémico y problemas fitosanitarios.

Teniendo en cuenta que Passiflora mollissima (curuba de castilla) y Passiflora
edulis var. flavicarpa (maracuyd), son una fuente importante de ingresos para el
sector agricola, es importante trabajar en aspectos que puedan contribuir a aumentar
la productividad, por ejemplo resistencia a plagas y enfermedades especialmente

Potyvirus y Antracnosis.
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A nivel de cultivo de tejidos vegetales in vitro se ha logrado la adaptacion y
desarrollo de protocolos de regeneracion y proliferacion de brotes como requisito
indispensable en trabajos de transformacion y mejoramiento genético de estas
especies.

Estos protocolos forman parte de técnicas de micropropagacion masiva las
cuales pueden complementar los sistemas tradicionales de propagacion tradicional, ya
que permiten incrementar las tasas de multiplicacion y las posibilidades de limpieza
fitosanitaria, ademas del ahorro del espacio y tiempo.

La regeneracion de brotes adventicios por medio de la organogénesis in vitro,
requiere analizar el efecto de factores como la edad y el origen del material, los
cuales son determinantes de este proceso a nivel in vitro.

Por consiguiente, el presente trabajo pretende profundizar en estos aspectos,
con el fin de evaluar su efecto sobre la capacidad morfogenética de Passiflora

mollissima y Passiflora edulis var. flavicarpa en condiciones in vitro.
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4. OBJETIVOS

4. 1. Objetivo general

Evaluar la capacidad morfogenética de discos de hoja de Passiflora

mollissima y Passiflora edulis var. flavicarpa de material in vitro, de invernadero de

distintas edades, y re-invigorado por poda.

4. 2. Objetivos especificos

1.

Evaluar la capacidad morfogenética de discos de hoja de material de

invernadero de distintas edades en P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa.

Evaluar la capacidad morfogenética de discos de hoja de material in vitro en

P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa.

Evaluar la capacidad morfogenética de discos de hoja de material re-
invigorado luego de podar plantas adultas de P. mollissima y P. edulis var.

flavicarpa.

Evaluar la respuesta de los materiales de invernadero, in vitro y re-invigorado
y determinar el mas adecuado, para la regeneracion de plantas a partir de

discos de hoja de P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa.
Evaluar la respuesta del material de invernadero de distintas edades y

determinar la mas adecuada, para la regeneracion de plantas a partir de discos

de hoja de P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Tipo de estudio

Es un estudio experimental, de tipo analitico, puesto que es un conjunto de
ensayos en los cuales se hacen cambios deliberados en algunas variables que pueden
afectar un proceso bioldgico, de tal forma que se tenga la posibilidad de observar e
identificar el efecto de los cambios en una respuesta determinada (MARTINEZ,

1997).

5. 2. Poblacion estudio y muestra.

Como poblacion estudio se analizaron plantas de P. mollissima y P. edulis
var. flavicarpa, cominmente conocidas como curuba de castilla y maracuya
amarillo, respectivamente.

La muestra seleccionada de semillas y plantas de P. mollissima, provenia de
un cultivo localizado en la Vereda Pozo Hondo Municipio de Facatativa
(Cundinamarca), a una altura de 2600 m.s.n.m. con una temperatura media de 12,4°C
y una precipitacion anual de 689 mm.

La muestra de semillas y plantas de P. edulis, se obtuvo de cultivos
localizados en la Inspeccion de policia San Joaquin, al oeste de la cabecera del
Municipio de la Mesa, (Cundinamarca), a una altura de 1300 m.s.n.m., con una
temperatura media de 22°C y una precipitacion anual de 1696 mm (IGAC, 1996).

La fase experimental del trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos e Invernadero de la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Pontificia
Universidad Javeriana.

La metodologia utilizada para la regeneracion de brotes in vitro a partir de
discos foliares de P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa se describe en la figura 3.

Figura 3. Ver pag. 107
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5.3. Evaluacion del efecto del origen del material vegetal y la edad sobre la

capacidad morfogenética de discos foliares

5.3.1. Establecimiento del material de invernadero

Para el establecimiento del material de invernadero, se germinaron semillas de
P. mollissima y P. edulis var. flavicarpa. Primero, se les retird el arilo para seguir
con un proceso de escarificacion con lija, luego de lo cual se imbibieron por 24h y
posteriormente se sembraron en semilleros utilizando turba como sustrato (TSUBOI,
1992).

Las plantas producidas se mantuvieron en condiciones de invernadero con una
temperatura de 14 a 22°C. Para mantener la humedad realizaron riegos cada dos dias.

Para evaluar el efecto de la edad en el material de invernadero, cada 30 dias se
cortaron las hojas totalmente expandidas del extremo apical de plantas, de 1, 2, 3,4, 5
y 6 meses de edad, para P. edulis var. flavicarpa y de plantas de 1, 2, 3 y 4 meses
de edad para P. mollissima (HODSON, 1992).

5.3.2. Establecimiento del material re-invigorado

Como material re-invigorado de ambas especies se utilizaron plantas de 11
meses de edad, las cuales fueron sometidas a un pre- acondicionamiento mediante
una poda, cortando el tallo a mas de la mitad de su tamafio, con el proposito de
inducir caracteristicas juveniles. Posteriormente se cortaron las hojas totalmente

expandidas.

5.3.2.1. Desinfeccion

Luego de cortadas las hojas provenientes de los materiales de invernadero y
re-invigorado, estas fueron lavadas superficialmente y esterilizadas con una solucion
de hipoclorito de sodio al 2.5% y Tween 20® (0.1% v/v), durante 8 minutos para P.

mollissima y 12 minutos para Passiflora edulis var. flavicarpa, en agitacion suave,
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seguido por 4 lavados, de dos minutos cada uno, con agua destilada desionizada

(FORERO, 1999).

5.3.3. Establecimiento del material in vitro

Para el establecimiento in vitro del material de P. mollissima y P. edulis var.
flavicarpa, se utilizaron segmentos nodales de plantas de 3 meses de edad,

mantenidas en invernadero.

5.3.3.1. Desinfeccion

Luego de su corte, los segmentos nodales fueron lavados por espacio de 10
minutos, siguiendo el procedimiento anteriormente descrito para las hojas de P.
mollissima y de 12 minutos para el material de Passiflora edulis var. flavicarpa
(FORERO, 1999).

Posteriormente, se seccionaron en la parte inferior, de manera oblicua para

aumentar la superficie de absorcion de los componentes del medio de cultivo.

5.3.3.2. Cultivo

Los segmentos nodales, fueron cultivados en frascos con 20 ml. de medio de
cultivo Nitsch & Nitsch (1968), con macronutrientes y micronutrientes completos
para P. mollissima. Para P. edulis var. flavicarpa se utiliz6 el medio Murashige-
Skoog (1962), el cual es suplementado con acido nicotinico, piridoxina y tiamina.
Ambos medios fueron solidificados con Agar - Agar Sigma®. El pH se ajusté a 5.8
previamente al procedimiento de esterilizacion). Los cultivos se mantuvieron en
cuartos de incubacién con una temperatura de 25°C £ 1°C, y un fotoperiodo de 16/8,
proporcionada por tubos de luz blanca fluorescente 39W Sylvania® F48T12/D
(OVALLE, 1988.)
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Se realizaron subcultivos periodicos por espacio de 3 meses.

5.3.4. Corte y obtencion de discos foliares de material de invernadero in vitro y

re-invigorado

Se procedié a retirar los bordes de las hojas, con una cuchilla de bisturi, y se
cortaron los discos foliares cuidando que conservaran parte de la nervadura media;
con las heridas se busc6 aumentar la superficie de absorcion de los componentes del

medio de cultivo (PIERIK, 1987).

5.3.5. Cultivo de discos foliares

Se colocaron adaxialmente, 4 discos foliares en frascos con 20 ml. de medio
de cultivo MS (Anexo 2), suplementado con 4.44 pM (ImgL") de BAP y 2.32 uM
(0.5 mg L") de KIN para Passiflora edulis var. flavicarpa, y medio Nitsch & Nitsch
(Anexo 1), suplementado con 13.3 pM (3 mg L") de BAP y 9.3 uM (2 mg L) de
KIN para Passiflora mollissima, ambos gelificados con Agar- Agar Sigma® al cual
se le ajusto el pH a 5.8 previamente al procedimiento de esterilizacion (HODSON,
1992; HODSON, 1994)).

Los cultivos se mantuvieron en las condiciones anteriormente descritas para

los segmentos nodales.

5.4. Disefio experimental

Los tratamientos se aplicaron bajo la estructura de un disefio completamente
al azar, con 8 tratamientos para Passiflora edulis y 6 para Passiflora mollissima
(Tabla 2 y 3), cada uno con 50 frascos.

La unidad experimental estuvo constituida por 5 frascos, para un total de 10

repeticiones por tratamiento. Como unidad muestral se tomo6 cada disco foliar .
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5.5. Tratamientos

Estan constituidos por el origen del material vegetal y las distintas edades,

para cada una de las especies. Estos tratamientos se describen en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Tratamientos utilizados con Passiflora edulis (maracuyd) .

TRATAMIENTOS VARIABLES INDEPENDIENTES
MATERIAL VEGETAL EDAD

Invernadero 1 mes

Invernadero 2 meses

Invernadero 3 meses

Invernadero 4 meses

Invernadero 5 meses

Invernadero 6 meses

In vitro

Re-invigorado

Tabla 3. Tratamientos utilizados con Passiflora mollissima (curuba).

TRATAMIENTOS VARIABLES INDEPENDIENTES
MATERIAL VEGETAL EDAD

Invernadero 1 mes

Invernadero 2 meses

Invernadero 3 meses

Invernadero 4 meses

In vitro

Re-invigorado
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1. Origen del material vegetal:

In vitro: Material propagado in vitro a partir de segmentos nodales el cual se
consider6é como un estado juvenil.

Re-invigorado: Material sometido a un pre- acondicionamiento por medio de
la poda, con el propoésito de inducir caracteristicas juveniles.

Invernadero: Material obtenido a partir de la germinacion de semillas en

condiciones de invernadero.

2. Edad del material vegetal:

Las evaluaciones para el efecto de la edad con el material de invernadero se
hicieron en un lapso de 6 meses para Passiflora edulis y de 4 meses para Passiflora
mollissima, considerando cada mes como un tratamiento distinto para cada especie

(Tabla 2 y 3).

3. Variables dependientes:

Numero de brotes por disco foliar:

Brotes que se desarrollaron a partir de los discos foliares los cuales fueron
cuantificados y promediados por cada 5 frascos, para obtener asi las 10 repeticiones

para cada tratamiento.

Numero de raices por disco foliar:

Raices que se desarrollaron a partir de los discos foliares las cuales fueron
cuantificadas y promediadas por cada 5 frascos, para obtener asi las 10 repeticiones

para cada tratamiento.
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Porcentaje de callo por disco foliar:

Callos que se desarrollaron a partir de los bordes de los discos foliares, los
cuales fueron medidos en porcentaje, y se cuantificaron utilizando una escala de 0
(0%), 1 (< 25%), 2 (< 50%), 3 (< 75%) y 4 (< 100%). Estos valores luego se

promediaron por cada 5 frascos para cada tratamiento (Anexo 4).

Porcentaje de oxidacion por disco foliar:

Oxidacion que se desarrolld a partir de los discos foliares la cual se midié en
porcentaje y se cuantificd utilizando una escala de 0 (0%),1 (< 25%), 2 (< 50%), 3
(< 75%) y 4 (< 100%). Estos valores luego se promediaron por cada 5 frascos para

cada tratamiento (Anexo 4).
5. 6. Recoleccion de informacion

El registro de variables de respuesta, descritas anteriormente para cada
tratamiento, se realizd en un lapso de 2 meses, donde se evaluaba a los 15, 30 45 y 60
dias (muestreo 1, 2, 3 y 4 respectivamente), después del cultivo de los discos foliares

(DDC), en condiciones in vitro (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de muestreos utilizados en la recoleccion de datos después del

cultivo in vitro y su equivalente en dias.

MUESTREO DIAS

15 (DDC)

30 (DDC)

45 (DDC)
60 (DDC)
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5.7. Analisis de informacion

Los resultados obtenidos para cada variable de respuesta se analizaron por
analisis de varianza (ANAVA) y pruebas de comparacion mediante contrastes
ortogonales y polinomios ortogonales, aplicando como método Scheffé. Para todos
los analisis se utiliz6 el programa estadistico “Statistics”.

En el andlisis de varianza (ANAVA), bajo el diseio completamente
aleatorizado se tom6 como fuentes de variacion los tratamientos, los muestreos y su
interaccion.

Posteriormente, se realizaron contrastes ortogonales o comparaciones entre las
medias. Un contraste ortogonal es una diferencia entre estas medias, en donde se
plantea una hipotesis nula. Los contrastes ortogonales se realizaron comparando los

tratamientos invernadero, in vitro y re-invigorado para los muestreos 1,2, 3 y 4.

Para el caso de Passiflora edulis fue:

71: (Invernadero, T1 — T6) vs. (In vitro, T7 y Re-invigorado, T8)

Siendo la hipotesis nula :

Ho: ot tugststs W tLg

6 2
entonces: 2 (L +Ha T3 TH4 THs ) — 6(H7 HHg) =0

2 Wy 20 F2U3 21y F2 s 216 -6117 -6Ug =0

72: (In vitro, T7) vs. (Re-invigorado, T8)
HO: (W) - (Hg) =0

entonces: HW7- Ug=0
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Para el analisis de los resultados obtenidos en las edades, se realizé un modelo
de regresion polinomial ortogonal el cual se utiliza cuando los aumentos entre los
niveles sucesivos de X son iguales y los valores de Y tienen una varianza comun,
siendo X la variable independiente (tratamientos) y Y la variable dependiente
(variables de respuesta evaluadas). Es asi como una relacion funcional es de la forma

Y= 1(X), la cual puede ajustarse de forma lineal, cuadratica, ctbica, cuarta 6 quinta.

Para Passiflora edulis las relaciones funcionales se ajustaron a las formas
polinomiales:
73: Lineal: Y=0o + 1 X
74: Cuadratica: Y=0o + 1 X + [32)(2

Para Passiflora mollissima las relaciones funcionales se ajustaron a las formas
polinomiales:
7Z3: Lineal: Y=o + 1 X
74: Cuadratica: Y=0o + 1 X+ BZXZ
Z5: Clbica: Y=o+ 1 X+ B X+ B3 X’
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Efecto del origen del material vegetal y la edad sobre la capacidad

morfogenética de discos foliares de P. edulis var. flavicarpa.

El analisis de varianza (ANAVA), efectuado para cada una de las variables
evaluadas (nimero de brotes, numero de raices, porcentaje de callo y porcentaje de
oxidacion), mostrd diferencias altamente significativas para los tratamientos, los
muestreos y la interaccion tratamiento por muestreo (Anexo 5).

Por esta razon, se realizaron los diferentes contrastes y polinomios
ortogonales para las variables de respuesta mencionadas anteriormente y que se

describen a continuacion:

6.1.1. Namero de brotes por disco foliar

6.1.1.1. Comparacion entre los tratamientos de (Invernadero, T1 — T6) vs. (In

vitro, T7 y Re- invigorado, T8)

Entre los tratamientos evaluados se evidencid una diferencia altamente
significativa, a partir del muestreo 2 (30 DDC), hasta el muestreo 4 (60 DDC)
(Anexo 7; Tabla 9). Esto se reflejo en los valores promedio del nimero de brotes por
disco foliar con el material de invernadero (entre 1.13- 5.34), en contraste con los
valores promedio del material in vitro y re- invigorado (entre 0.33- 0.74) (Figura 4;
Tabla 5).

El nimero de brotes por disco foliar fue mayor para el material de invernadero
en comparacion con el obtenido a partir del material in vitro y re- invigorado. Con
estos resultados se evidencia que la capacidad morfogenética esta relacionada con el
origen del material vegetal.

Una menor actividad meristematica en el material in vitro de P. edulis, puede

ser explicada por la reduccion en el tejido vascular de la nervadura media, sitio
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principal de division celular, lo cual conduce a un menor numero de brotes por disco
foliar.

Esto se debe a que durante el cultivo in vitro, las plantas crecen bajo
condiciones de alta humedad relativa y baja intensidad luminica, que pueden originar
cambios en aspectos de la morfologia y en procesos fisiolégicos de la planta
(HUYLENBROECK, 1995; COZZA, 1997).

Es asi como en estos cultivos se presenta una baja tasa fotosintética, hecho
que es atribuido al suministro de carbono, en forma de sacarosa al medio de cultivo,
lo que conlleva a una baja actividad de la Rubisco, enzima que cataliza de manera
irreversible la combinacion de CO; con la RuPB para formar dos moléculas de 3-
PGA a partir de las cuales se forma sacarosa y almidon en las células (GOURICHON,
1996; DE LAS RIVAS, 2000).

Esta reduccion en la produccion de asimilados de la fotosintesis, puede incidir
en los procesos de crecimiento y desarrollo de tejidos y 6rganos en la planta, como lo
observado por PREECE (1990) y COZZA (1997), en hojas de plantas propagadas in
vitro de abedul y oliva, donde el tejido vascular de la nervadura media, presenta un
reducido niumero de elementos del floema y del xilema, asi como un desarrollo escaso
de sus cloroplastos, 6rganos encargados de la fotosintesis (QUESADA, 2000).

En el material de invernadero, el tejido vascular de la nervadura media de la
hoja y el peciolo probablemente esta compuesto de un mayor numero de elementos
del floema cambium vascular y xilema. En la planta el cambium vascular es el
encargado de la produccion del floema hacia el exterior y el xilema hacia el interior,
por un proceso de crecimiento secundario, en el cual la continua actividad mitotica de
las células del cambium vascular, son la materia prima para la morfogénesis, como
consecuencia de una combinacion de formacion de nuevas células y la expansion
orientada de estas (SALISBURY, 1994; PHILLIPS, 1995; TAYLOR, 1997; TAIZ,
1998).
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Tabla 5. Efecto de los tratamientos en el promedio del nimero de brotes por disco

foliar en Passiflora edulis var. flavicarpa

Muestreo

Tratamier

T1
T2
T3

T4
T5
T6
T7
T8

6.0

5.0

[0 Muestreo 1
4.0
l Muestreo 2
3.0 [ Muestreo 3

E Muestreo 4

2.0

1.0

Promedio del niimero de brotes por disco foliar

1 2 3 4 5 6 7 8
TRATAMIENTOS

Figura 4. Efecto de los tratamientos en el promedio del nimero de brotes por disco

foliar en Passiflora edulis var. flavicarpa
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Las células en el tejido vascular de la nervadura media de la hoja y el peciolo,
tienen entonces la capacidad de reanudar division celular, luego de un proceso de
corte o herida, promoviendo de esta manera procesos de desdiferenciacion e
induccion de tejidos y 6rganos nuevos, lo cual es regulado por un balance de auxinas
y citoquininas (KANTHARAJAH,1990; OWENS, 1992; DE KLERK, 1997; LANE,
1998; SRISKANDARAJAH, 1998; TAIZ, 1998; FORERO, 1999; SHRIVASTAVA,
1999)

Esto es concordante con lo reportado por HODSON (1994) para Passiflora
edulis, LANE (1998) para Pyrus pyrifolia, APEZZATO (1999) para Passiflora
edulis, segin PEREIRA (2000) y JENKS (2000) para Nymphoides indica, quienes
observaron a partir de la nervadura media, el borde de la hoja y explantes del peciolo,
la regeneracion de brotes, los cuales incrementan en tamafio debido a la pronunciada
actividad meristematica de las células del parénquima y epidermales, indicando asi la
primera fase para la diferenciacion celular.

Adicionalmente, los resultados en relacidon con el material adulto seran
referidos en términos de material re- invigorado puesto que con la poda realizada no
se logro inducir un rejuvenecimiento, lo cual se evidencid por la menor respuesta
morfogenética que es inherente de los tejidos adultos (CARRIZOSA, 1992;
HARTMANN, 1997).

Con el proceso de poda, se esperaba la aparicion de caracteristicas
morfolégicas juveniles, tales como la forma de la hoja siendo estas trilobuladas, en la
fase adulta y enteras en la fase juvenil segtin lo reportado por KAWATA (1995) para
P. edulis, 1o cual no se observo en este trabajo.

Esta discrepancia, puede deberse, a que solo se practicé una poda, ya que
como se ha descrito en otros estudios, las podas severas y repetidas incrementan el
crecimiento vegetativo de la planta, debido a que inducen a la formacion de brotes
juveniles, asi como de raices adventicias (PIERIK, 1987; CARRIZOSA, 1992;
GROSSMAN, 1998).

Algunos autores concuerdan en que el rejuvenecimiento y/o la re-

invigorizacion ocurre con mas dificultad en plantas lefiosas, en contraste con especies
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herbaceas. Un verdadero rejuvenecimiento (reversion de la fase adulta a la fase
juvenil), se expresa en esta habilidad para la regeneraciéon de brotes y raices
adventicias (FRANCLET, 1987; PIERIK, 1987, KAWATA, 1995; HARTMANN,
1997).

6.1.1.2. Comparacion entre los tratamientos de (In vitro, T7) vs. (Re- invigorado,
T8)

Los tratamientos evaluados no presentaron diferencias significativas en los
muestreos 1, 2, 3 y 4 (15, 30, 45 y 60 DDC) (Anexo 7; Tabla 9), siendo menores los
valores promedio del nimero de brotes por disco foliar tanto en el material in vitro
(entre 0.02- 0.74), como en el material re- invigorado (entre 0.20- 0.60) (Figura 4;
Tabla 5).

Estos resultados con el material re- invigorado pueden ser causados por un
comportamiento recalcitrante de los tejidos adultos, que se traduce en una menor
capacidad de regeneracion. En condiciones in vitro, la desdiferenciacion de células
de una planta adulta, puede inducir caracteristicas juveniles, pero en algunas especies
se ha observado que para que esta mayor capacidad se exprese, son necesarios
subcultivos periddicos para alcanzar un adecuado desarrollo y una sucesiva
proliferacion de brotes (PIERIK, 1987; GEORGE, 1994; KAWATA, 1995;
CAPUANA, 1997; HARTMANN, 1997; SHRIVASTAVA, 1999).

Aunque el material in vitro, presente células rejuvenecidas segin DREW
(1991) y FORERO (1999), su capacidad para desarrollar brotes, parece estar
relacionada con aspectos de la morfologia y procesos fisioldgicos ya mencionados, lo

cual da como resultado una respuesta morfogenética menor.

6.1.1.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 — T6)

Para ¢l efecto de la edad, en el material de invernadero, el muestreo 2 (30

DDC), presentd diferencias altamente significativas, ajustdndose a la forma de
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respuesta cuadratica, mientras que los muestreos 3 y 4 (45 y 60 DDC), presentaron
diferencias altamente significativas y se ajustaron a la forma de respuesta lineal
inversa (Anexo 7; Tabla 9). Es decir los valores promedio del numero de brotes por
disco foliar fueron mayores para las plantas de 1y 2 meses provenientes del material
de invernadero (entre 0.88- 5.34), comparados con los valores promedio de las
plantas de 5 y 6 meses (entre 1.13- 1.68) (Figura 5y 6; Tabla 5).

Estos resultados sugieren que la edad de la planta, fuente del material en
condiciones in vitro, afecta la capacidad morfogenética en P. edulis var. flavicarpa,
puesto que se evidencidé una mayor respuesta a partir de los discos foliares de plantas
de invernadero de 1 (T1) y 2 (T2) meses.

La competencia para la organogénesis y la regeneracion de plantas decrece de
la fase vegetativa, a estados mas avanzados, debido a que el gradiente de juvenilidad
disminuye de la base al apice de la planta. De esta manera, la condicion juvenil de los
meristemos del tallo desaparece a medida que aumenta la distancia entre el sistema
radical y el meristemo apical (SALA, 1990; CARRIZOSA, 1992; CAPUANA, 1997;
HARTMANN, 1997).

En este trabajo se observd un menor numero de brotes por disco foliar a partir
de plantas de invernadero de 5 (T5) y 6 (T6) meses. Estas plantas, presentaban
algunas caracteristicas morfologicas como es el alargamiento de el tallo y una mayor
distancia en los entrenudos, lo cual puede indicar una fase de transicion hacia la fase
reproductiva.

Este hecho puede ser atribuido a que una planta de P. edulis, comienza su fase
adulta, a partir del sexto mes después de la germinacion, lo que conlleva a una tasa
de crecimiento vegetativo reducido, a una menor formacion de brotes vegetativos y a
una distribucion de los asimilados producto de la fotosintesis para favorecer el
desarrollo de estructuras reproductivas (DURZAN, 1990; COPPENS, 1997;
HARTMANN, 1997; TAIZ, 1998; QUESADA, 2000)
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4 —e— Muestreo 1

—— Muestreo 2

IRVARNYARN

Promedio del niimero de brotes por disco foliar
w

EDADES (Meses)

Figura 5. Efecto de la edad en el promedio del nimero de brotes por disco foliar en

Passiflora edulis var. flavicarpa.

De forma general, con los materiales in vitro, re- invigorado e invernadero de
distintas edades, la mayor produccion de brotes a partir de discos foliares se registro
entre el muestreo 2 (dia 30 DDC) y el muestreo 4 (dia 60 DDC). En otros trabajos se
ha observado que algunos explantes no producen muchos brotes durante las primeras
4 semanas (LIN, 1998). El desarrollo de los brotes y su conexiéon vascular con el
tejido del explante fue observado por PEREIRA (2000) después del dia 40 del
cultivo.

Por otra parte, el mayor nimero de brotes por disco foliar alcanzado con el
material de invernadero fue de 5.34 (siendo el mayor promedio), lo que puede ser
consecuencia de la formacion de callo, la falta de subcultivo y los porcentajes de

oxidacion obtenidos en este trabajo.
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Figura 6. Formacion de brotes a partir discos foliares de P. edulis var. flavicarpa

provenientes de plantas de invernadero de 2 (T2) meses.
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6.1.2. Numero de raices por disco foliar

El suministro de auxinas en el medio, es un factor importante para la
induccién y formacion de raices, en distintas especies de Passiflora segin lo
reportado por DESAI (1984), KANTHARAJAH (1990), DREW (1991),
DORNELAS (1994), HODSON (1994) y PEREIRA (2000).

Este hecho difiere de lo observado en el presente estudio puesto que sin la
aplicacion exdgena de auxinas, se evidencio una significativa formacion de raices
adventicias (2.28, siendo el mayor promedio). Segiin DORNELAS (1994), OVALLE
(1995) y FORERO, (1999), es probable que los niveles endogenos de auxina, sean
suficientes para promover esta respuesta morfogenética en algunas especies de
Passiflora.

La formacion de raices, se presentd cerca de la superficie de corte
especialmente en la nervadura media, esto puede deberse a que auxinas como el AIA
tienden a acumularse inmediatamente en estos sitios, como resultado de un transporte
polar en las hojas jovenes, el cual se realiza a través de las células de parénquima
que se encuentran en contacto con los haces del tejido vascular (BANDURSKY,
1993; HARTMANN, 1997; TAIZ, 1998).

La formacion de raices se presentd en la region de la nervadura media de la
hoja. En especies como la violeta africana y Passiflora edulis var. flavicarpa se ha
observado que las raices se desarrollan en zonas meristematicas localizadas en
regiones profundas cerca a la zona de vascularizacion del explante (HARTMANN,

1997; DE KLERK, 1997; APPEZZATO, 1999, segin PEREIRA, 2000).

6.1.2.1. Comparacion entre los tratamientos de ( Invernadero, T1 — T6) vs. (In

vitro, T7 y Re- invigorado, T8)
Los tratamientos evaluados presentaron diferencias altamente significativas

para los muestreos 3 y 4 (45 y 60 DDC) (Anexo 8; Tabla 9), siendo esto evidente en

los valores promedio del nimero de raices por disco foliar con el material de
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invernadero (entre 0.51- 2.28), en comparacion con el material in vitro y re-
invigorado (entre 0.02- 0.05) (Figura 7; Tabla 6).

La menor produccion de raices a partir del material in vitro con respecto al
material de invernadero, puede ser atribuido a una reduccion del tejido vascular de la
nervadura media, lo cual puede afectar la capacidad morfogenética de los discos
foliares, de la misma manera que se describio para la formacion de brotes (COZZA,
1997).

Esta reduccion en los tejidos seria causada por una baja actividad fotosintética
en las plantas in vitro, lo que genera probablemente un menor aporte de carbohidratos
para su formacion y desarrollo. Esto es concordante con lo reportado por PREECE,
(1991), quien observdo por ejemplo que las raices formadas en plantas
micropropagadas son delgadas y presentan un deficiente desarrollo del sistema
vascular.

En condiciones de invernadero cuanto mas alta es la tasa de fotosintesis,
mayor es el aporte de carbohidratos a la planta lo cual lleva a una adecuada formacion
y desarrollo de sus raices (CARBO, 2000).

Por otra parte, el material re- invigorado, evidencié también menor formacion,
de raices comparado con el material de invernadero, con lo cual se observa el efecto
del origen del material vegetal sobre la capacidad morfogenética. Segun lo reportado
por CAPUANA (1997), uno de los principales criterios para evaluar si el material
presenta caracteristicas adultas en los cultivos in vitro, es su menor competencia para
la formacién de raices, lo cual es concordante con lo observado en este trabajo, en el
cual los tejidos juveniles regeneran facilmente raices adventicias, a diferencia de los
tejidos adultos (SALISBURY 1994; DE KLERK, 1997; TAIZ, 1998; SEENI, 2000).

Esto indica que a medida que las células embrionarias se desdiferencian de
acuerdo con un patron de desarrollo determinado, se reduce la capacidad de expresar
totipotencialidad (CARRIZOSA, 1992; CAPUANA, 1997).

Adicionalmente a esto en la fase juvenil, los asimilados producto de la

fotosintesis son dirigidos hacia los tejidos y 6érganos en desarrollo, como es el caso de
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las hojas y raices, mientras que en la fase adulta la prioridad es la formacion de las

estructuras reproductivas (LUIS, 2000; QUESADA, 2000).

6.1.2.2. Comparacion entre los tratamientos de (In vitro, T7) vs. (Re- invigorado,

T8)

Los muestreos 1, 2, 3 y 4 (15, 30, 45 y 60 DDC), de los tratamientos
evaluados no presentaron diferencias significativas (Anexo 8; Tabla 9), siendo los
valores promedio del nimero de raices por disco foliar muy bajos para los materiales
in vitro (entre 0.00- 0.03) y re- invigorado (entre 0.01- 0.05) (Figura 7; Tabla 6).

Estos resultados a partir del material re- invigorado pueden ser atribuidos a un
comportamiento recalcitrante en los tejidos adultos, como es una menor capacidad de
regeneracion. En condiciones in vitro, la desdiferenciacion de células de una planta
adulta, puede inducir caracteristicas juveniles, pero en algunas especies se ha
observado que para que esta mayor capacidad se exprese, son necesarios subcultivos
periddicos para alcanzar un adecuado desarrollo y una sucesiva proliferacion de
raices (PIERIK, 1987; GEORGE, 1994; KAWATA, 1995; CAPUANA, 1997;
HARTMANN, 1997; SHRIVASTAVA, 1999).

En cuanto al material in vitro, aunque este presente células rejuvenecidas
segun DREW (1991) y FORERO (1999), su capacidad para desarrollar raices, parece
estar relacionada con aspectos de la morfologia y procesos fisiologicos ya

mencionados, lo cual da como resultado una menor respuesta morfogenética.

6.1.2.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 — T6)
Para el efecto de la edad, en el material de invernadero, el muestreo 4 (60

DDC), presentd diferencias altamente significativas, ajustdindose a la forma de

respuesta lineal inversa (Anexo 8; Tabla 9), lo cual indica que el promedio del

numero de raices, es menor a medida que aumenta la edad; en consecuencia las
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Tabla 6. Efecto de los tratamientos en el promedio del niimero de raices por disco

foliar en Passiflora edulis var. flavicarpa.

Muestreo

Tratamiento

~
n
|

g
=)
I

O Muestreo 1

B Muestreo 2

£ Muestreo 3

E Muestreo 4

S
n

Promedio del niimero de raices por disco foliar

e
=]
I

TRATAMIENTOS

Figura 7. Efecto de los tratamientos en el promedio del nimero de raices por disco

foliar en Passiflora edulis var. flavicarpa.
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Figura 8. Formacion de raices a partir de discos foliares de P. edulis var. flavicarpa

provenientes de plantas de invernadero de 2 (T2) meses.
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3 —e— Muestreo 1
—#— Muestreo 2

2 Muestreo 3
Muestreo 4

Numero de raices por disco foliar

Edades

Figura 9. Efecto de la edad en el promedio del nlimero de raices por disco foliar en

Passiflora edulis var. flavicarpa.

plantas de 1 y 2 meses provenientes del material de invernadero presentan los
mayores promedios (entre 1.40- 2.28) (Figura 8 y 9; Tabla 6).

Estos resultados indican que la capacidad morfogenética de los discos foliares
esta relacionada con la edad y que este factor es influenciado por el estado fisiologico
de la planta.

La formacion de raices depende del desarrollo de la planta, ya que después de
la germinacion las raices jovenes experimentan altas tasas de respiracion, debido a la
gran demanda por esqueletos de carbono para crecer rapidamente y asi sostener la
planta asi como para la absorcion de los nutrientes necesarios para su crecimiento.
Aunque estas funciones se mantienen a lo largo de la vida de la planta, a medida que
se pasa del estado vegetativo al estado reproductivo, se puede presentar una reduccion
en las tasas fotosintética y respiratoria lo cual conlleva a que las raices dejen de crecer

(CARBO, 2000).
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Esto se refleja en la respuesta con el material de invernadero, ya que a medida
que aumenta la edad, disminuye el nimero de raices por disco foliar, con lo cual se
evidencia que los tejidos juveniles de plantas de 1 (T1) y 2 (T2) meses, experimentan
un mayor y mas rapido desarrollo en condiciones in vitro (PIERIK, 1987; DREW,
1991; TORPE, 1991; GEORGE, 1994; SALISBURY 1994; DE KLERK, 1997,
TAIZ, 1998; FORERO, 1999; SEENI, 2000).

Por el contrario, en las plantas de 5 (T5) y 6 (T6) meses provenientes del
material de invernadero, las cuales evidenciaron algunas caracteristicas morfologicas
que indican una fase de transicion hacia la fase reproductiva, se observd una menor
formacion de raices por disco foliar (COPPENS, 1997, HARTMANN, 1997).

Estos resultados confirman que en etapas tempranas de la fase reproductiva, la
actividad meristematica disminuye o cesa en Organos vegetativos (SALISBURY,

1994, LUIS, 2000).

6.1.3. Porcentaje de callo por disco foliar

Aunque con la utilizacion de dos citoquininas como KIN y BAP (las cuales
act@ian sinérgicamente), se induce una mayor produccién de brotes en los discos
foliares, la formaciéon de callo también se observo. Esta produccion de callo, puede
ser atribuida a los niveles endogenos de auxinas y citoquininas que puedan estar
presentes en los discos foliares (ZIMMERMAN, 1994; DORNELAS, 1994;
HODSON 1994; BABU 2000).

Cuando se combinan citoquininas y auxinas en un medio de induccion, la
formacion de callo es mayor, lo cual puede tener un efecto negativo sobre la
formacion y  proliferacion de brotes, disminuyendo considerablemente
(KANTHARAJAH, 1990; DORNELAS, 1994; HODSON 1994; GUOHUA, 1998).

En su mayoria, la formacion de brotes en los discos foliares fue via
morfogénesis directa, pero no se puede obviar el hecho de que en algunos casos, la
presencia de callo indujo morfogénesis indirecta. La produccion de callo en cultivo de

tejidos in vitro pueden alterar la estabilidad genética, lo cual incrementa el riesgo de
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obtener variantes somaclonales con alteraciones en el fenotipo o en el genotipo
(PIERIK, 1987; KANTHARAJAH,1990; KRIKORIAN, 1991;
SRISKANDARAJAH, 1998).

Es factible que se necesite un incremento en la concentracion de citoquininas,
en el medio de cultivo in vitro, que estimule mayor formacion de brotes a partir de
discos foliares. Es importante tener en cuenta que en algunos trabajos se reportan los
altos niveles de citoquininas (entre 18.00 — 44.4 uM), como inhibidores de la
organogénesis, lo cual indica que las concentraciones que se deben utilizar deben ser
moderadas (HODSON, 1994; GUOHUA, 1998; SHRIVASTAVA, 1999; BHATT,
2000; ECHEVERRIGARAY, 2000).

La formacion de callo a partir de discos foliares provenientes del material de
invernadero in vitro y re- invigorado, se observo a nivel de corte, puesto que en el
momento de la herida, las células cerca de la lesion son inducidas a una rapida

division celular (OWENS, 1992; DE KLERK, 1997; TAIZ, 1998).

6.1.3.1. Comparacion entre los tratamientos de ( Invernadero, T1 — T6) vs. (In

vitro, T7 y Re- invigorado, T8)

Los tratamientos evaluados presentaron diferencias altamente significativas
entre los 4 muestreos (15, 30, 45 y 60 DDC) (Anexo 9; Tabla 9), como se observo en
un mayor porcentaje de callo con el material de invernadero (entre 12.75- 34.25),
comparado con los materiales in vitro y re- invigorado (entre 3.50- 26.00) (Figura 10;

Tabla 7).

6.1.3.2. Comparacion entre los tratamientos de (In vitro, T7) vs. (Re- invigorado,

T8)

Los tratamientos evaluados mostraron diferencias altamente significativas

desde el muestreo 2 (30 DDC), hasta el muestreo 4 (60 DDC) (Anexo 9; Tabla 9),
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Tabla 7. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de callo por disco foliar en

Passiflora edulis var. flavicarpa

Muestreo

70.0

O Muestreo 1
60.0-

Il Muestreo 2
50.0-

E Muestreo 3

E Muestreo 4

Porcentaje de callo por disco foliar

TRATAMIENTOS

Figura 10. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de callo por disco foliar en

Passiflora edulis var. flavicarpa
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siendo evidente un mayor porcentaje de callo por disco foliar, con el material re-
vigorado (entre 22.25- 26.00) a diferencia del porcentaje con el material in vitro
(entre 8.75- 11.50) (Figura 10; Tabla 7).

La mayor respuesta con el material de invernadero, puede explicarse por la
biosintesis de auxinas, la cual se presenta principalmente en las hojas jovenes de la
planta. Estas hormonas, luego de un proceso de corte, pueden ejercer una accién local
a través de los tejidos vasculares de la hoja, lo cual induce a una division celular
abundante, dando como resultado una mayor produccién de callo (DE KLERK, 1997;
ECHEVERRIA, 2000).

Por otra parte, aunque las hojas adultas pueden sintetizar AIA (auxina), una
menor formacion de callo en el material re- invigorado, probablemente es causada
por un potencial de division mas bajo en las células adultas, lo cual es producto de su
estado fisiologico especializado (PIERIK, 1987; TAIZ, 1998; RAVEN, 1999).

Se ha observado ademas que el transporte polar, el cual es tipico de las
auxinas y se realiza por medio de células del cambium vascular en las hojas, es
inhibido por compuestos fenolicos que son comunes en los tejidos adultos, influyendo
en el proceso de formacidon de callo a partir de los discos foliares del material re-
invigorado (ECHEVERRIA, 2000).

El material in vitro, presentd6 una menor formacion de callo con respecto al
material re- invigorado y al material de invernadero, como consecuencia de las
diferencias anatomicas y fisioldgicas que se pueden presentar, principalmente la
reduccion del tejido vascular. Teniendo en cuenta que el crecimiento del callo se
produce desde células del parénquima y de células del tejido vascular, su reduccion
daria probablemente como resultado una menor y mas baja division celular para su

formacion a partir del material in vitro (HARTMANN, 1997).
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Figura 11. Efecto de la edad en el porcentaje de callo por disco foliar en Passiflora

edulis var. flavicarpa

6.1.3.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 -T6)

Con respecto al efecto de la edad, el material de invernadero, en el muestreo 4
(60 DDC), presentd diferencias significativas, ajustdndose a la forma de respuesta
lineal inversa (Anexo 9; Tabla 9), con lo cual los mayores porcentajes se observaron
con el material de invernadero de 1y 2 meses (entre 30.75- 34.25) (Figura 11 y 12;
Tabla 7).

Con el material de invernadero se observd un mayor potencial de crecimiento
y division celular, en las plantas de 1 (T1) y 2 (T2) meses. Esta respuesta fue
disminuyendo progresivamente a medida que aumentaba la edad, lo cual se evidencid
en los bajos porcentajes de callo con los materiales de las plantas de 4 (T4), 5 (TS)y
6 (T6) meses, indicando una mejor respuesta por morfogénesis indirecta en los tejidos

juveniles.
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Figura 12. Formacion de callo a partir de discos foliares de P. edulis var. flavicarpa

provenientes de plantas de invernadero de 1 mes (T1).
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Esto se debe a que las células presentes en los tejidos de plantas en estados
juveniles de 1 (T1) y 2 (T2) meses, no poseen una via de desarrollo determinada por
lo cual se observa una mayor y mas rapida divisién celular en contraste con las
células en los tejidos de plantas de 4 (T4), 5 (T5) y 6 (T6) meses que se encuentran en
estados mas avanzados, las cuales se presentan especializadas y con un
comportamiento recalcitrante, causado por su posible transicion a la fase reproductiva

(CARRIZOSA, 1992).

6.1.4. Porcentaje de oxidacion por disco foliar

La oxidacion, se caracterizé por un oscurecimiento del tejido vegetal, ya que
probablemente en el momento del corte o herida se promueve la liberacion de acido
clorogénico y ésteres fendlicos, que sirven de sustrato a las enzimas polifenol
oxidasas. Estas enzimas a su vez catalizan la oxidacion de compuestos fenolicos a
quinonas, las cuales ademdas de actuar contra la proteccion del tejido, pueden
acumularse y ser altamente toxicas (RAMIREZ, 1989; THORPE, 1991; FORERO,
1999).

6.1.4.1. Comparacion entre los tratamientos de (Invernadero, T1 — T6) vs. (In

vitro, T7 y Re- invigorado, T8)

Los tratamientos evaluados, presentaron diferencias altamente significativas
en el muestreo 2 (30 DDC) y el muestreo 3 (45 DDC), (Anexo 10; Tabla 9), lo cual
se evidencid por un menor porcentaje de oxidacion, para el material de invernadero,
en contraste con los porcentajes del material in vitro y re- invigorado (entre 18.00-
42.00 %). En el muestreo 4 (60 DDS), este porcentaje llegd a ser muy similar en los

materiales de invernadero, in vitro y re- invigorado (Figura 13; Tabla 8).
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6.1.4.2. Comparacion entre los tratamientos de (In vitro, T7) vs. (Re- invigorado,
T8)

Los materiales in vitro y re- invigorado no presentaron diferencias
significativas en los muestreos 1, 2, 3 y 4 (15, 30, 45 y 60 DDC) (Anexo 10; Tabla 9),
siendo alto el porcentaje de oxidacion por disco foliar, para estos dos tratamientos
(entre 0.75- 68.00 %) (Figura 13 y 14; Tabla 8).

Los resultados obtenidos con los 3 materiales son probablemente causados por
una perdida de lipidos, proteinas y clorofila, que ocurre en el momento en que una
hoja se separa de la planta. Este envejecimiento prematuro o senescencia puede
conducir a la muerte de la hoja (SALISBURY, 1994; PHILLIPS, 1995; TAIZ 1998).

Estudios previos en P. edulis sugieren que este envejecimiento podria ser
retardado mediante tratamientos con citoquininas, ya que este regulador de
crecimiento al parecer estimula la proliferacion de cloroplastos, promueve la sintesis
de proteinas fotosintéticas, impulsa la formacién de granas, e incrementa la sintesis
de clorofila, lo cual favorece la permanencia de la coloracion verde de la hoja
(HODSON,1994).

Esta situacion probablemente se observo en el presente trabajo, donde los

discos foliares de plantas de invernadero de P. edulis evidenciaron un menor
promedio de oxidacion, a través de los primeros 3 muestreos (45 DDC). Aunque la
aplicacion de las citoquininas no previene la senescencia completamente, su efecto si
puede ser retardado (TAIZ, 1998).
Por el contrario, el material in vitro, presentd una mayor oxidacioén desde el segundo
muestreo (30 DDC), lo que probablemente se relaciona con la morfologia de sus
hojas, las cuales se presentan delgadas, con un bajo contenido de citoplasma asi como
de clorofila, y con un pobre desarrollo de cloroplastos, lo cual puede contribuir a un
rapido proceso de oxidacion en los discos foliares (PREECE, 1990; COZZA, 1997;
NGUYEN, 1999).
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Tabla 8. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de oxidacion por disco foliar en

Passiflora edulis var. flavicarpa.

Muestreo

Tratamiento

80.0

[0 Muestreo 1
Il Muestreo 2

E Muestreo 3

E Muestreo 4

Porcentaje de oxidacion por disco foliar

TRATAMIENTOS

Figura 13. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de oxidacion por disco foliar

en Passiflora edulis var. flavicarpa.
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En condiciones in vitro, los discos foliares obtenidos a partir del material, re-
invigorado mostraron respuestas caracteristicas de tejidos adultos como es la
fenolizacion de compuestos comunmente encontrado en tejidos lefiosos, lo que se
manifiesta en un oscurecimiento del medio de cultivo como resultado de la liberacion
de fenoles (BALLESTER, 1990; GONGORA, 1992; CAPUANA, 1997;
HARTMANN, 1997; PANAIA, 2000).

De otra parte, los porcentajes de oxidacion en los materiales provenientes de
invernadero, in vitro y re- invigorado pudo ser ocasionado por la permanencia de los
discos foliares en el mismo medio cultivo in vitro durante los 4 muestreos (60 DDS).
KANTHARAJAH (1990), observé que si los explantes permanecian en un medio
con citoquininas por mas de 4 semanas, se evidenciaba una menor organogénesis, asi
como clorosis y eventual muerte del tejido, ya que este regulador de crecimiento ha
sido reportado como estimulador de la sintesis de compuestos fenolicos, por lo cual
es necesario realizar subcultivos periddicos (SEENI, 2000).

Una répida transferencia puede estimular el crecimiento de nuevos brotes,
ademas de evitar efectos inhibitorios por la liberacion de estos compuestos al medio,
desde el corte o la herida (ZAID, 1987, SUDARSONO, 1991; GUOHUA, 1998;
SRISKANDARAIJAH, 1998; SHRIVASTAVA, 1999 ).

6.1.4.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 — T6)

Con relacién al efecto de la edad en el material de invernadero, se evidencid
diferencias altamente significativas en el muestreo 2 (30 DDC), ajustandose a la
forma lineal positiva, mientras para el muestreo 3 (45 DDC), se presentd una
diferencia significativa (Anexo 10; Tabla 9). Esto indica que el porcentaje de
oxidacion por disco foliar fue menor para las plantas de 1 mes provenientes del
material de invernadero (entre 3.75- 29.25) que para las plantas de 4, 5 y 6 meses

(entre 3.50- 72.25) (Figura 15; Tabla 8).
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Figura 14. Oxidacion de discos foliares de P. edulis var. flavicarpa provenientes de

plantas de material re- invigorado (TS).
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Figura 15. Efecto de la edad en el porcentaje de oxidacion por disco foliar en

Passiflora edulis var. flavicarpa

Estos resultados sugieren que la sintesis de precursores de fenoles es mas
activa y compleja hasta llevar a la muerte de los discos foliares a medida que aumenta
la edad de las plantas provenientes del material de invernadero, durante los primeros
3 muestreos (45 DDC). Por esta razén la oxidacion fue menor con las plantas de 1
(T1), 2 (T2) y 3 (T3) meses, comparada con la del material de las plantas de 5 (TS) y
6 (T6) meses de edad.

Para el muestreo 4 (60 DDC), por causa de la falta de subcultivo, esta
oxidacion fue muy alta con todo el material proveniente de invernadero
(CARRIZOSA, 1992; DE KLERK, 1997; PANAIA, 2000).

Adicionalmente, algunos autores mencionan que el etileno, estimula la
oxidacién y senescencia de los tejidos, e inhibe su regeneracion en condiciones in
vitro. La produccion de este gas probablemente se deba a un sinergismo entre auxinas

y citoquininas (HULME, 1992; NEWBIGIN, 1995; GASPAR, 1996).
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Tabla 9. Resultados de los contrastes ortogonales y los polinomios en las variables

evaluadas en Passiflora edulis var. flavicarpa

Contras. Ortogonal | Polinom. Ortogonal
Variable Muestreos 71 72 73 74

Lineal Cuadratica
M1 NS NS NS NS
BROTE M2 *% NS NS k%
M3 %k NS ok NS
M4 %k NS ok NS

RAIZ M2 NS NS NS NS
M3 sk NS NS NS

M4 %k NS ok NS

Ml * % NS

CALLO M2 sk * 3k NS NS
M3 sk * 3k NS NS

M4 %k %k * NS

OXIDACION M2 o NS o NS
M3 %k NS * NS

M4 NS NS NS NS

** . menor a 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
* :menor a 0.05, son factores que tienen diferencias significativas.
NS: mayor a 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Figura 16. Brotes obtenidos por cultivo in vitro de discos foliares de P. edulis var.

flavicarpa provenientes de material de invernadero de 2 (T2) meses de edad.
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6.1.5. Enraizamiento y endurecimiento

Se logro obtener plantas enraizadas de P. edulis var. flavicarpa.

Los brotes obtenidos a partir de discos foliares de material de invernadero de
1 (T1) y 2 (T2) meses de edad, fueron enraizados en medio MS sin reguladores de
crecimiento (Figura 16 y 17). DORNELAS (1994), obtuvo resultados similares en
Passiflora edulis var. flavicarpa.

Para la fase de pre-endurecimiento y endurecimiento, se observd que el
crecimiento y desarrollo de las plantas de P. edulis var. flavicarpa fue favorecido por
la utilizacion de un sustrato como la turba, el aumento de la intensidad luminica y la
reduccion gradual de la humedad relativa. Esto concuerda con lo descrito por PENA
(2000), para algunas especies de Vitis vinifera en las cuales se encontro que la
transferencia progresiva a un ambiente en condiciones naturales (ex vitro), disminuye

al maximo el estrés ocasionado por este proceso (Figura 18).
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Figura 17. Brote enraizado en medio MS sin reguladores de crecimiento
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Figura 18. Plantas obtenidas por cultivo in vitro de discos foliares de P. edulis var. --

flavicarpa, A. Etapa de pre- endurecimiento. B. Etapa de endurecimiento
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6.2. Efecto del origen del material vegetal y la edad sobre la capacidad

morfogenética de discos foliares de P. mollissima.

El andlisis de varianza (ANAVA), realizado para cada una de las variables
evaluadas (nimero de brotes, porcentaje de callo, y porcentaje de oxidacion),
present6d diferencias altamente significativas para los tratamientos, los muestreos y su
interaccion (Anexo 6).

Por esta razon, se realizaron los diferentes contrastes y polinomios
ortogonales para las variables de respuesta mencionadas anteriormente y que se

describen a continuacion:

6.2.1. Namero de brotes por disco foliar

La formacion de brotes en su mayoria se observd desde el muestreo 2 (30
DDC), tanto a nivel de corte como de nervadura media, ya que al parecer en esta
region de las hojas la actividad mitdtica de las células del cambium vascular, son la
materia prima para la morfogénesis, como consecuencia de una combinaciéon de
formacion de nuevas células y la expansion orientada de estas, luego de un proceso de
corte o herida, promoviendo de esta manera procesos de desdiferenciacion e
induccioén de tejidos y 6rganos nuevos, lo cual es regulado por un balance de auxinas
y citoquininas (OVALLE,1988; SALISBURY, 1994; HODSON, 1994; PHILLIPS,
1995; TAYLOR, 1997; LANE, 1998; SRISKANDARAJAH, 1998; TAIZ, 1998;
FORERO, 1999)

Estudios histologicos en Pothomorphe umbellata muestran que las células en
la region de la nervadura media incrementan de tamafio y comienzan a dividirse en
varios planos luego del dia 6 de incubacidon, formando estructuras meristematicas
para el dia 25, las cuales son inducidas al desarrollo de brotes el dia 40 en

condiciones in vitro (PEREIRA, 2000).
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6.2.1.1. Comparacion entre los tratamientos de ( Invernadero, T1 — T4) vs. (In

vitro, TS y Re- invigorado, T6)

Entre los tratamientos evaluados se presentaron diferencias altamente
significativas para los muestreos 3 y 4 (45 y 60 DDC) (Anexo 11; Tabla 13). Esto se
reflejo en los valores promedio del numero de brotes por disco foliar obtenidos con
el material de invernadero (entre 0.03- 0.74), a diferencia de los valores promedio de
los material in vitro y re- invigorado (entre 0.00- 0.07) (Figura 19; Tabla 10).

Una mayor formacion de brotes a partir del material de invernadero por
encima de los obtenidos con el material in vitro, es una evidencia del efecto del
origen del material sobre la capacidad morfogenética de los discos foliares.

De forma similar que en Passiflora edulis var. flavicarpa esta respuesta puede
ser causada por las diferencias anatémicas y fisiologicas, que presentan estos
materiales, ya que en condiciones in vitro las plantas presentan una baja tasa
fotosintética (GOURICHON, 1996; DE LAS RIVAS, 2000). Esta reduccion en la
produccion de asimilados de la fotosintesis puede incidir en los procesos de
crecimiento y desarrollo de tejidos y 6rganos en la planta (QUESADA, 2000).

Esto es concordante con lo encontrado en hojas propagadas in vitro de algunas
especies, donde el tejido vascular de la nervadura media y los peciolos, presentan un
reducido niimero de elementos del floema en comparacion con el encontrado en
plantas de invernadero (PREECE, 1990; COZZA, 1997).

Si el tejido vascular presenta un buen potencial de regeneracion en P.
mollissima segun lo descrito por FORERO (1999) y lo obtenido en este trabajo para
P. edulis, es probable que su reduccion lleve a una baja capacidad morfogenética, la
cual se expresa en una menor formacion de brotes, como se observo con el material
in vitro.

Por otra parte, se presenta una discrepancia con FORERO (1999), quien
reportd una menor formacion de brotes a partir de discos foliares de plantas de
material de invernadero en comparacion con discos foliares provenientes de material

in vitro.
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Tabla 10. Efecto de los tratamientos en el promedio del numero de brotes por disco

foliar en Passiflora mollissima.

Muestreo

Tratamiento
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Figura 19. Efecto de los tratamientos en el promedio del nimero de brotes por disco

foliar en Passiflora mollissima.
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Esto puedes ser debido a que en este trabajo utilizaron plantas de invernadero
de 8 meses de edad. De todas maneras, los resultados obtenidos en los dos casos
indican que los tejidos jovenes, presentan una mayor capacidad morfogenética en
comparacion con los de estados mas avanzados (GEORGE, 1994; DE KLERK, 1997;
SEENTI, 2000).

Esta menor respuesta en los tejidos de estados fisioldégicos mas avanzados es
concordante con la respuesta del material re-invigorado, el cual presenté un menor
nimero de brotes por disco foliar en comparacion con el material de invernadero.
Nuevamente se observa que el proceso de poda utilizado en las plantas de 11 meses,
no tuvo efecto en la capacidad morfogenética (CAPUANA, 1997). Es asi como los
resultados para P. mollissima también se referirdn en términos de material re-
invigorado.

Es probable que se requiera de un pre- acondicionamiento mediante podas
severas y repetidas para una mejor respuesta ya que estos procedimientos pueden
contribuir al crecimiento vegetativo de la planta debido a que inducen a la formacion
de brotes juveniles (CARRIZOSA, 1992; HARTMANN, 1997; GROSSMAN, 1998).

La respuesta con el material re- invigorado puede ser consecuencia del
gradiente de juvenilidad el cual disminuye de la base al apice de la planta. De esta
manera, la condicidon juvenil de los meristemos del tallo desaparece a medida que
aumenta la distancia entre el sistema radical y el meristemo apical, cuando la planta
adquiere un estado fisiologico mas avanzado.

Aunque las plantas de P. mollissima, comienzan su etapa reproductiva 2 afios
después de su germinacion, muchos autores concuerdan en que la ausencia de
floraciéon en una planta no es siempre un indicador confiable de juvenilidad, por lo
que es factible que el material re- invigorado exprese caracteristicas propias de un
tejido adulto (SALA, 1990; CARRIZOSA, 1992; HARTMANN, 1997; TAIZ,
1998).
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6.2.1.2. Comparacion entre los tratamientos de (In vitro, TS) vs. (Re- invigorado,
T6)

Los tratamientos evaluados, no presentaron diferencias significativas en los
muestreos 1, 2, 3 y 4 (15, 30, 45 y 60 DDC) (Anexo 11; Tabla 13), siendo menores
los promedios en numero de brotes por disco foliar tanto para el material in vitro
(0.00) como para el material re- invigorado (0.00- 0.07) (Figura 19; Tabla 10).

La menor capacidad de regeneracion de brotes presentada con el material re-
invigorado puede ser el resultado de un comportamiento recalcitrante tipico de tejidos
adultos. En condiciones in vitro la desdiferenciacion de células de una planta adulta,
puede inducir caracteristicas juveniles, pero en algunas especies se ha observado que
para que esta mayor capacidad se exprese, son necesarios subcultivos periddicos, para
alcanzar un adecuado desarrollo y una sucesiva proliferacion de brotes (PIERIK,
1987; GEORGE, 1994; KAWATA, 1995; CAPUANA, 1997; HARTMANN, 1997,
SHRIVASTAVA, 1999).

Aunque el material in vitro, presente células rejuvenecidas seguin DREW
(1991) y FORERO (1999), su capacidad para desarrollar brotes, parece estar
relacionada con aspectos de la morfologia y procesos fisioldgicos ya mencionados, lo

cual da como resultado una respuesta morfogenética menor.

6.2.1.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 - T4)

Con respecto al efecto de la edad, del material de invernadero, se encontraron
diferencias significativas en el muestreo 2 (30 DDC), y altamente significativas para
los muestreos 3 y 4 (45 y 60 DDC), ajustandose a la forma de respuesta cuadratica
(Anexo 11; Tabla 14). Esta respuesta, se reflejo en los valores promedios del numero
de brotes por disco foliar a partir de plantas de 2 y 3 meses provenientes de material
de invernadero (entre 0.18- 0.74) en contraste con los valores promedio a partir de los
discos foliares de plantas de 1 y 4 meses (entre 0.00- 0.11) (Figura 20 y 21; Tabla
10).
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Figura 20. Formacion de brotes a partir discos foliares de P. mollissima provenientes

de plantas de invernadero de 3 meses (T3).
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Figura 21. Efecto de la edad en el promedio del nimero de brotes por disco foliar en

Passiflora mollissima

El mayor numero de brotes por disco foliar a medida que aumenta la edad del
material de invernadero, puede ser atribuida al tamafio de las hojas utilizadas como
fuente de los discos foliares, puesto que entre 1 y 2 meses de edad, su tamafio no
sobrepasa los 5 mm? de longitud; este factor determina la respuesta en condiciones in
vitro, ya que los discos foliares de mayor tamafio generalmente poseen un potencial
de regeneracion mas amplio, mientras que en los pequeios la viabilidad y capacidad
regenerativa es muy baja, ademas son mds susceptibles al dafio mecénico en el
momento de corte o herida, evento que probablemente ocurrié con el material
obtenido de plantas de 1 mes de edad (T1) (PIERIK, 1987; VILLALOBOS, 1991).

De esta manera el mayor nimero de brotes se evidencid con plantas de 3
meses (T3), cuyos discos foliares presentaban una longitud entre 8 mm a 1 cm?, como
lo reportado por HULME (1992) y PEREIRA (2000), quienes observaron que los

. 2 . L.
discos entre 0.5 a lem”, presentaron una buena capacidad morfogenética.
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La baja capacidad morfogenética observada en los discos foliares no solo fue
influenciada por su tamafio, sino también por la formacién de callo y los altos niveles
de oxidacion, desde el muestreo 1 (15 DDC), como se observd con plantas de

invernadero de 1 (T1) y 4 (T4) meses de edad.

6.2.2. Numero de raices por disco foliar

En trabajos previos, se ha reportado la aparicion de raices en forma
espontanea, debido a los niveles enddgenos de auxinas que se pueden encontrar en
algunas especies de Passiflora (OVALLE, 1995; FORERO, 1999). Esto es
contradictorio a lo observado en este trabajo, donde la respuesta en niimero de raices
por disco foliar fue 0.00

Las raices al parecer se originan en zonas meristematicas localizadas en
regiones profundas cerca a la zona de vascularizacion del explante, por lo cual su
proceso de induccidon y formacion probablemente es mas demorado y necesita mas
tiempo, a diferencia de la formacion de brotes presentada en las regiones
meristematicas marginales de las hojas (PEREIRA, 2000).

Ademas, el rapido proceso de oxidacion, pudo ser un factor determinante en
la respuesta de los discos foliares en cuanto al desarrollo de raices, ya que la
liberacion de exudados al medio puede tener efectos inhibitorios sobre la

organogénesis (SEENI, 2000).

6.2.3. Porcentaje de callo por disco foliar

La formacion de callo se observo a partir de los discos foliares de plantas
provenientes de invernadero, in vitro y re- invigorado de P. mollissima. Segin lo
observado por FORERO (1999), el nivel endogeno de auxinas es suficiente para
inducir su produccion.

FORERO (1999), compard sus resultados con los de OVALLE (1995), quien
utilizd las mismas concentraciones de BAP (13.3 uM) y KIN (9.3uM). OVALLE
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(1995), observo que la formacion de callo fue nula, en comparacién con un alto
porcentaje de brotes por disco foliar.

Si se tiene en cuenta que estos dos trabajos sirvieron de marco de referencia, y
que las condiciones de los medios utilizados para la incubacion de los discos foliares
fueron las mismas, las diferencias son notables entre los tres reportes.

Estas discrepancias dentro de una misma especie, son influenciadas en cierta
forma por la seleccion del genotipo utilizado, asi como por su edad y su estado
fisiologico, lo cual se refleja en la formacion de brotes y en su capacidad de
enraizamiento (BARKER, 1997; COZZA, 1997).

Segtin WANG (1980), WEYERS (1995), GEORGE (1996) y PENA (2000) la
concentracion optima de citoquininas para lograr inducir una respuesta, depende del

genotipo.

6.2.3.1. Comparacion entre los tratamientos de (Invernadero, T1 — T4) vs. (In

vitro, TS y Re- invigorado, T6)

Los tratamientos evaluados presentaron diferencias altamente significativas en
los muestreos 3 y 4 (45 y 60 DDC) (Anexo 12; Tabla 13), lo cual se evidencio en los
porcentajes de callo por disco foliar con el material de invernadero (entre 25.00-
54.50), a diferencia de los porcentajes con el material in vitroy re- invigorado (entre

15.25- 35.25) (Figura 22; Tabla 11).

6.2.3.2. Comparacion entre los tratamientos de ( In vitro, TS) vs. (Re- invigorado,

T6)

Con este contraste se encontraron diferencias significativas para el muestreo 3
(45 DDC) y altamente significativas para el muestreo 4 (60 DDC) (Anexo 12; Tabla
13), lo cual se refleja en un mayor porcentaje de callo con el material re- invigorado,

a diferencia del porcentaje obtenido con el material in vitro (Figura 22; Tabla 11).
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La mayor respuesta con el material de invernadero, puede tener explicacion en

la biosintesis de auxinas, la cual se presenta principalmente en las hojas jévenes de la
planta. Estas hormonas, luego de un proceso de corte, pueden ejercer una accion local
a través de los tejidos vasculares de la hoja, lo cual induce a una division celular
abundante, dando como resultado una mayor produccién de callo (DE KLERK, 1997;
ECHEVERRIA, 2000).
Por otra parte, con el material re- invigorado, se presentd una menor formacion de
callo a partir de sus discos foliares diferente a la obtenida con el material de
invernadero, al parecer por un potencial de division mas bajo en las células adultas,
atribuible a el estado fisioldgico especializado.

Segin lo reportado por ECHEVERRIA (2000), la sintesis de compuestos
fenolicos en los tejidos adultos inhibe el transporte polar de las auxinas, lo cual
probablemente influye en el proceso de formacion de callo a partir de los discos
foliares provenientes del material re- invigorado.

La menor produccion de callo del material in vitro, con respecto al material de
invernadero y al material re- invigorado, puede estar relacionada con la reduccion del
tejido vascular, siendo este el principal sitio de su formacion, asi como al tamano de
sus hojas, fuente de los discos foliares, las cuales por su tamafio pequefio son mas
propensas al dafio mecanico y a una rapida oxidacion (PREECE, 1990; COZZA,
1997; HARTMANN, 1997).

6.2.3.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 — T4)

Con relacion al efecto de la edad, del material de invernadero, se encontraron
diferencias altamente significativas para los muestreos 3 y 4 (45 y 60 DDC),
ajustandose a la forma de respuesta ctiibica (Anexo 12; Tabla 14). Esto se observo en
los mayores porcentajes de oxidacion a partir de los discos foliares de plantas de 2 y 4
meses provenientes del material de invernadero (entre 44. 25- 54.50), comparados
con los porcentajes de los discos foliares de plantas 1 y 3 mes de edad (entre 25.00-

33.50) (Figura 23 y 24; Tabla 11).
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Tabla 11. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de callo por disco foliar en

Passiflora mollissima.

Muestreo 1 2 3 4
Tratamien

% % % %
T1 11.00 21.25 25.00 32.75
T2 19.25 42.50 48.75 54.50
T3 11.50 22.25 25.25 33.50
T4 0.75 19.75 44.25 51.25
T5 5.25 11.25 15.25 17.00
T6 4.25 24.25 32.00 35.25
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Figura 22. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de callo por disco foliar de

Passiflora mollissima
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Figura 23. Efecto de la edad en el porcentaje de callo por disco foliar de Passiflora

mollissima

La respuesta que se evidencio con el material de invernadero, fue
probablemente influenciada por el tamafio de los discos foliares de plantas de 1 mes
(T1), las cuales no sobrepasan los 5 mm’ de longitud; este factor determiné la
respuesta en condiciones in vitro, puesto que los explantes mds grandes poseen
generalmente un mayor potencial de regeneracion, mientras que en los explantes
pequetios la viabilidad y capacidad regenerativa es muy baja, ademas son mas
susceptibles al dafio mecénico. En las condiciones evaluadas el mayor porcentaje de
callo por disco foliar se observo a partir de plantas de 2 (T2) y 4 (T4) meses de edad
(PIERIK, 1987; VILLALOBOS, 1991).

Esta mayor formacion de callo en los discos foliares puede tener efectos
negativos ya que al interactuar citoquininas y auxinas en el medio de cultivo in vitro,
aumenta su produccion, lo cual puede resultar en una disminucion de la formacion de
brotes (ZIMMERMAN, 1994; DORNELAS, 1994; GUOHUA, 1998; FORERO,
1999).
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Figura 24. Formacion de callo a partir de discos foliares de P. mollissima

provenientes de plantas de invernadero de 4 meses ( T4).

95



Esto es concordante con el hecho de que en los tratamientos donde se presentd
una mayor formacion de callo, la produccion de brotes fue menor; mientras que

cuando la formacion de callos era menor se obtuvo mayor produccion de brotes.

6.2.4. Porcentaje de oxidacion por disco foliar

Los porcentajes de oxidacion obtenidos pueden deberse en parte al
procedimiento de desinfeccion aplicado, puesto que el uso del hipoclorito de sodio
pudo acentuar el proceso de fenolizacion, ya que a pesar de ser usado en bajas
concentraciones, es un desinfectante que puede ser toxico para el material vegetal
(FORERO, 1999).

También esta respuesta puede deberse a una condicidon de estrés mecanico en
el momento de corte del explante (especialmente en especies perennes lefiosas), por
activacion de las polifenol oxidasas, las cuales se encargan de catalizar la oxidacion
de compuestos fendlicos a quinonas, que ademas de actuar contra la proteccion del
tejido, pueden acumularse y ser altamente toxicas, llevando a la muerte de los

explantes (RAMIREZ, 1989; THORPE, 1991; FORERO, 1999; PANAIA, 2000).

6.2.4.1. Comparacion entre los tratamientos de ( Invernadero, T1 — T4) vs. (In

vitro, TS y Re- invigorado, T6)

Los tratamientos evaluados presentaron diferencias altamente significativas en
el muestreo 4 (60 DDC) (Anexo 13; Tabla 13), siendo evidente un mayor porcentaje
de oxidacion por disco foliar con los materiales in vitro y re- invigorado (entre 82.75-
94.50), en comparacion con el material de invernadero (entre 51.25- 80.25) (Figura

25; Tabla 12).
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6.2.4.2. Comparacion entre los tratamientos de ( In vitro, TS) vs. (Re- invigorado,
T6)

Los materiales in vitro y re-invigorado no presentaron diferencias
significativas durante los muestreos 1, 2, 3 y 4 (15, 30, 45 y 60 DDC)(Anexo; Tabla
13). Se observaron altos promedios de oxidacion (entre 28.75- 94.50) (Figura 25 y
26; Tabla 12).

Sin embargo la oxidacidon con el material in vitro, comparado con la del
material de invernadero puede deberse a la morfologia de las hojas las cuales de
acuerdo con lo descrito para otras especies presentan bajos contenidos de clorofila,
citoplasma y un pobre desarrollo de los cloroplastos los cuales se observan planos y
con desorganizacion del grana (PERECE, 1990; NGUYEN, 1999). Este desarrollo
deficiente puede conducir a una perdida répida de lipidos, proteinas y clorofila
cuando la hoja se separa de la planta, lo cual estimula un proceso de oxidacion.

Estos resultados contrastan con los encontrados en anteriores trabajos con
Passiflora mollissima como los realizados por FORERO (1999), donde el material in
vitro tuvo una mejor respuesta, es decir un menor promedio de oxidacion comparado
con el material de invernadero.

Estas respuestas contrastantes pueden ser atribuidas al efecto de la edad, si se
tiene en cuenta que el material de invernadero utilizado por FORERO, (1999), con 8
meses edad presentd menor juvenilidad. Este resultado concuerda con el observado
en el presente trabajo, en el cual el material re- invigorado de 11 meses de edad
presentd mayor oxidacion que el material de invernadero.

Probablemente el proceso de fenolizacion de compuestos que se presenta
comunmente en tejidos lefiosos adultos es mayor con el material re- invigorado, lo
cual promueve una rapida oxidacion, ya que los fenoles son facilmente oxidados a
quinonas altamente toxicas las cuales causan oscurecimiento del medio de cultivo y
muerte de los discos foliares (BALLESTER, 1990; GONGORA, 1992; CAPUANA,
1997, HARTMANN, 1997; THOMAS, 1997).
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Tabla 12. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de oxidacion por disco foliar en

Passiflora mollissima.

Muestreo

Tratamiento

100.0

[0 Muestreo 1
Il Muestreo 2
E Muestreo 3
& Muestreo 4

Porcentaje de oxidacion por disco foliar

TRATAMIENTOS

Figura 25. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de oxidacion por disco foliar

en Passiflora mollissima.
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La menor oxidacion con el material de invernadero probablemente se debe a
que el tratamiento con citoquininas puede retardar el envejecimiento prematuro de la
hoja, ya que este regulador de crecimiento al parecer estimula la proliferacion de
cloroplastos e incrementa la sintesis de clorofila, lo cual favorece la permanencia de
la coloracién verde de la hoja. Aunque la aplicacion de las citoquininas no previene la
senescencia completamente, su efecto puede ser retardado por mas tiempo
(HODSON, 1994).

Los altos niveles de oxidacion de los materiales in vitro y re- invigorado son
causados por la falta de subcultivos peridodicos ya que en trabajos donde se ha
observado que este proceso es rapido, se sugiere prevenirlo realizando transferencias
cada 3 a 4 semanas como minimo. En especies como Fragaria indica (fresa), la
transferencia de los explantes fue a las 24, 48 y 96 horas del cultivo in vitro,
reportando que estos intervalos de tiempo detienen la liberacion de compuestos

fendlicos en el medio (THIES, 1992; BHATT, 2000; SEENI, 2000).
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Figura 26. Oxidacion de los discos foliares de P. mollissima provenientes de plantas

de in vitro (T5).

Figura 27. Oxidacién de los discos foliares de P. mollissima provenientes de plantas

de invernadero de 3 mes (T3).
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6.2.4.3. Comparacion entre las edades del material de invernadero (T1 — T4)

En relacion con material de invernadero, el efecto de la edad, presentd
diferencias altamente significativas para los muestreos 1, 2 y 3, (15, 30 y 45 DDC),
ajustandose a la forma de respuesta cubica, mientras que el muestreo 4 (60 DDC),
mostro ser altamente significativo, ajustandose a la forma de respuesta cuadréatica.
Estas formas de respuesta reflejan los mayores porcentajes de oxidacion a partir de
los discos foliares de plantas de 1, 3 y 4 meses, en comparacion con los porcentajes
obtenidos a partir de los discos foliares de plantas de 2 mes provenientes del material
de invernadero (Figura 27 y 28; Tabla 12).

Con el material de invernadero, se observo una mayor oxidacion de los discos
foliares de plantas de 1 mes (T1), lo cual puede ser atribuido al tamafio del explante,
siendo mayor el area en un disco foliar de una planta de 2 meses (T2), puesto que los
discos foliares mas pequeiios, pueden sufrir una mayor y mas rapida oxidacioén
producida por el dafio mecénico en el momento del corte (PIERIK, 1987;
VILLALOBOS, 1991).

El aumento de la oxidacion a partir de los discos foliares de plantas de 3 (T3)
y 4 (T4) meses, permite sugerir que en los explantes mas jévenes es menor la sintesis
de los precursores de fenoles (DE KLERK, 1997).

De otra parte, la permanencia en el mismo medio de cultivo in vitro durante
los 4 muestreos (15, 30, 45 y 60 DDC), probablemente afecta la respuesta
morfogenética de los discos foliares de plantas de invernadero de distintas edades.
Esto es concordante con lo reportado en otros trabajos, donde la permanencia de los
explantes en un mismo medio, acelera el proceso de oxidacion y disminuye la
organogénesis (ZAID 1987; SUDARSONO, 1991; GUOHUA, 1998). Por esta razoén
el, efecto del origen del material vegetal y la edad, en P. mollissima, no pudo ser
evidenciado claramente, en contraste con lo descrito para P. edulis, en este mismo

trabajo.
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Figura 28. Efecto de la edad en el porcentaje de oxidacion por disco foliar en

Passiflora mollissima.

La utilizacion de antioxidantes como el 4cido citrico y el 4cido ascorbico, en
el proceso de desinfeccion del material vegetal podria reducir la oxidacion de fenoles
en el momento del corte o herida en los discos foliares, lo cual permitiria determinar
una mejor capacidad morfogenética en esta especic (HARTMANN, 1997; PANAIA,
2000).
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Tabla 13. Resultados de los contrastes ortogonales y los polinomios en las variables

evaluadas en Passiflora mollissima

Contrastes

Orto

oonal

Polinomios Ortogonales

Muestreo

71

72

73

74

75

Cuadratica

BROTE

CALLO

OXIDAC.

MI

NS

NS

NS

NS

NS

M2

NS

NS

NS

*

NS

M3

sk

NS

NS

Kk

NS

M4

M1

sk

NS

NS

EEEEEEEEEEEEN
*

Kk

EEEEEEEEEER
*

NS

M2

NS

NS

NS

*

*

M3

sk

%

NS

NS

ok

M4

M1

sk

NS

&3k

NS

NS

ok

EEEEEEEEEEER
sk

M2

NS

NS

NS

NS

ok

M3

NS

NS

NS

*

ok

M4

*k

NS

NS

Kk

NS

**: menor a 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas

k.

menor a 0.05, son factores que tienen diferencias significativas

NS: mayor a 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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7. CONCLUSIONES

Se evidencio la capacidad morfogenética de los discos foliares en Passiflora

edulis var. flavicarpa.

La utilizacion de discos foliares, no representa un método de regeneracion de

plantas eficiente y rapido en Passiflora mollissima.

El material de invernadero responde mejor para la formacion de brotes en P.

edulis var. flavicarpa y Passiflora mollissima.

La edad se constituy0 en un factor importante para la capacidad

morfogenética de P. edulis var. flavicarpa.

Los discos foliares de plantas de invernadero de 1 y 2 meses de edad, son los
explantes mas adecuados para la regeneracion de plantas de P. edulis var.

flavicarpa por cultivo de tejidos vegetales in vitro.

El pre- acondicionamiento por medio de la poda del material de 11 meses de
edad, no permiti6 evidenciar una buena capacidad morfogenética, a partir de
discos foliares de P. edulis var. flavicarpa y Passiflora mollissima, por lo

cual no se obtuvo material con caracteristicas juveniles.

Adicionalmente al efecto del origen del material y la edad, la ausencia de
subcultivos perioddicos, el proceso de oxidacion y el tamafio del explante
tuvieron un efecto sobre la capacidad morfogenética del material de

invernadero de Passiflora mollissima.
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e Se logré obtener plantas completas a partir de discos foliares de P. edulis var.

flavicarpa cultivados in vitro.
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8. RECOMENDACIONES

e Evaluar otros tipos de explantes que evidencien una mejor capacidad

morfogenética para P. mollissima

e Evaluar el uso de antioxidantes tales como el acido ascoérbico y el acido
citrico, en el proceso de desinfeccion de discos foliares de P. edulis var.
flavicarpa y P. mollissima que disminuyan la liberacion de compuestos

fenolicos en el medio de cultivo in vitro.

e Evaluar el efecto de diferentes tiempos de subcultivos que estimulen una

mejor proliferacion de brotes a partir de discos foliares de P. mollissima
e Evaluar el efecto de podas repetidas en material adulto de P. edulis var.

flavicarpa y P. mollissima que promuevan la expresion de caracteristicas

juveniles en este material.
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Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el desarrollo de la investigacion
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Anexo 1

Componentes del medio de cultivo Nitsch & Nitsch (1968) para P. Mollissima

COMPUESTO mg/1
NH4NO; 720
NUTRIENTES KNO; 950
INORGANICOS CaCl, 2H,0 185
MAYORES MgSO, 7H,O 90.37
KH,PO,4 68
COMPUESTO
H;BO; 10
MnSO,4 H,O 18.9
ELEMENTOS Z/nS0O,4 7TH,O 10
TRAZA Na2M004 2H20 0.25
CuSO4 5H,O 0.025
CoCl, 6H,0 0.025
COMPUESTO
FUENTES Na, EDTA. 2H,0 37.3
DE HIERRO FeSO, 7H,0 27.8
COMPUESTO
BIOTINA 0.05
GLICINA 2
VITAMINAS AC. FOLICO 0.5
AC. NICOTINICO 5
PIRIDOXINA 0.5
TIAMINA 0.5
COMPUESTO
INOSITOL 100
SUPLEMENTOS |(GLUTAMINA 500
ORGANICOS SERINA 30
COMPUESTO
FUENTE DE SACAROSA 30
CARBONO
COMPUESTO
AGENTE AGAR 6
GELIFICANTE
HORMONAS
MEDIO DE BENCIL AMINO 3
PURINA
REGENERACION |KINETINA 2
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Anexo 2

Componentes del medio de cultivo Murashige- Skoog (1962) para P. edulis var.

flavicarpa
COMPUESTO mg/1
NH4NO;
1650
NUTRIENTES KNO; 1900
INORGANICOS CaCl, 2H,O 440
MAYORES MgS0O4 7H,0O 370
KH,PO, 170
COMPUESTO
H;BO; 22.3
MnSO4 H,O 8.6
ELEMENTOS Z/nSO,4 7H,O 0.25
TRAZA Na,MoO, 2H,0 0.025
CuSO4 5H,O 0.025
CoCl, 6H,O 6.2
COMPUESTO
FUENTES Na, EDTA. 2H,0 37.3
DE HIERRO FeSO, 7H,0 27.8
COMPUESTO
GLICINA 2
COMPUESTO
VITAMINAS AC. NICOTINICO 0.5
PIRIDOXINA 0.5
TIAMINA 0.1
COMPUESTO
INOSITOL
100
COMPUESTO
FUENTE DE SACAROSA 30
CARBONO
COMPUESTO
AGENTE AGAR 6
GELIFICANTE
HORMONAS
MEDIO DE BENCIL AMINO 1
PURINA
REGENERACION |KINETINA
0.5
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Anexo 3

Modelo de planilla utilizado para toma de datos

FECHA PERIODO:
ESPECIE TRATAMIENTO:
MATERIAL VEGETAL DE:
CALLO | |OXIDAC |BROT | | RAI BROTE X
E Y4 TRATAM
% Expl % Expl No Expl No Expl

DISCOS 1/2(34 1/2(34 112|314 11234
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Anexo 4

Parametros cuantitativos usados para porcentaje de oxidacion y callo por disco
foliar

Porcentaje de callo por disco foliar

ESCALA

0

1
2
3
4

Porcentaje de oxidacion por disco foliar

Ausencia de callos

Presencia de callos en 1 lado o
Presencia de callos en 2 lados o
Presencia de callos en 3 lados o

Presencia de callos en 4 lados o

O

PORCENTAJES

< 25%
< 50%
< 75%
< 100%

ESCALA PORCENTAJES

0 %

1- 25%
26- 50%
51-75%
76- 100%

-
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Anexo 5

Andlisis de varianza (ANAVA) para las variables dependientes en P. edulis var.
flavicarpa, tomando como fuentes de variacion: muestreo y tratamiento.

Numero de brotes por disco foliar

Source Sum of DF Mean Square | F- test P- value
Squares
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 27.2464 3 9.08212 188.03 0.0000
B: Tratamiento 39.0981 7 5.58545 115.64 0.0000
INTERACTIONS
AB 14.1617 21 0.67437 13.96 0.0000
RESIDUAL 13.9108 288 0.04830
TOTAL 94.4170 319
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad

Numero de raices por disco foliar

Source Sum of DF Mean Square | F- test P- value
Squares
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 10.3177 3 3.43924 227.97 0.0000
B: Tratamiento 7.26331 7 1.03762 68.78 0.0000
INTERACTIONS
AB 5.04001 21 0.24000 1591 0.0000
RESIDUAL 4.34496 288 0.01509
TOTAL 26.9660 319
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad
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Porcentaje de callo por disco foliar

Source Sum of DF Mean Square | F- test P- value
Squares
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 2.08071 3 0.69357 121.87 0.0000
B: Tratamiento 3.43662 7 0.49095 86.27 0.0000
INTERACTIONS
AB 0.39180 21 0.01866 3.28 0.0000
RESIDUAL 1.63899 288 0.00569
TOTAL 7.54812 319
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad

Porcentaje de oxidacion por disco foliar

Source Sum of DF Mean Square | F- test P- value
Squares
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 0.01468 3 0.00489 962.36 0.0000
B: Tratamiento 0.00135 7 1.925E-04 37.85 0.0000
INTERACTIONS
AB 8.495E-04 21 4.045E-05 7.95 0.0000
RESIDUAL 0.00146 288 5.086E-06
TOTAL 0.01835 319
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad
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Anexo 6

Analisis de varianza (ANAVA) para las variables dependientes en P. mollissima,
tomando como fuente de variacidon: muestreo y tratamiento.

Numero de brotes por disco foliar

Source Sum of DF Mean Square | F- test P- value
Squares
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 0.53995 3 0.17998 20.46 0.0000
B: Tratamiento 1.95256 5 0.39051 44.39 0.0000
INTERACTIONS
AB 0.71138 15 0.04743 5.39 0.0000
RESIDUAL 1.82973 208 0.00880
TOTAL 5.03363 231
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad

Porcentaje de callo por disco foliar

Source Sum of DF Mean Square | F- test P- value
Squares
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 8.10385 3 2.70128 202.54 0.0000
B: Tratamiento 4.49634 5 0.89927 67.43 0.0000
INTERACTIONS
AB 1.75887 15 0.11726 8.79 0.0000
RESIDUAL 2.77411 208 0.01334
TOTAL 17.1332 231
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad
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Porcentaje de oxidacion por disco foliar

Source Sum of DF Mean F- test P- value
Squares Square
MAIN
EFFECTS
A: Muestreo 10.3481 3 3.44937 279.45 0.0000
B: Tratamiento 4.02292 5 0.80458 65.18 0.0000
INTERACTIONS
AB 1.60699 15 0.10713 8.68 0.0000
RESIDUAL 2.56742 208 0.01234
TOTAL 18.5454 231
(CORRECTED)

P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas,
estadisticamente sobre el porcentaje de oxidacion, con un 95.0% de confiabilidad
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Anexo 7

Contrastes y Polinomios Ortogonales del nimero de brotes para tratamientos por
muestreos en P. edulis var. flavicarpa

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T6) vs (In vitro, T7 y Re-invigorado,

T8)

Coeficientesdel Contraste: 1 1 1 1 1 1 -3 -3

Muestreo= 1
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 2
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 3
CONTRAST
SCHEFFE’'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 4
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

1.5982 SS (CONTRAST)
1.05 P (SCHEFFE'S F)
0.3405
3.7658 SS (CONTRAST)
5.83 P (SCHEFFE'S F)
0.3405
5.0015 SS (CONTRAST)
10.28 P (SCHEFFE'S F)
0.3405
5.2182 SS (CONTRAST)
11.19 P (SCHEFFE'S F)
0.3405

Contraste ortogonal Z2 (In vitro T7) vs (Re-invigorado, T8)
Coeficientes del Contraste: 0 0 0 0 0 0 1 -I

Muestreo= 1
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 2
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 3
CONTRAST
SCHEFFE’'S F

SE (CONTRAST)

-0.1107 SS (CONTRAST)
0.06 P (SCHEFFE'S F)
0.0983
-0.0615 SS (CONTRAST)
0.02 P (SCHEFFE'S F)
0.0983
-0.0153 SS (CONTRAST)
0.00 P (SCHEFFE'S F)
0.0983
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1.0643
0.4038

5.9090
0.0000 **

10.423
0.0000**

11.346
0.0000%**

0.0613
1.0000

0.0189
1.0000

1.17E-03
1.0000



Muestreo= 4

CONTRAST 0.0613 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.02 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0983

Polinomio ortogonal Z3 (entre edades T1- T6) Lineal
Coeficientes del Contraste: -5 -3 -1 1 3 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 1.3884 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.27 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.5815

Muestreo= 2

CONTRAST -0.9526 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.13 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.5815

Muestreo= 3

CONTRAST -5.7581 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 4.67 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.5815

Muestreo= 4

CONTRAST -6.5495 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 6.04 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.5815

Polinomio ortogonal Z4 (entre edades T1- T6) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: -5 -1 -4 -4 -1 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -2.7505 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.89 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.6370

Muestreo= 2

CONTRAST -5.3426 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 3.35 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.6370

Muestreo= 3

CONTRAST -1.7778 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.37 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.6370
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0.0188
1.0000

0.2754
0.9995

0.1296
1.0000

4.7365
0.0000**

6.1280
0.0000**

0.9006
0.6076

3.3980
0.0000**

0.3763
0.9952



Muestreo= 4

CONTRAST -1.5914 SS (CONTRAST) 0.3015
SCHEFFE'S F 0.30 P (SCHEFFE'S F) 0.9990
SE (CONTRAST) 0.6370

**. P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
*: P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Anexo 8
Contrastes y Polinomios Ortogonales del nimero de raices para tratamientos por

muestreos en P. edulis var. flavicarpa

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T6) vs (In vitro, T7 y Re-invigorado,
T8)
Coeficientes del Contraste: 1 1 1 1 1 1 -3 -3

Muestreo= 1

CONTRAST 5.21E-03 SS (CONTRAST) 1.13E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.1903

Muestreo= 2

CONTRAST 1.0381 SS (CONTRAST) 0.4490
SCHEFFE'S F 1.42 P (SCHEFFE'S F) 0.1080
SE (CONTRAST) 0.1903

Muestreo= 3

CONTRAST 2.8372 SS (CONTRAST) 3.3540
SCHEFFE'S F 10.59 P (SCHEFFE'S F) 0.0000%**
SE (CONTRAST) 0.1903

Muestreo= 4

CONTRAST 3.3938 SS (CONTRAST) 4.7991
SCHEFFE'S F 15.15 P (SCHEFFE'S F) 0.0000**
SE (CONTRAST) 0.1903

Contraste ortogonal Z2 (In vitro T7) vs (Re-invigorado, T8)
Coeficientes del Contraste0 0 0 0 0 0 1 -1

Muestreo= 1

CONTRAST -3.45E-03 SS (CONTRAST) 5.96E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0549

Muestreo= 2

CONTRAST -0.0137 SS (CONTRAST) 9.32E-04
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0549

Muestreo= 3
CONTRAST -4.46E-03 SS (CONTRAST) 9.97E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
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SE (CONTRAST) 0.0549

Muestreo= 4

CONTRAST -8.05E-03 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0549

Polinomio ortogonal Z3 (entre edades T1- T6) Lineal
Coeficientes del Contraste: -5 -3 -1 1 3 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 0.0120 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.3250

Muestreo= 2

CONTRAST 0.7113 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.23 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.3250

Muestreo= 3

CONTRAST -1.5689 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.11 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.3250

Muestreo= 4

CONTRAST -2.4255 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 2.65 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.3250

Polinomio ortogonal Z4 (entre edades T1- T6) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: 5 -1 -4 4 -1 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -0.0416 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.3560

Muestreo= 2

CONTRAST 0.1647 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.01 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.3560

For Muestreo= 3
CONTRAST 0.7860 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.23 P (SCHEFFE'S F)
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3.24E-04
1.0000

2.07E-05
1.0000

0.0735
0.9998

0.3516
0.3362

0.8404

0.0002%**

2.06E-04

1.0000

3.23E-03
1.0000

0.0735
0.9998



SE (CONTRAST) 0.3560

Muestreo= 4

CONTRAST 0.8434 SS (CONTRAST) 0.0847
SCHEFFE'S F 0.27 P (SCHEFFE'S F) 0.9995
SE (CONTRAST) 0.3560

**. P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
*: P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Anexo 9
Contrastes y Polinomios Ortogonales del porcentaje de callo para tratamientos

por muestreos en P. edulis var. flavicarpa

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T6) vs (I/n vitro, T7 y Re-invigorado,
T8)
Coeficientes del Contraste: 1 1 1 1 1 1 -3 -3

Muestreo= 1

CONTRAST 1.2892 SS (CONTRAST) 0.6926
SCHEFFE'S F 5.79 P (SCHEFFE'S F) 0.0000%**
SE (CONTRAST) 0.1169

Muestreo= 2

CONTRAST 1.0444 SS (CONTRAST) 0.4545
SCHEFFE'S F 3.80 P (SCHEFFE'S F) 0.0000**
SE (CONTRAST) 0.1169

Muestreo= 3

CONTRAST 0.9778 SS (CONTRAST) 0.3984
SCHEFFE'S F 3.33 P (SCHEFFE'S F) 0.0000%**
SE (CONTRAST) 0.1169

Muestreo= 4

CONTRAST 0.9890 SS (CONTRAST) 0.4076
SCHEFFE'S F 341 P (SCHEFFE'S F) 0.0000**
SE (CONTRAST) 0.1169

Contraste ortogonal Z2 (/n vitro T7) vs (Re-invigorado, T8)
Coeficientes del Contraste: 0 0 0 0 0 0 1 -I

Muestreo= 1

CONTRAST -0.1332 SS (CONTRAST) 0.0887
SCHEFFE'S F 0.74 P (SCHEFFE'S F) 0.7886
SE (CONTRAST) 0.0337

Muestreo= 2

CONTRAST -0.2533 SS (CONTRAST) 0.3208
SCHEFFE’'S F 2.68 P (SCHEFFE'S F) 0.0001**
SE (CONTRAST) 0.0337

Muestreo= 3

CONTRAST -0.2574 SS (CONTRAST) 0.3312
SCHEFFE’'S F 2.77 P (SCHEFFE'S F) 0.0001**
SE (CONTRAST) 0.0337
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Muestreo= 4

CONTRAST -0.2582 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 2.79 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0337

Polinomios ortogonales Z3 (entre edades T1- T6) Lineal
Coeficientes del Contraste: -5 -3 -1 1 3 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 0.2440 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.07 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1996

Muestreo= 2

CONTRAST -0.9248 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.02 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1996

Muestreo= 3

CONTRAST -1.1279 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.52 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1996

Muestreo= 4

CONTRAST -1.1606 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.61 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1996

Polinomios ortogonales Z4 (entre edades T1- T6) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: -5 -1 -4 -4 -1 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 0.1009 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.01 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.2186

Muestreo= 2

CONTRAST 0.1444 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.02 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.2186

Muestreo= 3

CONTRAST 0.2568 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.07 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.2186
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0.3334
0.0001**

8.51E-03
1.0000

0.1222
0.4359

0.1818
0.0691

0.1924
0.0460*

1.21E-03
1.0000

2.48E-03
1.0000

7.85E-03
1.0000



Muestreo= 4

CONTRAST 0.1681 SS (CONTRAST) 3.36E-03
SCHEFFE'S F 0.03 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.2186

**: P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
*. P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Anexo 10
Contrastes y Polinomios Ortogonales del porcentaje de oxidacion para

tratamientos por muestreos en P. edulis var. flavicarpa

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T6) vs (In vitro, T7 y , Re-invigorado
T8)
Coeficientes del Contraste: 1 1 1 1 1 1 -3 -3

Muestreo= 1

CONTRAST -8.88E-03 SS (CONTRAST) 3.29E-05
SCHEFFE'S F 0.31 P (SCHEFFE'S F) 0.9987
SE (CONTRAST) 3.49E-03

Muestreo= 2

CONTRAST -0.0297 SS (CONTRAST) 3.67E-04
SCHEFFE'S F 3.44 P (SCHEFFE'S F) 0.0000%**
SE (CONTRAST) 3.49E-03

Muestreo= 3

CONTRAST -0.0267 SS (CONTRAST) 2.96E-04
SCHEFFE'S F 2.77 P (SCHEFFE'S F) 0.0001%**
SE (CONTRAST) 3.49E-03

Muestreo= 4

CONTRAST -0.0134 SS (CONTRAST) 7.46E-05
SCHEFFE'S F 0.70 P (SCHEFFE'S F) 0.8348
SE (CONTRAST) 3.49E-03

Contraste ortogonal Z2 (/n vitro T7) vs (Re-invigorado, T8)
Coeficientes del Contraste: 0 0 0 0 0 0 1 -I

Muestreo= 1

CONTRAST -2.49E-03 SS (CONTRAST) 3.09E-05
SCHEFFE’'S F 0.29 P (SCHEFFE'S F) 0.9992
SE (CONTRAST) 1.01E-03

Muestreo= 2

CONTRAST -3.78E-04 SS (CONTRAST) 7.15E-07
SCHEFFE’'S F 0.01 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 1.01E-03

Muestreo= 3

CONTRAST 1.07E-03 SS (CONTRAST) 5.76E-06
SCHEFFE’'S F 0.05 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 1.01E-03
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Muestreo= 4

CONTRAST 1.03E-03  SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.05 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 1.01E-03

Polinomio ortogonal Z3 (entre edades T1- T6) Lineal
Coeficientes del Contraste: -5 -3 -1 1 3 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -6.53E-04 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 5.97E-03

Muestreo= 2

CONTRAST 0.0385 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.98 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 5.97E-03

Muestreo= 3

CONTRAST 0.0351 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.65 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 5.97E-03

Muestreo= 4

CONTRAST 0.0306 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.26 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 5.97E-03

Polinomio ortogonal Z4 (entre edades T1- T6) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: -5 -1 -4 -4 -1 5 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 3.82E-03 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.02 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 6.54E-03

Muestreo= 2

CONTRAST 0.0312 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.09 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 6.54E-03

Muestreo= 3

CONTRAST 0.0232 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.60 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 6.54E-03

Muestreo= 4
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5.34E-06
1.0000

6.10E-08
1.0000

2.12E-04
0.0071**

1.76E-04
0.0382*

1.34E-04

0.2040

1.73E-06

1.0000

1.16E-04
0.3608

6.43E-05
0.9162



CONTRAST -0.0321 SS (CONTRAST) 1.23E-04
SCHEFFE'S F 1.15 P (SCHEFFE'SF)  0.2985
SE (CONTRAST) 6.54E-03

**. P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
*: P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Anexo 11
Contrastes y Polinomios Ortogonales del nimero de brotes para tratamientos por

muestreos en P. mollissima

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T4) vs (In vitro, TS y Re-invigorado,
T6)
Coeficientes del Contraste: 1 1 1 1 -2 -2

Muestreo= 1

CONTRAST -3.45E-03 SS (CONTRAST) 9.93E-06
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.1027

Muestreo= 2

CONTRAST 0.3865 SS (CONTRAST) 0.1245
SCHEFFE'S F 0.94 P (SCHEFFE'S F) 0.5174
SE (CONTRAST) 0.1027

Muestreo= 3

CONTRAST 0.5832 SS (CONTRAST) 0.2835
SCHEFFE'S F 2.15 P (SCHEFFE'S F) 0.0092%**
SE (CONTRAST) 0.1027

Muestreo= 4

CONTRAST 0.6557 SS (CONTRAST) 0.3583
SCHEFFE'S F 2.72 P (SCHEFFE'S F) 0.0008**
SE (CONTRAST) 0.1027

Contraste ortogonal Z2 (In vitro T5) vs (Re-invigorado, T6)
Coeficientes del Contraste: 0 0 0 0 1 -1

Muestreo= 1

CONTRAST -3.45E-03 SS (CONTRAST) 5.96E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0419

Muestreo= 2

CONTRAST -3.45E-03 SS (CONTRAST) 5.96E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0419

Muestreo= 3
CONTRAST -3.45E-03 SS (CONTRAST) 5.96E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
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SE (CONTRAST) 0.0419
Muestreo= 4

CONTRAST -0.0391 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.06 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0419

Polinomio ortogonal Z3 (entre edades T1- T4) Lineal
Coeficientes del Contraste: -3 -1 1 3 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 3.45E-03 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1326

Muestreo= 2

CONTRAST 0.1694 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.11 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1326

Muestreo= 3

CONTRAST 0.1947 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.14 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1326

Muestreo= 4

CONTRAST 0.2300 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.20 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1326

Polinomio ortogonal Z4 (entre edades T1- T4) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: 1 -1 -1 1 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -3.45E-03 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0593

Muestreo= 2

CONTRAST -0.3719 SS (CONTRAST)
SCHEFFE’'S F 2.62 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0593

Muestreo= 3

CONTRAST -0.4789 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 4.35 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0593
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7.66E-03
1.0000

5.96E-06
1.0000

0.0143
1.0000

0.0190
0.9999

0.0264
0.9994

2.98E-05
1.0000

0.3458
0.0013*

0.5734
0.0000**



Muestreo= 4

CONTRAST -0.5164 SS (CONTRAST) 0.6666
SCHEFFE'S F 5.05 P (SCHEFFE'S F) 0.0000%*
SE (CONTRAST) 0.0593

Polinomio ortogonal Z5 (entre edades T1- T4) Cubica
Coeficientes del Contraste: -1 3 -3 1 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -0.0104 SS (CONTRAST) 5.36E-05
SCHEFFE'S F 0.00 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.1326

Muestreo= 2

CONTRAST -0.4774 SS (CONTRAST) 0.1140
SCHEFFE'S F 0.86 P (SCHEFFE'S F) 0.6063
SE (CONTRAST) 0.1326

Muestreo= 3

CONTRAST -0.3793 SS (CONTRAST) 0.0719
SCHEFFE'S F 0.55 P (SCHEFFE'S F) 0.9128
SE (CONTRAST) 0.1326

Muestreo= 4

CONTRAST -0.3418 SS (CONTRAST) 0.0584
SCHEFFE'S F 0.44 P (SCHEFFE'S F) 0.9642
SE (CONTRAST) 0.1326

**. P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
*: P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Anexo 12

Contrastes y Polinomios Ortogonales del porcentaje de callo para tratamientos
por muestreos en P. mollissima

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T4) vs (In vitro, TS y Re-invigorado,

T6)

Coeficientes del Contraste: 1

Muestreo= 1
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 2
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 3
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 4
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

111 -2 -2

0.4815 SS (CONTRAST)

0.97 P (SCHEFFE'S F)
0.1265
0.5737 SS (CONTRAST)
1.37 P (SCHEFFE'S F)
0.1265
0.7354 SS (CONTRAST)
2.25 P (SCHEFFE'S F)
0.1265
0.9849 SS (CONTRAST)
4.04 P (SCHEFFE'S F)
0.1265

Contraste ortogonal Z2 (/n vitro T5) vs (Re-invigorado, T6)
Coeficientes del Contraste: 0 0 0 0 1 -1

Muestreo= 1
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 2
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 3
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

0.0275 SS (CONTRAST)
0.02 P (SCHEFFE'S F)
0.0516
-0.2355 SS (CONTRAST)
1.39 P (SCHEFFE'S F)
0.0516
-0.2801 SS (CONTRAST)
1.96 P (SCHEFFE'S F)
0.0516
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0.1932
0.4931

0.2743
0.1634

0.4507
0.0060**

0.8084
0.0000**

3.78E-03
1.0000

0.2773
0.1557

0.3923
0.0195*



Muestreo= 4

CONTRAST -0.2942 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 2.16 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0516

Polinomio ortogonal Z3 (entre edades T1- T4) Lineal
Coeficientes del Contraste: -3 -1 1 3 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -0.8463 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.79 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1633

Muestreo= 2

CONTRAST -0.3808 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.36 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1633

Muestreo= 3

CONTRAST 0.5065 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.64 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1633

Muestreo= 4

CONTRAST 0.4750 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.56 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1633

Polinomio ortogonal Z4 (entre edades T1- T4) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: 1 -1 -1 1 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -0.4073 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 2.07 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0730

Muestreo= 2

CONTRAST -0.3800 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 1.80 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0730

Muestreo= 3

CONTRAST -0.0712 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.06 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0730

150

0.4327
0.0087**

0.3581
0.0377*

0.0725
0.9862

0.1283
0.8391

0.1128
0.9002

0.4148
0.0124*

0.3609
0.0357*

0.0127
1.0000



Muestreo= 4

CONTRAST -0.0543 SS (CONTRAST) 7.37E-03
SCHEFFE'S F 0.04 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0730

Polinomio ortogonal Z5 (entre edades T1- T4) Cubica
Coeficientes del Contraste: -1 3 -3 1 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 0.2120 SS (CONTRAST) 0.0225
SCHEFFE'S F 0.11 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.1633

Muestreo= 2

CONTRAST 0.8919 SS (CONTRAST) 0.3977
SCHEFFE'S F 1.99 P (SCHEFFE'S F) 0.0175%*
SE (CONTRAST) 0.1633

Muestreo= 3

CONTRAST 1.3222 SS (CONTRAST) 0.8741
SCHEFFE'S F 4.37 P (SCHEFFE'S F) 0.0000**
SE (CONTRAST) 0.1633

Muestreo= 4

CONTRAST 1.1496 SS (CONTRAST) 0.6608
SCHEFFE'S F 3.30 P (SCHEFFE'S F) 0.0001**
SE (CONTRAST) 0.1633

**: P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas
*. P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas
NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas
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Anexo 13
Contrastes y Polinomios Ortogonales del porcentaje de oxidacion para

tratamientos por muestreos en P. mollissima

Contraste ortogonal Z1 (Invernadero T1- T4) vs (In vitro, TS y Re-invigorado,
T6)
Coeficientes del Contraste: 1 1 1 1 -2 -2

Muestreo= 1

CONTRAST 0.3813 SS (CONTRAST) 0.1211
SCHEFFE'S F 0.65 P (SCHEFFE'S F) 0.8274
SE (CONTRAST) 0.1217

Muestreo= 2

CONTRAST 0.2525 SS (CONTRAST) 0.0531
SCHEFFE'S F 0.29 P (SCHEFFE'S F) 0.9958
SE (CONTRAST) 0.1217

Muestreo= 3

CONTRAST -0.5630 SS (CONTRAST) 0.2641
SCHEFFE'S F 1.43 P (SCHEFFE'S F) 0.1366
SE (CONTRAST) 0.1217

Muestreo= 4

CONTRAST -0.8445 SS (CONTRAST) 0.5943
SCHEFFE'S F 3.21 P (SCHEFFE'S F) 0.0001**
SE (CONTRAST) 0.1217

Contraste ortogonal Z2 (In vitro T5) vs (Re-invigorado, T6)
Coeficientes del Contraste: 0 0 0 0 1 -1

Muestreo= 1

CONTRAST 0.0539 SS (CONTRAST) 0.0145
SCHEFFE’'S F 0.08 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0497

Muestreo= 2

CONTRAST -0.0188 SS (CONTRAST) 1.76E-03
SCHEFFE’'S F 0.01 P (SCHEFFE'S F) 1.0000
SE (CONTRAST) 0.0497

Muestreo= 3

CONTRAST -0.2165 SS (CONTRAST) 0.2343
SCHEFFE’'S F 1.27 P (SCHEFFE'S F) 0.2260
SE (CONTRAST) 0.0497
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Muestreo= 4

CONTRAST -0.1188 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.38 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0497

Polinomio ortogonal Z3 (entre edades T1- T4) Lineal
Coeficientes del Contraste: -3 -1 1 3 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST -0.1801 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.09 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1571

Muestreo= 2

CONTRAST -0.1344 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.05 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1571

Muestreo= 3

CONTRAST 0.0949 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.02 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1571

Muestreo= 4

CONTRAST 0.3099 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 0.26 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.1571

Polinomio ortogonal Z4 (entre edades T1- T4) Cuadratica
Coeficientes del Contraste: 1 -1 -1 1 0 0

Muestreo= 1

CONTRAST 0.5193 SS (CONTRAST)
SCHEFFE'S F 3.64 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0703

Muestreo= 2

CONTRAST 0.1848 SS (CONTRAST)
SCHEFFE’'S F 0.46 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0703

Muestreo= 3

CONTRAST 0.3695 SS (CONTRAST)
SCHEFFE’'S F 1.84 P (SCHEFFE'S F)
SE (CONTRAST) 0.0703
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0.0706
0.9823

0.0162
1.0000

9.04E-03
1.0000

4.50E-03
1.0000

0.0480
0.9976

2.56E-04
1.0000

0.0854
0.9569

0.3414
0.0307*



Muestreo= 4
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

0.4349

2.55

0.0703

SS (CONTRAST)
P (SCHEFFE'S F)

Polinomio ortogonal Z5 (entre edades T1- T4) Cubica

Coeficientes del Contraste: -1 3 -3 1

Muestreo= 1
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 2
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 3
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

Muestreo= 4
CONTRAST
SCHEFFE'S F

SE (CONTRAST)

-1.1345
3.48
0.1571

-1.5814
6.75
0.1571

-1.0712
3.10
0.1571

-0.5602
0.85
0.1571

00

SS (CONTRAST)
P (SCHEFFE'S F)

SS (CONTRAST)
P (SCHEFFE'S F)

SS (CONTRAST)
P (SCHEFFE'S F)

SS (CONTRAST)
P (SCHEFFE'S F)

0.4728
0.0017**

0.6436
0.0000**

1.2504
0.0000**

0.5737
0.0002**

0.1569
0.6246

**: P menores 0.01, son factores que tienen diferencias altamente significativas

*. P menores 0.05, son factores que tienen diferencias significativas

NS: P mayores 0.05, son factores que no tiene diferencias significativas



