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RESUMEN

En este trabajo se ajustaron las condiciones para la regeneracién de pldntulas a partir
del cultivo de protoplastos, proceso indispensable para avanzar hacia la obtencién de
hibridos somaticos. Se realizé el aislamiento de protoplastos a partir de cotiledones
y hojas de plantulas in vitro de Passiflora edulis var. flavicarpa; estos explantes fueron su-
mergidos en solucién CPW13M para inducir plasmélisis. Posteriormente se ensaya-
ron tres combinaciones enzimdticas, los mayores rendimientos fueron 6,48 x 10° y
4,60 x 10° protoplastos viables /500 mg de tejido, obtenidos respectivamente con la
combinacién de Celulasa R-10 al 1% y Pectolyasa Y-23 al 0,05% a partir de hojas y
la solucién enzimatica Celulasa al 2% y Macerozima al 0,4% para cotiledones. Las
mejores densidades de cultivo para los protoplastos fueron 5 x 10* protoplastos/ml
para los obtenidos de cotiledones y 1,5 x 10° protoplastos/ml para los aislados de
hojas, empleando el sistema de cultivo en gotas de medio KM8p solidificadas con
agarosa al 0,6% y recubiertas con medio liquido KM8p con 100 g/l de glucosa y cefo-
taxim 300 pg/ml. Con las primeras divisiones celulares, se empezé a disminuir el nivel
osmético al renovar el medio liquido con la mezcla de medio KM8p:KM8 en pro-
porcién 3:1 y se continud cada siete dias en proporciones 2:1, 1:1 y 1:3 hasta la ob-
tencién de colonias y callos. Los callos fueron transferidos a medio MS con 2 mg/I de
BAP y 1 mg/l de AIB para inducir la regeneracién en condiciones de iluminacién;
después de seis semanas de cultivo se diferenciaron yemas, posteriormente fueron
subcultivadas a medio MS sin reguladores de crecimiento para su enraizamiento.

Palabras clave: Pussiflora, protoplastos, nivel osmético, cefotaxim, regeneracién.
ABSTRACT

In this research we adjust the protoplasts culture and regeneration conditions, necessary
to advance into somatic hybrids obtention. Isolation of Passiflora edulis var. flavicarpa
protoplasts from in vitro seedlings cotyledons and leaves was carried out. These tissues
were plasmolysed in a CPW13M solution, then exposed to enzymatic solutions. The
better yields were 6,48 x 10° and 4,60 x 10° protoplasts/500 mg of tissue, reached
with the mixture Cellulase R-10 1% and Pectolyase Y-23 0,05% from leaves, and the
enzymatic solution Cellulase 2% and Macerozyme 0,4% from cotyledons tissue,
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respectively. The best densities for protoplasts culture were 5 x 10* protoplasts/ml
obtained from cotyledons and 1,5 x 10° protoplast/ml from leaves, employing agarose
droplets system, bathing by KM8p liquid media with glucose 100g/| and cefotaxime
300pg/ml. When first cell divisions occurred, the osmotic concentration was reduced by
removing the liquid media and adding equal volume of fresh mix media KM8p:KM8 in
a ratio of 3:1. Every seven days, this action was repited using mix media in ratios of 2:1,
1:1, and 1:3, until colonies and callus formation was achieved. Then, the call were
transferred into MS media with BAP 2 mg/| and IBA 1 mg/I for plant regeneration on
light conditions. After six weeks shoot differentiation was promoved, finally those
shoots were subcultured to free regulators media for rooting.

Key words: Pussiflora, protoplasts, osmotic level, cefotaxime, regeneration.

Abreviaturas. KM8p, medio de cultivo para protoplastos de Kao y Michayluk (1975);
KM8, medio de cultivo para células de Kao y Michayluk (1975); MS, medio de
Murashige y Skoog (1962); BAP, 6-Bencilaminopurina; AlIB, acido 3-indolbutirico;
ANA, 4cido a-naftalenacético; 2,4-D, 4cido 2,4-diclorofenoxiacético; AG;, acido gibe-
rélico, CPW13M, solucién de lavado para protoplastos de Frearson et al. (1973), con
13% de manitol; MES, 4cido morfolino 2-N etanosulfénico; FDA, diacetato de fluo-
resceina; rpm, revoluciones por minuto.

INTRODUCCION

El género Pussiflora es el mds importante de la familia Passifloraceae, estd conformado
por 450 especies, la mayoria se encuentran en el trépico y son frecuentes los endemis-
mos, se destacan por su valor econémico, medicinal y ornamental. Solo algunas
especies son cultivadas, la mayor parte son silvestres cuyos frutos son consumidos
localmente. En virtud del mosaico de hébitats que exhibe Colombia, se reportan 135
especies, por lo cual es el pais con la mayor diversidad de Passifloras en el mundo. En
la regién Andina por encima de los 1.800 msnm se concentran las especies del subgé-
nero Tacsonia (curubas), las especies del subgénero Passiflora (granadillas, badea,
chulupa) se distribuyen desde el nivel del mar hasta los 2.400 msnm aproximada-
mente (Escobar, 1991).

Passiflora edulis var. flavicarpa Deg., el maracuyd amarillo, tiene origen amazénico, per-
tenece al subgénero Passiflora, produce una fruta de gran importancia especialmente
a nivel industrial por su sabor intenso, alta acidez, agradable aroma y elevado con-
tenido de vitamina C (Rios-Castafio y Salazar, 1980). Presenta en el follaje alcaloides
indélicos como harmana, harmina y harmol y compuestos como la Passiflorina, que
le confieren efecto tranquilizante, antiespasmédico, anticonvulsivo y como regulador
de la presién arterial, ademas tiene interés para la elaboracién de perfumes y esencias
(Gupta, 1995). La importancia econdmica de este cultivo, amerita el desarrollo de
programas de mejoramiento para obtener variedades tolerantes a plagas, enferme-
dades y a condiciones abidticas extremas. Los estudios sobre habilidad combinatoria
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en especies del subgénero Passiflora para la obtencién de hibridos sexuales, eviden-
ciaron la presencia de barreras para la hibridacién, en la mayoria de los cruzamientos
se observaron aborto de frutos, baja germinacién, plantulas débiles y esterilidad del
polen (Payan y Martin, 1975). Solo unos pocos cruces entre especies emparentadas
son fértiles, indicando que la hibridacién sexual no es una técnica viable para el me-
joramiento de las especies cultivadas de este subgénero; pero tiene gran potencial
para el mejoramiento de las especies del subgénero Tacsonia (Escobar, 1991). Las téc-
nicas de cultivo in vitro brindan un gran complemento a las técnicas convencionales de
mejoramiento, a través de la obtencién de hibridos somdticos mediante el aislamien-
to y fusién de protoplastos. La aplicacién de esta técnica en el mejoramiento de las
Fassifloras representa una opcién para transferir caracteristicas que se encuentran en
las especies silvestres hacia las especies cultivadas, la fusién de protoplastos facilita el
flujo genético entre las especies de Passiflora, permite superar las barreras para la
hibridacién sexual interespecifica que se presentan en este subgénero (Dornelas et al.,
1995; Otoni et al., 1995; Anthony etal., 1999). En este estudio se ajustaron los proto-
colos in vitro para el aislamiento de protoplastos a partir de tejido foliar y cotiledonar
de pléntulas de Passiflora edulis var. flavicarpa, el cultivo de los protoplastos y la rege-
neracién de plantulas a partir de microcallos, proceso necesario para continuar hacia
la obtencién de hibridos somaticos.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron semillas de frutos seleccionados de P. edulis var. flavicarpa, las cuales
fueron esterilizadas en una solucién de hipoclorito de sodio al 1,5% durante 15 minu-
tos y luego pasaron por tres enjuagues con agua destilada estéril. Las semillas fueron
escarificadas mecdnicamente y cultivadas bajo condiciones asépticas en medio MS
con 2 mg/l de AG;, para su germinacién en oscuridad a 25+2° C. Posteriormente, al
germinar fueron transferidas a cdmara de crecimiento con fotoperiodo de 16 horas
luz y 25+£2° C. Después de tres a siete semanas, cuando las pldntulas presentaron
buen desarrollo, se tomaron los cotiledones y el primer par de hojas verdaderas.

AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

Se ensayaron tres soluciones enzimdticas: Celulasa 1% + Pectolyasa 0,05%; Celulasa 1%
+ Macerozima 0,2% y Celulasa 2% + Macerozima 0,4%. Las enzimas fueron disueltas en
solucién CPW13My 5 mM de MES, el pH se ajusté a 5,7. Estas soluciones enzimdticas
fueron centrifugadas a 1.800 rpm, por 30 minutos y el sobrenadante filtrado a través de
membrana Millipore de 0,22 pm. Las pruebas para el aislamiento se realizaron a partir
de tejido cotiledonar de tres a cinco semanas y tejido foliar de plantulas de cinco a siete
semanas, tomando 500 mg de tejido; los cotiledones y hojas se manipularon por
separado, fueron seccionadas y suspendidas en una solucién de plasmélisis CPW13M
durante una hora, de acuerdo a Dornelas y Vieira (1993). Las secciones del tejido plas-
molizadas se transfirieron a cajas Petri de poliestireno de 5 cm de didmetro, que con-
tenian 6 ml de solucién enzimdtica, (ver Tabla 1), permitiendo que el envés de la hoja
quedara en contacto con la solucién. La digestién se realizé en oscuridad a 27° Cy con
agitacién permanente a 40-50 rpm por 16 horas; para cada tratamiento enzimatico
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se realizaron tres repeticiones. La suspensién de protoplastos fue tamizada mediante
una malla con poros de 60 pm, se realizaron tres lavados con solucién CPW13M y cen-
trifugaciones a 700 rpm; después se procedié al conteo de los protoplastos con aparien-
cia esférica y retencién de organelos, utilizando la cdmara de Newbauer, ademds, se de-
termind la viabilidad con FDA, de acuerdo a Blackhall et al., (1994).

CuLTIVO DE PROTOPLASTOS

Se realizaron diluciones de la suspensién de protoplastos con medio KM8p, para
ajustar las densidades de siembra a 5 x 10%, 1, 1,5y 2 x 10° protoplastos/ml. Estos
fueron sembrados en cajas Petri de poliestireno, en medio KM8p (1975), solidificado
con agarosa (SIGMA) al 0,6%, empleando el sistema de gotas en serie de acuerdo a
Eriksson (1985), adicionadas con 300 g/ml de cefotaxim; las gotas sélidas fueron
cubiertas con medio KM8p liquido. El medio KM8p fue modificado en la concen-
tracién de glucosa a 100 g/l y zeatina 1 mg/I. Se comparé el efecto de la presencia y
ausencia de 300 pg/ml del antibidtico cefotaxim, sobre la eficiencia de cultivo, de
acuerdo a D’Utra Vaz et al. (1993). En estos ensayos se adicionaron 600 pg/ml
de cefotaxim al medio de cultivo KM8p con el doble de concentracién de sus com-
ponentes (2X), se esterilizé por filtracién y se le adicioné el mismo volumen de una
solucién de agarosa al 1,2% esterilizada en autoclave; la mezcla se hizo cuando la so-
lucién de agarosa se encontraba a 40° C para lograr la concentracién final (X), de
igual forma se procedié para los ensayos sin antibidtico. Una vez solidificadas las
gotas con los protoplastos, se adicionaron 3 ml de medio KM8p liquido sin cefo-
taxim. Las cajas fueron selladas con parafilmy se incubaron a 25 + 2° C en oscuridad,;
en cada tratamiento se realizaron cinco repeticiones.

La concentracién del osmético (glucosa) fue disminuida progresivamente, después
del décimo dia de cultivo, mediante diluciones cada siete dias, se retiraron 3 ml de
medio liquido y reemplazados por un volumen similar de la combinacién KM8p:KM8,
mezclados en las proporciones 3:1, 2:1, 1:1 y 1:3 (v/v) respectivamente antes de su
adicién a las cajas de cultivo. El medio KM8 presenta composicién similar al KM8p
en los macro y micronutrientes, vitaminas, dcidos orgdnicos, caseina hidrolizada,
agua de coco, MES, ANAy la mayoria de azdcares; difiere en que el KM8 tiene concen-
tracién de glucosa 10 g/l, sacarosa 20 g/l, zeatina 0,5 mg/l y 2,4-D 0,1 mg/I. Se hicie-
ron observaciones frecuentes bajo el microscopio para monitorear el comportamien-
to de los protoplastos; después de nueve dias de cultivo, se determiné la frecuencia
de divisiéon como el porcentaje de protoplastos en divisién. Aproximadamente a los
30 dias de cultivo se determind la eficiencia de cultivo, como el ndmero de micro-
callos con didmetro mayor de 1 mm sobre el nlimero de protoplasto sembrados. Pos-
teriormente, los microcallos fueron transferidos a medio MS solidificado con agar,
adicionado con diferentes combinaciones de BAP 1 mg/l y ANA (1-3 mg/|) para con-
tinuar la proliferacién celular. Estos cultivos permanecieron bajo fotoperiodo de 16
horas luz. Después de cuatro semanas, fueron subcultivados a medio MS solidificado
con agar y adicionado con 2 mg/l de BAP y 0,5 -1 mg/| de AIB para inducir diferen-
ciacion de yemas; el enraizamiento de los brotes se evidencid al transferirlos a medio ba-
sico de MS libre de reguladores de crecimiento (Rivera, 1997; Rivera y Perea, 2001).
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ANALISIS DE DATOS

En el aislamiento de protoplastos se aplicé el disefio estadistico de bloques comple-
tos aleatorios, agrupando las unidades experimentales en tres bloques o repeticiones;
bajo un arreglo factorial que permitié estudiar el efecto de la combinacién enzimdtica
y la fuente de protoplastos. Los resultados del cultivo de protoplastos fueron ana-
lizados mediante el disefio completamente al azar bajo un arreglo factorial, teniendo
en cuenta: procedencia de los protoplastos (hojas primarias o cotiledones), presencia
o ausencia del antibidtico cefotaxim y la densidad de siembra. Se aplicaron dos
ANDEVA para estimar diferencias entre tratamientos, uno para el aislamiento y otro
para la fase de cultivo; la prueba de Duncan permitié comparar medias de trata-
mientos (Steel y Torrie, 1985). Se utilizé el programa estadistico STATGRAPHICS 3.0
para analizar los datos.

RESULTADOS

AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

Después de 16 horas de incubacidn se logré, la produccién de una gran cantidad
de protoplastos con una viabilidad mayor de 70%, (Tabla 1). Periodos de exposicién
a la solucién enzimdtica, superiores a 18 horas fueron nocivos, se observa aumento
en liberacién de protoplastos, pero hay disminucién en la viabilidad.

SOLUCION ENZIMATICA % PESO/VOLUMEN RENDIMIENTO

Tratamiento Hojas Cotiledones
Celulasa 1% + Pectolyasa 0,05% T1.4,78 +1,32x10° T 2,06+ 1,01 x10°
Celulasa 1% + Macerozyma 0,2% T..3,24+0,92x10° Ts. 1,89 + 0,44 x 10°
Celulasa 2% + Macerozyma 0,4% T5.3,39 £ 1,25x10° Te. 2,67 £ 1,46 x10°

Tabla 1. Rendimiento. Cantidad de protoplastos viables liberados por 500 mg de tejido. Celulasa
Onozuka R-10 SERVA; Macerozyma R-10 SERVA y Pectolyasa Y-23 SIGMA.

Los protoplastos de maracuyd que proceden de hojas y cotiledones jévenes, presen-
taron cloroplastos grandes con distribucién uniforme en el citoplasma (Fig. 1A);
mientras que el empleo de tejido foliar mayor de siete semanas y cotiledones
senescentes, produjo menor cantidad de protoplastos, con cloroplastos que se con-
densaron en algunos sitios del citoplasma y con viabilidad menor al 70%. Los mayores
rendimientos correspondieron a 6,48 x 10°y 4,60 x 10° protoplastos viables /500 mg
de tejido, obtenidos respectivamente con la combinacién enzimética de Celula-
sa R-10 al 1% y Pectolyasa Y-23 al 0,05% a partir de hojas (tratamiento 1) y la solu-
cién enzimatica Celulasa al 2% y Macerozima al 0,4% para cotiledones (tratamiento
6). Se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos enzimdticos
(Fsi0) = 5,18; p < 0,05). Los protoplastos de hoja presentaron didmetro promedio
de 19,45 + 0,50 pm y los de cotiledones presentaron didmetro promedio de 28,90 +
0,62 pm.
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CuLTIVO DE PROTOPLASTOS

En los protoplastos obtenidos a partir de cotiledones y hojas primarias se observé la
conformacién de la pared celular después de tres dias de cultivo en medio con cefo-
taxim, la formacién de colonias después de tres semanas de cultivo y microcallos a las
cuatro semanas. Las primeras divisiones celulares se evidenciaron después de cinco a
siete dias de cultivo, después de 14 dias de cultivo, se observé aumento progresivo
de las divisiones mitdticas y las primeras colonias celulares de aproximadamente 30-
40 células, luego de 20 dias de cultivo (Figs. 1B, 1C y 1D). Se presenté un mayor
porcentaje de divisién celular con el empleo de 300 pg/ml del antibidtico cefotaxim,
también se encontraron diferencias significativas entre las cuatro densidades de siem-
bra utilizadas (F,,,, = 13,83; p < 0,05).

La respuesta de los protoplastos en cultivo, exhibié diferencias relacionadas con el
origen de los protoplastos, (Fs, = 5,96; p < 0,05). En los que provienen de hojas
primarias, el mayor efecto en la frecuencia de divisién correspondié al empleo de
cefotaxim; se registraron diferencias significativas para la densidad de siembra (F;s,
=9,26 ; p < 0.05), la mejor se evidencié a 1,5 x 10° protoplastos/ml con una frecuen-
cia promedio de 17,8 + 5,44% en presencia de cefotaxim y de 9,66 + 3,24% en au-
sencia del antibidtico. En los obtenidos de cotiledones, se registraron diferencias re-
lacionadas con la densidad de siembra (F,;s, = 4,36; P < 0,05), la mejor correspondié
a 5 x 10* protoplastos/ml con una frecuencia promedio de 15,6 + 4,31% en presencia
de cefotaxim y de 7,8 £ 2,06 % en ausencia del antibidtico. La eficiencia de cultivo
presenté diferencias entre el porcentaje de colonias formadas a partir de los proto-
plastos que provienen de hojas y de cotiledones (F,,, = 11,78; p < 0,05), la mayor
eficiencia se observé en los cultivos de protoplastos de cotiledones; en éstos, la adi-
cién de cefotaxim se constituyé en el factor de mayor influencia, la eficiencia més alta
se alcanzé a una densidad de 5 x 10° protoplastos/ml con un promedio de 0,37 +
0,08%. Los protoplastos que provienen de hojas, también formaron mayor nimero de
colonias celulares en presencia de cefotaxim, la densidad de siembra mas apropiada
fue 1,5 x 10° protoplastos/ml con una eficiencia promedio 0,09 + 0,02%. El manejo
del nivel osmético se facilité por la utilizacién del sistema de siembra en gotas solidi-
ficadas con agarosa que contienen los protoplastos, esto permitié retirar periédica-
mente el medio liquido circundante y cambiarlo por la mezcla de medios KM8p:KM,
de manera que se disminuyeron progresivamente las condiciones del osmético en el
medio sin afectar la proliferacién celular. Los primeros microcallos se evidenciaron a
los 30 dias de cultivo (Fig. 1E); estos callos con didmetro mayor a 1 mm, fueron trans-
feridos a medio de cultivo de MS solidificado con agar adicionado con ANA y BAP,
expuestos progresivamente a la luz.

Los callos con tamarfio aproximado de 4 a 5 mm fueron subcultivados para inducir la
diferenciacién de yemas en medio MS con 2 mg/l de BAP y 1 mg/| de AIB (Fig. 1F),
la diferenciacién de yemas se observé en un 35% de los callos derivados de proto-
plastos de hoja y en 40% de los callos derivados de cotiledones. El enraizamiento se
logré en un 60% de las yemas, las restantes continuaron formando callo.
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Figura 1. Secuencia de aislamiento y cultivo de protoplastos en Passiflora edulis var. flavicarpa; A.
Aislamiento y conteo a partir de hojas; barra 40 pm. B. Reconformacién de la pared y primera divi-
sién celular, a los siete dias de cultivo; barra 10 pm. C. Segunda divisién celular a los 12 dias de cul-
tivo; barra 10 pm. D. Colonia celular a los 20 dfas de cultivo; barra 20 pm. E. Microcallos a los 30
dias de cultivo, se aprecia el sistema de gotas en serie empleado en la siembra de los protoplastos;
barra 5 mm. F. Regeneracién a partir de callos.



42 Articulo - Aislamiento y cultivo de protoplastos en maracuyd. Rivera, Perea.

AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

Hojas primarias de Cotiledones de
cinco a siete semanas tres a seis semanas

Preplasmélisis
Solucién CPW13M
una hora

\i \]

Tratamiento enzimatico Tratamiento enzimdtico
Celulasa 1% + Pectolyasa 0,05% Celulasa 2% + Macerozima 0,4%
16 horas 16 horas
Purificaciéon
L . B
Solucién de lavado CPW13M

Y
CULTIVO DE PROTOPLASTOS

Y

Medio KM8p-Glucosa 100 g/I
Gotas en serie con cefotaxim

Densidad
1,5x10° pptos/ml
Pptos de hojas

Densidad
5x10* pptos/ml
Pptos de cotiledones

Y

Formacién de colonias en medio
KM8P:KM8 1:1, tercera semana

Y
4 Cultivo de callos )
MS+BAP 1 mg/I+ANA 3 mg/I
\_ cinco semanas .
Y

Caulogénesis
MS+BAP 2 mg/I+AIB 1 mg/|
diez semanas

Y
Enraizamiento en MS baésico
tres semanas

Figura 2. Proceso de regeneracién a partir de callos derivados de protoplastos obtenidos de

hojas primarias y cotiledones de Passiflora edulis variedad flavicarpa.
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DISCUSION

En las investigaciones con protoplastos es importante resaltar que los diferentes pro-
cesos a que son sometidos durante el aislamiento, pueden tener un efecto deletéreo
que se debe disminuir mediante una cuidadosa manipulacién de los diferentes fac-
tores que intervienen en el proceso, incluso algunos investigadores consideran que el
aislamiento y cultivo de protoplastos es mds un arte que una técnica (Eriksson, 1985).
Entre estos procesos traumdticos, se encuentra la remocién de la pared, por ésto se
recomienda estabilizar la membrana citoplasmatica mediante el empleo de una solu-
cién de preplasmdlisis, previa al tratamiento enzimdtico; esta solucién tiene la misma
osmolaridad que la solucién enzimdtica. En este trabajo se utilizé6 como estabilizador
osmético manitol al 13% en la fase de aislamiento, esta concentracién fue muy efi-
ciente para disminuir el choque osmético generado por la digestién de la pared
celular. En esta especie, Dornelas y Vieira (1993), evaluaron la utilizacién de concen-
traciones de manitol al 9y 13%, observaron que el manitol al 9% generé dificultades
como la explosién de un gran nimero de protoplastos, mientras que al 13% mantiene
las condiciones del nivel osmético apropiadas sin afectar la viabilidad de los proto-
plastos. De otra parte, la seleccién de explantes que provienen de plantulas in vitro
facilité la utilizacién de abundante material homogéneo libre de contaminantes,
evitando la aplicacién de agentes desinfectantes que pueden tener un efecto negativo
en la viabilidad de los protoplastos (Blackhall et al., 1994).

La utilizacién de hojas primarias y cotiledones jévenes como fuente de protoplastos
permitié obtener gran cantidad de protoplastos viables y contribuyé definitivamente
a la proliferacién celular, en razén a que el tratamiento con enzimas para degradar la
pared celular implica la desdiferenciacién y la reorientacién del proceso morfogénico,
las células del meséfilo joven tienen mayor capacidad para tolerar los tratamientos
traumadticos y mantener su totipotencia. Las soluciones y concentraciones de las enzi-
mas empleadas permitieron alcanzar rendimientos similares a los reportados por
Vieira y Dornelas (1996) para cotiledones y D’Utra Vaz et al. (1993) para hojas, sin
afectar seriamente la viabilidad. El medio de cultivo empleado para protoplastos fue
el propuesto por Kao y Michayluk, 1975 (KM8p), modificado al incrementar la con-
centracién de glucosa a 100 g/l y zeatina a 1 mg/|, este medio facilité la expresién del
potencial de los protoplastos para sintetizar la pared celular e iniciar el proceso
mitdtico. Investigaciones anteriores sobre cultivo de protoplastos en P. edulis var.
flavicarpa, (D’Utra Vaz et al., 1993; Dornelas y Vieira, 1993; Dornelas et al., 1995 y
Otoni etal., 1995), utilizaron el medio de cultivo de Kao (1977) con las modificacio-
nes de Gilmour et al., 1989; este medio difiere en que las concentraciones de acidos
orgdnicos, caseina hidrolizada, agua de coco y azlcares excepto sacarosa, estan dilui-
das a la mitad de las indicadas en el medio de Kao y Michayluk (1975); ademas,
aumentaron la concentracién de glucosa de 68,4 g/l a 100 g/I.

En la evaluacién de la eficiencia de cultivo se observaron diferencias entre el porcen-
taje de colonias formadas a partir de los protoplastos que provienen de hojas y de co-
tiledones; la mayor eficiencia se obtuvo en los cultivos de protoplastos de cotiledones;
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donde la adicién de cefotaxim, se constituyé en factor importante para lograr una
elevada frecuencia de divisién y elevada eficiencia de cultivo. Asf, en protoplastos ais-
lados de cotiledones, la mayor eficiencia se alcanzé a una densidad de 5 x 10* proto-
plastos/ml con un 0,37%. En los protoplastos aislados de hojas, la densidad de
siembra mds apropiada fue 1,5 x 10° protoplastos/ml con una eficiencia promedio de
0,09%. Sin embargo, se observaron colonias en la mayoria de los tratamientos sin el
antibidtico para las dos procedencias, con menor eficiencia de cultivo. Es evidente el
efecto positivo que tuvo sobre el cultivo de protoplastos de Passiflora edulis var.
flavicarpa, la inclusién de cefotaxim en el medio, al respecto D’Utra Vaz et al. (1993),
reportaron que la adicién al medio de cultivo de cefotaxim en concentraciones entre
50-400 pg/ml, fue esencial para mantener divisiones sucesivas en protoplastos de
mesdfilo. De otra parte, Mathias y Boyd (1986) emplearon este antiobiético en el me-
dio de cultivo para aumentar la organogénesis en callos de Triticum aestivum L. y sugi-
rieron que la degradacién del cefotaxim por las esterasas de la célula produce meta-
bolitos que acttian como reguladores de crecimiento.

La metodologia descrita en esta investigacién para el aislamiento, cultivo y regenera-
cién a partir de protoplastos, es aplicable a otras Passifloras de acuerdo a ensayos
preliminares con P. ligularis, P. mixta y P. pinnatistipula (Rivera, 1997). La aplicacién de
protocolos especificos en el mejoramiento de las Passifloras presenta un gran poten-
cial para transferir caracteristicas que se encuentran en las especies silvestres hacia
las especies cultivadas, en la obtencién de lineas de mejoramiento que deben ser
evaluadas (Rivera, 1997; Anthony et al., 1999). En hibridos obtenidos por fusién de
protoplastos de P. edulis var. flavicarpa con P. amethystina, Barbosa y Vieira (1997),
obtuvieron algunas plantas con viabilidad del polen superior al 72% y apareamiento
multivalente de los cromosomas, esto indica el potencial que tiene la hibridacién
somdtica para el mejoramiento genético de las especies cultivadas mediante la in-
trogresién de genes de resistencia a plagas, enfermedades y otros caracteres desea-
bles que se encuentran en las Passifloras silvestres. La regeneracién a partir de proto-
plastos es una de las fases mas limitantes para la aplicacién de las técnicas de fusién
y transformacién directa mediante electroporacién y biobalistica (Feher y Dudits,
1994; Vieira y Dornelas, 1996), esta investigacién complementa trabajos nuestros
sobre regeneracién en algunas especies de Passiflora de la regién Andina, enfocados
hacia la utilizacién de los recursos fitogenéticos nativos (Rivera y Perea, 2001). A
corto plazo, es posible obtener estos hibridos somadticos para apoyar programas de
mejoramiento, reduciendo el tiempo requerido para generar nuevas variedades que
contribuyan a mejorar la productividad de los cultivos de maracuyd, granadilla y
badea, con lo cual se podria fortalecer la participacién de estas frutas en los merca-
dos internacionales.
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