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RESUMEN

El maracuya es una fruta tropical, !a cual pude ser consumida en diferentes formas tales
como: helados, ates, licores, néctares, mermeladas, refrescos, concentrados y pulpa.

Entre sus formas de propagacion, encontramos que, la reproduccion sexual, es [a forma
mas usada aunque también, puede utilizarse la multiplicacion asexual. La primera tiene
como desventaja lo tardado del proceso que Hlega a ser hasta 3 meses, y por el contrario
en la reproduccion asexual suele ser mas rapida, sin embargo, existe mayor probabilidad
de infeccion producida por hongos.

El presente trabajo pretende ser una alternativa para fos dos prot
existentes en ambas formas de propagacion de! maracuya, "por medio de la técnica de -
rescate de embriones in vitro la cual nos permite obtener plantas en menor tiempo que de
la forma tradicional y libres de infecciones como fo es en el caso de la reproduccion
asexual.

El presente se dividio en tres partes. La primera parte que consté de un experimento
previo en el cual se sembraron semillas de maracuya completas, y semillas sin testa y
embriones: en medio de cultivo de Murashige y Skoog al 50% de su concentracion de sus
sales minerales, utilizando un arreglo completamente al azar.

La segunda parte consté de un bioensayo para determinar qué estructura de ia semilla
de maracuya impide la germinacion de {a misma, utilizando un biensayo de la inhibicion de
coledptilo de trigo, regado con extractos de macerados de las diferentes estructuras de la
semilla del maracuya, semilla completa, testa, embrion con saco embnonano. embrlon y .
testigo. ’ .

La tercera parte consta del rescate de embriones de maracuya in vitro,
medio de cultivo de Murashige y Skoog. ' i S

De esta forma se encontré que en la primera parte; ¢l tratamiento que mas se desarrollo
fie el del embrion con un 100% de germinacion a tos '9 dias. £ .
En la segunda parte se obtuvo un mayor desarrollo det coleoptoilo de trigo ‘en los
tratamientos regados con los extractos de: saco embnonanu con embrion, embnon lesta'ﬂ
y por Gltimo semilla completa. '
Por Gltimo en la tercera parte se obtuvo un 21 2
germinacion creando plantas viables de los embriones

rie c n(anupacnon‘y un '77;3’ % de




INTRODUCCION

El maracuya amarillo (Passiflora edulis var. flavicarpa) es una ‘plénlakoriginaria del
Brasil; su demanda en Norteamérica y Europa se ha incrementado, garrandb préstigio
como fruta “exodtica”, situacion que la ha colocado en un lugar 'prbmrsorio“y rentable en
términos de mercadeo. En México el interés por su cuitivo y utilizacion ha ido en
aumento, sin embargo para que tenga éxito econdmico, es necesario conjuntar un buen
desarrollo agronomico con la produccion de frutos que retinan los" atnbutos ‘fisicos’ y
quimicos demandados para su comercializacion y aplicacion tecnologlca

En México, probablemente se introdujo desde 1975 en el Eslado de Guerrero.‘
(Banafunzi, 1978), encontrandose actualmente cultivos comerciales en dlversos Eslados B
de la Repiiblica y muy reci en Morelos.

40%, semillas 10-15%, siendo el jugo el producto de mayor imponanci

No todas las semillas germinan facilmente; algunas pr cxenos ]
les impiden hacerlo. Estas semillas se conocen como durmiientes. o' latemes,' v para,'
germmar requieren de un manejo especial que muchas \'eces mcluye u
pregenmnauvo

'/lraranlrento




Hay plantas en las que ya sc ha conseguido que germinen sus scmrllas durmlcnlcs pero
hay muchas otras en las que se desconoce la manera de lograrlo |ncluso frecuememcme se
ignoran los mecanismos que convierten cn durmientes a las semnllas dc una plama dada;’

Desde el punto de vista agronomico resulta 1ogico que lﬂ eleccion del tratamxenlo para o

que germlnen las semillas durmi de una determinada especi debe hacerse co

PR

el y or P!

En cuanto a las semillas del maracuya (Passiflora edulis var. ﬂévicdrpd‘D). estas
presentan una dormancia o latencia, la cual provoca que las semiflas retarden’ su tiempo de
germinacion, debido a la alta concentracion del inhibidores de crecimiento en las diferentes
estructuras que las conforman.

En la propagacion del material, generalmente se emplean las semillas, aunque este
procedimiento trae como consecuencia una gran variabilidad en el orden genético dcl
material obtenido. (Medina, 1980).

Siendo la reproduccion sexual fa mas segura en cuanto a la resistencia de enfermedades
ya que, uno de los problemas principales de la multiplicacion asexual es el alto nimero de
plantas infectad por lo tanto la reproduccion sexual es la mis segura
ya que ha dado mejores resultados para la obtencién de portainjertos pero con la
desventaja de un largo periodo de germinacion.

Had

por enfer

Este problema puede ser eliminado por medio de la técnica de rescate de embriones in’
vitro. Esta técnica, permite rescatar los embriones de maracuya y, de esta forma se pueden
regenerar plantas que ahora si estan en posibilidades de servir como progenitores en los
programas de mejoramiento. Sin embargo, la adecuacion de las técnicas in vitro para el
rescate de embriones , involucra la desinfeccidn, la ruptura de la latencia del embrlon y la
de el medio de cultivo. '

[



ORJETIVOS

Determinar de una manera cualitativa en base a un bioensayo, dentro de cual -
estructura de la semilla de maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa.D) se
encuentra la mayor idad del inhibidor, acido abscisico (ABA).

Acelerar el proceso de germinacion de las semillas de maracuyé

(Passiflora edulis var. flavicarpa. D.)

por medio de la técnica de rescate de embriones in vitro para obtener planta de
mejor calidad.

Generar mayor informacion sobre el cultivo del maracuya y sobre la
potencialidad del uso de la técnica del "rescate de embriones in vitro".



111 REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.- CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DEL’ MARACUYA _(Pa.s’.s"l"ﬂm;a edulis.
Degener var. flavicarpa). RS i :

3.1.- ORIGEN.

La Passiflora edulis que se caracteriza por frutos morados es nativa del Brasil; la
variedad flavicarpa se asume que pertenece a la- misma especie, con caracteristicas
morfologicas y de crecimiento propias que lo hacen peculiar.

Estas diferencias segun Ledn (1987), se deben tal vez a la cruza entre un hibrido de P,
edulis y otra especie, una mutacion; o una poblacion diferente introducida directamente de
América Tropical a Australia.

El Maracuya (Passiflora edulis. var. Flavicarpa. D.) en Brasil atrajo la atencion de los
espaiioles a principios del siglo XVI; los frailes espaiioles la tomaron como emblema de la
pasion de Cristo por las diferentes partes de ta flor y la nombraron "Flor de las cinco
yagas" o "Flor passionis" o "Flor de la Pasion". En la cual segin ellos se representaba la
crucificacion de Cristo.

Ahora cerca de 400 afos después de haberse descubierto, el cultivo de 1a fruta de la pasién
amarilla es practicada en todos los paises con clima tropical humedo (Von Loeseck, 1942,
citado por Jagtian, J. y col, 1988).

El género Passiflora, incluye numerosas especies que se cultivan tanto en zonas calidas -
como zonas frias. La granadilla maracuya (Passiflora edulis) de piel morada es una 'fmbla‘_ )
de clima tropical y probablemente entre las granadillas la que mayor difusion ha ‘tenido en



el mundo, ya se. culll\a en forma comcrcml en.: Indla Brasnl Auslraha Venczuela, .
Kenya, Nueva Zelandla Nucva Gumea, Repubhca del Sur de Amca Indonesna y Malasm

La I’asuflara edulls var ﬂawcarpa de plel amarll' i eﬂculu,va en Amcncg.dcl Sur, :
EUA. ,(Hawal) Austraha y Centro Amenca (Amola y ncl X )

enfermedades. (Frult world and Market G Wef "1963)




3.2 CLASIFICACION TAXONOMICA.

CUADRO 1

“Angioespermac

chd(ylcdpneae -

Slavicarpa

Maracuyq =




3.3.- DESCRIPCION BOTANICA.

Es una trepadora perenne, de tallo cilindrico o figeramente anguloso, cuando es joven
sus tallos son lisos, de color verde claro o verde obscuro, provisto de zarcillos axilares; -
redondos, enrollados en forma de espiral, de 20-40 centimetros de !argo Las hojas se

encuentran en peciolos de mediana longitud, alternas, estipufadas ; subconaceas mbuladaSj SR

imetros de
targo, trinervada, con nervad faterales promi Cercade fa i msercnon de la lamma.
el peciolo tiene 2 nectarios o glandulas cortas. (fig. 1a) ’

con bordes aserrados, de color verde oscuro en lado superior, de '8-16.ce

Flores vistosas, entomofilas, axilares, solitarias, hermaftoditas, de unos 5. cennmelros
de didmetro, tienen pétalos y sépalos amarillentos y los filamentos de fa’ corona finos y .
ondufados, con la mitad inferior morada y la superior blanca. El’ androceo y el"gmeceo se
insertan sobre un andrrogmoforo columnar bien desnrrollado Androce formado por 5

bracteas bien desarrolladas. (fig. lby ic)

Los frutos son bayas, globosas u ovoides con la b:
amarillo corteza dura y de pericarpio poco gmeso




El eje embnonarlo es un le_udo de forma alaq,ada con un menslemo en cada punta. :
presenta unao mas ho;as modlhcadas llnmadas conledones (Camacho '1994) R

El extremo del L

semilla y sobre este existe un recubnmx
Hama arilo. (op.cit)



FLOR DEL MARACUYA FIG. 1(ayb)
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arcillo
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7 P
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Fuenie: Leal, P. F. v Grazia, A. M., 1986.



FRUTO Y SEMILLA DEL MARACUYA | (¢, d y )

Peﬁiolo
':  Brictea
: Sépalo
Pericarpio
Endocarp'lo

Semillas

(c) FRUTO

Mucilago
emilla

(d) DISPOSICION DENTRO DEL FRUTO

Testa

Embrion

(e) SEMILLA

Fuente: Leal, P. F. y Grazia, A. M., 1986,



3.4.- CONDICIONES ECOLOGICAS.

El maracuya puede ser cultivado en altitudes de los 0 a los 1,300 m. s. n. m. con
temperaturas  entre 23 y 30 ©C, humedad relativa baja, condiciones’ favorables de
o

p ion por los i y ia de vientos frios y heladas. El maracuya es una
planta de clima tropical, que exige precipitacion anual de {,500 mm.

Los suelos mas indicados para el maracuya son los arenosos o levemente arcillosos,
profundos, bien drenados o con pH superior a 5. Los suclos arenosos son considerados de
baja fertilidad razon por la cual deben de ser abonados, especiall con aplicacion de

14

elevadas dosis de materia organica.

3.5.- PROPAGACION.

La reproduccion sexual, por semilla, es fa forma mas usada. Se puede utilizar también la

multiplicaccion asexual por estaca, acodo, o injerto, sin embargo por el primer rﬁétodo'i -

exclusivamente se obtiene una planta por semllla y de ahi la gran heterogcneldad preseme
en huertos establecidos de maracuya

3.5.1.- REPRODUCCION SES(UAL

Se recolectan los frutos a finales del otoﬂ de plantas sanas, vlsorosas y las mas .
productivas; dejandolos madurar hasta ‘que se’ nrruguen para entonces abnrlos y separar la ’
semilla de la pulpa. Una. vez extraida la semllla no dcbe almacenarsc por mas de seis

meses, en un sitio fresco y venhlado




En promedio cada fruto contiene normalmente 250 semillas. Los pasos a seguir para
propagar por semilla son los siguientes:

Germinacion. ..30 dias

AlmAcigo........ccccnvurrrinnnr. 30 dias
Sitio definitivo a floracion 180 dias

Periodo de produccion..... 420 dias

Se considera un ciclo vegetativo normal de 20 meses; los pnmeros 6 meses -

corresponden al desarrollo y formacion de la planta. Los otros 14 meses estan repamdos
en 3 cosechas grandes cada una de 2 meses, intercaladas con pequeﬂas cosechas de 4.
meses cada una, Las cosechas coinciden con periodos secos. ( Serna, 1994).

3.5.2.- MULTIPLICACION ASEXUAL.
3.5.2.1.- ESTACADO

-El estacado proporciona un buen vigor y una fructificacion mas rapida que la semilla,
pero esta técnica sdlo sera realmente interesante cuando se disponga de lineas infértiles.
En la espera es necesario escoger como pies madres plantas que no sean autoestériles.

Habiendo tomado esta precaucion,. se procede a elegir plantas sanas, y se escogen
estacas apicales de unos 8 centimetros, en los meses de Abril a Septiembre,
inmediatamente después de una fase de crecimiento vegetativo, tratarlos con auxinas y
plantarlas en un sustrato muy aireado, con calor de fondo. Reducir el follaje y colocar las
estacas bajo nebulizacion,

El enrraizamiento necesita de un mes, después de lo cual las plantas son replcadas en.:
envases individuales en un sustrato mas rico.



La plantacién podra hacerse al cabo de 3 meses, sin embargo el enraizamiento es poco
constante en csta especie por lo que se tiene que utilizar las plantulas provenientes de
semillas. (Zuang, Barret y Beau, 1992).

3.5.2.2.- ACODO.

El acodo (compuesto o seperpentario) se efectia cuando la planta alcanza | metro de
altura, doblando la rama principal hasta el suelo, quedando alternadamente cubierta 'y
descubierta alo largo de su extension. Generalmente la rama se lesiona o anilla en su parte
inferior y se cubre con tierra 6 medio para enraizado.

En cada una de las secciones enterradas se forman raices. La parte expuesta de la rama -
debera de tener cuando menos una yema para formar un nuevo brote, Una vez que él[
acodo ha enraizado, la rama se corta en secciones formadas por el nuevo brote y por la- -
porcion que lleva las raices, y se colocan en sustrato mas rico. ’ '

Esté método de multiplicacion se lleva aprc da '4" meses, .ob

planta por brote acodado.(op. cit.)

3.5.2.3.- INJERTO.

El injerto se utiliza en los suelos infectados de Fusarium o de. Thielaviosis. Los
portainjertos deben tener 4 mm de diametro y al menos 20-25 centimetros de alto, de
manera que el punto de injerto no corra peligro de estar en contacto con el suelo. Los
injertos de 7 a 10 centimetros comprenden al menos dos yemas.

Se utiliza un injerto de latigo y lengileta, se corta el injerto y el portainjerto en bisel de
2.5 centimetros de didmetro, ajustar y ligar rapidamente sin recubrir el ojo.



También se puede utilizar el injerio en hendedura con las ismas precauciones. La
soldadura es muy rapida. Cuando Ias plamas tienen 60 cennmelros de alto, ponerlas en el
terreno definitivo. ‘

3.5.3.- POLINIZACION

La mayoria de las variedades amarillas de maracuya son amocorﬁpa!iblés“él 'p'orcem'aje ;
de autofecundacion es poco significativo. La transmision del polen pucde reahzarse en
pequedia escala por el viento, siendo sin embargo la pohmzacnon por nsectos la mas
eficiente. por que las flores son grandes. atractivas. con abundante aroma hectar, ¥ los
granos de polen son grandes y pegajosos. De este tipo de pohmzam n ‘depende en gran o
parte la fructificacion. X

curvatura del estilo. (Serna , 1994)




-Flores sin estilo curvo (8.C) en las cualcs los Lstmmas estan umdos f‘ormando un
angulo aproximado de 900 en relamon a Ias ame v 'en en un porcenme \anable de

Carualho, 1976) (fig. 3a. b. c)

FIGURA 2 TIPOS DE FLOR

a) Estilo (T. C) b) Estila (S. C.)

Totalmente Cuirvo Sin curvatura

b} Estilo (P.C.)
Parcialmente Curvo
Fuenic: Avilan, R. L., Leal. P. F.. y Bauista. A. D., 1989

Son muchos los insectos que visitan las_flores, pero los mas lmponames como
polinizadores son: B : :

- La abeja carpintera o abejorro negro (hlnmpa p.)..

-La abeja melifera (Apis mellifera)

- La avispa negra (Polystes sp.)



Las flores de la variedad morada son aulof‘emles ( Serna, I994)

3 4 3. PROPAGACION IN VITRO.

La produccion de frutales tropicales y subtropical do en los titimos

afios (FAO Production Yearbook, 1987).

va, (injerto, acodo y
qdé' s'ﬁs‘k plantaciones
falm de material clonal,
rrlma Lammbr)la.

A pesar de la cficiencia de los métodos de multnphc
estacado), ya existen algunos cultlvos tropxcales y subtr

d Py

podrian se rap no ¢ se ven i

p
e

particularmente la liberacion de cultivares superiores cﬁmo el :

Entre los menos explotados de los frutos troplcalcs y subtroplcalcs cuya produccmn
es importante regionalmente, debido a que la muhlpllcacmn
se ra en: Calocarpum sapota R y: Euphoria longan, o
virtualmente imposible a pesar de cientos afios de 'experienciarGaicinia mangostana. Por
lo tanto algunos cultivos tropicales y subtrop:cales no han sido cxplolados por Ia falta de
plantacion de material clonal. :

egclatlvn convencional

I

fr esi

ol

La plantacion de nuevos huertos de frutos tropicales y subtroplcales multlphcados '7
clones, se ven severamente reducidos en su producc n por e
ataque de algunos patogenos, de tal forma que los productores de cntncos han establecxdo' ;
programas de liberacién de material clonal que es resistente al virus de la t

vegetati de

leéa de los ;

citricos logrado por medio de un microinjerto de meristemo sobre un ponamjeno in vitro -
(Bitters, y cols. 1970). E! International Network for Improvement of Bananas “and
Plantains (INIBAP) ha dado a conocer de manera internacional dos nuevos cultivares
micropropagados de platanos (Musa grupo AAA) (Hwang y cols. 1984; Oglesby y Griffis,
1986) y (Musa grupo ABB) resistentes al Sigtoka negra, y que han demostrado ser
eficientes por su bajo costo de mantenimiento e incremento de la produccion en areas
seriamente afectadas por esta enfermedad. Otra enfermedad de los frutos tropicales y
subtropicales que limita seriamente la produccion es Phytophtora cinnamoni, que provoca
1a pudricién de la raiz en ¢l Aguacate Persea americana, la cual puede ser controlada por
un clon resistente a la enfermedad que sirva como patron, multiplicado in vitro,



Pierik (1990). Define el cultivo in vitro como: El cultivo sobre un medio nutritivo, en
condiciones estériles de plantas, semillas, embriones, drganos, explantos, tejidos, células y
protoplastos de plantas superiores.

E! cultivo de tejidos vegetales se basa en 1a teoria hecha por Schwann y Schieiden en
1838 llamada de la "Totipotencia" la cual establece que las células son autosuficientes y
que en principio son caf de regencrar una planta completa (Gautherret, 1983. Citado
por Pierik, 1990).

3.5.4.1.- FASES O ESTADOS DEL CULTIVO IN VITRO.

Murashige{1974), Menciona que en el cultivo in vitro se llevan acabo ciertas fases
especiales que son: ’

- Establecimiento del cultivo en un medio aséptico,

- Enraizamiento del propagulo o proliferacion

1.
{4

- Enraizamiento y p
al suelo.

paracion para el

Vitiegas (citado por Ochoa, 1983). Caracteriza cuatro fases tres fn vitro y una In vivo.-
- Establecimiento del cultivo aséptico. ‘ '
- Multiplicacion del propagulo o proliferacion.
- Enraizamiento.

- Aclimatacion 1a cual se lleva in vivo,



Poskenormcnte Zlmmerman, (1990). Establece cualro fases pero incluye una fase
llamada cero "0". en donde la planta madre o donadora del explamo se encuemra en
preacondmlonamlenlo dichas fases son las siguientes: i

3.5.4.1.1.- FASE CERO "0".

Esta fase tiene como finalidad p ir prabl de cc inacion

Manteniendo a la planta madre en un invernadero limpio controlando la temperatura y
la humedad relativa para poder reducir 6 eliminar los probl , principal de hongos
y bacterias, en esta fase los cambios fisiologicos asociados a la planta madre se le incluyen
algunas manipulaciones de tal forma que la planta sea apta para reproducirse in vitro, estas

manipulaciones son luz, temperatura y reguladores de crecimiento.(Zimmerman, 1990).

3.5.4.1.2.- FASE "1" "ESTABLECIMIENTO ASEPTICO"

Tiene como objetivo evitar la contaminacion del material vcg,etal por lo cual debc
llevarse a cabo una cuidadosa esterilizacion. :

En principio existen cuatro fuentes de infeccion: La planta, e! medio nutmlvo, el aire y 3
la destreza del operador. | ;

Siendo la mas importante de estas fuentes de contaminacion la planta mlsma. el
material vegetal debera ser bien esterilizado antes de su alslamlcn(o in wlro (Plenk -
1990), ‘

Los principales productos para esterilizar son;

- El alcohol al 70% ya que el alcohol al 96% dafaria los tejidos.

- EY hipoclorito de sodio



- El hipoclorito de calcio

- El cloruro merctirico.
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La esterilizacion puede ser mas efectiva afiadiendo s desinfe "comio el

"Tween 20 u 80" o con hipoclorito sédico al vacio. (op. cit).

En el cultivo de embriones, generalmente no existen prob de ct ion las
semillas maduras se encuentran desinfectadas en su exterior, a pamr de ellas se obnencn .
los embriones abriendo la cubierta seminal. ‘ g

La diseccion de los embriones presenta mayor niimero de problem‘ Se debe tener.-
cuidado cuando se retira la cubierta de una semilla madura, ya que resulta ficil daﬁar los

embriones. En el caso “de scmlllas con embnones mmaduros, gcneralmente es mas'lf
facil (op.cit). o : ;

Theder (lé?l). citado'por,Pigl;il\;. (1990), aisl
cominuacién sc‘indic : : S



En el caso de la azucena, se esteriliza el fruto cerrado, se sacan las semillas y se
colocan en agua estéril para impedir su deshid ioén. Se retira la cubierta seminal
raspando con un escarpelo, haciéndose asi visible el endospesmo. El embridn puede
entonces aislarse a través de unos cortes longitudinales, o es obligado a salir del
endospermo a través de un agujero lateral. E! embrion se siembra tan pronto queda en

libertad (Small, 1980 en: Pierik, 1990).

3.5.4.1.3.- FASE "2" "MULTIPLICACION"
En el clasico estado 2, el cultivo suministra brotes para su subsecuente multiplicacion,

En esta fase pueden producirse dos tipos de brotes: Los brotes adventicios y los brotes
axilares, los cuales son una respuesta a estimulos de altas concentraciones de citocininas
en presencia de menor concentracion de auxina, buscando un nivel normal mas apropiado
para cada caso (Cruz, 1983 y Zimmerman, 1991),

Hay que tomar en cuenta ciertos aspectos que influyen en esta fase, tales como;
-El tipo de brote que se forme
-Numero de subcultivos
-Tipo de explanto
-Sistema de propagacion
-Medio ambiente

(Zimmerman, 1991),



3.54.1.4- FASE "3" "ENRAIZAM(ENTO“

Fundamema|meme esla fase Vlnvolucra Ia |nduci:|on Yy dlferent:laclon de raiz en Ios
brotes oblemdos durame la prollferaclon exxstlendo asn una conversnon de un eslado

3.54. l 5 FASE 4" "ACLIMATACION"

Una planta que se haya ongmado in wlra. dlf iere.en muchos aspeclos dc las que se
originan in vivo. ; - :

Las plantas cultivadas en tubos de ensaye in vura tiene gcneralmeme Ia cuucula/»
escasamente desarroliada, debido a la alta humedad relanva y cuando se ransfi eren al,
suelo se produce una transpiracion cuticular extra. ’

" . PR

poco activas y por Io‘ ‘

Las hojas son fr finas, b y fotosir ;
tanto mal adaptadas a las condici tienen las cétulas de emp:
menor cantidad. :

3 £

no ser

Los estomas p

horas de aclimatacion.

La conduccion de agua entre vastagos y ralccs educida por.una pob(e e

conexion vascular.

g ‘. . ; ¥
Las raices que se han originado son vulnerables y no funciona rma adecuada in -

vivo (no tienen, o tienen pocos pelos radiculares). -

La aclimatacién cc
relativa y controlando 1 temperatura y la uz. -

disminuyendo fa humedad

2



Las plantas deben habituarse a una humedad relativa baja gm’('iual‘ ente,

También se hace preadaptacion a los r
el invernadero durante el transplante.

ui de luz'y temperatura que prevalecen en

4

se les debe climinar el agar para evitar infecciones por .
hongos y bacterias. Deben sumergirse en una solucion fungicida e impregnar la raiz con un
enraizador comercial, para acelerar la formacion de raices.

Las p! al ser tr

El sustrato debe ser esterilizado y tener una buena porosidad, drenaje, aireacion y un
pH adecuado, y en algunos casos adicionar nutrientes al sustrato,

En los ultimos afios los sistemas de nebulizacion se han generalizado péra la
aclimatacion de plantas in vitro manteniendo una humedad relativa alta en donde lamblcn
se incrementa la humedad del sustrato, por lo consiguiente eleva la sobrcvwencla de las’
plantas en esta fase (Pierik, 1990; Rusell y Villalobos 1990; Zimmermann, 1991 )

3.6.- RESCATE DE EMBRIONES.

El embrion representa el comienzo de una nueva generauon esporoﬂuca de la B
planta. En las plantas criptogimas, el embrion tiene su orlgen‘en el, cnboto. el cual es.
generalmente localizado en el gametofito fememno !

El cultivo de embriones consiste en el aislamienlo y crecimiento in vitro en condnc:ones
estériles de un embrion inmaduro, con et ﬁn de oblener una planta viable (Plerlk 1990 )

El primer cultivo de embriones fue obtemdo a partir de e nes maduros exurpados
de semillas de Raph y Cochlearia (Hanni 1904)'y n de embnones mmaduros

aislados de ovulos,

2



ser aislado.

CULTIVO DE EMBRIONES MADUROS Se encuentran en semxllas 1 aduras

ser suficiente en estos




El modelo de crecimiento del embrion difiere de una planta a otra, pero pueden
hacerse ciertas generalizaciones. La division celular inicial del zigote forma dos células,
una de las cuales formara al embrion y la otra al suspensor. El suspensor sirve para
mantener el anclaje u orientacion del embrion y para que se introduzca en la masa del
endospermo del que deriva su nutricion. (Bidwell, 1979)

El embrion pasa a través de los siguientes estadios: estadio globoso, estadio de
corazén, estadio de torpedo y estadio cotiledonar llamados asi por su apariencia.

- ESTADIO GLOBULAR: Las divisiones celulares estan orientadas
especificamente a la formacion del embrion y el suspensor. El embrion en
este momento es un cuerpo relativamente masivo, mientras que el
suspensor tiene la forma de un pedinculo, de longitud variable uniseriado
o0 masivo y esta unido a la pared del saco embrionario en el extremo
micropilar.

- ESTADIO DE CORAZON: Subsecuentemente el embrién adquiere una forma
bilobada, debido a la apariencia de dos cotiledones. Los cotiledones del
embrion se originan como dos protuberancias meristematicas sobre el
extremo apical det embrion, la emergencia de los cotiledones va precedida
de una expansion latera! de el extremo apical del embrion.

- ESTADIO DE TORPEDO: La iniciacion de los cotiledones hace que Ia simetria
del embrion pase de radial a bilateral. La expansion del extremo apical del
embrion como preparacion para la emergencia de los cotiledones es .
comparable a la formacion de las bases foliares en los vértices vegetativos.
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- ESTADIO COTILEDONAR: El embrion ya ha desarrollado una radicula o
meristemo radical yun meristemo del tallo. )

Si se compara el desarrollo de embriones inmaduros in vitre e in vivo, y si
partimos del estado globoso, los embriones in vitro generalmente tienen:

- Un incremento globoso en forma de pera.

- Una expresion morfogenética retardada : Estado globular mas largo.

- un sélo cc

1o

(en cotileddneas) mientras que en in vivo se desarrolian

losdosen forma simultianea

- Posibilidad de exhibir un desarrollo policotiledonar (mas de dos cotiledones), lo cual rara
vez sucede in vivo

Los embriones aislados in vitro generalmente muestran una germinacién precoz
(Jensen, 1979 en: Pierik, 1990).

Ya que se produce una pérdida de inhibidores al retirar [a cubierta seminal; la otra
razon podria ser ¢l que el potencial osmotico negativo que existe in vivo, tenga un valor
mucho mas alto in vitro (Pierik, 1990).

El desarrollo de los embriones vegetales se caracteriza por dos estados distintos: el
estado temprano, que es heterotréfico, y el tardio, que es autotrofico. Los embriones
globulares heterotroficos se desarrollan a expensas del endospermo y poseen una baja
capacidad de sintesis; el desarrollo de los embriones en estado de "corazon" depende de
ciertos nutrimentos como hormonas, aminoacidos, carbohidratos, vitaminas, purinds y
pirimidas que se encuentran en el saco embrionario.

Con la formacion de los cotiledones, el embrion pasa a ser autétrofo y se puede aislar
de los ovulos y cultivarse in vitro en un medio relativamente simple, que contenga
pequedas cantidades de unos pocos nutrimentos.
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3.6.3.- USOS DEL RESCATE DE EMBRIONES IN VITRO,

El cultivo de embriones se ha usado para diferentes propositos, como los de
los requerimientos nutricionales de embriones en desarrollo, rescatar embriones

]

hibridos que se hayan derivados de cr jentos interespecificos e intergenéricos,
producir monoploides y superar la latencia de las semillas. Igualmente, e! cultivo de ovulos
intactos se ha empleado para el rescate de embriones (mediante la polinizacion y

fertilizacion in vitro) y para inducir embriogénesis somatica a partir de nucelas de algunas
especies de plantas. En algunos articulos recientes se han hecho revisiones de estas areas.

Las aplicaciones practicas mas importantes del cultivo de embriones se indican a-
continuacion:

- Eliminacion de la inhibicién (absoluta) de germinacion de las semillas. En algunas -
especies es absolutamente imposible lograr la germinacion in vivo siendo mprescmduble en
estos casos del cultivo de embriones (Bulard y Dégivry, 1965). B

- Germinacion de parasitos obligados, que resulta imposible in vivo sin la prcsencm del .
huésped, pero que puede conseguirse con el cultivo de embriones (Raghavan 1980)

- Acortar el ciclo de mejora; existen muchas especies que presentan dormicion seminal,
la cual frecuentemente se localizan en 1a cubierta de la scmilla y/o endospermo.

Aislando los embriones se puede producir una germinacion inmediata(Randoph y Cox,
1943; y Rabenchauld et, al, 1969).

A veces la germinacion se ve atrasada, mis no impedida del todo, por la
impermeabilidad de la cubierta al agua y al oxlgeno En estos casos el cultivo de embnones
puede acelerar la germinacion. :

Hay que tener en cuenta que el culhvo de emhnones mmaduros puede producnr un -
acortamiento mayor del ciclo de mejora. -



- Produccion de haploides: En el cruce de Hordeum vulgare X y Hordeum butbosum,
. se produce la fertilizacion pero después los cromosomas de #. bolbosum, son eliminados,
pr; G
por el cultivo de embriones. Si se duplican los cromosomas, al final se produce un
homocigoto de M. vwlgare (Kasha y Kao, 1970).

dose como r

do un embrion haploide de H. vwlgare, el cual es solo viable

- Prevencion de aborto embrionario en frutales de hueso precoces.

El transporte de agua y nutrientes al embrion todavia inmaduro, en cruces con frutales
de hueso precoces (melocoton, cerezo, albaricoque, ciruelo), queda cortado a veces
demasiado temprano, produciéndose el aborto del embrion, en la practica esto quiere decir
que no son posibles los cruces con una madre precoz, la Unica solucion, es utilizar el
cultiva de embriones, para evitar el aborto in vivo.

- Prevencion del aborto embrionario como resultado de incompatibilidad:

En el caso de cruces interespecificos, intergenericos, y en el caso de cruces por ejemplo
de diploides, o tetraploides, el endospermo puede no desarrollarse o hacerlo muy
pobremente. el resultado es el aborto embrionario in vivo, que puede ser evitado
exclusivamente por el cultivo de embriones.

- El cultivo de embriones, se utiliza frecuentemente en cruces interespecificos.

- El cultivo de embriones se emplea también en las cruzas entre diploides y tetraploides
(que producen triploides). )

- Propagacion vegetativa: Los embriones se utilizan como un material inicial para la
propagacion vegetativa. Por ejemplo: en las graminéas y  coniferas, los embriones
responden muy bien debido a que se trata de un material juvenil (Pierik, 1990).

Una de las aplicaciones del cultivo de embriones es el rescate de material de
propagacion en los frutales deciduos cuyas semillas son generalmente de baja viabilidad,
también ha ayudado al mejoramiento genético de especies arboreas por que acorta el
periodo siembra-floracion; los embriones cultivados in virro no necesitan un periodo de
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latencia anterior a la germinacion. Asimismo, ha sido cfectivo para acortar el ciclo de
mejoramiento de iris spp., porque acorta el periodo de latencia de las semillas que oscila
entre unos Pocos meses y varios aiios, esta latencia se debe a algunos inhibidores del
crecimiento del embrion presentes en el endospermo (Randolph y cols. 1943) y en la
cubierta de la semilla (Lenz, 1955). Por medio del cultivo de embriones, es posible acortar
la latencia y producir plantulas para el tr alas263 )

P

En un estudio se obtuvo un gran desarrollo de plantas de papa comparado con el
procedimiento de germinacion convencional. En uno de los casos la germinacion se
incremento de un 12.5% de un total de 46 dias de germinacion a un 88.6% de embriones

en 6 dias de incubacion. (Andnimo, 1982)

Maranta leuconeura, una imporntante planta tropical de follaje ornamental, que
normalmente se propaga asexualmente por estacas, también se pueda reproducir por
semilla aunque raramente germinen. Usando la técnica de cultivo de “rescate de
embriones”, Henny (1980) obtuvo 65% de germinacion el cual se incremento al 100%.

3.7.- MEDIO DE CULTIVO

El crecimiento del embrion esta determinado por la composicion del medio de cultivo y
por ¢l manejo del embrion (Raghavan, 1977, Monnier, 1928; Bhojwaan y Rzdan, 1983 en:
Gonzales, M. A, 1991), donde destacan dos estados nutricionales: Un primer estado
heterotréfico que se presenta durante las primeras etapas del desarrollo del embrion; el
cual se nutre basicamente del endospermo y tejidos adyacentes cuando los hay, y un
segundo estado nutricional autotréfico, durante el cual el embrion sintetiza
metabolicamente las substancias

requeridas para su crecimiento a partir de las sales minerales y azﬂcares (Raghavan, 1966),
estados que pueden variar con ¢l genotipo (op. cit.) y la inclusion del émbrién en el ovulo
(Yeung et al. 1981; Bhojawani y Razdan 1983), los  cuiles han sido: estudlados
ampliamente en Capsella y Ordeum (Raghavan, 1977 y Bho;\vam y Razdan v83).
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El medio de cultivo es uma solucion acuosa que esta constituida por sales organicas,
vitaminas, aminoacidos, carbohldralos agua, ag,entcs gelificantes . y reguladores de
crecimiento.

3.7.1.- SALES INORGANICAS

Las sales inorganicas o minerales se dividen en dos grupos que son los macronulnentes
y micronutrientes .

3.7.1.1.- MACRONUTRIENTES.
Los tejidos en cultivo requicren de una fuerte cantidad de compuestos inorganicos.

Ademis de carbono, hidrogeno y oxigeno, los elementos més requeridos son
principalmente nitrogeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio y azufre.

Nitrégeno: Este influye en el indice de crecimiento de planta. es un elemento
esencial en la composicion molecular de la clorofila, alcaloides,
acidos nucleicos, aminoacidos y algunas hormonas plantas
(Kyte, 1987).

El medio de cultivo empleado para el cultivo de embriones es
pl do principal con nitrogeno inorganico, en la
forma de nitrato, nitrito o amonio, la adicion de varios

aminoacidos en forma individual o combinados (Raghavan, 1978).

En general, se ha encontrado que también la glutamina s la fuente
de nitrogeno mas eficiente para el crecimiento de embriones en un

gran numero de especies. Estudios sobre !a nutricién con nitrogeno
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Fosforo.-

Potasio.-

Calcio.-

han sido muy ttiles para evaluar e alcance entre ¢l cinergismo y
antagonismo entre diferentes aminoacidos. (Peralta, L. en: Rosell y
Villalobos, 1990).

Este elemento es abundante en el meristemo
y otros tejidos de rapido crecimiento. Su
principal utilidad aparece como activador

de enzi (las enzi son p s que
promueven reacciones sin ser parte de ellas).
Las fuentes de fosforo utilizadas

in vitro son: fosfato de potasio
(K2 Hz POy) y fosfato de sodio
(Na Hy PO4 Hy0) (Kyte, 1987).

Es necesario para la division celular, para la sintesis de
carbohidratos y proteinas, para la elaboracion de clorofila y la
reduccion de nitratos.

Las fuentes principales son: el nitrato de potasio (KNO3) y el
fosfato de potasio

(KH2POy), y ocasionalmente se utiliza el cloruro de potasio (KCI)

(Kyte,1987),

Como pentato de calcio, es parte integral de ' G L
tas paredes celulares y juega un rol en la permeabilidad;‘ fdciliié el
movimiento de carbohidratos y aminoacidos por toda Ihplaniéy"
promueve el desarrolio de la raiz. R
En el cultivo in vitro se utiliza como cloruro de calcio

(CaCly Hj0), nitrato de calcio (Ca (NO3); 4H0).




M

Azufre.-

Es ¢l el ) central en las moléculas de clorofila.

Es también un importante activador de enzimas.

Las formas mas usadas en el medio de cultivo son: Sulfato de
magnesio

(MgSO4 7H20), también conocidas como sales de epson
(Kyte, 1987).

Esta presente en alg moléculas de proteinas. Promueve el
crecimiento radicular y el color de el follaje.

Es suministrado en forma de sulfatos (SO4),
(Kyte, 1987).

3.7.1.2.- MICROELEMENTOS.

Para una adecuada actividad metabolica, las células vegetales requieren de

ientes. Los mas

1 q

s son fi

(Lopez, P., 1990, en: Rosell y Villalobos, 1990).

Fierro.-

Manganeso.-

Esta involucrado en la sintesis de clorofila y participa en la

inversion de energia en la fotosintesis y la respiracion, asi como en
la reduccion de estado férrico a ferroso. Es empleado en el medio

en forma de sulfato ferroso (FeSO4 7TH20), (Kyte, 1987).

Es esencial en la membrana de los cloroplastos y en el proceso

fotosintético. El sulfato de manganeso (Mn SO4 H20) suministra lo

necesario en el medio (Rosell y Villalobos, 1990).

k1!

son Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co y Me. Los ultimos 5
ales para la sintesis de clorofila y la funcion de los cloroplastos



Zinc.-

Boro.-

Cobre.-

Cobalto.-

Molibdeno.-

Cloro.~

Yodo.-

Es un elemento vital en las enzimas, toma

parte en la formacion de clorofila y esta

relacionado con la sintesis de el triptotano precursor de el
{Acido indoloacético).

Es importante en el crecimiento de el aziicary es
io para e} it de la actividad meristématica,
ademas de que esta involucrado en la sintesis de bases nitr

(op. cit.).

Es necesario en la conversion de energia

como alternante entre ¢l estado cuproso y el ciprico. Es utilizado
en el medio como sulfato de cobre (S04 Cus Hy0), (Kyte, 1987).

Forma parte de la molécula de fa compleja
raiz, y es necesario para la fijacion de Nitrogeno. Se utiliza en el
medio en forma de Cloruro de Cobalto (CiCo 6H70),

(op. cit.).

Participa en la conversion de nitrogeno a

amonio, y también en la fijacion de el nitrdgeno, es adicionado al
medio en forma de Molibdanato de Sodio (NagMoOy4 "H70),

(Kyte, 1987).

Ayuda a estimular la fotosi q
su funcion no esta bien definida, es adicionado en
forma de Cloruro de Caicio (CaCly 2H0), (op. cit.).

;4 1 0]

ado un
pero forma parte de algunos aminoacidos, es
suministrado al medio en forma de
Yoduro de Potasio (K1), (op. cit.).

No es cc
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3.7.2.- AGENTES QUELATOS:

Son comp cuyas molé son cap ded un ion de un metal con varias
uniones quimicas, formando un amplio complejo (un quelato). Ejemplo, el EDTA (Acido
etilendinitrotetra acético).

Bajas concentraciones de EDTA estimulan el crecimiento, haciendo que ¢l fierro esté
disponible en bajas cantidades.

3.7.3.- VITAMINAS.

Son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas en el metabolismo
y son requeridas en pequefas cantidades. Las vitaminas mas empleadas son:

Tiamina (Vitamina B), Acido Nacotinico (niacina), Pirodoxina (Vitamina Vg),

Minositol; Ac. pantoténico, Ac folico, Riboflavina, Vitamina B (Rosell y Villalobos,
1990).

Al igual que la importancia de las vitaminas en la nutricion de plantas, éstas presentan
un papel relevante en un sistema de cultivo in vitro para el crecimiento de los embriones.

Algunos de los elementos proporcionados por las vitaminas han sido: la tiamina y el
acido ascorbico, los cuales promueven el alargamiento en e! cultivo de embriones de varias
especies, sin embargo, la biotina, el acido p énico y la niacina, han inducido el
crecimiento de brotes (Norslog, 1973).
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3.7.4.-AMINOACIDOS.

Ningan ammoacndo es esencial para el crecimiento de tepdos in vitro, sm embargo,
existen varios que se han utilizado experimentalmente. Los ammoacndos proporclonan una
fuente inmediata de nitrogeno al tejido y su asimilacion’ puede ser mas rapxda que el
nitrogeno inorganico proporcionado por el medio. Tamblen pueden actuar como ag,enles‘;,’

quelantes (Rosell y Villalobos, 1990) y segiin Kyte (1987), pueden Ilcgar a formar bloqucs‘-: LA

de proteinas y aminoacidos (op. cit.).

3.7.5.- CARBOHIDRATOS.

Son utilizados como fuente de energia y como reguladores osméticos. La’ sacarosa es
el aziicar empleado universalmente, y le sigue en lmportancm Ia glucosa maltosa,” ratmosa. i
fructuosa y galactosa, manosa y lactosa (Rosell y Vlllalobos, l9 0) E :

Se ha determinado que e! crecimiento y la superv e o de mbnones es

incr do marcad por la

cultivo.

on'de i una fuente’ de carbono al medio dei ;

¢

La superioridad de la sacarosa en este papel ccntral ha sn!o estnblcclda para algunas
especies. : - R

3.76.- ANTloxloANTsé

Se emplean para reduclr Ia [} dacmn en Ios tepdos y emre estos se encuenlran el BCIdO
citrico, acido ascorbico y carbon acllvado (Kytc, l987) :

Sin embargo en algunos embnones perteneclemes la fa ilia Rosaceas la glucosa hai
igualado y a veces superado ala sacarosa Tambié
carbohidratos promueven el crecumlento de Ias ralces (Pletsema 1953 y Hamna, 1955)
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3.7.7- AGUA.

El agua es uno de los componentes mas importantes, ya que constituye el 95% del
medio de cultivo (Pyerik; 1990). Esta debe ser destilada, tridestilada o desmineralizada.
(Rosell y Villalobos, 1990).

Para almacenarla, se recomiendo utilizar los mejores recipientes, los cuales son los
elaborados a base de polietileno, ya que el vidrio contiene minerales.

3.7.8.- AGENTES GELIFICANTES.

Comu se han empleado, al igual que el sistema de "soporte” para la preparacion
de medios solidos o semisélidos. ‘
Las ventajas que presenta el agar son:

-Forma sales que se derriten a 100°C y se solidifican a 45°C, vl‘o cual quiere decirlque
es estable a todas las temp as de incubacio IR hint FI

- No es alterado por las enzimas vepetales
- No reacciona con los constituy det medio

- No interfiere con la movilizacion de los constituyentes del medio,

(P

Otros p se han emy para sustituir ¢l agar, sin embargo pocos han
tenido éxito. Debido a que el agar es costoso, es importante tomar en cuenta’ otros
compuestos que permita sustituir este soporte (Rosell y Villalobos, 1990).
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.3.7.9.-~ REGULADORES DE CRECIMIENTO.
Enel culgivo de tejidos se utilizan propiamente cuatro grupos:
Auxinas. - Ayhdan a la enlongacidn celular, y los mas utilizados son:

AIB (Acido indolbutirico),

AlA (Acido Indoloacético),

ANA (Acido Naftalenacético),

2,4-D (Acido 2,-4 Diclorufenoxiiacético) y
DCA (Acido Paraclurofenoxiacético).

Citocininas,- Promueven la division celular y organizacion de callos, los mas
utilizados son; BA(Benciladenina); cinetina y i

Acido Giberélico.- Promueve la enlongacion y reprime 1a formacion de brotes de
cualquier clase de tejido organizado.,

Acido Abscisico.- Se utiliza en casos muy
especiales, estimula la sincronizacion durante la embnogenests en.

ciertos cultivos; también inhibe el crecimiento.
(Rosell y Villalobos, 1990).

Los regutadores de crecimiento en el cuitivo de embriones, no ha demostrado tencr un
efecto significativo, excepto en aquellos casos donde se requieren para romper la latencia
en algunas especies (Hu y Wang, 1980), ta cual puede establecer una estrecha interaccién
en el ambiente, nivel hormona! enddgeno y caracteristicas fisicas de la semilla: (Bidwell,
1979), las cuales i ian en la germinacidn de las semillas, donde las giberelinas
presentan un efecto primario, el cual se inhibe en ausencia de citocininas como funcion
preventiva, induciendo al letargo en presencia o no de un inhibidor con efecto permisivo
(Khan, 1975), proceso que es regulado por el fitocromo en presencia de luz roja (Bidweli,
1979).
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3.7.9.- REGULADORES DE CRECIMIENTO.
En el cultivo de tejidos se 'utilizan propiamente cuatro grupos:
Auxinas.- Ayudan a 1a enlongacion celular, y los mas utilizados son:

AIB (Acido indolbutirico),

AIA (Acido Indoloacético),

ANA (Acido Naftalenacético),

2,4-D (Acido 2,-4 Diclorufenoxiiacético) y
DCA (Acido Paraclurofenoxiacético).

Citocininas.- Promueven la division celular y organizacion de callos, los més’
utilizados son: BA(Benciladenina); cinetina y zeatina.

Acido Giberélico.- Promueve la enlongacion y reprime la fonnacuon de brotes de R
cualquier clase de tejido organizado. -

Acido Abscisico.- Se utiliza en casos muy
especiales, estimula la sincronizacion durante Ia embnogenes:s en .
ciertos cultivos; también inhibe el crecimiento.

(Rosell y Villalobos, 1990).

Los reguladores de crecimiento en el cultivo de embriones, no ha demostrado tener un
efecto significativo, excepto en aquellos casos donde se requieren para romper la latencia
en algunas especies (Hu y Wang, 1980), la cual puede establecer una estrecha interaccion
en el ambiente, nivel hormonal endégeno y caracteristicas fisicas de la semilla (Bidwell,
1979), las cuales interactian en la germinacion de las semillas, donde las giberelinas
presentan un efecto primario, el cual se inhibe en ausencia de citocininas como funcion
preventiva, induciendo al letargo en presencia o no de un inhibidor con efecto permisivo

(Khan, 1975), proceso que es regulado por el fitacromo en presencia de luz roja (Bidwell,
1979).
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3.7.10.- REGULADORES DE CRECIMIENTO EN EL CULTIVO DE|EMBRIONES
INVITRO

E! papel exogeno de los reguladores de crecimiento (auxinas, cilocinina‘s. giberelinas y
dcido abscisico), durante el crecimiento de los embriones, inducen modificaciones en el
crecimiento y morfogénesis de raices.

dores de ¢ imi ) en
cultivo in vitro, fué en 1963, por la Rue, donde se indica que e} acido indoloe\lcé(ico (AIA),

promavio el desarrollo de embriones de varias especies, incluyendo Zea Mayy.

La primera evidencia escrita acerca del empleo de fos

Aios mas tarde, se determino que el AIA combinado con la cinetina, eran -

indispensables para el desarrollo de embriones globulares de Capella.

Aunque las auxinas junto con las citocininas, estan presentes en el endospermo liquido,

}

que es el ambiente natural durante el desarrollo del embrién, se ha encontrado. que
mantienen la diferenciacion globular de embriones (Raghavan y Torrey, 1963), :

La aplicacion de auxinas exdgenas no es un requisito para el crecimiento
vitro (Vee n, 1963).

Estas observaciones han ayudado en ¢l estudio de embriones somancos en cultivo de .
tejidos, ya que en este caso también inhiben ¢l desarrollo a concentracnones alt s (Stewnrd
1970). :

El acido giberélico, induce la germinacion precoz en cultlvo de embnones de fruol
(Skene, 1969), y de cebada (Schooler, 1960; Norstog, I972) A concentrac ones bajas
puede promover la embriogenésis sin la germinacion prematura de las semillas,

Se ha observado que las citocininas pueden promover ¢l crecimiento delembriones
jovenes de Capsella (Ven, 1963), y ademas cuando se combma con AlA, estimula el
crecimiento y diferenciacion de embriones, bién en combi con ad y AIA
(Raghavan y Torrey, 1963). La cinetina por su parte pucde inducir la formacion de
embriones adventicios en cultivo de embriones de cebada.
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Se ha sugerido que existe una interaccion entre giberelinas, citocininas y acido isico
(ABA) en el control de la germinacion de cebada (Khan, 1975), y una interaccion similar
de estos tres reguladores parece controlar la germinacion en lechuga (Paggi-Pellegri y
Bulard, 1976).

La manera en que interactuan en la germinacion de la cebada, es que fas giberelinas
promueven la germinacion, el ABA actua como un antagonista del acido giberélico (GA3),

y las citocininas ayudan a liberar las giberelinas del antagonismo del ABA (Khan, 1975 y
Norstog, 1972). Tanto el GA3, el ABA y las citocininas promueven la germinacion

precoz.

Probablemente el papel del ABA, en el desarrollo normal de embriones, es inhibir la
fase de la germinacion y crecimiento, y al mismo tiempo permitir la embriogenésis (Rosell
y Villalobos, 1990).

3.8.- GERMINACION.

Jann y Amen (1977), indi que morfologi fa germinacion es la
transformacion de embrion en plantula, fisiologi la germinacion es la dacion
det metabolismo y del crecimiento que fué anteriormente reprimido o suspendido.

La germinacion es el proceso, mediante €l que un embrion adquiere el metabolismo
necesario para reiniciar el crecimiento y transmitir las porciones del programa gcneuco que
lo convertirdn en una planta adulta (Jann y Amen, 1979).

Hartmann y Kestes (1971), mencionan que para que se lleve acabo ‘el proceso dc" :
germinacion, se ita de las sigui ynes:

a) Semilla viable, es decir, que tenga un embrién vivo capazyde crecér.

b) Temperatura, aireacion y humedad adecuada para el proceso. - :

c) Eliminacion de los bloqueos fisiologicos presentes en las semlllas
los cuales podrian impedir la germinacion,
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Por lo tanto, la germinacion es la capacidad del embrion para reanudar las actividades
de crecimiento que fueron suspendidas con anterioridad. Es conveniente distinguir entre
dos formas de suspension del crecimiento por et embrion:

La suspension impuesta por condiciones ambientales, que se d

igna como qui
y la suspension del crecimiento por inhibicion endogéna activa, que se llama latencia.
Una semilla quiescente germina rapid con sufici h dad y temperatura

favorable. Una semilla latente, sin embargo no germina aun bajo condiciones favorables, y
requiere un estimulo especifico que no es constante, pero que inicia la germinacion.

3.9. - DORMICION.

Se entiende, como aquel estado en que se encuentra una semilla viable sin que germine,” .
aunque disponga de cierta, humedad para embeberse, una aireacion similar-a’la de'las” *

primeras capas de un suelo bien ventilado, y una temperatura que se encuentra entre 100C 0
y 300C, s

Por lo tanto, qui ia se dera como la inhibicion, por n
ambientales adecuadas para la germinacion. :

Dormicion es sindnimo de : Dormancia, letargo, latencia, reposo y vida latente.

Copeland (1976), Hartmann y Kester (1971), Kann (1975), Maguire (1962), Nikolaeva ™"~
(1969) y (1978). Taylarson y Hendricks (1977). Menci que los mecanismos cat
de fa dormicion son: B TR

a) Impermeabilidad al agua.

b) Baja permeabilidad a los gases.

¢) Resi i anica al crecimiento del embrion

d) Permeabilidad selectiva a los reguladores del crecimiento
¢) Bloqueos metabdlicos.
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f) Presencia de inhibidores
g) Embriones rudimentarios

h) Adquisicion de ismos inhibidores

Por otra parte; (Copeland (1976), Crocker citado en Nikolaeva (1978), y Villesrs
(1972).) sugieren que existe un tipo de dormicion cuyo origen sc debe a embriones con
bloqueos metabolicos, y otro a 1a baja permeabilidad de las cubiertas a los gases.

De acuerdo con Nikolaeva (1978), y Roberts y Smith (1977), lo anterior es incorrecto
pues se encuentran estudios que indican que ambos mecanismos actian siempre juntos y
que las semillas aludidas germinan después de permanecer bajo enfriamiento en himedo.

Con fundamento en lo anterior, no conviene agrupar a las semiilas con cubiertas poco
permeables a los gases, junto a las que cuentan con cubiertas impermeables . al agua, -
Tampoco conviene reunir semillas, con cubjertas impermeables al agua junto a semillas
con cubiertas gruesas y lefiosas. Dado lo anterior, las exigencias para germinar no son las =
mismas que cuando las cubiertas son impermeables. (Nikolaeva, 1969 y Rolston, 1978)

Copeland (1976) y Niembro (1979) han clasificado a las semillas que ;dr:tieneh '
inhibidores en un solo grupo, pero debido a que estas i d entes o
todas las partes de la semilla, o restringirse a las cubiertas, tejidos nutritivos y al einbrién, :
las exigencias que tienen para germinar varian notablemente. Cuando se les’en ugnt}a -

bi ion serd por:medio de '

estar presentes en

anicamente en las cubiertas, exp al , s
agentes externos, como por ejemplo la lixiviacion o la pérdida de las cubiertas. En
los inhibid en tejidos internos como son los nutritivos y el en .
agua no podra lixiviarlos debido a la impermeabilidad selectiva de las cubiert
reguladores de crecimiento. i

ores que se |

Otra diferencia importante es que do los inhibidores se locali

semilla, su eliminacion no es directa por accion de un agente externo, sino po




£ At

os que anulan el efecto de los inhibidores.(Khan, {975,

procesos
Nikolaeva, 1969, 1978).

Con base a lo anterior se presenta la clasificacion de tipos de dormicion de Nikolaeva
(1978) que se presenta en el cuadro No. 2. B
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CADRO No. 2 CLASIFICACION DE TIPOS DE DORMICICN PROPUESTA
POR NIKOLAEVA (1978)

Tipos de dormicién exogena, en que la inhibicion reside en las cubiertas expuestas
directamente al ambiente.

Tipos de Dormicion Causas

Dormicion Fisica Impermeabilidad de 1a testa al agua

Dormicion Quimi Pr ia de inhibidores en la cubierta
externa

Dormicion Mecani Rest ia de las cubiertas al crecimiento

del embrion

Tipos de dormicion enddg en que la inhibicion reside en el embrion, y/o en las
cubiertas que estan en contacto con el y estan protegidas del ambiente.

Tipo de dormicién Causas
Dormicion Morfologica Presencia de embriones rudimentarios
Dormicion Fisiologica Blogueos metabolicos y baja permeabilidad

f

de la cubierta a los gases, hay diferencias en
su profundidad, por lo que se divide en
subtipos.

Fisioldgica leve
Fisiologica intermedia

Fisiologica profunda

2




CONTINUACION...

Tipo de dormicion Causas

Morfofisiologica Embriones rudimentarios y dormancia

'-Morféﬁsiolégica intermedia

fisiologica que afecta tanto la germinacion,
como el crecimiento de las plantul

~Morfofisiologica intermedia
-Morfofisioldgica profunda
-Morfofisiologica profunda

epicotilar Idem, con inhibicidn del crecimiento del tallo

-Morfofisiologica profunda

doble tdem, con inhibicién del crecimicnto def tatio
. ylariz” EER AR Sl

éompleja Embrion rudimentario que rei]uie}e frio para '
crecer e S
-Morfofisiolagica profunda
compleja Idem

Fuente: Camacho, M. F. 1994,
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IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- UBICACION DEL EXPERIMENTO.

El presente experimento se llevo a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos, de Ia
Carrera de Ingeniero Agricola, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

En el experimento se utilizaron semillas de Maracuya, (Passiflora edulis. var,
Slavicarpa.D.), obtenidas en Teziutlin Puebla y semillas de trigo (Triticum aestivum L.)
cv Lerma Rojo.

4.2.- ESTABLECIMIENTO.

El experimento se dividio en tres partes:

- Primera parte, Experimento Previo: El cual surge de la necesidad de’ acortar el c1clo de

produccion del Maracuya Maracuya.(Passiflora edulis. var. ﬂawcarpn I)), mina B
diferentes estructuras y observar hasta que estructura de tenia que, esé |ﬁcar para poder" b
obtener plantas en menor tiempo.

- En la segunda parte se llevo acabo un Bioensayo de la inhibicibh‘a
(Triticum aestivum L.} cv Lerma Rojo; propuesto por:: Larque, A
Para la cuantificacion de el acido abscisico (ABA), mc dificad s
Cultivo de Tejidos de la F. E. S. Cuautitlan para determinar la presenci
las diferentes estructuras de la semilla de Maracuya.

hibidores en

- Latercera consistio en el experimento definitivo, en el cual ');a una vez determinada las
estructuras con mayor contenido de inhibidores son elimiri'adaﬁ, yv'avsi se lleva acabo el
rescate de embriones in vitro en el cual sc evalilo: porcentaje de contaminacion, de
germinacion y dias a la germinacion.



Las tres partes seran descritas a continuacion:
4.3.- EXPERIMENTO PREVIO.

En este experimento se evalud el tiempo de la germinacion de las diferentes estructuras
de la semilla de Maracuya,(Passiflora edulis. var. flavicarpa.D.), in vitro sobre medio de
cultivo de Murashige y Skoog al 50 % de su concentracion de sales, sin reguladores de
crecimi los tr i fueron los sigui semilla completa, saco embrionario con

embrion y embrion, el arreglo fue con un disefio completamente al. azar, con 10
repeticiones por tratamiento, dando un total de 30 unidades experimentales.

En este experimento no existio c inacion, la germinacion duro 28 dias para el
tratamiento de semilla completa, de 14 a 16 dias para el tratamicnto de saco embrionario
con embrion y de 6 a 7 dias para el tratamiento de embrion; como se puede ver en el
cuadro 3y la (Grafica 1)

CUADRO 3 TRATAMIENTOS DE EL EXPERIMENTO PREVIO

No. TRATAMIENTO DIAS A GERMINACIO]
1 Semilla Completa 28 DIAS

2 Saco Embrionario 14 A 16 DIAS

3 Embrion 6 A7 DIAS

De los resultados obtenidos en este experimento se derivo la inquietud de llevar acabo
cl bioensayo de inhibicion del coléoptilo de Semillas de trigo (Yriticum aestivum L.) cv
Lerma Rojo. Para determinar de manera cualitativa, en que estructura de la semilla de
maracuya.(Passiflora edulis. var. flavicarpa.D.), se ra la mayor acion de
inhibidores, la cual es la causante de la dormancia en las semillas de maracuya.
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4.4.- DESARROLLO DEL BIOENSAYO.

Se pusieron a imibibir las semillas de trigo (7riticum aestivum) cv. Lerma Rojo durante
seis horas en agua destilada, una vez transcurrido este tiempo, s¢ pusieron a germinar en
cajas de petri a las que previamente se les coloco un soporte de papel filtro Whatman del
nimero 1, humedecidos con 6 m! de agua destilada. Se sembraron 30 semillas por caja,
todas con la misma orientacion (con el embrion hacia abajo), se colocaron en el camara de
cultivo a una temperatura promedio de 309C y en total obscuridad. Se regaron con 6 ml
de agua destilada en los 3 dias sigui al
coléoptilos con 3 cms de longitud, colocandose en una caja de petri con agua destilada,
para después colocar 15 coléoptilos en cada caja (5 cajas) y posteriormente regarlos con
fas soluciones producto de los macerados de cada estructura de la semilla de Maracuy;é
(Passiflora edulis, D. var. flavicarpa). Ver fig. 4a.

1

y, al tercer dia se separaron los

FIGURA 3a. PREPARACION DE LOS COLEOPTILOS
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Para preparar, estas soluciones se procedio a macerar 100 grs. de cada estructura de la
semilla del maracuya: (testa, saco embrionario, embrion y semilla completa). Se les
agrego 25 mi de alcoho! al 10% y se dejaron durante 30 minutos, luego se pasaron por el
papel filtro de No. 1, y con 6 ml del filtrado se regaron las 4 cajas con 15 coldptilos cada
una , excepto el testigo que se estuvo regando con agua destilada y se volvieron a colocar
en la camara de cultivo, al segundo dia se comenzaron a tomar datos y cada tercer dia se
observo la elongacion del coléoptilo. Durante este tiempo se estuvieron regando con 6 ml
de agua destilada diarios. Ver fig. 4b.

FIGURA 4b PREPARACION DE LOS MACFRADOS




4.4.1.- DISENO EXPERIMENTAL.

En esta fase se utilizd un diseflo completamente al azar en donde los tratamientos
fueron determinados por las diferentes soluciones extraidas, el cual consistié de 5
tr ientos con IS5 repeticiones en condici homogé (Temperatura, iuz,
humedad). La comparacion de medias se realizo mediante la prueba de Tukey al 0.1% y al
0.5% de significancia.

4.4.2.- TOMA DE DATOS

Los datos fueron tomados diari d una en los cuales se observo el
crecimiento longitudinal de los coléoptilos, con la ayuda de papel milimetrico, y poder asi
determinar el po aje de inhibicion del coléoptilo, en los diferentes tratamientos.
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4.5.- RESCATE DE EMBRIONES /N VITR() DE MARACUYA (Passiffora edulis, .
var. flavicarpa)

Se extrajeron las semillas de los frutos del maracuya (Passiflora edulis, D, var.
Slavicarpa). ya maduros se pusieron a remojar en agua con cloro al 10% durante 6 horas
para el guido de esto, se enjuagaron perfectamente con agua
corriente, posteriormente se procedio a eliminar la testa de cada semilla, dejando al
descubierto el saco embrionario, procurando no dafiar el embridn, toda esta etapa se
realizo manualmente. ver figura Sa.

FIGURA 4a EXTRACCION DE LOS SACOS EMBRIONARIOS

Para luego desinfectar los sacos embrionarios, ya que por fa forma en la que se
encuentra el embrion dentro del saco embrionario este se

en estado estéril.



Para la desinfeccion de los sacos embrionarios se colocaron en una solucién de alcohol
al 10% durante 5 minutos, para luego colocarlos en una solucion de cloro al 15% también
d 5 mil una vez desinfectados y con la ayuda de la campana de flujo laminar,
previamente desinfectada y de los mecheros que se mantuvieron encendidos durante este
proceso, se enjuagaron con agua destilada-esterilizada. ver figura 5b.

FIGURA 4b DESINFECCION DE LOS SACOS EMBRIONARIOS
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El medio de cultivo empleado fue ¢! de Murashige y Skoog (MS) al 50% de su
ladores de crecimiento ya que Uni en
esta fase se va a determinar el porcentaje de germinacion, dias a germinacion y porcentaj
de contaminacion.(ver. cuadro 4)

concentracion de sales minerales, sin

CUADRO No, 4 MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE Y SKOOG (1962)
AL 50% DE SU CONCENTRACION DE SALES

S NICAS

MACROELEMENTOS ( mM/t) MICROELEMENTOS  ( mM/t)

CaCla.2Hg0.
MgS04.7H20..

NagMo004.2H,0...
Naz-EDTA... CoCL>.6H20
FeS04.7TH20......covcvineeee 50( M/it) CuS04.5H70

OMPUE S NIC!
Myo-inositol. Tiamina
Ac. nicotinico ... Glisina.....

Sacarosa ...... 30 g

Pirodoxina....

Fucnte: Gambrg, y cols. 1976.

Antes de llevarse acabo la siembra, todo el material fue esterilizado en el autoclave.
Todo el material de cristaleria junto con las pinzas y el bisturi fueron flameados, entre cada
siembra y en cada tubo con el medio.
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Una vez listo ¢l material, se procedic a la siembra de la siguiente forma:

- Se colacaron los sacos embrionarios en el microscopio, con la ayuda de las pinzas y el
bisturi, se les hizo un incisién en uno de los costados, y presionando en la parte superior
para extracr el embrion con el endospermo.

"= Una vez fucra se les volvio a hacer otros dos cortes lo més cercano del embrion sin
dadarlo. >

- Ya que esta listo se coloca en el tubo que contiene al medio de cultivo enterrando Ia
mitad del embrion o bien dejando la parte donde se le hicieron los dos ultimos cortes hacia
arriba, ver figura Sd.

FIGURA 4c SIEMBRA DE LOS EMBRIONES.
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Una vez realizada [a siembra, los tubos son llevados al cuarto de cultivo, en donde
existe un ambiente controlado, el cual se encuentra con un periodo de 16 hrs de luz y una

intensidad luminica de 3000 luxes, ademas de una temperatura de 270C +/- 1°c.

4.5.1.- DISENO EXPERIMENTAL.

En la segunda fase no existio disefio experimental ya que como se dijo anteriormente se
de

evalud el porcentaje de germinacion, tiempo de germinacion y

| 4 Y

contaminacion.

4.5.2.- TOMA DE DATOS.

La toma de datos para obtener el porcentaje de contaminacion se tomaron cada tercer
dia, los datos de tiempo de germinacion también cada tercer dia y los de porcentaje de
germinacion se tomaron al final.



V.- RESULTADOS Y DISCUSION,
5.1.- INHIBICION DEL COLEOPTILO.

En el bioensayo que se realizo se obtuvieron los resultados que se muestran en el
cuadro (4)

CUADRO No. S ENLONGACION DEL COLEOPTILO

INo. | TRATAMIENTO LONGITUD CMS.
1 TESTIGO 7.81
2 SEMILLA COMPLETA 383
3 TESTA 445
4 SACO EMBRIONARIO 597
s EMBRION 4.55
En Ia grifica 2 podemos ver que el testigo, como par de ion ob un

crecimiento normal, ¢l tratamiento que menos se denn'ollo fue el de scmllll completa ya
que en este tratamiento se unen las concentraciones de dcido abscisico (ABA) de todas las
estructuras que conforman la semilla, sin embargo iderando las estn por
separado, podemos decir que Ia que mayor presencia del inhibidor tuvo, fue 1a testa
seguida de el embrion y por tltimo del saco embrionario.
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HIBICION DEL COLEOPTILO DE TRIGO |

'CENTIMETROS

TESTICO  SEMCOMPLETA  TESTA SACO EMBRIONARIO EMERION
- TRATAMIENTOS
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CUADRO No. 6 ANALISIS DE VARIANZA DE INHIBICION DE
CRECIMIENTO DE COLEOPTILO DE TRIGO

F.V G.L. SC CM F.C F.T

TRAT 4 211.6675 5292 13.51 5.69 * (0.5)
ERROR 70 274.1096 3.92 13.65 (0.1)
TOTAL 74 485.7772 '

En el cuadro anterior podemos observar que existe una diferencia significativa at .05
de confiabilidad (*) entre los tratamientos, lo cual indica que hay algunos tratamientos que
se desarrollaron més que otros.

Al realizar la comparacion de medias (ver cuadro 6). Se puede observar que los
tratamientos que mayor crecimiento del coléoptilo presentaron fueron los de: tratamiento
1 (testigo) con un crecimiento de 7.81 cms. de longitud y el tratamiento 4 (saco
embrionario) con 5.97 cms. seguidos por el tratamiento S (embrion) con 4.55 cms.,
tratamiento 3 con 4.45 cms. y el tratamiento 2 (semilla completa) con 3.83 cms. de

longitud.




CUADRO No. 7COMPARACION DE MEDIAS DEL

CRECIMIENTO DEL COLEOPTILO DE TRIGO

POR TUCKEY AL .08
TRAT. | 7.81 a
TRAT. 4 5.97 a
TRAT. § 455 b
TRAT. 3 445 b
TRAT. 2 3.83 b

(L) Py "

La dormicion fisioldgica es el resultado de bloqueos enel
por la baja permeabilidad de la cubierta a los gases. Dichos bloqueos se manifiestan en la
incapacidad del embrion para crecer y atravesar las cubiertas.

En los embriones de las semillas con dormicion fisiologica, la actividad enzimatica es
baja, lo mismo que la produccion de i i y dcidos nucleicos.
Fundamentados en esto ultimo, algunos autores han sugerido que Ia dormicion fisiologica

- se origina de un bloqueo a la transcripcion del genoma (Khan, 19975. Nikolaeva, 1978 y
Osborne, 1981).

En muchas semillas con dormicion fisiologica se han encontrado inhibidores de la
germinacion, por lo que dicha dormicion se debe a [a presencia de estas sustancias, y
principal def dcido abscisico, ya que es muy abundante en ! reino vegetal, y cuando
se aplica, reduce Ia germinacion de muchas especies. Existe una relacion directa entre el
contenido de tal icido con la profundidad de la dormicié




Los inhibidores en las semillas con dormicion fisiologica se pr en las cubi
los tejidos nutritivos y el embrion. Y es la parte de los inhibidores que mas dificulta ta
germinacion ya que no se puede lixiviar, pues se encuentran en los tejidos no expuestos al
ambiente (Copeland, 1976. Khan, 1977. Maguirre, 1972, Nikolaeva, 1969 y 1978 .

Taylosson y Hendricks, 1977. Villiers, 1972. Walton, 1977).

Aunque los inhibid d pefan una funcion importante en las semillas con
dormicion fisiologica, no se le puede responssbilizar por completo de Ia dormicion; hay
ev:dencus de que tanto l1a falta de hormonas p yras de la germinacion como la

pacidad de sintetizarlas son alg de las causas de 1a dormicion fisiologica. (Jann y
Amenn, 1971. Khan, 1975. Nikolaeva, 1978. Villiers, 1972. Waering, 1978).

Hasta ahora no se ha podido esclarecer si la dormicion fisiologica se debe a un balance
hormonal desfavorable a la germinacion, o si este es consecuencia de los bloqueos
metabolicos (Khan, 1995. Metzger, 1983).

Magulre (cnlado por Gelmond, 1978) y Taylorson y Hendricks, 1977. mencionan que
ist di de la permeabilidad de las membranas capaces de apoyar este

punto de vista.

Jann y Amen (1977) proponen que {a dormicion fisiologica resuita de la represion del

genoma, debido a un bal h | desfavorable a la germinacion. Se ha encontrado
que el acido abscisico inhibe la sintesis de enzi al restringir la produccion de icido
ib lei jero y en g I, de todos los &cidos nucleicos (Khan, 1975), (Walton,

1977).

Nikolaeva (1969 y 1978) considera que las cubiertas y tejidos nutritivos de todas las
semillas, son barreras pasivas a la difusion de gases, y que restringen Ia respiracion del
embridn.

En las semillas quiescentes, esta restriccion es tan débil que germinan casi a la misma
velocidad con o sin cubierta, mientras que las semillas con dormicion fisiologica es tan
fuerte que se inhibe tanto la

piracion como la germinacion. El mismo autor afirma que
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el tejido que mas cjerce dicho efecto es el que se encuentra en contacto directo con el
embridn, o sea, ¢! endospermo o la testa,

El icido abscisico, considerado dentro del grupo ha demostrado ser un inhibidor de la
germinacion de las semillas . la apertura estomatal, la inhibicion de la alfa milasa y, en
general del crecimiento vegetal. Se ha descubierto también que es responsable de la
abscision de drganos y de provocar el letargo de yemas,

EL écido abscisico (ABA) es un regulador de crecimiento importante no solo en la
germinacion de las semillas, sino en toda la planta en general, aparece jugando un rol de
inhibicicn en el desarrollo del embrion. (Hudson, T. y cols.)

Dado que el (ABA) es soluble en agua y alcohol, y generalmente no ejerce una accion
especifica, cuando se aplica en extractos acuosos obtenidos al remojar varias horas
semillas con dormicion provocada por (ABA) inhibe la germinacion tanto de la especie de
{a que se obtuvieron, como de otras plantas, (Mc. Donough, 1977) y (Nikolaeva, 1969),
en las que en caso de haber germinacion se producen ridiculas cortas, deformes y
necrosadas de la punta (Anaya y Rovalo, 1972), (Brookman, 1976), Fairlamb y Davidson,
1976) y (USDA, 1952).

hikid

Altos niveles de este | r pued iderarse responsables de la formacion de
embriones rudimentarios, el (ABA) tiende a incrementarse con la maduracion de el fruto e
induce ala dormicion. (Hudson, T. y cols.)

La testa y el saco embrionario Ilegan a tener la misma cantidad de inhibidores, ya que
este pasa de las células muertas de la testa al saco embrionario, al momento de la
inhibicion de la semilla. (op.cit ).

En el embrion es dificil que el (ABA) se disuelva como en las cubiertas, por lo tanto, al
encontrarse ¢n esta estructura no existe forma de lixiviarlo o eliminarlo.
(Hudson, T. y cols.)



En general la inhibicion es temporal y desaparece cuando la semilla se coloca en una
solucion libre de (ABA). (op. cit)

Estos resultados se deben a que en el tratamiento 1 que es el testigo y el cual nos sirvié
como parametro de comparacion para los otros tratamientos, se regd con pura agua
destifada y tubo un crecimicento normal.

E! tratamiento 4 (saco embrionario) es el que mas se desarrollo después del el testigo
esto debido a que existia menor cantidad de inhibidores en esta estructura, ya que al
imbibirse la semilla el (ABA) se lixivio pasando al la siguiente estructura la cual es el
embrion.

Y

Los tratamientos que no tuvieron diferencia

son: El tr iento S (embrion),
el cual contiene inhibidores los cuales no pueden ser lixiviados ni eliminados de ninguna
forma ademas de los inhibidores del saco embrionario.

El tratamiento 3 (testa), es la estructura de la semilla, en el cual se encuentra la mayor
cantidad de inhibidores

Y tratamiento 2 (semilla completa), En este tratamiento se concentro la los inhibidores
de todas las estructuras de la semilla y por lo tanto el que menos desarrollo tuvo, y por lo
tanto el que mayor inhibicion y/o menor
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En general la inhibicion es temporal y desaparece cuando la semilla se‘colocé enuna -
solucion libre de (ABA). (op. cit ) ‘ R

Estos resultados se deben a que en el tratamiento | que es el testigo y el cual nos sirvid
como para 0 de comparacion para los otros tratamientos, se rego con pura agua
destilada y tubo un crecimiento normal.

E! tratamiento 4 (saco embrionario) es el que mas se desarrollo después det el testigo
esto debido a que existia menor cantidad de inhibidores en esta estructura, ya que al
imbibirse la semilla el (ABA) se lixivio pasando al la siguiente estructura la cual es el
embrion.

Los tratamientos que no tuvieron diferencia estadistica son: El tratamiento 5 (embrion),
el cual contiene inhibidores los cuales no pueden ser lixiviados ni eliminados de ninguna
forma ademas de los inhibidores det saco embrionario.

El tratamiento 3 (testa), es la estructura de la semilla, en el cual se encuentra la mayor
cantidad de inhibidores

Ytr i 2 (semilla completa), En este tratami se 0 la los inhibidores

de todas las estructuras de la semilla y por lo tanto el que menos desarrollo tuvo, y por lo
tanto el que mayor inhibicion y/o menor crecimiento.
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5.2.- CULTIVO DE EMBRIONES IN VITRO DE MARACUYA.
5.2.1.- CONTAMINACION.

El porcentaje de contaminacion que se abtuvo fué de 21.2% (Gréifell 3)

GRAFICA 3 INDICE DE CONTAMINACION

! INDICE DE CONTAMINACION

NO CONTAMINADOS
78.80%

CONTAMINADOS
21.20 % }

Erlinda, P. y M. B. Palma, 1991, Reportan un 43% de contaminacion en embriones de
coco, desinfectados con cloro al 20% durante 20 minutos y un porcentaje de germinacion
del 42.7%. Rghuramulo. y Sreenivasan, 1989. En cultivo de embriones de café obtuvieron
un 20% de contaminacion. y Reuueni, Shlesinger y Lavi. obtuvieron un 30% de
contaminacion en cultivo de embriones de papaya durante el primer mes aumentando
paulatinamente hasta llegar al 100% de contaminacion en el tercer mes,
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En un principio existen cuatro fuentes de infeccion: la planta (su exterior o su interior),
el medio nutritivo (insuficientemente esterilizado), el aire y el operado (trabajo poco
preciso). La mas importante de estas condiciones es [a planta misma, el material vegetal
deberia ser bien esterilizado antes de su aislamiento in vitro (Pierik, 1990).

Zimmerman, (1991). Atribuye la cc inacion a dos fi . la superficie del

material, tejido del explanto y a los métodos de los procedimientos en ¢ laboratorio.

Algunos de los microorganismos se desarrollan en los medios de cultivo pero, hay
factores que inhiben la proliferacion, tales como altas concentraciones de sales y aziicar
ademas el pH. Aunque hay organismos que se adaptan rapidamente a estas condiciones.

La contaminacion en el estado 1 (establecimiento aséptico) o inoculacion se debe a la
inadecuada preparacion del inoculo.(op. cit.)

en el cultivo de embriones no se encuentran generalmente problemas de desinfeccion,
Las semillas maduras se encuentran desinfectadas en su exterior, a partir de ellas se
obtienen los embriones abriendo la cubierta seminal. Si las semillas estan todavia
inmaduras, el fruto aun cerrado permanece esteril, y al abrirlo se obtienen los embriones
sin infectar, (Pierik, 1990).

Hay que tener en cuenta que cultivos aparentemente cstériles, no son de echo siempre
estériles. Si el origen de la infeccion esta en los tejidos interiores de la de la planta, la
infeccion solo se hace visible cuando el centro infeccioso es cortado, y se pone en
contacto con el medio relativamente.

1.

Se pueden producir 1 cultivos apar estériles debido a que el
crecimiento del cultivo puede tener lugar u n medio relativamente pobre, en el cual los
microorganismos es dificil que se desarrollen.(op.cit:)

Entonces las infecciones solo se hacen visibles, si se hace una inoculacion en un medio
mas rico, o si tiene lugar una ion del microorganismo, que le permita desarrollarse
en un medio mas pobre. (Pierik, 1990.)

63



El método de desinfeccion empleado en et experimento resulto ser el adecuado, esto
debido principalmente a la etapa de esterilizacion del material ya que al ser extraido el saco
embrionario que ¢s con la estructura con la cual se trabaja en la campana de flujo laminar.
las concentraciones fueron muy bajas para no dafiar al embrion, ya que si se utilizaban
concentraciones mas altas de alcohol y cloro o se dejaban durante mas tiempo se podrian
llegar a daftar los embriones, esto debido a su tamailo y lo delgado del saco embrionario,
ademas de el manejo del material al momento de la siembra. Ademas de el manejo del
material durante la siembra del inoculo, ya que al trabajar en el microscopio los embriones

P

per i iado tiempo ala i perie lo cual también pucde llegar a ser una causa

de el por je de c inacion obtenido en el experimento.

5.2.2.- GERMINACION DE LOS EMBRIONES.

. Por lo que corresponde al porcentaje de germinacion se obtuvo el siguiente resultado;

GRAFICA 4 PORCENTAJE DE GERMINACION

INDICE DE GERMINACION

GERMINADOS
3%

NO GERMINADOS
2,7%




El rescate de embriones se desarrolla favorablemente en un medio de Murashigue y
Skoog al 50% de su concentracion de sales minerales, (Zimmerman, 1991.)

Ya que esta concentracion promovera un mayor numero de brotes al momento de la
desdiferenciacion y asi asegurar un enraizamiento, aunque se ha demostrado que existe un
mayor desarrollo adicionando 2, 4 - D o una mezcla de !:1 se Auxinas y Citokininas para
promover su desarrollo.( op. cit. )

Los subcultivos provenientes de embriones se cultivan sobre medios adicionados con
Auxinas para promover la diferenciacion de los rganos. (Zimmerman, 1991)

La germinacion espontanea de embriones completamente maduros, se da adicionando
GA; ., reportando altos indices de enraizamiento en citrus. spp. en Musa se da

suplementando con (ZEA) zeatina. (Op. cit.)

En experimento se utilizo medio de Murashige y Skoog al 50% de su concentracion de
sales minerales, obtiviendose un 77.3% de germinacion, pudiéndose incrementar con el
uso de AG; adicionindolo al medio; en comparacion con el cultivo in vitro de segmentos
nodales realizado por Roderick, 1991. en el cual se obtuvo un 50% de enraizamiento,
ademas de un largo periodo de enraizamiento que va de 7 a 11 semanas y un desarrolio
muy lento.

Varias especies tropicales y subtropicales actualmente se reproducen por medio de
embriones, provenientes de frutos ya maduros tales como: Carica papaya, cocos nucifera,
caoffe arabica, hevea brasilensis, citrus, spp. Musa, avocado

En ¢l rescate de embriones en 3 semanas se obtienen plantulas de tamaflo considerable
de 7 cms, vigorosas y con 5 a 6 hojas, listas para micropropagarse por medio de
microestaquillado el cual se lleva aproximadamente 2 semanas en enraizar, obteniéndose
en este tiempo plantas que serviran como portainjerto de una variedad mas productiva.
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VI.- CONCLUSIONES

- La informacion bibliografica acerca de el cultivo del Maracuya (Passiflora edulis. 1.
var flavicarpa.) es escasa y dificil de conseguir.

- Es segura la reproduccion sexual que la asexual, pero mucho mas rapida y segura la
reproduccion in vitro.

- Uno de los principales pr de la multiplicacion I es la susceptibilidad a
ser infectada por el hongo fusarionm sp. lo cual puede ser eliminado por el
cultivo de embriones in vitro.

«Lo tardado de fa germinacion, se debe a la p ia de inhibidores de crecimiento en
las diferentes estructuras de la semilla.

- La estructura que mayor concentracion del inhibidor resulto tener, fue Ia testa, la
cual tiene que ser eliminada para poder acelerar la germinacion.

- El cultivo in vitro de embriones permite acelerar la germinacion de los embriones ,
de 3 semanas a | semana.

- En lo, que a la esterilizacion se refiere podemos decir que fue aceptable y, que
interacciona con el porcentaje de germinacion de los embriones como podemos ver en
la (grafica 4), ademds a modo de sugerencia una mayor investigacion para

embriones de este tipo en este rubro.

- Pod decir que la técnica de rescate de embriones es recomendable para cultivos
con problemas de latencia o dormancia.



9.- - Dado que el cultivo de embriones maduros presenta uno’de los ménorcs indiccs de
contaminacion, permite crear un banco de g,crmoplasma con culuvares resnslcnlcs a
enfermedades y plagas existentes en los climas lroplcales y sublroplcales :

.~ El cultivo del maracuya presenta una g,ran pcrspectlva para Ia agrlcullura de las zonas
con las condiciones adecuadas para su culuvo. ya que s b:en pngado en Ios mcrcados :
Europeos.
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