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RESUMEN

En este trabajo se ajustaron las condiciones para la regeneraci6n de plantulas a partir
del cultivo de protoplastos, proceso indispensable para avanzar hacia la obtencion de
hfbridos sornaticos. Se realize el aislamienta de protoplastos a partir de cotiledones
y hojas de plantulas in vitro de Passiflora edulis var. flavicarpa; estes explantes fueran su-
mergidos en soluci6n CPW13M para inducir p.asmolisis. Posreriormenre se ensaya-
ron tres combinaciones enzimancas, los mayores rendimientos fueron 6,48 x 106 Y
4,60 xl 06 protoplastos viables /500 mg de tejido, obrenidos respectivamente con la
combinacion de Celulasa R-l0 al 1% y Pectolyasa Y-23 al 0,05% a partir de hojas y
la solucion enzimatica Celulasa al 2% y Macerozima al 0,4% para cotiledones. Las
mejores densidades de cultivo para los protoplastos fueron 5 x 10~ protoplastosJml
para los obtenidas de cotiledones y 1,5 x 105 protoplastcs/ml para los aislados de
hojas, empleando el sistema de cultivo en gotas de rnedio KM8p solidificadas con
agarosa al 0,6% y recubiertas con media Ifquido KM8p con 100 gil de glucosa y cefo-
taxim 300 lJglml. Con las primeras divisiones celulares, se empez6 a disminuir el nivel
osmctico al renovar el medic liquido con la mezcla de medio KM8p:KM8 en pro-
porcion 3:1 y se continuo cada siete dfas en proporciones 2:1,1:1 y 1:3 hasta la ob-
tencion de colonias y callos. Los callos fueron transferidos a medio MS con 2 mgll de
BAP y 1 mg/I de AlB para inducir la regeneracion en condiciones de iluminaci6n;
despues de seis semanas de cultivc se diferenciaron yemas, posreriormente fueron
subcultivadas a medic MS sin reguladores de crecimiento para su enraizamiento.
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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/SOO mg of tissue, reached
with the mixture Cellulase R-10 1% and Pecrolyase 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 104 protoplasts/ml
obtained from cotyledons and 1,5 x 105 protoplast/ml from leaves, employing agarose
droplets system, bathing by KM8p liquid media with glucose lDDgll and cefotaxime
300lJglml. 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 of3:1. 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 mgll and IBA 1 mgll for plant regeneration on
light conditions. After six weeks shoot differentiation was prornoved, finally those
shoots were subcultured to free regulators media for rooting.

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

Abreviaturas. KM8p, medio de cultivo para protoplastos de Kao y Michayluk (1975);
KM8, medio de cultivo para celulas de Kao y Michayluk (1975); MS, medio de
Murashige y Skoog (1962); BAP, 6-Bencilaminopurina; AlB, acido 3-indolbutfrico;
ANA, acido c-naftalenacerico: 2,4-D, acido 2,4·diclorofenoxiacetico; AG3, acido gibe-
relico: CPW13M, soluci6n de lavado para protoplastos de Frearson et al. (1973), con
13% de manito]; MES, acido morfolino 2-N etanosulf6nico; FDA, diacetato de fluo-
rescerna: rpm, revoluciones por minuto.

INTRODUCCl6N

EI genera Passiflora es el mas importante de la familia Passifloraceae, esta conformado
par 450 especies, la mayo ria se encuentran en el tr6pico y son frecuentes los endemis-
mos, se destacan por su valor econ6mico, medicinal y ornamental. Solo algunas
especies son cultivadas, la mayor parte son silvestres cuyos frutos son consumidos
local mente. En virtud del mosaico de habitats que exhibe Colombia, se reportan 135
especies, por 10 cual es el pais con la mayor diversidad de Passifloras en el mundo. En
la regi6n Andina por encima de los 1.800 msnm se concentran las especies del subge-
nero Tacsonia (curubas), las especies del subgenero Passiflora (granadillas, bade a,
chulupa) se distribuyen desde el nivel del mar hasta los 2.400 msnm aproximada-
mente (Escobar, 1991).

Passiflora edulis var. flavicarpa Deg., el maracuya amarillo, tiene origen arnazonico, per-
renece al subgenero Passi{lora, produce una fruta de gran importancia especialmente
a nivel industrial por su sabor intense, alta acidez, agradable aroma y elevado con-
tenido de vitamina C (Rfos-Castano y Salazar, 1980). Presenta en el follaje alcaloides
mdolicos como harrnana, harmina y harmol y compuestos como la Passiflorina, que
Ie confieren efeeto tranquilizante, antiespasm6dico, anticonvulsive y como regulador
de la presion arterial, adem as tiene interes para la elaboraci6n de perfumes y esencias
(Gupta, 1995). La irnportancia econ6mica de este cultivo, amerita el desarrollo de
programas de mejoramiento para obtener variedades tolerantes a plagas, enferme-
dades y a condiciones abi6ticas extrernas. Los estudios sobre habilidad combinatoria
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en especies del subgenero Passiflora para la obtenci6n de hlbridos sexuales, eviden-
ciaron la presencia de barreras para la hibridaci6n, en la mayoria de los cruzamientos
se observaron aborto de fruros. baja germinaci6n, plantulas debiles y esterilidad del
polen (Payan y Martin, 1975). Solo unos pocos cruces entre especies emparentadas
son fertiles, indicando que la hibridaci6n sexual no es una tecnica viable para el me-
joramiento de las especies cultivadas de este subgenera; perc tiene gran potencial
para el mejoramiento de las especies del subgenero Tacsonia (Escobar, 1991). Las tee-
nicas de cultivo in vitro brindan un gran complemenro a las tecnicas convencionales de
mejoramiento, a craves de la obtencion de hibridos somaticos rr.ediante el aislamien-
to y fusi6n de protoplastos. La aplicaci6n de esta recnica en el mejoramiento de las
Passifloras representa una opcion para transferir caracterfsticas que se encuentran en
las especies silvestres hacia las especies cuttivadas, la fusion de protoplastos facilita el
flujo genetico entre las especies de Passiflora, permite superar las barreras para la
hibridaci6n sexual interespedfica que se presentan en este subgenero (Dornelas et ot.,
1995; Oroni et al., 1995; Anthonyetal., 1999). En este estudio se ajustaron los proro-
colos in vitro para el aislamienro de protoplastos a partir de tejido foliar y coriledonar
de plantulas de Passiflora eduiis var. flavicarpa, el cultivo de los protoplastos y la rege-
neracion de plantulas a partir de microcaJlos, proceso necesario para continuer hacia
la obtenci6n de hlbridos somaticos.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron semillas de frutos seleccionados de P. edulls var, flavicarpa, las cuales
fueron esterilizadas en una solucion de hipoclorito de sodio all ,5% durante 15 minu-
tos y luego pasaron por tres enjuagues con agua destilada esteril, Las sernillas fueron
escarificadas mecanicamente y cultivadas bajo condiciones asepticas en media MS
con 2 mgll de AG3 para su germinaci6n en oscuridad a 25±2° C. Posteriormente, al
germinar fueron transferidas a camara de crecimiento con fotoperfodo de 16 horas
luz y 25±2° C. Despues de tres a siete semanas, cuando las plantulas presentaron
buen desarrollo, se tomaron los cotiledones y el primer par de hojas verdaderas.

AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

Se ensayaron tres soluciones enzimaticas: Celulasa 1% + Pectolyasa 0,05%; Celulasa 1%
+ Macerozima 0,2% y Celulasa 2% + Macerozima 0,4%. Las enzimas fueron disueltas en
solucion CPW13M y 5 mM de MES, el pH se ajust6 a 5,7. Estas soluciones enzirnaticas
fueron centrifugadas a 1.800 rpm, por 30 minutes y el sobrenadante filtrado a traves de
membrana Millipore de 0,22 prn. 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 tejida; los cotiledones y hojas se manipularon por
separado, fueron seecionadas y suspendidas en una soluci6n de plasmolisis CPW13M
durante una hora, de acuerdo a Darnelas y Vieira (1993). Las secciones del tejido plas-
molizadas se transfirieron a cajas Petri de poliestireno de 5 em de diametro, que con-
tenfan 6 ml de soluci6n enzimatiea, (ver Tabla 1), permitiendo que el enves de la hoja
quedara en cantaeta can la soluci6n. La digestion se realiz6 en oscuridad a 270 C Ycon
agitaci6n permanente a 40-50 rpm par 16 horas; para cada rratamiento enzimarico
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se realizaron tres repeticiones. La suspensi6n de protoplastos fue tamizada mediante
una malla con poros de 60 I-Im,se realizaron tres lavados con soluci6n CPW13M y cen-
trifugaciones a 700 rpm; despues se procedi6 al conteo de los protoplastos can apariert-
cia esferica y retenci6n de organeJos, utilizando la carnara de Newbauer, adem as, se de-
termin6 la viabilidad con FDA, de acuerdo a Blackhall et al., (1994).

CULTIVO DE PROTOPLASTOS

Se realizaron diluciones de la suspensi6n de protoplastos con medic KM8p, para
ajustar las densidades de siembra a 5 x 10\ 1, 1,5 Y 2 x 105 protoplastos/rnl. Estes
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 glml de cefotaxim: las gotas sotidas fueron
cubiertas con medio KM8p lfquido. EJ medio KM8p fue modificado en la concen-
tracion de glucosa a 100 gil Yzeatina 1 mgl!' Se compare e! efecto de la presencia y
ausencia de 300 ~glml del antibi6tico cefotaxirn, sobre la eficiencia de cultivo, de
acuerdo a O'Utra Vaz et at. (1993). En estos ensayos se adicionaron 600 ug/ml
de cefotaxim al medic de cultivo KM8p con e! doble de concentraci6n de sus com-
ponentes (2X), se esteriliz6 por filtraci6n y se le adiciono el mismo volumen de una
solucion de agarosa al 1,2% esterifizada en autoclave; la mezcla se hizo cuando la 50-

luci6n de agarosa se encontraba a 40° C para lograr la concentracion final (X), de
igual forma se procedi6 para los ensayos sin ancibi6tico. Una vez solidificadas las
gotas con los protoplastos, se adicionaron 3 ml de medio KM8p Ifquido sin cefo-
taxim. Las cajas fueron selladas con parafilm y se incubaron a 25 ± 2° C en oscuridad;
en cada tratamiento se realizaron cinco repeticiones.

La concentraci6n del osm6tico (gJucosa) fue disminuida progresivamente, despues
del decirno dfa de cultivo, mediante diluciones cada siete dfas, se retiraron 3 ml de
medio IIquido y reemplazados por un volumen similar de la combinaci6n KM8p: KM8,
mezelados en las proporciones 3: 1, 2: 1, 1: 1 y 1:3 (v/v) respectivamence antes de su
adici6n a las cajas de cultivo. EI medio KM8 presenca composici6n similar al KM8p
en los macro y micronutriences, vicaminas, acid os organicos, casefna hidrolizada,
agua de coco, MES, ANAy la mayorra de azucares; difiere en que el KM8 tiene concen-
traci6n de glucosa 1° gil, sacarosa 20 gil, zeatina 0,5 mgll y 2,4-00,1 mgl!. 5e hicie-
ron observaciones frecuentes bajo el microscopio para monitorear el comportamien~
to de los protoplastos; despues de nueve dfas de cultivo, se determin6 la frecuencia
de divisi6n como el porcentaje de protoplastos en divisi6n. Aproximadamente a los
30 dras de cultivo se determin6 la eficiencia de cultivo, como el numero de micro-
callos con diametro mayor de 1 mm sobre el numero de protoplasto sembrados. Pos-
teriormence, los microcallos fueron transferidos a medio MS solidificado con agar,
adicionado con diferentes combinaciones de BAP 1 mgll y ANA (1-3 mgll) para con-
tinuar la proliferaci6n celular. Estos cultivos permanecieron bajo fotoperfodo de 16
horas luz. Despues de cuatro semanas, fueron subcultivados a medio MS solidificado
con agar y adicionado con 2 mgll de BAP yO,S -1 mgll de AlB para inducir diferen-
ciaci6n de yemas; el enraizamienco de los broces se evidenci6 al transferirlos a medio ba-
sico de MS libre de reguladores de crecimiento (Rivera, 1997; Rivera y Perea, 2001).
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ANAuSIS DE DATOS

En el aislamiento de protoplastos se aplic6 el diserio estadtstico de bloques comple-
tos aleatorios, agrupando las unidades experimentales en tres bloques 0 repeticiones;
bajo un arreglo factorial que permiti6 estudiar el efecto de la combinaci6n enzimacica
y la Fuente de protoplastos. Los resultados del cultivo de protoplastos fueron ana-
lizados mediante el diseno completamente al azar bajo un arreglo factorial, teniendo
en cuenta: procedencia de los protoplastos (hojas primarias 0 cotiledones}, presencia
o ausencia del antibiotico 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 permiti6 comparar medias de trata-
mientos (Steel y Torrie, 1985). Se utilize el programa estadfstico STATGRAPHICS 3.0
para analizar los datos.

RESULTADOS

AISLAMIENTO DE PROTOPlASTO$

Despues de 16 horas de incubaci6n se logr6, la produccion de una gran cantidad
de protoplastos con una viabilidad mayor de 70%, (Tabla 1). Perfodos de exposicion
a la solucion enzimatica, superiores a 18 horas fueron nocivos, se observa aumento
en liberacion de protoplastos, pero hay disminucion en la viabilidad.

SOLUCION ENZIMATICA % PESO/VOLUMEN RENDIMIENTO

Tratamiento Hoias Cotiledones

Celulasa 1%+ Peccolyasa 0,05% T,. 4,78 ± 1,32 x 106 T, 2,06 ± 1,01 x 10"

Celulasa 1% + Macerozyma 0,2% T,. 3,24 ± 0,92 x 1O" T,. 1,89 ± 0,44x 106

Celulasa 2% + Macerozyma 0,4% T,. 3,39 ± 1,25 x 106 T•. 2,67 ± 1,46 x 106

Tabla 1. Rendimienro. Cantidad de procoplascos viables liberados por 500 mg de tejido. Celulasa
Onozuka R-l 0 SERVA;Macerozyma R-10 SERVAYPectolyasa Y-23 SIGMA.

Los protoplastos de maracuya que proceden de hojas y cotiledones jovenes. presen-
taron c1oroplastos grandes con distribucion uniforme en el citoplasma (Fig. lA);
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 men or al 70%. Los mayores
rendimientos correspondieron a 6,48 x 105 Y4,60 x 106 protoplastos viables /500 mg
de tejido, obteriidos respectivamente con la cornbinacion enzimatica de Celula-
sa R·1° al 1% y Pectolyasa Y·23 al 0,05% a partir de hojas (tratamiento 1) Y la solu·
ci6n enzimatica Celulasa al 2% y Macerozima al 0,4% para cotiledones (tratamiento
6). Se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos enzimaticos
(F(S,10) = 5,18; P < 0,05). Los protoplastos de hoja presentaron diametro promedio
de 19,45 ± 0,50 fJm y los de cotiledones presentaron diametro promedio de 28,90 ±
0,62 ~m.
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CUlTIVO DE PROTOPLASTOS

En los protoplasros obtenidos a partir de cotiledones y hojas primarias se observ6 la
conformaci6n de la pared celular despues de tres dias de cultivo en medio con cefo-
taxim, la formaci6n de colonias despues de tres semanas de cultivo y rnicrocallos a las
cuatro semanas. Las primeras divisiones celulares se evidenciaron despues de cinco a
siete dfas de cultivo, despues de 14 dras de cultivo, se observ6 aumento progresivo
de las divisiones mit6tieas y las primeras colonies celulares de aproximadamente 30-
40 celulas, luega de 20 dias de cultivo (Figs. 1B, 1C Y 1D). Se present6 un mayor
porcentaje de division celular con el empleo de 300 pg/ml del antibi6tico cefotaxirn,
rarnbien se encontraron diferencias significativas entre las euatro densidades de siem-
bra utilizadas (F(1,34)"" 13,83; P < 0,05).

La respuesta de los protoplastos en cultivo, exhibto diferencias relacionadas con el
origen de los protoplastos, (F(1,34)= 5,96; P < 0,05). En los que provienen de hojas
primarias, e! mayor efeeto en la frecuencia de divisi6n correspondi6 al empleo de
cefotaxim; se registraron diferencias significativas para la densidad de siembra (F(3.1S)
= 9,26 ; P < 0.05), la mejor se evidenei6 a 1,5 x 105 protoplastos/m! con una frecuen-
cia promedio de 17,8 ± 5,44% en presencia de ceforaxirn y de 9,66 ± 3,24% en au-
sen cia del antibiotico. En los obtenidos de cotiledones, se registraron diferencias re-
laeionadas con la den sid ad de siembra (F(3.15l= 4,36; P < 0,05), la mejor correspondio
a 5 x 104 protoplastos/rnl con una frecuencia promedio de 15,6 ± 4,31% en presencia
de cefotaxim y de 7,8 ± 2,06 % en auseneia del antibi6tieo. La eficiencia de cultivo
present6 diferencias entre el porcentaje de colonias formadas a partir de los proto-
plasros que provienen de hojas y de cotiledones (F{1.34)= 11,78; P < 0,05), la mayor
eficiencia se observ6 en los cultivos de protoplastos de cotiledones; en esros, la adi-
ci6n de cefotaxim se eonstituy6 en el factor de mayor influencia, la eficiencia mas alta
se alcanz6 a una densidad de 5 x 104 proroplastos/rnl con un promedio de 0,37 ±
0,08%. Los protoplastos que provienen de hojas, tambien formaron mayor numerc de
colonias celulares en presencia de cefotaxim, la densidad de siembra mas apropiada
fue 1,5 x 'l O' protoplastosjml con una eficiencia pro media 0,09 ± 0,02%. EI manejo
del nivel osm6tico se facilit6 por la utilizacion del sistema de siembra en gotas solidi-
ficadas con agarosa que contienen los protoplastos, esto permiti6 retirar peri6diea-
mente el medio llquido circundante y cambiarlo por la mezcla de medios KM8p:KM,
de manera que se disminuyeron progresivamente las condiciones del osm6tico en el
medio sin afectar la proliferacion ce!ular. Los primeros microcallos se evidenciaron a
los 30 dras de cultivo (Fig. 1E); estos callos can diametro 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 tamano aproximado de 4 a 5 mm fueron subcultivados para inducir la
diferenciaci6n de yemas en media Ms con 2 mgll de BAP y 1 mgll de AlB (Fig. 1F),
la diferenciaci6n de yemas se observ6 en un 35% de los callos derivados de proto-
plastos de hoja y en 40% de los callos derivados de cotlledones. El enraizamiento se
logro en un 60% de las yemas, las restantes continuaron formando callo.
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Figura 1. Secuencia de aislarniento y cultivo de procoplastos en Passi{lom eduiis var. {1avicarpa; A
Aislamienco y conreo a partir de hojas; barra 40 urn. B. Reconformaci6n de la pared y primera divi-
si6n celular, a los siece dfas de cultivo; barra 10 urn. C. Segunda divisi6n celular a los 12 dfas de cul-
tivo; barra 10 IJm. D. Colonia celular a los 20 dfas de culcivo; barra 20 IJm. E. Microcallos a los 30
dfas de cultivo, se aprecia el sistema de gotas en serie empleado en la siembra de los protoplastos;
barra 5 mm. F. Regeneraci6n a partir de callos.
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AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS

[ Hojas primarias de ;J Cociledones de J
cinco a siece seman as cres a seis semanas

~ Preplasmolisis -:
Solucion CPW13M

una hora

Tracamienco enzimatico Tratamiento enzimacico
Celulasa 1% + Pectolyasa 0,05% Celulasa 2% + Macerozima 0,4%

16 horas 16 horas

( Purificacion I
l Saluci6n de lavado CPW13M J

+
CUlTIVO DE PROTOPLASTOS

+
Densidad Media KM8p-Glucosa 100 gil Densidad

1,5x105 ppros/ml t------I 1--1 5x10" ppcos/rni
Ppros de hojas Goras en serie can cefotaxim Ppcos de cotiledones

+
Forrnacion de colonias en medic
KM8P:KM8 1:1, tercera semana

+
Cultivo de callos

M5+BAP 1 mg/I+ANA 3 mg/I
cinco semanas

t
Caulogenesis

M5+BAP 2 mg/I+AIB 1 mg/I
diez semanas

+
( Enraizamiento en MS basico

tres semanas

Figura 2. Proceso de regeneraci6n a partir de callos derivados de protoplastos obtenidos de
hojas prirnarias y cotiledones de Passiflora edutis 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 aisla miento, pueden tener un efecto deletereo
que se debe disminuir mediante una cuidadosa manipulaci6n de los diferenres fac-
tores que intervienen en el proceso, incluso algunos investigadores consideran que el
aislamiento y cultivo de protoplastos es mas un arte que una tecnica (Eriksson, 1985).
Entre estes procesos traurnaticos, se encuentra [a remoci6n de la pared, por esto se
recomienda estabilizar la membrana citoplasrnatica mediante el empleo de una solu-
cion de preplasm6lisis, previa al tratarniento enzirnatico; esta soluci6n tiene la misma
osmolaridad que la soluci6n enzirnatica. En este trabajo se utilize como estabilizador
osrnotico manito! al 13% en la fase de aislarniento, esta concentraci6n fue muy efi-
ciente para disminuir el choque osm6tico generado por la digesti6n de la pared
celular. En esta especie, Dornelas y Vieira (1993), evaluaron la utilizacion de concen-
traciones de manitol al 9 y 13%, observaron que el manito! al 9% gener6 dificultades
como la explosi6n de un gran numero de proroplasros, mientras que al 13% mantiene
las condiciones del nivel osmotico apropiadas sin afectar la viabilidad de los proto-
plasros. De otra parte, la seleccion de explantes que provienen de plantulas in vitro
faciliro la utilizaci6n de abundante material homogeneo libre de contaminantes,
evitando la aplicacion de agentes desinfectantes que pueden tener un efecto negativo
en la viabilidad de los protoplastos (Blackhall etal., 1994).

La utihzacion de hojas primarias y cotiledones j6venes como Fuente de protoplastos
permiti6 obtener gran cantidad de protoplastos viables y contribuy6 definirivamente
a la proliferacion celular, en raz6n a que el tratamiento can enzimas para degradar la
pared celular implica la desdiferenciaci6n y la reorientaci6n del proceso morfogenico,
las celulas del mes6filo joven tienen mayor capacidad para rolerar los rracamientos
traurnaticos 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 etal. (1993) para hojas, sin
afectar seriamente la viabilidad. EI medio de cultivo empleado para protoplastos fue
el propuesto por Kao y Michayluk, 1975 (KM8p), modificado al incrementar la con-
centraci6n de glucosa a 100 gil y zeatina a 1 myl, este medio facilit6 la expresi6n del
potencial de los protoplastos para sintetizar la pared celular e iniciar el proceso
mit6tico. Investigaciones anteriores sobre cultivo de protoplastos en P. edulis var,
flavicarpa, (D'Utra Vaz etal., 1993; Dornelas y Vieira, 1993; Dornelas etal., 1995 y
Otoni etal, 1995), utilizaron el medio de cultivo de Kao (1977) con las modificacio-
nes de Gilmour et al., 1989; este media difiere en que las concentraciones de acidos
organicos, casefna hidrolizada, agua de coco y azucares excepto sacarosa, estan dilui-
das ala mitad de las indicadas en el medio de Kao y Michayluk (1975); ademas,
aumentaron la concentraci6n de glucosa de 68,4 gil a 100 gil.

En la evaluaci6n 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-
tiled ones; la mayor eficiencia se obtuvo en los cultivC's de protojJlastos de cotiledones;
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donde [a adici6n de cefotaxim, se constituyo en factor importante para lograr una
elevada frecuencia de division y elevada eficiencia de cultivo. Asf, en protoplastos ais-
lados de cotiledones, la mayor eficiencia se alcanz6 a una densidad de 5 x 104 proto-
plastos/rnl con un 0,37%. En los protoplastos aislados de hojas, la densidad de
siernbra mas apropiada fue 1,5 x 105 prctoplastos/rnl con una eficiencia promedio de
0,09%. Sin embargo, se observaron colonias en [a mayorfa de los tracamientos sin el
antibiotico 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.
[lavicarpa, la inclusi6n de cefotaxim en el medio, al respecto D'Urra Vaz et al. (1993),
reportaron que la adici6n al medio de cultivo de cefctaxim en concentraciones entre
50-400 ug/ml. fue esencial para mantener divisiones sucesivas en protoplastcs de
rnesofilo. De otra parte, Mathias y Boyd (1986) emplearon este antiobiotico en el me-
dio de cultivo para aumentar la organogenesis en callos de Triticum aestivum L. y sugi-
rieron que la degradacion del cefotaxim por las esterasas de la celula produce meta-
bolitos que acruan como reguladores de crecirniento.

La metodologfa descrita en esca investigacion para el aislamiento, cultivo y regen era-
cion a partir de protoplasros, es aplicable a otras Passifloras de acuerdo a ensayos
preliminares con P. ligularis, P. mixta y P. pinnatistipula (Rivera, 1997). La aplicacion de
protocol os espectficos en el mejoramiento de las Passifloras presenta un gran poten-
cial para transferir caractensncas que se encuentran en las especies silvestres hacia
las especies cultivadas, en la obtencion de lfneas de mejoramiento que deben ser
evaluadas (Rivera, 1997; Anthony et at., 1999). En hibridos obtenidos por fusi6n de
protoplastos de P. edulis var. fJavicarpa 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 hibridaci6n
somatica para eJ mejoramiento genetico de las especies cultivadas mediante la in-
trogresi6n de genes de resistencia a plagas, enfermedades y otros caracteres desea-
bles que se encuentran en las Passifloras silvestres. La regeneraci6n a partir de proto-
plastos es una de las fases mas lirnitanres para la aplicaci6n de las recnicas de fusion
y transformacion directa mediante electroporacion y biobalfstica (Feher y Dudits,
1994; Vieira y Dornelas, 1996), esta investigaci6n complementa trabajos nuestros
sabre regeneraci6n en algunas especies de Passiflora de la regi6n Andina, enfacadas
hacia la utilizaci6n de los recursos fitogeneticos nativos (Rivera y Perea, 2001). A
carto plazo, es posible obtener estos hfbridos somaticos para apoyar programas de
mejoramiento, reduciendo el tiempo requerido para generar nuevas variedades que
contribuyan a mejorar la productividad de los cultivos de maracuya, granadilla y
badea, con 10 cual se podrf~ fortalecer la participacion de estas frutas en los merca-
dos internacionales.
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