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MICROPROPAGACION DE NUDOS DE CURUBA (Passiflora
mollisima (H.B.K.) Bailey).
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RESUMEN

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales de Ia Universidad de Narifio, Pasto.

Se emplearon plantas de curuba de la especie mollissima obtenidas
de semilla y mantenidas durante 6 meses en invernadero a 25°C y
50% de humedad relativa. Se tomaron nudos con una porcién de
entrenudo y haciendo una herida en el centro del nudo. Los
explantes fueron colocados en el medio de cultivo LS65 con
diferentes niveles de auxina -citocinina, empleando 2,4D y BAP. El
materia se llevo a incubacién a 3000 lux y 18°C, con una humedad
relativa del 50% aproximadamente.

Los mejores resultados se obtuvieron con frascos de 125 ml y tap6n
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de papel de aluminio. La produccién de callos con Optimas
caracteristicas se logré al emplear 25 ml de medio de cultivo con
una relacién 7-5 mg/l. de 2,4D-BAP, alcanzando un crecimiento
promedio de 21,65 veces respecto del tamafio original del nudo. El
crecimiento se estabilizé a los 30 dias de incubacién, sin presentar
rizogénesis ni caulogénesis.

INTRODUCCION

Dentro de las lineas de investigacién de Ia Facultad de Ciencias
Agricolas, (FACIA), de 1a Universidad de Narifio, se encuentra la
curuba. No existe informacién acerca de la micropropagacién de 1a
curuba que se encuentre contextualizada con su 4rea de influencia
en el departamento de Narifio,

La proyeccién del mercado de frutas a la luz de Ia
internacionalizacién de Ia economia, debe estar amparada con una
tecnologfa, que sea capaz de enfrentar los retos de la competencia,
a la cual no debe escapar el cultivo de la curuba,

En el aspecto de 1a Propagacion, resulta importante explorar las
posibilidades de micropropagacién con algunos explantes, como una
primera aproximacién para obtener material vegetal homogéneo, en
cantidad y en tiempo reducido.

sistema de micropropagacién, justifican ampliamente sy empleo para
obtener material vegetal uniforme y sano.

CIENCIAS AGRICOLAS : VOL. 12, 1993 63

En atencién a lo anteriormente _mc.ncionado, fﬂ .pres.cntg t::bzo .‘iﬁ
realiz6 atendiendo a los siguientes objeuyﬁs;.a ]!rlloli,i R
micropropagacién de nudos de curuba (Passglc gKOOG i
(H.B.K.) Bailey) en el medio de _LINSMAIEI.{I N
determinar la viabilidad de lzzl1 mlcropror?aagpz:;:;;ré ;t:ilg A
nudos con u

Expéﬁtefanzg;);uzsgosa yla micropropagacion d'e los explaptcs
Pig uestos en el medio de LS65 con difeentes niveles de auxina-
Eingﬁna y llevando el cultivo hasta el estado de callo.

REVISION DE LITERATURA

- 1 i
1 dican al cultivo de la curu
Los agricultores que hoy se de : |
(Passitgf;ra mollissima (H.B.K.) Baﬂgy)‘fn ?;Sg:r?artamexploe;ggnc;z
ioqui i rca, Boyacd y Narifio, :
Antioquia, Cundinamarca, 3 : ey
i i a granja integ
scasa superficie. Es importante en . gr
Szm;csino, y ofrece magnificas perspectivas en el m.crcz{c;c; 71;1tcrn0
y externo (Banco de la Repiiblica, 1978; Caja Agraria, ]

i : to
Entre las varideades mds conocidas y empleadas en el Degmafgg
de Narifio se cuentan las siguientes: Pasto 1, 2, 3; Caldas, y

Botana (Schoeniger, 1978).

Las caracteristicas fundamentales de Passiflora mollissima son:

i i6 la espaldera.
La mayor fructificacién al centro de ;
2.1>. E? Evﬁlucro es un tubo estrecho alrededor del hipanto, y

frecuentemente se rompe entre dos bréc_tcas, yﬂa veces se
desprende del pediinculo antes de o al abrirse la flor.
3.  El estilo mide 19,4 mm con un rango de 18 a 21 mm.



64 CIENCIAS AGRICOLAS : VOL. 12, 1993

CIENCIAS AGRICOLAS : VOL. 12, 1993 65

4. La insercién de las brdcteas es de 2 a 4,5 mm debajo del
urcéolo.

Los pedinculos son pubescentes de 33 a 43 mm.

El peso de 100 semillas secas al aire es de 3,5540,12 g.

Los frutos son oblongos amarillos sin pruina, con pesos de 70
a 85 g, en donde el peso del pericarpio ocupa del 35,1 al
38,4% del total.

o o B

Las plantas de curuba obtenidas por semilla, empiezan a fructificar
a los 18 meses (Girard y Lobo, 1977). El letargo depende de la
herencia y no de los tratamientos que se aplican a la semilla para su
germinacioén (Schoeniger, 1978). La propagacién sexual es ficil, se
pueden obtener muchas semillas y las plantas tendrdn una vida mds
larga y mejores cosechas (Torres, 1977).

Cuando se emplea el acodo aéreo, las plantas entran en produccion
a los 10 meses (Girard y Lobo, 1977; Otero, 1984). El
enraizamiento se logra en tres meses, también se emplea con €xito
el acodo terrestre (Otero, 1984).

Schoeniger (1971) enraizé estacas y acodos, empleando &cido
indolacético y 4dcido indol butirico en concentracién de 5.000 ppm.

Molina (1988) enraizé estacas de curuba empleando agua de lluvia,
agua mineral y el medio de Jensen, en un periodo de 23 dias.

Moréan (1979) realizé una investigacién en curuba, con el objeto de
explorar el potencial morfogenético de los entrenudos, para lograr
una propagacién vegetativa. Las plantas de las cuales extrajo los
explantes, fueron tomadas de invernadero, en donde permanecieron
por ocho meses a 25°C y 45% de humedad relativa. Los explantes

fueron divididos en segmentos de 10 mm. Como medio de cultivo
utilizé la solucién de Nitsch sin auxinas, en presencia de 2 mg/L de
cinetina.

El desarrollo del callo iniciado en los tejidos parenquiméticos,
continué activamente durante los primeros 20 dias del cultive.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales
de la Universdidad de Narifio, Pasto.

Se emplearon plantas de curuba propagadas por semilla de la
especie mollissima, de seis meses de edad; las plantas fueron
mantenidas en invernadero aproximadamente a 25°C y una humedad
relativa cercana al 50%, y recibieron un tratamiento de limpieza de
material extrafio y esterilizacién. Dicho proceso incluye los
siguientes pasos:

1. Lavar con agua fria
. Sumergir en alcohol etilico del 70% durante un minuto

3. Humedecer en hipoclorito de calcio al 4% por cinco minutos,
agitando ligeramente. :

4. Enjuagar tres veces en agua desionizada estéril

5.  Extraer los nudos con entrenudos en una longitud de 2 cm con
bisturi y dentro de la cdmara de flujo laminar (previa
esterilizacién de la mesa de trabajo con alcohol del 96%), de
plantas sanas y vigorosas desarrolladas en invernadero.

6. Colocar los explantes en una solucién clorox-agua en una
proporcién de 1:4 por 10 minutos. Repetir el paso cuatro,
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ejecutando todo el proceso dentro de la cdmara.

7. Transferir los explantes a una caja petri, cortar los explantes
dejando el nudo y una porcién de entrenudo con una longitud
de 0.5 cm (Tratamiento al) y de 1 cm (tratamiento a2).

8. Colocar los explantes en el medio de cultivo segin los
tratamientos propuestos.

Como medio de cultivo se utilizé el "Medio L.S65", con diferentes
relaciones auxina/citocinina.

El medio de cultivo se esterilizé a 121°C y 1,05 kg/cm’ de presion,
durante 20 minutos aproximadamente. Utensilios y otros materiales
se esterilizaron con alcohol del 96% (Lépez, 1993).

Las soluciones stock y los medios nutritivos se esterilizaron después
de su preparacion.

La siembra de los explantes se hizo en tubos de ensayo con tapa-
rosca, frascos tubulares de 125 ml tapados con motas de algodén y
gasa, frascos de la misma dimensién pero tapados con papel de
aluminio. Cada tubo o frasco constituy6é una unidad experimental.
Dicho material fué iluminado con ldmparas de luz fria de 40 Watios
a 30 cm, a una temperatura de 18°C y humedad relativa del 50%.

Para el andlisis estadistico se recurrié a un experimento bifactorial
de 2 x 4 con arreglo combinatorio, tres repeticiones y distribucién
de los tratamientos en forma irrestrictamente al azar (Tabla 1).

El factor A corresponde a los tipos de explante y el factor B a los
niveles de los reguladores de crecimiento. Paralelamente se llevé un
testigo con una relacion de reguladores de 7-5 mg/L; las
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comparaciones se hicieron con base en las comparaciones multiples
de Duncan-Waller.

Para el factor B se realizé un andlisis de regresién, tomando como
variable independiente la suma de los reguladores de crecimiento vs
la longitud y nimero de raices como variable dependiente.

Se evaluaron los siguientes parametros: tamafio del callo, duracién
del cultivo hasta la estabilizacién del callo, porcentaje de
diferenciacién y contaminacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del cultivo de callos de curuba a partir de
nudos, se encuentran en la Tabla 2. Los mejores resultados
corresponden a la interaccion a2b4 (nudo de 1 cm de largo y 2,5
mm de ancho con una relacién de auxina-citocinina 4-2 mg/L), la
cual presenta diferencias estadisticas significativas con las demads
alternativas y aumenté 21,65 veces su tamafio en promedio. El
testigo con la relacién auxina-citocinina 7-5 mg/l alcanzé un tamafio
similar a la interaccion a2b4 (Tablas 4 y 5).

Del andlisis de varianza y la prueba de Duncan-Waller, se concluye
gue la mejor respuesta a la formacién de callo se alcanza con nudos
de 1 cm de largo por 2,5 mm de ancho (Tablas 4 y 5).

Hurtado y Merino (1987) corroboran lo enunciado, afirmando que
los explantes deben tener una longitud de 0,5 a 1,0 ¢m con
preferencia los cercanos al lfmite superior.
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En todos los tratamientos que tenfan reguladores de crecimiento se
produjo la formacion de callo, y sélo en un 66% en la interaccién
albl (sin reguladores). Por el contrario, en la interaccién a2bl (sin
reguladores de crecimiento) se formé callo, Este resultado permite
concluir que los reguladores endégenos de los explantes inciden en
la formacién parcial de callo. Sin embargo, en la préctica resulta
insuficiente el aporte de reguladores de crecimiento de los nudos,
salvo en algunos casos, donde el testigo llegd a aumentar en seis
veces su tamafio (Tablas 2 y 3).

Un comportamiento similar es reportado por Mordn (1979), quien
afirma que para la formacién de callo en curuba es suficiente la
adicién de 2 mg/L de cinetina. No obstante, en el presente la misma
relacion (tratamiento b2 (0-2) ), sélo alcanzé un tamaifio promedio
de cinco veces mayor al original. Se desconoce la razén de esta
diferencia, pero se pueden aducir las siguientes: diferentes medios
Morén (1979) empleé el medio de Nitsch, no reporta el tamaiio o
peso del callo; pero si un crecimiento activo hasta los 20 dias, en
este trabajo el crecimiento se estabilizé a los 30 dias; tampoco
informa sobre el grosor del nudo empleado, origen del material
vegetal y otros factores sinergénitos de las hormonas principalmente
la luz.

Hurtado y Merino (1987) concuerdan en la mayoria de las razones
posibles que puedan explicar los resultados presentes.

Segilin Miller, citado por Mitchell (1980), el callo se inicia con la
formacién de un tejido blancuzco cuya cantidad estd en funcién
directa de la cantidad de citocinina, este fenémeno se evidencid en
este trabajo, aunque la cantidad de tejido no necesariamente
aumentd en funcién de la cantidad de citocinina, encontrdndose que
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el testigo albl presentd en algunos casos un desarrollo profuso del
tejido blanco. Esto permite concluir que en algunos casos el nudo
de curuba aporta citocininas.

Si bien el material vegetal empleado tenia seis meses de edad, y
desarrollado en invernadero, algunas plantas crecieron mds ahiladas,
probablemente con menos reservas nutricionales, y en consecuencia
presentaron menor respuesta para producir callo en el tratamiento
al.

La formacidn del callo se inicié en todos los casos positivos en la
herida hecha al nudo al eliminar la yema axilar. El 78% de los casos
positivos formé también callo en ambos cortes del entrenudo y 22%
restante 1o hizo en un solo lado, resultados similares a los de Morédn
(1987).

Posteriormente el callo fue envolviendo totalmente el nudo hasta
formar una gran masa de forma ligeramente rectangular, de
aproximadamente 5 cm’ para la interaccién a2b4 (1,85 cm x 1,72
cm x 1,53 cm).

Para las demds interacciones el comportamiento fue menos
acentuado y con mayor variacion.

La textura exterior del callo es blanda, esponjosa y ligeramente
compacta. A medida que profundiza el callo es mds oscuro, duro,
compacto y con mayor cantidad de espacios intercelulares.
Aproximadamente en el centro se encuentra el nudo completamente
esquelético, hueco e incoloro.

El color del callo no fue consistente en todos los tratamientos:
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incoloro, crema pdlido, amarillo pilido, verde oscuro y claro, café
oscuro y café pélido en gran parte de los tratamientos. Hurtado y
Merino (1987) encontraron variacién de colores atin dentro de la
misma especie.

Desde el inicio del cultivo se present6 en algunos casos rizogénesis,
principalmente en la interaccién a2b4, donde mostré un gran vigor.
A medida que aumentaba la cantidad de reguladores de crecimiento,
el nimero y longitud de las raices también aumentd, encontrindose
una alta correlacién (Figuras 1 y 2).

El testigo comparador (relacién auxina-citocinina 7-5 mg/L),
presentd un tamafio igual pero en ninguna de las repeticiones hubo
rizogénesis (Tabla 3).

En algunos casos, donde no se eliminé bien la yema axilar de los
nudos, €sta se desarrollé con gran vigor y sin guardar su
fototropismo (Tabla 3).

De 75 unidades experimentales iniciales, cuatro se contaminaron en
los primeros tres dias (5,3%). Posteriormente a los 15 dfas se
contaminaron 16 unidades experimentales.

A las cuatro semanas del cultivo in vitro en la mayor parte de los
frascos con tapén de algodén se secé el medio de cultivo,
probablemente debido a la evaporacién (Tabla 2).
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CONCLUSIONES

Para el cultivo in vitro de nudos de curuba (Passiflora mollissima
(H.B.K.) Bailey) se deben emplear nudos con porcién de entrenudos
en una longitud total de 1 cm y 0.25 cm de ancho.

El sistema de recipiente y tapa con mejores resultados para el
cultivo de nudos de curuba, fue el de frascos de 125 ml con tapén

de aluminio.

Para la produccién de callo, la mejor relacion auxina—citocini.na es
de 7-5 mg/L empleando 2,4 D y BAP, y LS65 como medio de
cultivo.

El tiempo de estabilizacién del callo fue de 30 dias, alcanzanflq un
crecimiento promedio de 21,65 veces respecto del tamafio original
del nudo.
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TABLA 1. TRATAMIENTOS

albl = nudo de 0,5 cm con nivel de (0-0) de 2,4 D y BAP
alb2 = nudo de 0,5 cm con nivel de (0-2) de 2,4 D y BAP
a1b3 = nudo de 0,5 cm con nivel de (2-2) de 2,4 D y BAP

alb4 = nudo de 0,5 cm con nivel de (4-2) de 2,4 D y BAP

a2bl = nudo de 1,0 cm con nivel de (0-0) de 2,4 D y BAP
a2b2 = nudo de 1,0 cm con nivel de (0-2) de 2,4 D y BAP
a2b3 = nudo de 1,0 cm con nivel de (2-2) de 2,4 D y BAP
a2b4 = nudo de 1,0 cm con nivel de (4-2) de 2,4 D y BAP

C = Testigo comparador ( 7 - 5 ) mg/L de 2,4 D y BAP
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TABLA 2. Tamafio del callo de curuba a partir de nudos bajo
diferente relacién de auxina-citocina en condiciones in vitro, en
medio 1.S65 durante cinco semanas ( X = numero de veces que
aument6 de tamafio ).

TABLA 3. Organogénesis lograda a partir de callos de curuba,
sometidos a diferente relacidén auxina-citocinina en condiciones in
vitro. (Porcentaje de diferenciacién).

Tratamientos: albl alb2 alb3 alb4 a2bl a2b2 a2b3 a2b4 C
Tratamientos: albl alb2 alb3 alb4 a2bl a2b2 a2b3 a2b4 C

Tubos de ensayo de 25 ml con lapa rosca
Tubos de ensayo de 25 ml

Callo 66 100 100 100 100 100 100 100

2% 2x 0 3x 2x 3x 0 6x Rizogénesis 33 0 0 0 0 0 0 0
Caulogénesis 0 0 0 0 0 0 0 0

2x - Bx 0 0 0 4x 0 6x Yema axilar(*) 0 0 0 0 033 0 0

0 A 2x 3x 0 0 0 0 Frascos de 125 ml con tap6n de algodén y gaza

Frascos de 125 ml con tap6n de algodén y gaza Callo 66 100 100 100 100 100 100 100
Rizogénesis 33 0 0 0 085 33 0 66

2x  4x  5x 3x  2x  4x 6x 0 Caulogénesis 0 0 0 0 0 0 0 0

Yema axilar(¥) 0 0 0 0 0 0 33 0

3x 6x 2x  6x 2x  3x 0 17x

Frascos de 125 ml contapbn (de papel de albinio Frascos de 125 ml con tapén de papel de aluminio

6x 4x 9x 4x 4x 6x 6x 25x 20x Callo 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Rizogénesis 33 33 0 0 0 33 133 66 0
5« 3x 4x 6x 3x 5x 0 20x 23x Caulogénesis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Yema axilar(*) 0 0 0 0 0 33(1) 133 0 25

2% 2x 0 0 2x 4x  4x 20x  20x

*  Desarrollo de la yema axilar del nudo
(1) Desarrollo del zarcillo
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TABLA 4. Anilisis de varianza para el tamafio del callo logrado a
partir de nudos de curuba en cultivo in vitro, durante cinco semanas,

Fuentes de S.C. G.L. C.M. Fc Ft
variacién .01
Tratamiento 790,74 7 112,962 ' 31(*) 4.4
Factor A 106,07 1 106,070  29(%) 9,1
Factor B 446,49 3 148,830 40(*) 5,7
AxB 238,18 3 179390 L22(%) 57
Error 47,83 13 3,68

Total 838,57 20

CV. = 28%

*

= diferencias estadisticas altamente significativas

TABLA 5. Pruebas de comparacién de tratamientos para "Tamano
de callo", con base en la prueba de DUNCAN-WALLER.

TRATAMIENTOS SUBTRATAMIENTOS
bl b2 b3 b4
al 4,33x(a) 3x(a) 5x(a) 6,5x(b) 4,5x(a)
a2 3x(a) 5x(a) 5x(a) 21,6x(b) 9,0x(b)

3,66x(a) 4x(a) 5,75x(a)  15x(b)

Comparador de Duncan-Waller

Tratamientos: (P>.05)=1,1888
Subtratamientos: (P>.05)=22{31¥s 31 )
2,5(3rvs2r)
Interacciones: (P>.05)=223(3rvs 31)
(3rvs2r)

NOTA: Promedios abarcados con la misma letra no presentan
diferencias estadisticas significativas.
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CURVA DE CRECIMIENTO
RELACIONES AUXINA-CITOCININA

Tamano del calle (numere de veces)
6

az2
5+
10F
e
1 1 1 1
bl =0-0 D2 = 02 b3 = 2-2 b4 = 4-2

Cantidad reguladoras de cracimiento
—— Explante a1 —+ Explante a2

Fig 1 Crecimiento del calio

RIZOGENESIS EN CALLOS DE
CURUBA LONGITUD DE RAICES

Longitud promedia de las raices (mm)

[ ye154+67X a2
30} —.al
r=0,98

20 T A S RN TP APy 5

45 + 475X

0 1 i =

L
bl =0-0 b2 = 0-2 b3 = 2-2 b4 = 4-2
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RIZOGENESIS EN CALLOS DE
CURUBA NUMERO DE RAICES

aNumero promadio de ralces

y = 1,5 + 0,6X a2 |

‘ 001

r-0,95
e o e 0,3X

A 1 L i
2 Bl = 0-0 b2 = 0-2 . b3 =22 b4 = 4-2

Cantidad reguladores de crecimiento
—— Explants a1 ~—— Explanie a2
1I@. 4 Rizagenesis en callos de curuba



