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RESUMEN

El género Passiflora, el mas diverso de la familia Passifloraceae, abarca 530 especies y
400 hibridos distribuidos en América y Europa. Entre estas, Passiflora punctata, una
especie silvestre no domesticada, juega un papel crucial en la crianza de las mariposas
Heliconius erato, ampliamente comercializadas en artesanias, exposiciones e
investigaciones cientificas. No obstante, P. punctata es vulnerable a diversas patologias
tropicales, lo que subraya la necesidad de desarrollar métodos eficientes de cultivo in
vitro. Este estudio se centra en el uso de medios de cultivo enriquecidos con reguladores
de crecimiento, como auxinas y citoquinas, para promover y controlar el crecimiento y
desarrollo celular de P. punctata. Se realizaron tres ensayos con diferentes
concentraciones de citoquinas (BAP, kinetina) y auxinas (IBA, IAA). En el tercer ensayo,
se combinaron las concentraciones dptimas determinadas previamente. Los resultados
mostraron que 2 mg/L. de 6-bencilaminopurina (BAP) generaron la mayor longitud de
brotes, con una significancia estadistica alta (Pr(>F) de 5.25e-16 ***). En el ensayo de
auxinas, aunque no hubo diferencias significativas entre el acido indol-3-butirico (AIB) y
el acido indol-3-acético (IAA), 2 mg/L. de IAA promovieron el crecimiento en hojas y
raices. Las combinaciones de 6-BAP a 2.5 mg/L. e IAA a 2.5 mg/L. mostraron la mayor
longitud de brotes, sugiriendo una sinergia en la promocién de brotes y hojas, sin
cambios significativos en las raices. Estos resultados son significativos para la
propagacion in vitro de P. punctata y mejoran los protocolos de cultivo aplicables a otras
especies vegetales importantes. Se recomienda ajustar las concentraciones de
reguladores de crecimiento y aumentar los intervalos de tiempo para una morfogénesis

mas evidente, abriendo nuevas lineas de investigacion.

Palabras Clave: Acido indol-3-acético, acido indol-3-butiricos, in vitro, reguladores de

crecimiento, 6-bencilaminopurina, 6-furfuril-aminopurina.
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ABSTRACT

The genus Passiflora, the most diverse in the Passifloraceae family, encompasses 530
species and 400 hybrids distributed across America and Europe. Among these, Passiflora
punctata, a wild, non-domesticated species, plays a crucial role in the breeding of
Heliconius erato butterflies, widely commercialized in crafts, exhibitions, and scientific
research. However, P. punctata is vulnerable to various tropical pathogens, highlighting
the need to develop efficient in vitro cultivation methods. This study focuses on using
culture media enriched with growth regulators, such as auxins and cytokinins, to
promote and control the cell growth and development of P. punctata. Three trials were
conducted with different concentrations of cytokinins (BAP, kinetin) and auxins (IBA,
IAA). In the third trial, the previously determined optimal concentrations were
combined. The results showed that 2 mg/L of 6-benzylaminopurine (BAP) produced the
greatest shoot length, with high statistical significance (Pr(>F) of 5.25e-16 ***). In the
auxin trial, although there were no significant differences between indole-3-butyric acid
(IBA) and indole-3-acetic acid (IAA), 2 mg/L of IAA promoted growth in leaves and roots.
Combinations of 6-BAP at 2.5 mg/L and IAA at 2.5 mg/L showed the greatest shoot
length, suggesting a synergy in promoting shoots and leaves, without significant changes
in roots. These results are significant for the in vitro propagation of P. punctata and
improve cultivation protocols applicable to other important plant species. It is
recommended to adjust the concentrations of growth regulators and increase the time

intervals for more evident morphogenesis, opening new lines of research.

Key words: Growth regulators, Indole-3-butyric acid, Indole-3-acetic acid, in vitro, 6-

benzylaminopurine, 6-furfuryl-aminopurine,

Xii



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

1.1.1 Passiflora

El género Passiflora, perteneciente a la familia Passifloraceae, es uno de los mas diversos
y ampliamente distribuidos, abarcando aproximadamente 530 especies y 400 hibridos
artificiales (Fonseca et al.,, 2022; Pizarro et al.,, 2022). Su distribucidon geografica es
extensa, desde el sureste de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina y Chile. Los
bosques tropicales de América del Sur, especialmente en Brasil, Colombia, Ecuador y
Peru, albergan la mayor diversidad de especies debido a los variados climas y habitats
presentes, lo que ha permitido la evolucién y diversificacion de innumerables plantas.

(Ulmer & MacDougal, 2004).

1.1.2 Passiflora punctata

En Ecuador, segun el Herbario QCA de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, P.
punctata se distribuye en las provincias de El Oro, Loja, Azuay y Manabi. No obstante,
portales como Trépicos también mencionan su presencia en las provincias de Guayas y
Esmeraldas. (Tropicos | Name - !Passiflora punctata L., s. f.). La descripcion morfoldgica
de P. punctata ha resultado complicada debido a la presencia de polimorfismo. Esto ha
llevado a la identificacién de numerosas especies que posteriormente se han
considerado sindonimos, dificultando una delimitacién taxondmica precisa. Este
fendmeno es consecuencia de la influencia selectiva ejercida por las mariposas de la

subfamilia Heliconiinae (Deginani, 2001).


https://www.zotero.org/google-docs/?DdCbmT
https://www.zotero.org/google-docs/?PXMstJ
https://www.zotero.org/google-docs/?9YbTBI

1.1.3 Morfologia

A pesar de esta complejidad, se aborda la morfologia del género Passiflora desde sus
caracteristicas generales. La mayoria de las especies son arbustos trepadores con tallos
lefiosos. Presentan hojas alternas que pueden ser enteras, lobuladas o, en ocasiones,
compuestas. Las estipulas nacen en la base de los peciolos y también poseen zarcillos
axilares que surgen de pedicelos estériles (Dhawan et al., 2004). En cuanto a las raices
se describe que a mayor edad tienden a ser gruesas y lignificantes (M. M. B. Morales

et al., 2015). Ver figura 1-1

Figura 1-1. Passiflora punctata a. toma general de la planta b.estipulas c. zarcillos
d. hoja entera lobulada.


https://www.zotero.org/google-docs/?cIns9d
https://www.zotero.org/google-docs/?LRXZCU
https://www.zotero.org/google-docs/?LRXZCU

1.1.4 Usos de Passiflora

Las especies domesticadas mas utilizadas, como P. edulis, P. ligularis y P. quadrangularis,
han sido ampliamente estudiadas debido a sus frutos comestibles y su significativo valor
comercial en la agricultura. Ademas, también son apreciadas por su valor ornamental,
destacando por sus codiciadas flores (Dhawan et al., 2004; Peila & Cruz, 2020). Asi
mismo se han abierto campo en la industria de la medicina siendo empleadas en
enfermedades como: colitis, diabetes tipo Il, hipertensién, diarrea y disenteria usando
sus diferentes drganos en formas de extractos, harinas y zumos (Landazuri et al., 2021).
Por otro lado, P. punctata, a pesar de ser una planta silvestre y no domesticada, juega
un papel crucial en la comercializacion de mariposas Heliconius para diversos fines,
como investigaciones, exposiciones vivas, museos y artesanias. Esta planta hospedera,
rica en compuestos cianogénicos toxicos, ha obligado a las mariposas Heliconius a
desarrollar la capacidad de detoxificar y utilizar estos compuestos para su defensa. Las
hembras de Heliconius muestran un comportamiento preciso de oviposicidn,
seleccionando meticulosamente brotes jévenes de P. punctata para maximizar la
supervivencia de sus larvas. Este delicado equilibrio de adaptaciones vy
contraadaptaciones, influenciado por la competencia interespecifica y la distribuciéon

geografica, explica la coevolucién entre P. punctata y Heliconius (Jiggins, 2017).

1.1.5 Principales enfermedades

Las condiciones tropicales, como precipitaciones intensas y altos niveles de humedad,
son propicias para el desarrollo de hongos, virus y bacterias en Passiflora. Entre los
hongos mas comunes se encuentra la podredumbre de collar, causada principalmente
por Phytophthora. Esta enfermedad se manifiesta inicialmente con el ennegrecimiento
y descomposicion de la base del tallo, lo que interrumpe el flujo de agua y nutrientes

(Agrios, 2005).

Otro hongo significativo es el que causa la antracnosis, generalmente atribuido a

Colletotrichum. La antracnosis se caracteriza por la aparicién de manchas oscuras y

3


https://www.zotero.org/google-docs/?hM93UQ
https://www.zotero.org/google-docs/?27uS4X
https://www.zotero.org/google-docs/?t54MTj
https://www.zotero.org/google-docs/?JXZd3m

hundidas en las hojas, tallos y frutos. Estas lesiones pueden expandirse rdpidamente en
condiciones de alta humedad, provocando la caida prematura de hojas y frutos (Zakaria,

2021).

En el dmbito viral, el potyvirus y el virus de mosaico amarillo son prevalentes. Estos virus
son transmitidos por insectos vectores, como los afidos, y causan deformaciones en las
hojas, mosaicos y manchas amarillas que afectan la fotosintesis y el desarrollo general
de la planta. Las plantas infectadas con estos virus presentan sintomas como la
acronecrosis, marchitez foliar y, eventualmente, necrosis total de la planta (Fischer

et al., 2008; Wang et al., 2021).

En el caso de las infecciones bacterianas, la mancha bacteriana, causada por
Xanthomonas campestris pv. passiflorae, es una de las mds comunes. Esta enfermedad
se manifiesta a través de la aparicién de pequefias manchas acuosas en las hojas y los
frutos, que eventualmente se vuelven necréticas. La infecciéon bacteriana puede
provocar la caida prematura de hojas y afectar el desarrollo de los frutos, disminuyendo

la produccién y calidad de los mismos (Montoya-Estrada et al., 2013).

1.1.6 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro surge como una técnica prometedora que permite el desarrollo y la
multiplicacion de células, tejidos y drganos vegetales de plantulas en condiciones
controladas. Esto se logra mediante la preparacion de un medio nutritivo estéril, junto
con la adecuada incorporacion de reguladores de crecimiento (Bidabadi & Jain, 2020;

Espinosa-Leal et al., 2018).

1.1.7 Medio de cultivo

Los medios de cultivo representan una parte fundamental del cultivo in vitro, ya que
contienen las sustancias necesarias para el crecimiento y desarrollo de los tejidos

vegetales. Estos medios son soluciones acuosas que contienen sales minerales,
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https://www.zotero.org/google-docs/?xKraTw
https://www.zotero.org/google-docs/?xKraTw
https://www.zotero.org/google-docs/?EJRe5Z
https://www.zotero.org/google-docs/?EJRe5Z
https://www.zotero.org/google-docs/?JnqGG3
https://www.zotero.org/google-docs/?LylFe5
https://www.zotero.org/google-docs/?LylFe5

proporcionando los elementos esenciales, tanto macronutrientes como
micronutrientes, necesarios para el desarrollo adecuado de las plantas (Murashige &
Skoog, 1962). Suelen ser enriquecidos con sacarosa, aminoacidos, vitaminas vy
reguladores de crecimiento para promover un desarrollo dptimo de los tejidos vegetales

(Sudrez Padrén, 2020).

1.1.8 Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento desempefian un papel crucial en el cultivo in vitro,
regulando una variedad de procesos fisiolégicos y morfoldgicos (Jaroszuk-Sciset et al.,
2019). Estas hormonas pueden influir en la diferenciacidon celular, el crecimiento de
tejidos y la formacidon de drganos, modificando los patrones morfoldgicos (Borjas-
Ventura et al., 2020). La aplicacién controlada de reguladores de crecimiento como
auxinas y citoquinas, ajusta el desarrollo de las plantulas, promoviendo la formacion de
brotes, hojas y raices, optimizando asi el proceso de cultivo y aumentando la eficiencia

de la propagacion masiva (Wang et al., 2021).

1.1.8.1 Citoquinas

Las citoquinas son una clase de reguladores de crecimiento que juegan un papel esencial
en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Regulan la expansidn y division celular, el
metabolismo del fdsforo y nitrégeno, el equilibrio hidrico, la integridad de los
cloroplastos y la senescencia. Se sintetizan principalmente en las raices y en el
meristemo apical, y se trasladan hacia las partes aéreas mediante el xilema, empleando

minerales como facilitadores de absorcién (Asif et al., 2022; Vaishnav et al., 2023).

Una vez en las células diana, las citoquinas se unen a receptores especificos en la
membrana plasmatica denominados HKs (Histidina Kinasas), que auto transfieren un
grupo fosfato a un residuo de histidina en la propia proteina. Este fosfato es luego
transferido a un residuo de aspartato en una proteina intermedia, conocida como AHPs

(Histidina Fosfotransferasa), la cual se transloca del citosol al ndcleo celular. En el
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nucleo, el grupo fosfato se transfiere a un residuo de aspartato en los reguladores de
respuesta (RRs) tipo B, promoviendo la transcripcién de genes especificos. Ademas, los
RRs tipo A funcionan como reguladores negativos, inhibiendo la respuesta para evitar
una sefalizaciéon prolongada. Otros factores, como las proteinas PHPs (Histidina
Fosfatasa) y el oxido nitrico (NO), modulan esta sefalizacién fosforilando o
desfosforilando proteinas especificas, ajustando asi la respuesta celular a las citoquinas

(Osugi & Sakakibara, 2015). Ver figura 2-1.
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Membrana plasmatica

Membrana nuclear I ° ——-NO

KMDs|_{ Tipo B RRs

® =
@

Figura 2-1. Sefial de citoquinas a través de Hisp - Asp phosphorelay.
Fuente: Osugi & Sakakibara, 2015

1.1.8.2 Auxinas

Las auxinas son compuestos organicos de pequefio tamafio y bajo peso molecular que
conforman el grupo mas amplio y diverso de reguladores de crecimiento presentes,
comunmente en todas las plantas. Su funcién principal radica en regular diversas

actividades de desarrollo vegetal, incluida la division celular, la formacién de brotes, la
6
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expansion vascular y el crecimiento de raices horizontales. Ademas, las auxinas
desempefian un papel crucial en el control de la senescencia y en la respuesta de las
plantas a patégenos, estrés abidtico y metales pesados. Asimismo, puede influir en la
produccién de frutos en plantas (Alcantara Cortes et al., 2019; Asif et al., 2022). Su
mecanismo de accién inicia el proceso de sefalizacion al unirse a los receptores
TIR1/AFBs y Aux/IAA en el nucleo, que forman parte del complejo SCFTIR1 (compuesto
por TIR1/AFB, ASK1, CUL1, RBX, y RUB) marcandose para poliubiquitinacion y posterior
degradacion por el proteasoma 26S. La degradacion de Aux/IAA libera a los ARFs, que

activan la transcripcién de genes sensibles a auxinas (Ljung, 2013) . Ver figura 3-1.

\)C\e° poljubiquitina
Aux/IAA

S ®
(e ~— 859
degradacion
de Aux/IAA

Perdida de
represion
de ARF

RFs

— MRNA

Gens sensibles a auxinas

Figura 3-1. Componentes clave en la percepcién y seiializacién de auxinas.
Fuente: Ljung, 2013

1.1.9 Reguladores de crecimiento en Passiflora

El uso de reguladores de crecimiento en Passiflora ha demostrado ser un enfoque eficaz

para mejorar el desarrollo de estas plantas. Investigaciones han explorado la
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implementacién de diferentes hormonas y sus concentraciones para optimizar diversos
procesos fisiologicos. Por ejemplo, el uso de 6-furfuril-aminopurina (kinetina) en
concentraciones de 2 mg/L., ha mostrado desarrollar brotes de plantulas de Pasiflora:
edulis f. flavicarpa, edulis, alata, caerulea, mollissima, coccinea, herbertiana y suberosa
(Drew, 1991). Asimismo, la aplicacion de 6-bencilaminopurina (6-BAP) en
concentraciones de 0 a 2 mg/L ha sido efectiva en la induccion de brotes y la
regeneracion in vitro de tejidos de P. edulis (Antoniazzi et al., 2018). Por otro lado, el
acido indol-3-acético (IAA) y el acido indol-3-butirico (IBA) se han utilizado en
concentraciones 0.5, 1y 2 mg/L., para mejorar el enraizamiento de esquejes (Jafari et al.,
2017). Estas investigaciones subrayan la importancia de ajustar las concentraciones de
reguladores de crecimiento segun las necesidades especificas de la planta y el objetivo

del cultivo.

1.2 Planteamiento del problema

La comercializacién de mariposas Heliconius abarca desde la fascinacion estética hasta
la investigacion cientifica y el turismo ecoldgico. Estas mariposas, con sus vibrantes
colores y complejos patrones, han cautivado la atencidn global de coleccionistas,
amantes de la naturaleza e investigadores (O. C. Morales et al., 2019). La crianza exitosa
de Heliconius depende en gran medida de P. punctata, ya que esta planta proporciona
el entorno ideal para la oviposicion y sirve como alimento para las larvas durante su
desarrollo, convirtiéndose en un refugio vital para su ciclo de vida (Jiggins, 2017). Sin
embargo, cultivarla de forma tradicional se ha convertido en una tarea complicada por
las enfermedades presentes en plantas tropicales (Wang etal., 2021). Estas
enfermedades pueden comprometer la salud de P. punctata, reduciendo su
disponibilidad y calidad, lo que a su vez afecta negativamente la cria de mariposas
Heliconius. Ante estos desafios, surge la necesidad de explorar métodos alternativos y

mas eficientes para su cultivo, asegurando asi un suministro continuo y saludable.
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1.3 Justificacion de la investigacion

En este sentido el cultivo in vitro surge como un método de evasidon de enfermedades,
y propagacion masiva de especies vegetales (Rozo & Gutiérrez, 2020.). Esta metodologia
ha sido ampliamente utilizada para conservar y multiplicar plantas de importancia
ecolégica y econdmica, ofreciendo una alternativa viable al cultivo tradicional. Sin
embargo, P. punctata al ser silvestre y no domesticada no cuenta con bibliografia acerca
de su relacidn con el cultivo in vitro y mucho menos con la aplicacion de reguladores de
crecimiento. Entender que el éxito del cultivo in vitro depende en gran medida de la
regulacién de los procesos fisiologicos de la planta, especialmente en las etapas iniciales
de multiplicacién celular, es fundamental. En este contexto, el uso de reguladores de
crecimiento como auxinas y citoquinas es esencial para controlar la morfogénesis
vegetal, permitiendo una alta tasa de supervivencia y un desarrollo adecuado de las
plantas (Bidabadi & Jain, 2020). Siendo cruciales para la elongacidn celular, la formacién
de raices, la division celular y el desarrollo de brotes, garantizando asi un crecimiento

equilibrado y saludable (Thorpe, 2007).
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1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 Objetivo General

Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento, tanto citoquinas (Kinetina y 6-

BAP) como auxinas (IAA y IBA) en la elongacién de brotes, induccién de hojas y raices

mediante cultivo in vitro de P. punctata.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de citoquinas (kinetina y 6-BAP) en

la longitud de brotes e induccién de hojas de P. punctata en cultivo in vitro.

e Comparar la influencia de diferentes concentraciones de auxinas (IBA y IAA) en la

longitud de brotes e induccidn de hojas y raices de P. punctata en cultivo in vitro.

e Determinar la combinacién de citoquina y auxina mas efectiva en términos de

longitud de brotes e induccién de hojas y raices.
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CAPITULO Il: METODOLOGIA

2.1 Diseio experimental

El disefio experimental se estructurd en tres fases: ensayo de citoquinas, ensayo de
auxinas y combinacién de auxinas y citoquinas. Para las dos primeras fases, se utilizé un
disefio de bloques al azar, con arreglo factorial 2x3 con tres repeticiones, empleando
diez esquejes por frasco, sumando un total de treinta explantes por concentracion. Las
concentraciones de citoquinas 6-furfuril-aminopurina (kinetina) & 6-bencilaminopurina
(6-BAP) fueron 0, 1 y 2 mg/L. De igual manera en el ensayo de auxinas: acido indol-3-
butiricoss (IBA) & Acido indol-3-Acético (IAA), se evaluaron concentraciones de 0, 1y 2
mg/L. Finalmente, en la combinacidon de auxinas y citoquinas, se seleccionaron las
concentraciones con mayor respuesta en términos de longitud de brotes e induccidn de
hojas y raices de las dos fases anteriores, se establecié un gradiente de concentracién
de + 0.50 mg/L. El disefio en esta fase fue completamente al azar con arreglo factorial
3x3, manteniendo tres repeticiones y diez esquejes por frasco, totalizando treinta

explantes por combinacion. Ver figura 1-2.

Fase 1 Fase 2
Citoquinas Auxinas
Kinetina 6-BAP IBA 1AA
oy 9 9 W o 9 W 9w U o 9 U
¥ 9w W W o o W 9w U "W 9w U
"W 9w U W oW o W W u W oW
0(mg/L) 1(mg/L.) 2 (mg/L.) 0(mg/L.) 1(mg/L.) 2 (mg/L) 0(mg/L) 1(mg/L) 2(mg/L) 0(mg/L) 1(mg/L.) 2 (mg/L)
Fase 3 Combinacion
Auxinas
1,5 (mg/L) 2 (mg/L) 2,5 (mg/L)
Bl g 9 @ W 9 U 4 9 u
§ 2 (mg/L)
g W 9 U i 9 U W uw wu
2,5 (mg/L)
w o w W 9 U ¥y o W

Figura 1-2. Croquis del disefio experimental.
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2.2 Preparacion de medios

Se empled la metodologia descrita por Molina (2015). Se prepard el medio de cultivo
Murashige & Skoog (MS) (MERCK®), suplementado con sucrosa (Acofarma®) en una
concentracion de 30 g/L. Se ajusté el pH del medio de cultivo a 5.8, utilizando NaOH 0.1
M y un pH-metro digital para garantizar la precision. También se adiciond agar planta
(PythoTechnology®) en una cantidad de 9 g/L. Se vertié en dos frascos Boeco los cuales
fueron calentados en el microondas hasta alcanzar el punto de ebullicion, verificada la
homogeneizacién, la solucién se autoclavé (Otahola Gémez & Diaz Gonzalez, 2010;

Shekhawat et al., 2015).

Una vez que el medio se encontraba en una temperatura tolerable al contacto con la
mano, se procedié a verter 40 mL en frascos de compota previamente autoclavados, de
dimensiones 7,94 cm de alto x 13,5 cm de didmetro con capacidad de 500 ml, todo
realizado dentro de una cabina de seguridad bioldgica (Thermo Scientific-1375®). Previo
a la polimerizacién del medio se adicioné: fitohormona y fungicida TILT® ingrediente
activo propiconazole: 1-[[2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-il] metil]-1H-1,2,4-
triazole en concentracién de 0,015 ml/L., cada frasco fue etiquetado con la fecha,
nombre del medio, concentracién de hormona y concentracidn de fungicida. En adicion
a esto, cada frasco tenia en su base 4 marcas diferentes. Cada una colocada de manera
intercalada que creaban un sistema ordinal para diferenciar cada tallo. Finalmente se

almacenaron hasta el dia de la siembra.

2.3 Obtencidn y desinfeccion de explantes

Bajo el contrato MAATE-DBI-CM-2023-0286 el muestreo de P. punctata se realizd en
uno de los invernaderos de la Universidad Regional Amazénica lkiam el cual se
encuentra en la longitud -0.949873 vy latitud -77.864446 a una altura media de 598
metros sobre el nivel del mar. Se seleccionaron segmentos de brotes nodales de 30 cm
de largo como material inicial para este estudio, no se considerd la edad de la planta

(Shekhawat et al., 2015). Los brotes fueron lavados con agua comun y se retiraron las
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hojas. Una vez limpios de impurezas iniciales se introdujeron en la cabina de seguridad
biolégica (Thermo Scientific-1375®) sobre toallas de mano para absorber el agua
residual. Ya secos, con la ayuda de pinzas, bisturi y cajas petri como bases de diseccidn,
se segmentaron en esquejes de 1,5 cm de longitud, asigndndoles una extensién de 0,5
cm en la parte superior del nudo y de 1 cm en la inferior. Esta diferencia de longitud se
implementd para distinguir la polaridad con la que el brote se desarrolla (Bhowmik &
Rahman, 2020). Finalmente, todos los esquejes fueron sometidos al proceso de
desinfeccion empleado por Gomez & Gonzdlez (2010) realizando pequefias
modificaciones. Los brotes se sumergieron en una solucién de alcohol al 70% durante
un minuto, seguido de una inmersion en solucién de agua y cloro comercial (5%
hipoclorito de sodio) en preparacion de tres partes de agua por cada parte de cloro,
durante un periodo de 10 minutos. Finalmente, los brotes fueron lavados tres veces en
intervalos de 5 minutos con agua autoclavada y depositados en toallas de mano

autoclavadas (Otahola Gémez & Diaz Gonzalez, 2010).

2.4 Incubacion

Para los tres ensayos los frascos fueron colocados en la cdmara bioclimatica (JS
RESEARCH INC) durante 21 dias. Las plantas fueron sometidas a un programa de 15
horas de luz y 9 de oscuridad a una temperatura de 27 +1 °C, intensidad de luz de 32

MEmM2 s -1 y humedad 80 % (Otahola Gomez & Diaz Gonzalez, 2010).

2.5 Monitoreo y analisis de datos

Para los tres ensayos se realizd un control semanal durante un periodo de 21 dias, en el
cual se tomaron fotografias de las plantulas in vitro. Estas imagenes fueron procesadas
mediante el programa Imagel®, considerando la longitud del brote (cm), el nimero de
hojas por brote y el nimero de raices por vitroplanta, con el objetivo de registrar las
respuestas morfogénicas de los diferentes reguladores de crecimiento. Finalmente, una
vez obtenidas las bases de datos, se llevaron a cabo pruebas estadisticas, incluyendo

Kolmogorov-Smirnov para la normalidad, Levene para la homogeneidad y un analisis de
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varianza (ANOVA). También se realizd una comparacion de datos por diferencias
estadisticas mediante la prueba de Tukey. En caso de que los datos no cumplieran con
la normalidad, se aplicé el equivalente no paramétrico de Kruskal-Wallis con ajuste de
Bonferroni seguido de una prueba Wilcoxon. Todos los datos fueron analizados en R
Studio® version 4.3.2 (R Core Team, 2023), utilizando los paquetes ggpubr, Imtest,

rstatix, ggplot2, readxl y dplyr, todos en su versién 3.4.0.
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CAPITULO lII: RESULTADOS

3.1 Supuestos de ANOVA

Se verificd que las variables evaluadas cumplieran con los supuestos necesarios de
normalidad y homogeneidad de varianzas. Para comprobar la normalidad, se aplico la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, mientras que la homogeneidad de varianzas se evalué

utilizando la prueba de Levene.

Tabla 1-3. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para Auxinas, citoquinas y
combinacion en cultivo in vitro de Passiflora punctata.

Citoquinas Auxinas Combinacion
Prueba Longitud Numero Longitud Numero Numero Longitudde Numero Numero
de brotes de hojas de brotes de hojas de brotes de hojas de
raices raices
Kolmogor 0.06 1.02e-11 0.68 2.2e-16 2.2e-16 0.63 2.8e-7 5.9e-12
ov-
smirnov
p value
Levene 0.33 4.51e-7 0.11 8.95e-13 2.2e-16 0.07 5.63e-8. 1l.4e-6

Los resultados indican que, para todos los tratamientos, la longitud de brotes respeto la
normalidad y la homogeneidad de varianzas con valores p>0.05. En contraste, el nUmero
de hojas y de raices no cumplié con la normalidad ni la homogeneidad de varianzas en

la mayoria de los casos con valores para p<0.05.

3.2 Ensayo citoquinas

3.2.1 Brotes

Tras los 21 dias de control, se observé que la mayor longitud de brote fue de 2.38 cm,

mientras que la menor longitud fue de 0.28 cm, pertenecientes a los ejemplares tratados

15



con kinetina 1 mg/L. y kinetina 0 mg/L. respectivamente. Asimismo, el andlisis de
varianza ANOVA determind que la interacciéon de la hormona y concentracién fue
estadisticamente significativa con un Pr(>F) 5.25e-16 ***. No obstante, a pesar de que
la mayor longitud se obtuvo con kinetina 1 mg/L, las muestras expuestas a la
fitohormona BAP de 2 mg/L., exhibieron la mayor respuesta promedio en cuanto a la
longitud de brotes, con una media de 1.19 cm y una desviacién estandar de + 0.44 cm.
Ademas, la prueba Tukey reveld diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones para la longitud de brotes. Los valores de Pr(>|t]) para las
comparaciones fueron: kinetina y BAP 0 mg/L 0.0104 *, kinetina y BAP 1 mg/L. 0.990 y
kinetina y BAP 2 mg/L < 0.001 ***  Esta prueba también permitié identificar las
agrupaciones formadas por las diferencias estadisticas, siendo grupo “a” la fitohormona
BAP 0 mg/L.; grupo “b” las hormonas kinetina 0 mg/L., BAP 1 mg/L. y kinetina 1 mg/L.;
grupo “c” BAP 2 mg/L.; y por ultimo el grupo “ab” de kinetina 2 mg/L. Ver Tabla 2-3

Tabla 2-3. Tendencias y variaciones de citoquinas en funcidn de las concentraciones para brotes

Reguladores Concentracion  Media (cm) Desviacion Agrupamiento
de (mg/L.) Estandar Tukey
crecimiento
BAP 0 0.615 +0.390 a
BAP 1 0.867 +0.349 b
BAP 2 1.197 1+ 0.442 o
kinetina 0 0.848 +0.369 b
kinetina 1 0.903 +0.401 b
kinetina 2 0.799 +0.243 ab

letras iguales no son estadisticamente diferentes para p < 0.05 segun Tukey

En la Figura 1-3 se visualizan diferentes efectos en el crecimiento de los brotes. La
combinacion BAP 0 mg/L. presenta la mediana mas baja 0.6 cm con un Q1 de 0.35cmy
un Q3 de 0.85 cm, indicando un menor crecimiento. En contraste, BAP 2 mg/L muestra
la mediana mas alta 1.21 cm, con Q1 en 0.84 cm y Q3 en 1.48 cm, sugiriendo que es la

combinacidon mas efectiva para promover el crecimiento de los brotes. Kinetina 0 mg/L
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y kinetina 1 mg/L tienen medianas similares 0.81 cm y 0.84 cm, respectivamente, con
Q1y Q3 enrangos cercanos. De manera que las combinaciones con BAP, especialmente
BAP 2 mg/L., son mas efectivas que las combinaciones con kinetina para el crecimiento
de brotes, considerando tanto las medianas como los cuartiles que indican una mayor

dispersidn y mayor crecimiento.
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Figura 1-3. Diagrama de cajas y bigotes del crecimiento de brotes por aplicacién de BAP y
kinetina. Los colores hacen referencia a las combinaciones hormona — concentracion.

3.2.2 Hojas

Dado que en este caso los datos no cumplian con los supuestos de normalidad vy
homogeneidad se aplicé prueba Kruskal-Wallis la cual reveld un valor chi-cuadrado de
110.42 y un valor p 2.2e-16, lo que indica diferencias significativas entre las
concentraciones de hormonas. También se realizaron comparaciones por pares
utilizando la prueba de rango con suma de Wilcoxon con correccién de continuidad y
ajuste de Bonferroni para los valores p. Las comparaciones entre concentraciéon BAP 1
mg/L. se diferencia significativamente de BAP 0 mg/L. p 0.00056, y kinetina 1 mg/L. se
diferencia significativamente de BAP 1 mg/L. p 0.048. La concentracién BAP 2 mg/L.

mostro diferencias altamente significativas con todas las demas concentraciones p 2.6e-
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12, indicando un impacto notable en el nimero de hojas. kinetina.2 también mostré
diferencias significativas con todas las demas concentraciones, especialmente con BAP
2 mg/L. p 2.6e-12. lo que sugiere que tanto BAP como kinetina en diferentes
concentraciones tienen efectos distintos y significativos en el nimero de hojas, sin

embargo, BAP 2 mg/L. mostré mayor indice de respuesta. Ver Tabla 3-3

Tabla 3-3. Comparaciones por pares utilizando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con
correccion de continuidad para nimero de hojas en ensayo citoquinas.

Reguladores BAP kinetina BAP kinetina BAP
creci:qeien to Concentracion 0 0 1 1 2
(mg/L.)
kinetina 0 1.00000 - - - -
BAP 1 0.00056 0.07984 - - -
kinetina 1 1.00000 1.00000 0.04893 - -
BAP 2 4.6e-11 8.1e-09 0.00111 2.5e-09 -
kinetina 2 0.00515 2.3e-05 2.1e-07 0.00063 2.6e-

12

3.3 Ensayo auxinas

3.3.1 Brotes

El andlisis ANOVA realizado indicé que el efecto de la concentracion de las hormonas es
altamente significativo con un Pr(>F)< 1.03e-10 ***, sugiriendo que las distintas
concentraciones de las reguladores de crecimiento IAA e IBA tienen un impacto
significativo en el crecimiento de los brotes. Asi mismo para la auxina I|AA, la
concentracion de 2 mg/L resulté en un mayor crecimiento promedio de los brotes 0.561
cm, con una desviacidon estandar de £ 0.199 cm, formando un grupo estadisticamente
diferente (b). Por otro lado, para la auxina IBA, tanto las concentraciones de 1 mg/L
0.546 cm, +0.119 como de 2 mg/L 0.549 cm, + 0.125 mostraron un aumento significativo

en el crecimiento, perteneciendo ambas al mismo grupo estadistico (b). Las
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concentraciones de 0 mg/L. para ambas auxinas mostraron el menor crecimiento

promedio y no presentaron diferencias significativas entre si (a). Ver Tabla 4-3

Tabla 4-3. Tendencias y variaciones de auxinas en funcion de las concentraciones para brotes

Reguladores Concentracion  Media (cm) Desviacion Agrupamiento
de (mg/L..) Estandar Tukey

crecimiento

IAA 0 0.408 +0.139 a

IAA 1 0.475 +0.136 a

IAA 2 0.561 +0.199 b

IBA 0 0.471 +0.139 a

IBA 1 0.546 +0.119 b

IBA 2 0.549 +0.125 b

letras iguales no son estadisticamente diferentes para p < 0.05 segin Tukey

El valor de la mediana IAA 0 mg/L. es de 0.41 cm, con Q1 en 0.34 cm y Q3 en 0.52 cm.
Mientras que IAA 2 mg/L. presenta un valor de 0.56 cm, con Q1 en 0.43 cm y Q3 en 0.65
cm lo que sugiere que esta Ultima presenta una mayor efectividad en el crecimiento de
los brotes. Sin embargo, las medianas de IBA 1 mg/L. e IBA 2 mg/L., son
aproximadamente iguales y cercanas a IAA 2 mg/L., 0.546 cm y 0.548 cm,
respectivamente. De esta manera, IAA 2 mg/L., IBA 2 mg/L., e IBA 1 mg/L., son las

combinaciones mas efectivas para promover la longitud de los brotes. Ver figura 2-3
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Figura 2-3. Diagrama de cajas y bigotes del crecimiento de brotes por aplicacién de IAA e
IBA. Los colores hacen referencia a las combinaciones hormona - concentracion.

3.3.2 Hojas

De igual manera se aplicé la prueba estadistica Kruskal-Wallis para comparar el nimero
de hojas, entre las diferentes concentraciones de hormonas IBA e |AA. El resultado de la
prueba de Kruskal-Wallis muestra un valor chi-cuadrado de 144.98 y un valor p < 2.2e-
16, lo que indica diferencias significativas en el nimero de hojas entre las diferentes
concentraciones de hormonas. Para identificar las diferencias especificas, se realizaron
comparaciones por pares utilizando la prueba de Wilcoxon con ajuste de Bonferroni. Los
resultados indican diferencias significativas entre IAA 0 mg/L. y IAA 1 mg/L. p 0.044, IBA
0mg/L.eIAA1mg/L.p 0.022,e IAA1 mg/L.eIBA1mg/L. p0.010. Ademas, IAA 2 mg/L.
mostro diferencias significativas con IAA 0 mg/L., IBA 0 mg/L., IAA1 mg/L., e IBA 1 mg/L.
p <0.001, e IBA 2 mg/L. mostré diferencias con IAA 1 mg/L. p 0.070 e IAA2 mg/L.p 2.3e-
08. Estos resultados sugieren que las concentraciones de 2 mg/L. de IAA y IBA tienen un

impacto significativo en la longitud de las hojas. Ver tabla 5-3.
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Tabla 5-3. Comparaciones por pares utilizando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con
correccion de continuidad para nimero de hojas en ensayo auxinas.

Reguladores IAA IBA IAA IBA I1AA
creci:'\eiento Concentracion 0 0 1 1 2
(mg/L.)
IBA 0 - - - - -
IAA 1 0.044 0.022 - - -
IBA 1 - - 0.010 - -
I1AA 2 3.4e-09 1.8e-10 8.0e-07 7.8e-12 -
IBA 2 - - 0.070 - 2.3e-08
3.3.3 Raices

Se realizé la prueba de Kruskal-Wallis para comparar el numero de raices entre
diferentes concentraciones de hormonas IBA e IAA. El resultado mostré un valor chi-
cuadrado de 68.977 y un valor p 1.673e-13, lo que indica diferencias significativas en el
numero de raices entre las diferentes concentraciones de hormonas. Los resultados de
la prueba de Wilcoxon con ajuste de Bonferroni Indican que no hay diferencias
significativas entre las concentraciones de IAA 0 mg/L. y IAA 1 mg/L. p 1.00000, y entre
IBA O mg/L. e IAA 1 mg/L. p 0.94374. Tampoco se observaron diferencias significativas
entre IAA1 mg/L. e IBA1 mg/L. p 0.72827, ni entre IAA O mg/L. e IBA 2 mg/L. p 1.00000.
Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre IAA 2 mg/L. e IAAO mg/L. p
0.00057, IBA 0 mg/L. p 0.00015, IAA 1 mg/L. p 0.00203 e IBA 1 mg/L. p 0.000035.
Ademas, la concentracion de IBA 2 mg/L. mostré una diferencia significativa con I1AA 2
mg/L. p 0.00136. Estos resultados destacan que la concentracién de IAA 2 mg/L. tuvo la
mayor respuesta en términos de crecimiento de raices, mostrando diferencias

significativas con casi todas las demds concentraciones. Ver Tabla 6-3
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Tabla 6-3. Comparaciones por pares utilizando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con
correccion de continuidad para nimero de raices en ensayo auxinas.

Reguladores IAA IBA I1AA IBA IAA
creci:'\eiento Concentracion 0 0 1 1 2
(mg/L.)
IBA 0 - - - - -
IAA 1 1.00000 0.94374 - - -
IBA 1 - - 0.72827 - -
I1AA 2 0.00057 0.00015 0.00203 0.000035 -
IBA 2 - - 1.00000 - 0.00136

3.4 Ensayo de citoquinas vs. Auxinas

3.4.1 Interacciones entre citoquina y auxina

Una vez determinado que en el ensayo de citoquinas la hormona BAP en una
concentracién de 2 mg/L. generd la mayor respuesta en términos de longitud de brotes
y generacidon de hojas, y que en el ensayo de auxinas la hormona IAA en una
concentracion de 2 mg/L. fue la que produjo la mayor respuesta en cuanto a longitud de
brotes y generacidn de hojas y raices, se procedio a evaluar las interacciones entre estos
reguladores de crecimiento. Para ello, se considerd un gradiente de concentracion de +

0.50 mg/L. para cada hormona. Ver tabla 7-3.

Tabla 7-3. Esquema de interacciones entre citoquina vs. auxina.

Reguladores I1AA
de Concentracion 1,5 2 2,5
crecimiento (mg/L)
1,5 1,5x1,5 1,5x2 1,5x2,5
BAP 2 2x1,5 2x2 2x2,5
2,5 2,5x1,5 2,5x2 2,5x2
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3.4.2 Brotes

Los resultados indican que todas las combinaciones pertenecen al mismo grupo
estadistico "a", lo que significa que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre ellas segln la prueba de Tukey. Sin embargo, se observa que la combinacién de
BAP 2.5 mg/L. + IAA 2.5 mg/L. tiende a favorecer el mayor crecimiento de los brotes,
presentando la mayor media en longitud de brotes (1.00 cm). Esta combinacion, junto
con BAP 1.5 mg/L. + IAA mg/L. (0.904 cm), muestra una tendencia a promover un

crecimiento mas robusto en comparacion con otras combinaciones. Ver Tabla 8-3

Tabla 8-3. Tendencias y variaciones de citoquinas vs. auxinas en funcidn de las concentraciones
para brotes

Concentracion de Media (cm) Desviacion Agrupamiento
reguladores de Estandar Tukey
crecimiento
(mg/L.)
BAP. 1,5 +1AA. 1,5 0.746 +0.386 a
BAP. 1,5+ 1AA. 2 0.740 +0.460 a
BAP. 1,5+ 1AA. 2,5 0.997 +0.673 a
BAP. 2 +1AA. 1,5 0.904 +0.481 a
BAP. 2 + IAA. 2 0.845 +0.480 a
BAP. 2 +IAA. 2,5 0.805 +0.400 a
BAP. 2,5 +1AA. 1,5 0.879 +0.493 a
BAP. 2,5 +1AA. 2 0.892 +0.445 a
BAP. 2,5 + 1AA. 2,5 1.00 +0.452 a

letras iguales no son estadisticamente diferentes para p < 0.05 segun Tukey

Las medianas de las combinaciones varian significativamente. La combinacién BAP 1.5
mg/L. + IAA 2 mg/L. tiene la mediana mas baja 0.59 cm, indicando una menor efectividad
en promover el crecimiento de brotes. En contraste, BAP 2.5 mg/L. + IAA 2.5 mg/L.
presenta la mediana mas alta 1 cm, siendo la mas efectiva. También destacan BAP 2

mg/L. + I1AA 2.5 mg/L. y BAP 2.5 mg/L. + IAA 2 mg/L. con medianas de 0.88 cm y 0.86 cm,
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respectivamente, mostrando eficacia para favorecer la elongaciéon de brotes. en
comparacion con otras combinaciones. Esto infiere que las combinaciones con mayores
concentraciones de BAP + IAA son mas efectivas para promover la longitud de los brotes.
Sin embargo, estos resultados no se pueden generalizar, porque la respuesta puede

variar segun la especie y las condiciones de cultivo. Ver Figura 3-3

Aunque no se encontraron diferencias significativas entre las combinaciones de
hormonas, estas observaciones (Tabla 8-3 y Figura 3-3), sugieren que las combinaciones
con mayores concentraciones de BAP + IAA son mas efectivas para promover la longitud
de los brotes. Sin embargo, estos resultados no se pueden generalizar, porque la

respuesta puede variar segun la especie y las condiciones de cultivo.

ro
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Figura 3-3. Diagrama de cajas y bigotes del crecimiento de brotes citoquinas vs auxinas. Los
colores hacen referencia a las interacciones hormona - concentracion.

3.4.3 Hojas

El resultado de la prueba de Kruskal-Wallis mostré un valor chi-cuadrado de 45.60 con
un p 2.83e-07, indicando diferencias significativas en el niumero de hojas entre las

diferentes combinaciones de hormonas. Las comparaciones mas relevantes muestran
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diferencias significativas: BAP 2 mg/L. + IAA 1.5 mg/L. comparado con BAP 1.5 mg/L. +
IAA 1.5 mg/L. p 0.00013, BAP 2 mg/L. + IAA 2 mg/L. comparado con BAP 1.5 mg/L. + IAA
1.5 mg/L. p 0.000021 y BAP 2.5 mg/L. + IAA 2.5 mg/L. comparado con BAP 1.5 mg/L. +
IAA 1.5 mg/L. p 0.00016. Estas combinaciones indican que las concentraciones mas altas
de citoquinas y auxinas particularmente 2 mg/L. y 2.5 mg/L. tienen un efecto
significativo en el nimero de hojas en comparacién con las concentraciones mds bajas.
Las comparaciones entre otras combinaciones, como BAP 2 mg/L. + IAA 2.5 mg/L. con
BAP 2 mg/L. + IAA 1.5 mg/L. p 0.00408, también muestran significancia. Sin embargo, la
mayoria de las comparaciones no muestran diferencias significativas, lo que sugiere que
muchas de las combinaciones de tratamientos no difieren significativamente entre si.
Las concentraciones de 2 mg/L. y 2.5 mg/L. de BAP combinadas con IAA muestran
efectos significativos en el nimero de hojas, indicando que estos niveles de

concentracion son efectivos para promover el crecimiento de hojas. Ver Tabla 9-3
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Tabla 9-3. Comparaciones por pares utilizando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con
correccion de continuidad para nimero de hojas en combinacion de citoquinas vs. auxinas.

BAP BAP BAP BAP BAP BAP BAP BAP

w 8 + + + + + + + +

g _EJ IAA IAA IAA IAA IAA IAA IAA IAA

B g Concentracié

5" % n 1.5+1.5 2+1.5 2.5+1.5 1.5+2 2+2 2.5+2 1.5+2.5 2+2.5
© (mg/L.)

BAP+IA 2+1.5 0.0001 - - - - - - -
A 3

BAP+IA 2.5+1.5 0.1636 1.00000 - - - - - -
A 2

BAP+IA 1.5+2 1.0000 0.00095 0.4791 - - - - -
A 0 8

BAP+IA 2+2 1.0000 0.00002 0.0418 1.0000 - - - -
A 0 1 3 0

BAP+IA 2.5+2 0.9599 0.19077 1.0000 1.0000 0.2748 - - -
A 1 0 0 1

BAP+IA 1.5+2.5 1.0000 0.23123 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 - -
A 0 0 0 0 0

BAP+IA 2+2.5 1.0000 0.00408 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 -
A 0 0 0 0 0 0

BAP+IA 2.5+2.5 1.0000 0.00016 0.1475 1.0000 1.0000 0.7989 1.0000 1.0000
A 0 9 0 0 4 0 0

3.4.4 Raices

Los resultados del test Kruskal-Wallis indican que no hay diferencias significativas en la

longitud de las raices entre los diferentes tratamientos, con un valor de chi-cuadrado de

2.24e-4 y un valor p de 9.999e-1. Lo que determind que las variaciones en las

concentraciones de BAP e IAA no tienen un efecto significativo en la longitud de las

raices. Ademas, en las comparaciones por pares usando la prueba de Wilcoxon con

correccion de continuidad entre combinaciones especificas de BAP e IAA. Los p-valores

obtenidos, ajustados mediante el método de Bonferroni, son predominantemente altos

1.00 o 0.34, indicando nuevamente la ausencia de diferencias significativas entre los

tratamientos comparados. Ver tabla 10-3
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Tabla 10-3. Comparaciones por pares utilizando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con
correccion de continuidad para nimero de hojas en combinacion de citoquinas vs. auxinas.

BAP BAP BAP BAP BAP BAP BAP BAP
+ + + + + + + +
1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA 1AA

Concentracion

1.5+1.5 2+1.5 2.5+1.5 1.5+2 2+2 2.5+2 1.5+2.5 2+2.5

Reguladores
de crecimiento

(mg/L.)
BAP+IAA 2+1.5 1.00 - - - - - - -
BAP+IAA 2.5+1.5 1.00 1.00 - - - - . .
BAP+IAA 1.5+2 1.00 - 1.00 - - - . .
BAP+IAA 2+2 1.00 0.34 1.00 0.34 - - - -
BAP+IAA 2.5+2 1.00 - 1.00 - 0.34 - - .
BAP+IAA 1.5+2.5 1.00 0.34 1.00 0.34 1.00 0.34 - -
BAP+IAA 2+2.5 1.00 - 1.00 - 0.34 - 0.34 -
BAP+IAA 2.5+2.5 1.00 - 1.00 - 0.34 - 0.34 -
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1 Ensayo de Citoquinas

4.1.1 Brotes

El analisis comparativo entre los ensayos de citoquinas revela diferencias significativas
en los efectos que estos reguladores de crecimiento ejercen sobre el crecimiento y
desarrollo vegetal. Se observé un resultado significativo de la concentracién y el tipo de
hormona en la longitud de brotes. Especificamente, se encontrd que el tratamiento con
BAP a una concentracion de 2 mg/L. mostré una mayor longitud de brotes, con una
media de 1.19 cm, lo que sugiere una mejor asimilacion en comparacién con la kinetina.

Ver tabla 2-3.

Las citoquinas desempefian multiples funciones cruciales en el control del desarrollo
vegetal, incluyendo la estimulacién de la proliferacién celular en los brotes, la iniciaciéon
y actividad de los meristemos apicales y axilares, la regulacidn del ciclo celular en las
células vegetales, y la sintesis de ARN y proteinas, lo que explicaria este comportamiento
(Gomez-Leyva et al., s. f.; Kieber & Schaller, 2018). Debido a su fuerte afinidad por los
receptores de citoquinina en las células vegetales, BAP ha demostrado ser
particularmente eficaz en la induccidn de brotes. Aunque no se han realizado estudios
previos en P. punctata, se ha observado que en otras especies de Passiflora BAP es
especialmente efectivo en promover el crecimiento y desarrollo de brotes. Asi lo
enfatiza (Ragavendran et al., 2012) en su experimentacién sobre el cultivo de Passiflora
foetida L., se compararon diferentes concentraciones de BAP 0.5, 1, 1.5y 2.0 mg/L. y
una combinacion de kinetina 0.5 + BAP 1.5 mg/L., los resultados mostraron que la
concentracion de 1.5 mg/L., de BAP produjo el mayor crecimiento, alcanzando una
altura de 7.3 cm en longitud de brotes. Demostrando que BAP fomenta el crecimiento
de las yemas laterales desplazando la dominancia apical, lo que se traduce en un

aumento de la division celular del meristemo, la ramificacion y la tasa de divisién celular.
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También se determind que el crecimiento de brotes mediante aplicacion de kinetina es
dependiente de BAP, lo que sugiere que kinetina de manera independiente no posee
una correcta absorcién por parte de los explantes. De igual manera estos resultados son
apoyados por (Jafari et al.,, 2017) quienes, en su experimentacion para la produccién
de brotes multiples en Passiflora caerulea L., utilizaron concentraciones de BAP que
varian de 1 a 4 mg/L. En su estudio, se observé que la mayor longitud de los brotes 5.8
cm, se obtuvo con una concentracién de 3 mg/L., destacando mayor respuesta en
concentraciones elevadas de BAP. Asi mismo en otro estudio realizado por (Huh et al.,
2017) se evalud el efecto de BAP y GA3 sobre las caracteristicas de crecimiento in vitro
de brotes de Passiflora edulis Sims, se determiné que BAP a una concentracion de 2
mg/L., produjo brotes con una longitud promedio de 3.4 cm, superior a las obtenidas

con concentraciones menores.

Otro factor a considerar en cuanto a la efectividad de BAP en comparacion con kinetina
puede ser por su estructura quimica. BAP posee un grupo bencilo unido a una adenina,
lo que le proporciona mayor estabilidad en el medio de cultivo, prolongando asi su vida
util. Por otro lado, kinetina tiene un grupo furfurilo unido a una adenina, lo que genera
una estructura menos estable y, en consecuencia, una degradacidon mas rapida en el

medio(Sompornpailin & Khunchuay, 2016).

4.1.2 Hojas

De igual manera para la generacién de hojas, la concentracion de BAP a 2 mg/L., mostro
diferencia significativa con otras concentraciones. Ver tabla 3-3, lo que sugiere que esta
hormona también es altamente efectiva en la induccidn de hojas. Sin embargo, estos
resultados contrastan con el estudio realizado por (Eshghi Khas et al., 2020) en el cual
independientemente de las diferentes concentraciones de BAP 0 a 2 mg/L., no se
encontré diferencia estadistica significativa, ya que el valor de p fue 0.302 y el promedio
del nimero de hojas por vitroplanta fue de 8.25. Sin embargo, en otro estudio realizado
por (Costa et al., 2018) se observd un mayor nimero de hojas a una concentracion de

0,5 mg/L. de BAP sin NAA, mientras que no hubo diferencias significativas entre las otras
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dosis sin auxina, lo que indica que el regulador BAP es necesario para obtener valores
mas altos en organogénesis de hojas. Lo que indicaria que el estrés del gradiente de
concentracion ayuda a las células a especializarse y activar genes especificos, lo que

conlleva en la formacién de hojas (Hong & Fletcher, 2023).

4.2 Ensayo de Auxinas

4.2.1 Brotes

El ensayo con auxinas mostré que la concentracion de 2 mg/L. de IAA fue la mas efectiva
para la promocidn de longitud de brotes con una media de 0.561 cm muy cercano a IBA
1, 2 mg/L., con una media de 0.546 y 0.549 respectivamente, sugiriendo un
comportamiento similar. Ver tabla 4-3. Sin embargo, esto se contrapone al estudio
realizado por (Sozo et al., 2016) en el que en el establecimiento de cultivo in vitro de P.
tenuifila y P. setacea mediante la aplicacion de IBA en concentraciones de 0 a 1 mg/L.
La concentracion de 0.25 mg/L. produjo la mayor longitud de brotes, alcanzando los 8.5

cm, seguida por la concentracién de 0.508 mg/L., que resulté en una longitud de 6.7 cm.

El ensayo con auxinas mostré que la concentracidn de 2 mg/L. de IAA fue la mas efectiva
para la promocion de longitud de brotes con una media de 0.561 cm muy cercano a IBA
1, 2 mg/L., con una media de 0.546 y 0.549 respectivamente, sugiriendo un
comportamiento similar. Ver tabla 4-3. Sin embargo, esto se contrapone al estudio
realizado por (Sozo et al., 2016) en el que en el establecimiento de cultivo in vitro de P.
tenuifila y P. setacea mediante la aplicacion de IBA en concentraciones de 0 a 1 mg/L.
La concentraciéon de 0.25 mg/L., produjo la mayor longitud de brotes, alcanzando los 8.5
cm, seguida por la concentracién de 0.508 mg/L., que resulté en una longitud de 6.7 cm.
Afirmando, que existe mayor respuesta en concentraciones menores. esto igual se
respalda mediante la experimentacién realizada por (Jafari et al., 2017) en el que se
buscd la proliferacidn in vitro de brotes de P. caerulea. a través de apices de brotes, con
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento BAP 0.5 1y 2 mg/L., e IBA en

concentraciones de 0 0.5 0.1 y 0.15 mg/L., reportando que el mayor nimero de brotes
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fue generado a partir la combinaciéon BAP 1.5 mg/L. + 0.15 IBA con un total de 9.86

brotes lo que recalca la importancia de IBA dependiente de BAP.

Esto igual se respalda mediante la experimentacion realizada por (Jafari et al., 2017) en
el que se busco la proliferacién in vitro de brotes de P. caerulea. a través de apices de
brotes, con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento BAP 0.5 1y 2
mg/L., e IBA en concentraciones de 0 0.5 0.1 y 0.15 mg/L., reportando que el mayor
numero de brotes fue generado a partir la combinacién BAP 1.5 mg/L. + 0.15 IBA con un

total de 9.86 brotes lo que recalca la importancia de IBA dependiente de BAP.

4.2.2 Hojas

Para la induccidn de hojas, la concentracion de 2 mg/L., de IAA también mostré una
respuesta significativa. Sin embargo, esto contrasta con los estudios realizados por (Sozo
et al,, 2016) en los que en las concentraciones de IBA 0.25 mg/L., resulté en un mayor
numero de hojas. Esta discrepancia puede sugerir que IAA e IBA, aunque ambos son
auxinas, pueden tener efectos diferentes en la formacién de hojas dependiendo de la
especie y las condiciones experimentales. Las auxinas, en general, influyen en la
organizacién del citoesqueleto y la direccidén de la expansion celular, lo que es crucial

para la formacién y crecimiento de las hojas (Garay-Arroyo et al., 2014).

4.2.3 Raices

En cuanto a la formacidn de raices, la concentracion de 2 mg/L., de IAA mostré la mayor
respuesta, lo cual es consistente con la funcidén conocida de las auxinas en la promocion
del crecimiento radicular. Esta hormona actua sobre el periciclo, una capa de células
parenquimatosas situada debajo de la endodermis, que es meristematica y da origen a
las raices laterales (ALONI et al., 2006). Sin embargo, en la experimentacién realizada
por (Jafari et al., 2017) en el que se buscé la proliferacién in vitro de brotes de P. caerulea
a través de apices de brotes, utilizando diferentes concentraciones de reguladores de

crecimiento IBA, NAA e IAAa 0.5, 1y 2 mg/L., se reportd que la mayor cantidad de raices
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(8 por vitroplanta) se obtuvo con IBA a una concentracion de 1 mg/L. Por otro lado, IAA
produjo la menor cantidad de raices, con un promedio de una raiz por brote. En
contraste, investigaciones previas (Jafari et al., 2022) sobre el efecto de diferentes
reguladores de crecimiento en P. caerulea, demostraron que 1 mg/L., de IBA generd un
promedio de 9.83 raices por vitroplanta, mientras que el IAA, independientemente de

la concentracidn, produjo solo una raiz por vitroplanta.

4.3 Ensayo de Combinaciones de Citoquinas y Auxinas

4.3.1 Brotes

El ensayo de combinaciones de citoquinas y auxinas mostrd que la combinacion BAP 2.5
mg/L. + IAA 2.5 mg/L., presentd la mayor media en longitud de brotes con una media de
1 cm. Ver tabla 8-3 Sin embargo, estos datos deben ser recibidos con precaucion, ya que
la interaccidn entre la concentracion y el tipo de reguladores de crecimiento depende
de la planta. Concentraciones elevadas de reguladores de crecimiento pueden inducir
una saturacidon hormonal, y una relacion no adaptativa de la planta a dicha combinacién
podria inhibir el crecimiento. (Afful et al., 2022). Asi lo demostré el estudio realizado por
(Rukaité, 2016) se centrd en la regeneracion directa in vitro de P. caerulea y P. edulis,
evaluando varias concentraciones de combinaciones de BAP e IAA. En P. caerulea se
probaron combinaciones de 1 mg/L., de BAP con 0.5, 1y 2 mg/L., de IAA, mientras que
en P. edulis se utilizaron combinaciones de 2 mg/L. de BAP con 0.5, 1y 2 mg/L. de IAA.
Los resultados demostraron que en P. caerulea, la combinacién de 1 mg/L. de BAP con
0.5 mg/L. de IAA resulté en un promedio de 3.5 brotes por explante, mientras que la
combinacidn de 1 mg/L. de BAP con 1 mg/L. de IAA produjo 2.8 brotes por explante. En
P. edulis, la combinacion de 2 mg/L. de BAP con 0.5 mg/L. de IAA fue la mas efectiva,
con un promedio de 5.2 brotes por explante y la combinacién de 2 mg/L. de BAP con 2
mg/L. de IAA produjo 3.8 brotes por explante. Lo que presupone que las concentraciones
moderadas de |AA son mas efectivas para la proliferacion de brotes, mientras que
concentraciones mas altas pueden inhibir el crecimiento debido a una posible saturacion

hormonal. De igual manera este comportamiento es apoyado por (P. et al., 2015) en el
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qgue se utilizaron diversas reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones
para evaluar su efecto en la iniciacién, multiplicacidon y enraizamiento de los explantes
en concentraciones de BAP 2 mg/L., kinetina 1 mg/L. e IAA 0.4y 0.8 mg/L. dando como
resultado que la concentraciéon mas efectiva para la multiplicacién de brotes fue en
concentraciéon BAP 2 mg/L., kinetina 1 mg/L. e IAA 0.8 mg/L. Las variaciones en las
respuestas entre las combinaciones podrian atribuirse al equilibrio preciso de citoquinas
y auxinas que optimiza la sefializacion hormonal y desencadena las vias de crecimiento
La interaccién de las hormonas podria haber establecido una atmdsfera hormonal mas
armoniosa, fomentando un mayor crecimiento celular y elongacién de las células de los

brotes. (Schaller et al., 2015).

4.3.2 Hojas

Para la generacion de hojas, las combinaciones de BAP e IAA a concentraciones de 2
mg/L. y 1.5 mg/L. mostraron efectos significativos. Este comportamiento puede ser
resultado de la interaccién entre las citoquinas y auxinas en la regulacién de la
morfogénesis foliar ya que las citoquinas promueven la division celular en el meristemo
apical, mientras que las auxinas influyen en la expansion celular y la formacién de
primordios foliares (Alcantara Cortes et al., 2019). Este efecto es similar al observado
en el estudio de (Eshghi Khas et al., 2020) donde la combinaciéon de BAP con IBA en
concentraciones de 2.2 y 0.5 uM generé los promedios mds altos en la induccion de
hojas, con un promedio de 9.44 hojas por explante. De igual manera en otro estudio
realizado por (Cardona Mejia, 2022) que buscé la caracterizacidn gendmica de los virus
que infectan los cultivos de P. edulis mediante el uso de cultivo in vitro, se
implementaron cinco medios de cultivo. Dos de estos medios utilizaron combinaciones
de citoquinas y auxinas: BAP 0.1, 0.6, 1.2 mg/L. con IBA 0.2, 1.0, 1.5 mg/L., y BAP 0.1,
0.6, 1.2 mg/L. con ANA 0.2, 1.0, 1.5 mg/L. Estas combinaciones mostraron un mayor
numero promedio de hojas 2.5 y 2.7, respectivamente en comparacién con los medios
que sélo emplearon un tipo de fitohormona. Esto sugiere que, aunque se utilicen

diferentes auxinas, los efectos en la morfogénesis foliar pueden ser muy similares,
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respaldando la idea de que la interaccién adecuada entre citoquinas y auxinas es crucial

para la promocién del crecimiento foliar.

4.3.3 Raices

En cuanto a la formacion de raices, las combinaciones de BAP con IAA no mostraron
diferencias significativas en la longitud de las raices. Este resultado podria indicar que la
interaccion entre citoquinas y auxinas en estas combinaciones especificas no favorece
la induccién de raices en P. punctata, o que la concentraciéon de citoquinas puede haber
contrarrestado el efecto de las auxinas en la formacién de raices (Alcantara Cortes et al.,
2019). Otra alternativa que puede ser tomada en cuenta es que aun en presencia de
hormonas, las concentraciones de sales de N, P y K en los medios MS suelen ser
demasiado elevadas para el enraizamiento. Al reducir la concentracién de sales a la
mitad, un tercio o un cuarto de la fuerza estandar, se incrementa la supervivencia de los
cultivos de meristemos y el enraizamiento. No obstante, aunque una menor
concentracion de sales puede favorecer la induccién de raices, en ocasiones puede

disminuir el crecimiento en la parte aérea de las plantas (Bajaj, 1991).

4.4 Clorosis

Durante todas las fases de la experimentacion, se observé consistentemente la clorosis
en los explantes, independientemente de la concentracién o tipo de hormona utilizada.
Lo que derivaria en diferentes factores que no se abordan en este estudio. Asi lo
menciona (Montenegro et al., 2014) concluyendo que las plantas cultivadas en medios
in vitro pueden presentar clorosis, a menudo atribuida a desbalances minerales,
especialmente por niveles altos de potasio y fosforo, que causan deficiencia de hierro.
Ademas, los fertilizantes inorganicos afiadidos a las sales minerales, como las del medio
MS, pueden contener impurezas y trazas de otros elementos, como cloruros y sodio,

que afectan la nutricidn y fisiologia de los explantes.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El analisis comparativo entre los ensayos de citoquinas y auxinas revela diferencias
significativas en los efectos que estos reguladores de crecimiento ejercen sobre el
crecimiento y desarrollo vegetal. En el ensayo de citoquinas, se evidencié un efecto
altamente significativo de la concentracidn y el tipo de hormona. Especificamente, el
tratamiento con 6-bencilaminopurina (BAP) a una concentracion de 2 mg/L. mostrd una
mayor longitud de brotes e induccidon de hojas, indicando una mejor asimilacién en
comparacion con 6-furfuril-aminopurina. En el ensayo de auxinas, no se encontraron
diferencias significativas en la longitud de brotes, ya que el comportamiento del acido
indol-3-butirico (AIB) y el acido indol-3-acético (AIA) fue muy similar. Sin embargo, en
hojas y raices, la concentracion de 2 mg/L. de 4cido indol-3-acético mostré tendencias
positivas entre los grupos tratados, evidenciando una mejor respuesta en comparacién

con otras concentraciones.

En el analisis de las combinaciones de citoquinas y auxinas, se observd una diferencia
significativa debido a la sinergia de estas hormonas. La combinacién de 6-BAP a 2.5
mg/L. e IAA a 2.5 mg/L. mostrd tendencias positivas en la promocién de brotes y hojas,
maximizando la sefializacién celular necesaria para la proliferacién y expansién celular.
Sin embargo, debido a la inhibicidn competitiva entre citoquinas y auxinas en el

desarrollo radicular, las combinaciones no cambiaron mucho en las raices.

Una vez analizados estos resultados, se sugiere que la optimizacién de la aplicacion de
reguladores de crecimiento podria lograrse utilizando cortes de concentracion mas
pequeiios para verificar si existe una varianza significativa entre tratamientos. De igual
manera, se podria incrementar los intervalos de tiempo para una morfogénesis mas

evidente.

Estos resultados tienen implicaciones significativas para la propagaciéon de P. punctata

in vitro y ofrecen una guia para la mejora de protocolos. Este conocimiento se aplica no
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solo a P. punctata, sino también a otras especies vegetales importantes para la
agricultura y el medio ambiente. Debido a la variabilidad en la respuesta hormonal, los
protocolos de cultivo deben adaptarse en funcidn de los factores fisioldgicos de los
explantes y las condiciones ambientales del medio de cultivo. Este estudio abre nuevas
lineas de investigacion para explorar los mecanismos moleculares y fisiolégicos de la
interaccidn entre citoquinas y auxinas, asi como el desarrollo de técnicas de cultivo in

vitro avanzadas que integren de manera efectiva estas hormonas.
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