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Resumen
La importancia económica, ecológica y medicinal de las pasifloras ha fomentado el desarrollo de investigaciones multidisciplinarias en 
estas plantas.  En cultivo in vitro, la embriogénesis no zigótica representa una alternativa para regeneración de plantas; no obstante, 
esta técnica ha presentado dificultades en la reproducibilidad de los protocolos, así como formación de ciertos embriones y plántulas 
anormales en algunas especies. En este estudio se evaluó la capacidad morfogénica de embriones zigóticos maduros (EZM) de 
Passiflora maliformis L para desarrollar embriones no zigóticos (ENZ), y posterior regeneración de plántulas. Se ensayó una etapa de 
inducción en la que se probaron 12 tratamientos en medio MS+VitB5 suplementado con 2,4-D, KIN y BA adicionados solos o com-
binados y, otra, de expresión en MS, MS con Carbón activado (CA) o MS con reguladores de crecimiento (RC) en concentraciones 
reducidas a 1/10 parte de las adicionadas en la etapa inducción. Altos porcentajes, 70%, de regenerantes fueron obtenidos en el 
medio suplementado con 1 mgL-1 BA y transferidos a medio de expresión MS, así como en el medio con 1 mgL-1 BA + 3 mgL-1 2,4-D, y 
transferidos a medio de expresión con CA, 60%. El 70% de las plántulas regeneradas se desarrollaron exitosamente en invernadero. 
Este trabajo es el primero que aborda la expresión del potencial embriogénico de EZM de P. maliformis induciendo exitosamente 
respuestas embriogénicas no zigóticas  a través de rutas directas e indirectas; los resultados obtenidos son aplicables al conocimiento 
de la embriogénesis no zigótica en otras pasifloras, con fines de mejoramiento y uso comercial.

Palabras Clave: Embriogénesis somática; In vitro; morfogénesis; regenerantes somáticos; pasifloras. 

Abstract 
The economic, ecological and medical significance of passion fruits has encouraged the development of multidisciplinary research in 
this group. In vitro culture, non-zygotic embryogenesis represents an alternative for plant regeneration; however, this technique has 
presented difficulties in the reproducibility of protocols as well as the development of certain embryos and abnormal plantlets in some 
species. We assessed in Passiflora maliformis L the morphogenic capacity in the mature zygotic embryos (MZE) to develop non-
zygotic embryos (NZE), and subsequent plantlets regeneration. We tested an induction stage with 12 treatments in MS + VitB5 medium 
supplemented with 2,4-D, KIN and BA added alone or combined and, another with a MS, MS with Activated Charcoal (AC) or MS with 
growth regulators (GR) in 1/10 concentrations reduced to 1/10 of those added in the induction stage. We obtained high percentages, 
70%, of regenerants in the medium supplemented with 1 mgL-1 BA and transferred to the MS expression medium, as well as in the 
medium with 1 mgL-1 BA + 3 mgL-1 2,4-D, and transferred to the expression medium with AC, 60%. 70% of the regenerated seedlings 
were successfully grown in the greenhouse. This is the first research that addresses the expression of the MZE embryogenic potential 
in P. maliformis, inducing a successfully embryogenic non-zygotic responses through direct and indirect routes; the obtained results 
are relevant to the knowledge of non-zygotic embryogenesis in other passion fruits, for breeding and commercial uses.

Keywords: Somatic embryogenesis; In vitro; morphogenesis; somatic regenerants; passion fruit. 
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Introducción
La familia Passifloraceae comprende aproximadamente 16 gé-

neros distribuidos en regiones tropicales y subtropicales (Pacheco 
et al. 2016) y fue descrita por Lineo (Linnaeu 1753) (Tavares 
et al. 2015). El género Passiflora comprende aproximadamente 
575 especies (Aguirre-Morales et al. 2016, Jørgensen et al. 2012) 
distribuidas desde el sur de Argentina hasta el sur de Estados 
Unidos; además, aproximadamente 20 especies se limitan a las 
regiones tropicales y subtropicales del Sudeste de Asia, Australia 
y Nueva Zelanda (Hansen et al. 2006). Colombia es el país con 
mayor diversidad con cerca de 170 especies reportadas y de ellas 
57 son endémicas (Ocampo 2013, Ocampo et al. 2010).

Las especies de Passiflora son de interés por la diversidad y exo-
tismo de sus hojas, flores, frutos y derivados (Abreu et al. 2009), 
como plantas ornamentales, medicinales, farmacéuticas y para 
aprovechamiento en la industria cosmética y frutícola (Pacheco 
et al. 2016). Las más cultivadas son maracuyá (Passiflora edulis f. 
flavicarpa Degener), granadilla (Passiflora ligularis Juss.) y gulupa 
(Passiflora edulis f. edulis Sims). Aunque es evidente el gran poten-
cial económico que tienen las especies silvestres y cultivadas, su 
productividad se ve limitada por falta de variedades ampliamente 
adaptadas y tolerantes a plagas y patógenos; faltan programas de 
mejoramiento genético (Pacheco et al. 2016, Zerbini et al. 2008).

La conservación de pasifloras silvestres generalmente se 
realiza en bancos de semillas, aunque la renovación periódica 
está limitada por la reducción del potencial de germinación, lo 
que resulta en la pérdida de materiales. Además, varias especies 
producen semillas con características específicas que dificultan 
el almacenamiento en los bancos (Pacheco et al. 2016, Veiga-
Barbosa et  al. 2013). Para superar esta limitación, el uso de 
metodologías in vitro puede contribuir tanto al aprovechamiento 
como a  la conservación de la diversidad genética del género 
(Pacheco et al. 2016).

Durante los últimos 50 años se han realizado estudios in vitro 
en algunas pasifloras, principalmente en maracuyá. Se describió 
inicialmente la inducción de organogénesis en Passiflora caerulea 
L. (Nakayama 1966) y en P. edulis f. flavicarpa y Passiflora molissi-
ma (Kunth) L. H. Bailey (Moran Robles 1978); desde entonces, 
diferentes procesos y sistemas de cultivo in vitro se han desarro-
llaron con éxito, a través de organogénesis y embriogénesis no 
zigótica (Pacheco et al. 2016), los cuales ofrecen, entre otras, la 
posibilidad de propagar plantas a gran escala (Pérez-Pérez et al. 
2017, Kanwar & Kumar 2008). 

Mientras que la organogénesis in vitro en pasifloras se ha 
abordado en diferentes investigaciones (Ozarowski & Thiem 
2013) la capacidad embriogénica de estas especies ha sido menos 
estudiada; Anthony et al. (1999) indujeron embriogénesis en 
suspensiones celulares de Passiflora gibertii N.E. Br, a partir de 
explantes foliares y Reis et al. (2007) reportaron embriogénesis 
indirecta a partir de líneas transformadas de raíz de Passiflora 
cincinnata Mast. Recientemente, se ha descrito embriogénesis 
no zigótica indirecta a partir de embriones zigóticos maduros 
(EZM) de P. cincinnata y P. edulis (Pinto et al. 2011, Da-Silva 
et  al. 2009). También se han evaluado eventos histológicos 
y ultraestructurales asociados al proceso embriogénico, para 
dilucidar los factores relacionados con la adquisición de com-
petencia embriogénica y determinación celular (Pacheco et al. 
2016, Rocha et al. 2012). 

A pesar de los avances anteriormente reportados, muy pocos 
estudios de embriogénesis somática se han realizado en especies 
silvestres (Pacheco et  al. 2016, Ozarowski & Thiem 2013, 
Guzzo et al. 2004); puesto que para Passiflora maliformis L. 
no se conocen reportes al respecto, en este trabajo se evaluó la 
capacidad de expresión morfogénica de EZM de P. maliformis 
para desarrollar ENZ. 

Materiales y métodos 
Material vegetal.- Semillas maduras de P. maliformis se obtu-

vieron de frutos comercializados en el mercado local de Chiscas 
(Boyacá-Colombia) (06°33'N, 72°29'W). Las semillas se depo-
sitaron en recipientes de vidrio, con agua destilada estéril, para 
su fermentación durante cuatro días; luego se lavaron con agua 
corriente para remover el arilo y se colocaron sobre papel absor-
bente, a temperatura ambiente de 13 ‒ 15 °C durante tres días.

Posteriormente, las semillas (Fig. 1A) se escarificaron manual-
mente escindiendo el borde de la testa y se sumergieron en agua 
destilada estéril durante tres horas para rehidratar los tejidos. En 
cámara de flujo laminar, las semillas escarificadas (Fig. 1A) se 
esterilizaron superficialmente mediante inmersión (1 minuto) 
en etanol al 70% (v/v), seguida por inmersión (20 minutos) 
en NaOCl (5.25% p/v) al 2.5% (v/v) con 0.1 mL de TWEEN 
20 y, finalmente, se enjuagaron cinco veces consecutivas en 
agua destilada estéril (protocolo reportado por  Melo-Vieira 
et al. (2014)). Los (EZM) (Fig. 1A) se aislaron con ayuda de 
estereoscopio, pinzas y bisturí y se cultivaron individualmente, 
en posición horizontal, en recipientes de vidrio (10 mL) con 
alícuotas de 4 mL de medio. 

Embriogénesis. Durante la etapa de inducción se utilizó un 
medio base compuesto por  sales minerales MS (Murashige & 
Skoog 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al. 1968), y 30000 
mgL-1 de sacarosa, mientras que para la etapa de expresión se 
utilizó MS. El pH de ambos medios se ajustó a 5.8±0.1, se 
solidificaron con 2800 mgL-1 de Phytagel® (Sigma Chemical 
Co.) y se esterilizaron en autoclave a 15 Psi y 121 °C por 20 
minutos. Los embriones cultivados se incubaron a 24±2 °C, con 
una intensidad lumínica de 70 – 80 µmol m-2s-1, suministrada 
por lámparas fluorescentes y, durante la etapa de inducción (30 
días) se mantuvieron en oscuridad y durante la fase de expresión 
y desarrollo (90 días), con fotoperiodo de 16/8 horas. 

Al final de la etapa de inducción se evaluó el efecto de los fitorre-
guladores 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 6-bencilaminopurina 
(BA) y Kinetina (KIN) adicionados al medio base en las concen-
traciones y combinaciones indicadas en la Tabla 1. Esta etapa se 
repitió tres veces, y se cultivaron 30 EZM en cada tratamiento.

Los explantes inducidos se transfirieron a diferentes medios de 
expresión: MS sin reguladores de crecimiento (RC) suplementado 
con 3000 mgL-1 de carbón activado (CA) (EI); MS con los mismos 
reguladores de crecimiento del medio de inducción pero disminui-
dos a 1/10 de su concentración (EII) y MS sin reguladores (EIII). 

Durante esta etapa, los explantes se subcultivaron cada 30 
días en recipientes de vidrio de 100 mL con alícuotas de 20 
mL de medio. 

Desarrollo de plántulas y aclimatización.- Al finalizar la 
etapa de expresión, los ENZ cotiledonares formados se transfi-
rieron a medio MS suplementado con 3000 mgL-1 de CA. Adi-
cionalmente, se ensayó la regeneración de plántulas cultivando 
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los ENZ sin aislarlos del explante, en MS suplementado con 1 y 
2 mgL-1 de KIN o BA e incubados a 24±2 °C con fotoperiodo de 
16/8 horas. Las plántulas regeneradas se transfirieron a macetas 
plásticas con un sustrato compuesto por tierra y arena (3:1), se 
mantuvieron en cuarto de incubación durante dos semanas y, 
posteriormente en condiciones de invernadero (15 ‒ 20 °C). Las 
macetas se cubrieron con polipropileno extensible para mantener 
la humedad relativa y después de tres semanas se eliminó de 
forma gradual.

Análisis estadístico.- Para determinar la interacción entre los 
tratamientos de inducción y de expresión, se aplicó un diseño 
factorial con tres réplicas, cada réplica consistió de 30 EZM 
(explantes primarios) para un total de 90 explantes por trata-
miento.  Se realizó un análisis de varianza univariado (ANOVA) 
para determinar el efecto de los tratamientos sobre la respuesta 
embriogénica somática y, se aplicó la prueba de comparación 

et

egec

ecot

ec

ecot

eg

eg

Figura 1. Respuestas embriogénicas no zigóticas de EZM de Passiflora maliformis.  (A) Explantes primarios: semilla 
intacta, semilla sin testa, embrión. (B) Explante embriogénico con embriones en estado corazón (ec), embriones en 
estado globular (eg) y embriones en estado torpedo (et). (C) Explante con embriones cotiledonares (ecot). (D) Embrio-
nes en estado corazón. (E) Embrión en estado torpedo. (F) Embrión en estado cotiledonar. (G) Callo embriogénico con 
ENZ formados vía indirecta: Embrión en estado globular (eg), embrión en estado cotiledonar (ecot). (H) Embriones no 
zigóticos formados vía directa e indirecta en diferentes estados de desarrollo. Embrión en estado de corazón, vía directa 
(ec) y embrión en estado globular, vía indirecta (eg). (I) Brotes en desarrollo a partir de embriones cotiledonares. (J) 
Plantas regeneradas aclimatizadas en invernadero. Barra= 0.5 cm (A-I); Barra= 10 cm (J).

Tabla 1. Tratamientos ensayados para inducción de em-
briogénesis no zigótica en embriones zigóticos maduros 
de Passiflora maliformis.

Tratamiento
Reguladores de Crecimiento (mgL-1)

2,4-D BA KIN
1 1 1 –
2 3 1 –
3 5 1 –
4 1 – 1
5 3 – 1
6 5 – 1
7 1 – –
8 3 – –
9 5 – –
10 – 1 –
11 – – 1
12 – – –
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múltiple LSD (Diferencia mínima significativa) para determinar 
similitudes y diferencias entre los tratamientos ensayados. Para 
los análisis se usó el software SAS (SAS Institute 2016).

La cuantificación de regenerantes a partir de ENZ y de plán-
tulas viables después de la aclimatización se calculó en términos 
porcentuales. 

Resultados  
Material vegetal, reguladores de crecimiento y condiciones 

de cultivo.- Los EZM utilizados como explantes primarios, for-
mados por tejidos muy juveniles, expresaron una gran capacidad 
morfogénica para el desarrollo de procesos de embriogénesis 
no zigótica vía directa y/o indirecta (Fig. 1B), observándose la 
formación de estructuras embrionarias globulares, en forma de 
corazón, torpedo y cotiledonares (Fig. 1B-F). Las respuestas 
embriogénicas no zigóticas observadas ponen en evidencia el 
efecto positivo de los reguladores de crecimiento utilizados, BA, 
KIN y 2,4-D, en P. maliformis; en los tratamientos control no 
se observó embriogénesis somática. La formación de ENZ y de 
callo embriogénico se observó con mayor frecuencia en los bor-
des de los cotiledones, la inserción cotiledonar y en la radícula.

Una temperatura de incubación de los subcultivos de 24±2 
°C, en oscuridad continua durante la etapa de inducción y un 
fotoperiodo de 16 horas durante la fase de expresión, así como 
el uso de 2800 mgL-1 de Phytagel, fueron condiciones favorables  
para la expresión de la capacidad embriogénica de los explantes 
cultivados.

Embriogénesis no zigótica.- En explantes cultivados en me-
dio de inducción con 1 mgL-1 BA (T10) y transferidos a medio 
de expresión sin RC (EIII), se cuantificó el mayor porcentaje de 
ENZ (70%). Respuestas embriogénicas no zigóticas favorables 

también se observaron en los explantes cultivados en presencia 
de 1 mgL-1 BA+3 mgL-1 2,4-D (T2) y que fueron transferidos 
a medio con CA (EI). En contraste, en los tratamientos de in-
ducción con 1 y 3 mgL-1  de 2,4-D (T7 y T8, respectivamente), 
la expresión de la capacidad embriogénica no superó el 17% en 
los medios de expresión EI y EII, mientras que en presencia de 
5 mgL-1 de 2,4-D  (T9 y EI) se cuantificó un 30% de explantes 
embriogénicos (Fig. 2).

I) Embriogénesis directa.- El análisis factorial indicó que 
la efectividad de la estimulación de procesos embriogénicos 
no zigóticos no se debió al efecto de la interacción entre los 
tratamientos de inducción (T1-T12) y los medios de expresión 
(EI-EIII) (p=0.5677; p≥0.05); no se observó diferencia estadís-
ticamente significativa entre EI, EII y EIII (p=0.1662; p≥0.05) 
pero si se observó diferencia entre los tratamientos de inducción 
(p=0; p<0.05) determinándose cuatro grupos estadísticos (Fig. 
3). El 20% de explantes embriogénicos registrado en presencia 
de 1 mgL-1 BA + 1, 3 ó 5 mgL-1 de 2,4-D inducción (T1, T2 
y T3, respectivamente) y transferidos a medio de expresión 
con CA (EI) fue mayor al registrado en presencia de 1 mgL-1 
KIN y/o 2,4-D y transferidos a los tres medios de expresión 
(EI, EII, EIII). 

II) Embriogénesis indirecta.- El análisis factorial indicó 
que la respuesta embriogénica no zigótica indirecta cuantificada 
se debió a la interacción entre los tratamientos de inducción 
y los medios de expresión (p=0), siendo algunos tratamientos 
significativamente más efectivos (LSD: siete grupos estadísti-
cos) (Fig. 4). 

En los explantes cultivados en el tratamiento  con 1 mgL-1 
BA + 3 mgL-1 2,4-D (T2) y transferidos a medio de expresión 
con CA (EI), se registró el mayor  porcentaje (50%) de explantes 

Figura 2. Respuesta embriogénica no zigótica de EZM de Passiflora maliformis. Los números entre 
paréntesis cuadrados indican la concentración, en mgL-1, de los reguladores de crecimiento utilizados.
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Figura 3. Respuesta embriogénica no zigótica directa de EZM de Passiflora maliformis a partir de EZM. Los números 
entre paréntesis cuadrados indican la concentración, en mgL-1, de los reguladores de crecimiento utilizados. Letras 
distintas entre tratamientos indican diferencia significativa, según la prueba de comparación múltiple de diferencia 
mínima significativa (LSD) (p ≤ 0.05).

Figura 4. Respuesta embriogénica indirecta de EZM de Passiflora maliformis. Los números entre paréntesis cuadrados 
indican la concentración de los reguladores de crecimiento utilizada en mgL-1. Letras distintas entre tratamientos indican 
diferencia significativa, según la prueba de comparación múltiple de diferencia mínima significativa (LSD) (p ≤ 0.05).
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que mostraron embriogénesis indirecta, en comparación con 
los tratamientos en los que se utilizó únicamente 1 mgL-1 de 

BA (10%), KIN (0%) o solo 2,4-D (<23%). No obstante, se 
observó que el porcentaje de explantes embriogénicos alcanzó 
23% cuando se incrementó la concentración de 2,4-D hasta 5 
mgL-1 (Fig. 4).

La formación de callo en los diferentes medios de inducción, 
se observó aproximadamente 8 días después de establecidos los 
cultivos. Los callos obtenidos de color amarillento, verdoso y 
amarillo verdoso, además de presentar apariencia compacta, 
mostraron mayor capacidad embriogénica.

III) Embriogénesis directa e indirecta.- El desarrollo si-
multáneo de procesos embriogénicos directos e indirectos (Fig. 
1H) solo se observó en presencia de 1 mgL-1 BA, 30% (T10) y 
1 mgL-1 KIN, 10% (T11), cuando fueron transferidos al medio 
de expresión EIII (Fig. 5). La simultaneidad en el desarrollo de 
ES directa e indirecta fue causada por la interacción entre los 
tratamientos de inducción con los medios de expresión (p=0) 
(Fig. 5).

Desarrollo de embriones somáticos.- Los embriones co-
tiledonares aislados de los explantes primarios y transferidos a 
MS+CA se mantuvieron sin cambios aparentes durante 15-20 
días y posteriormente murieron, siendo evidente que la presencia 
de KIN resultó indispensable para el desarrollo de plántulas a 
partir de ENZ cotiledonares. 

El 70% de las plántulas obtenidas por conversión y desarrollo 
de ENZ sobrevivieron en condiciones de invernadero (Fig. 1J). 

Discusión 
Los resultados obtenidos indicaron que los EZM utilizados 

como explantes primarios, por estar formados por tejidos muy 
juveniles, son materiales adecuados para inducir la expresión 
de capacidades morfogénicas en medio MS suplementado con 
Vitaminas B5 y con los reguladores de crecimiento ensayados en 
los diferentes tratamientos. Se sabe que los tejidos de explantes 
jóvenes responden favorablemente a la acción de los reguladores 
de crecimiento, poseen un alto grado de actividad meristemática 
y tienden a mostrar in vitro mayor plasticidad que los tejidos 
adultos (Ozarowski & Thiem 2013). Por lo tanto, la alta capa-
cidad morfogénica observada en EZM de P. maliformis, la cual 
se mantuvo durante un periodo prolongado a través de varios 
subcultivos, se puede atribuir, en gran parte, al estado juvenil 
de sus tejidos. Una respuesta semejante se reportó en explantes 
(EZM, hipocótilos y cotiledones) de Eucalytus globulus Labill. en 
los que el callo embriogénico obtenido se subcultivó durante 9 
meses sin perder su potencial embriogénico (Gómez et al. 2006).

En cuanto al medio de cultivo utilizado, los resultados de este 
trabajo concuerdan con los de Da-Silva et al. (2009), quienes 
reportaron embriogénesis no zigótica en cultivos de EZM de P. 
cincinnata utilizando el mismo medio básico. Por otra parte, los 
requerimientos de temperatura de los cultivos in vitro tienden a 
estar en el rango de 23 a 27 °C (El-Esawi 2016); para P. malifor-

Figura 5. Respuesta embriogénica no zigótica directa e indirecta desarrollada simultáneamente en los 
EZM de Passiflora malliformis. Los números en paréntesis cuadrados indican la concentración, en mgL-1, 
de los reguladores de crecimiento utilizados. Letras distintas entre tratamientos indican diferencia sig-
nificativa, según la prueba de comparación múltiple de diferencia mínima significativa (LSD) (p ≤ 0.05).
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mis una temperatura de 24±2 °C facilitó la expresión adecuada 
de respuestas embriogénicas. La incubación de los explantes en 
oscuridad continua durante la etapa de inducción resultó favo-
rable para los procesos de dediferenciación y rediferenciación 
celular observados. Según El-Esawi (2016), los tejidos de los 
explantes cultivados en oscuridad suprimen la diferenciación, 
por ejemplo, de plastidios en cloroplastos; además, las condi-
ciones de oscuridad pueden inhibir la germinación precoz de 
embriones jóvenes.

La incubación de los explantes en fotoperiodo de 16 horas 
durante la fase de expresión, resultó en un gran número de 
explantes con respuesta embriogénica; al respecto, Chiaverini-
Pinto et al. (2010), han indicaron que la oscuridad fue crucial 
para la inducción de yemas adventicias en Passiflora alata Curtis; 
no obstante, la influencia determinante de la luz sobre la capaci-
dad morfogénica de los explantes también ha sido reportada en 
cultivos de Passiflora suberosa L. (Boffino-de-Almeida-Monteiro 
et al. 2000) y de otros grupos de plantas  (Pérez-Pérez et al. 2017). 
En general, las condiciones de iluminación son particularmente 
importantes y existen evidencias del efecto de la calidad de la luz, 
sobre la formación y multiplicación de embriones somáticos, lo 
cual varía según la especie y el estado fisiológico de desarrollo 
del tejido cultivado (Rodríguez-Sahagu et al. 2011).

El tipo y concentración del agente gelificante utilizado 
(Phytagel®, 2800 mgL-1) demostró ser un soporte adecuado 
para los procesos de inducción en EZM y posterior expresión 
de respuestas morfogénicas; no obstante, en pasifloras ha sido 
exitoso el uso tanto de Phytagel como de Agar-Agar (Da-Silva 
et al. 2009, Ozarowski & Thiem 2013). 

Los EZM utilizados en este trabajo demostraron tener una gran 
capacidad para producir ENZ en diferentes estados de desarrollo, 
tanto por vía directa como indirecta (Figura 1H) en presencia de 
RC. Si bien, en los tratamientos control no ocurrió embriogénesis 
no zigótica, si se observó la germinación de embriones zigóticos; 
al cabo de 15 días de cultivo, estos embriones desarrollaron 
plántulas de 6 a 7 cm. La ausencia de ENZ en el tratamiento 
control se debe, en parte, a que en la mayoría de especies los RC 
son necesarios para  inducir dicho proceso; observándose que 
las auxinas y citoquininas son factores clave para determinar la 
respuesta embriogénica, probablemente debido a su participación 
en la regulación del ciclo celular, división y diferenciación (Gaj 
2011, Fehér 2008). En el total de explantes de los tratamientos 
control se observó que, en el medio de inducción, 99% de los 
embriones zigóticos germinaron; además, en la siembra de cerca 
de 400 embriones zigóticos en medio MS también se cuantificó 
98% de germinación (ensayos preliminares, datos no mostrados).

Durante los últimos años, son pocos los estudios reportados 
sobre embriogénesis no zigótica en pasifloras (Da-Silva et al. 2009, 
Pinto et al. 2010, Pinto et al. 2011, Rocha et al. 2012, Rosa & 
Dornelas 2012, Ozarowski & Thiem 2013) y para P. maliformis 
este es el primero. En P. maliformis, la presencia de BA solo o en 
combinación con 2,4-D fue indispensable para la formación de 
ES (T10 y T2), lo cual confirma que el BA y el 2,4-D son factores 
determinantes en la respuesta embriogénica de varias pasifloras 
(Ozarowski & Thiem 2013, Da-Silva et al. 2009).

La mayoría de los tratamientos reportados para inducir em-
briogénesis no zigótica pueden afectar el balance auxinico entre 
las células del explante cultivado. Explantes con altos niveles 

de auxinas endógenas pueden presentar mayores respuestas 
sin requerir auxinas exógenas. En el caso de P. maliformis se 
observó que en aquellos tratamientos en los que se adicionó al 
medio de inducción solo la auxina, el porcentaje de explantes 
embriogénicos no fue significativo (Fig. 2). Así como en otros 
procesos morfogénicos, el desarrollo de embriones no zigóticos 
puede ocurrir bajo condiciones libres de auxinas, lo cual indica 
que las células adquieren la capacidad para sintetizarlas; se ha 
reportado que la síntesis de auxinas y su transporte polar es un 
paso clave en la formación de meristemos fundamentales para 
el desarrollo del embrión (Fehér 2008).

Rosa y Dornelas (2012) reportaron que las primeras y mayores 
respuestas embriogénicas en Passiflora foetida L. se observaron en 
la inserción de los cotiledones de embriones zigóticos en medios 
suplementados con auxina y citoquinina; esta formación de ENZ 
mayoritariamente en los bordes de los cotiledones, las inserciones 
cotiledonares y en la radícula,  también se observó en los explan-
tes de P. maliformis cultivados en el presencia de BA+2,4-D (T2), 
y que posteriormente fueron transferidos a medio con CA (EI) 
(Fig. 2). Adicionar CA al medio de expresión conlleva una rápida 
adsorción de reguladores de crecimiento tanto endógenos como 
exógenos, lo cual puede influir en los sistemas regenerativos de 
Passiflora (Ozarowski & Thiem 2013), resultando beneficioso 
para la iniciación de procesos embriogénicos no zigóticos ob-
servados en el 60% de los explantes cultivados.

La mayoría de modelos embriogénicos inducidos in vitro 
indican que el 2,4-D es requerido para la iniciación del progra-
ma celular vía embriogénesis no zigótica (Guzzo et al. 2004); 
en P. maliformis, en los tratamientos T7 y T8 (Fig. 2), en los 
que solo se adicionó al medio de inducción 2,4-D (1 y 3 mgL-1, 
respectivamente), la estimulación de la capacidad embriogénica 
no superó el 17% en los medios de expresión EI y EII, mientras 
que en el tratamiento T9 + EI (5 mgL-1 2,4-D) se observó 30% 
de explantes embriogénicos. Las auxinas, como el 2,4-D, sirven 
para inducir la formación de células embriogénicas, posible-
mente, por la activación de un gen que inicia la diferenciación; 
también pueden promover el incremento de poblaciones celu-
lares embriogénicas a través de divisiones celulares repetitivas, 
mientras simultáneamente se suprime la diferenciación celular 
y se convierten en embriones (El-Esawi 2016).

En los tratamientos en los que se combinó el 2,4-D, en cual-
quiera de sus tres concentraciones, con las dos citoquininas, los 
porcentajes más altos de estimulación de la capacidad embrio-
génica se obtuvieron cuando los explantes fueron transferidos al 
medio de expresión con CA (EI), lo cual puede deberse a que los 
embriones no zigóticos son muy sensibles a sustancias tóxicas y 
volátiles producidas durante el cultivo in vitro. Por lo tanto, la 
adición de CA al medio, principalmente durante la fase de diferen-
ciación, es una alternativa de efecto benéfico por su actividad pues 
además de favorecer los procesos de crecimiento y de potencializar 
el efecto de los fitorreguladores, el CA adicionado a los medios 
de cultivo ejerce un control positivo de la oxidación tanto en el 
medio de cultivo como en el tejido vegetal propiamente dicho, 
reduciendo considerablemente la pérdida de material vegetal 
por necrosis causada por la oxidación. De acuerdo con Roca y 
Mroginski (1993), la oxidación de algunos compuestos químicos 
como taninos, fenoles y polifenoles es uno de los aspectos de más 
difícil manejo en cultivos in vitro, y es causal de la inhibición de 
las actividades enzimáticas relacionas con la síntesis de proteínas, 
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y de la respuesta de los tejidos a las diferentes fitohormonas. Por 
esta razón, la oxidación de los tejidos vegetales cultivados bajo con-
diciones in vitro termina con la supresión total de toda respuesta 
de crecimiento y desarrollo del tejido, y una posterior necrosis del 
mismo (Pedroza-Manrique 2007, Pedroza-Manrique 2009). Por 
tanto, la presencia del CA es importante para garantizar un buen 
desarrollo fisiológico de las plántulas y de esta forma contribuir a 
su viabilidad (Pedroza-Manrique 2009).

Los porcentajes de explantes que presentaron embriogénesis 
directa tendió a disminuir en los medios suplementados úni-
camente con KIN o 2,4-D (Fig. 3); no obstante, se observó 
un incremento en el porcentaje de explantes embriogénicos, 
al transferir los explantes del medio suplementado con 2,4-D 
(5 mgL-1) a MS con CA (EI), indicando una alta capacidad de 
respuesta morfogénica de EZM tal como lo reportaron Da-Silva 
et al. (2009) para P. cincinnata; esta respuesta se debe, en muchos 
casos, a la disminución brusca del nivel de 2,4-D que desata el 
inicio del proceso embriogénico (Fehér 2008).

El desarrollo de embriogénesis indirecta en P. maliformis en 
presencia de la combinación citoquinina-auxina (T2,1 mgL-1 
BA + 3 mgL-1 2,4-D) concuerda con resultados similares para 
otras pasifloras (Ozarowski & Thiem 2013). Pinto et al. (2011) 
observaron formación de callos embriogénicos en embriones 
zigóticos maduros de P. edulis en medio MS suplementado con 
2,4-D (4 - 32 mgL-1) solo o combinado con BA (1 mgL-1). Da-
Silva et al. (2009) obtuvieron a partir de EZM embriogénesis 
somática de P. cincinnata, pero el mayor número de embriones 
no zigóticos se indujo en medio con 2,4-D (32 mgL-1) + BA (1 
mgL-1).  Rocha et al. (2012) y Pinto et al. (2010) estudiando la 
embriogénesis en MS suplementado con 2.4-D (4 mgL-1) + BA 
(1 mgL-1) y, Rosa  y Dornelas (2012), también comprobaron 
que concentraciones de 2,4-D (3 y 4 mgL-1) combinados con 
BA (1 mgL-1) fueron las más efectivas para la regeneración de 
plantas a partir de callos de P.  foetida; así mismo, reportaron 
la conversión de embriones somáticos bien formados a plantas, 
alcanzando el 60% de plantas aclimatizadas en invernadero. 
No obstante, Tavares et al. (2015) obtuvieron altos porcentajes 
(90%) de regenerantes normales a partir de embriones zigóticos 
inmaduros en medio MS + vitaminas B5 sin 2,4-D, en contraste 
con los valores de plántulas regeneradas a partir de EZM hasta 
entonces reportadas por otros autores (60%).

Por tanto, se ha comprobado que la respuesta embriogénica 
somática de Passiflora, ocurre cuando se utiliza como medio 
básico MS o MS con vitaminas B5, como ocurrió en este estudio 
para P. maliformis y en Passiflora miniata Vanderpl. y Passiflora 
speciosa Gardner (Tavares et  al. 2015), en presencia o no de 
BA y 2,4-D, aunque la combinación no siempre fue necesaria. 

En cuanto al uso exclusivo de 2,4-D en concentraciones altas (5 
mgL-1) y su efecto sobre la embriogénesis indirecta, los resultados 
de este estudio concuerdan con la frecuencia de callo con ENZ 
obtenida en P. cincinnata, cuando aumentó la concentración de 
2,4-D (4 mgL-1 2,4-D) (Da-Silva et  al. 2009). Los resultados 
confirman que una mayor concentración de auxinas que de cito-
quininas en el medio, también indujo embriogénesis no zigótica 
en Passiflora, lo cual respalda protocolos eficientes en otras especies, 
en las que la inducción de embriogénesis somática se ha consegui-
do principalmente con el uso de auxinas y, de ellas, la que se ha 
utilizado con más frecuencia es el ácido 2,4-diclorofenoxiacético 
(2,4-D) (Viñas & Jiménez 2011, Tovar et al. 2016).

En el caso de los explantes en los que se desarrolló simultá-
neamente embriogénesis no zigótica directa e indirecta (Fig. 5) 
la acción de las citoquininas (BA y KIN) fue efectiva, aunque 
el porcentaje de explantes con este tipo de respuesta fue inferior 
en comparación con aquellos en los que ocurrió un único tipo 
de embriogénesis (directa o indirecta).

Loyola-Vargas et al. (2008) plantearon que los principales 
factores involucrados en la estimulación de la embriogénesis y 
el tipo (directa o indirecta) de morfogénesis depende de la natu-
raleza, concentración y tiempo de exposición a las fitohormonas 
empleadas, estado y balance de las fitohormonas endógenas, la 
fuente y estado fisiológico (la capacidad para responder) del 
explante, el medio de cultivo y las condiciones de cultivo utili-
zadas; por tanto, la interacción entre estos factores determina, 
en gran parte, la inducción y expresión de un modo específico 
de diferenciación celular y desarrollo (Gaj 2011).

El limitado desarrollo de regenerantes en medio MS+CA 
pudo deberse a la separación de los embriones del callo o del 
explante inicial en el momento de ser transferidos, y al efecto 
(negativo) acumulativo del CA durante la fase de crecimiento 
y desarrollo, contrario a lo reportado para P. miniata y P. spe-
ciosa (Tavares et al. 2015); en ese estudio para el desarrollo de 
plántulas, se recuperaron embriones no zigóticos aislados y se 
transfirieron  a medio MS+Vit B5, en ausencia de mioinositol 
y sustituyendo el Phytagel por Agar.  

Los resultados registrados al final de la etapa de expresión (90 
días) indicaron que los regenerantes de P. maliformis requieren la 
presencia de KIN para el crecimiento y desarrollo de plántulas. 
En pasifloras existen pocos datos sobre conversión de embriones 
somáticos a plántulas; esta conversión difiere entre genotipos, 
especies y sistemas de cultivo, y es un proceso regulado por 
acción génica; no obstante, es una regulación independiente 
del control que realizan los genes sobre la embriogénesis (Fehér 
2008). Los problemas que surgen durante el proceso de conver-
sión son atribuidos, en muchos casos, a morfologías atípicas o a 
la inmadurez de los embriones no zigóticos formados.

En conclusión, debe enfatizarse que este estudio es el primer 
trabajo en el que se reconoce el potencial embriogénico de 
EZM de P. maliformis y se induce exitosamente una respuesta 
embriogénica no zigótica a través de rutas directas e indirec-
tas.  La mayor cantidad de explantes embriogénicos (70%) se 
cuantificó en los tratamientos de inducción suplementados 
con 1 mgL-1 de BA y transferidos a medio de expresión sin 
reguladores de crecimiento y 1 mgL-1 de BA + 3 mgL-1 de 
2,4-D transferidos a medio de expresión con CA (60%). El 
70% de las plantas regeneradas se desarrollaron con éxito en 
condiciones de invernadero.

El protocolo de embriogénesis no zigótica propuesto para P. 
maliformis constituye un referente para el desarrollo de dicho 
proceso en otras especies silvestres de Passiflora con fines de apro-
vechamiento y de mejoramiento para su explotación comercial.
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