CULTIVO «IN VITRO~> DE TEJIDOS DE « PASSIFLORA CAERULEA~*

Por FERMIN NAKAYAMA 2

INTRODUCCION

Durante el crecimiento y desarrollo en los vegetales, se puede
observar una variacién en su aspecto externo, que comienza a ma-
nifestarse desde la formacién de la cigota y continiia a través de su
ciclo biolégico. Un caso particular se encuentra en la forma de las
hojas a lo largo del tallo, que en determinadas especies, tanto her-
biceas (Ashby, 1957) como lefiosas (Schaffalitzky, 1954), es pro-
nunciadamente evidente. Esta caracteristica, puede estar relacio-
nada con los procesos del desarrollo ontogénico, y para algunos
autores, da la medida de la edad fisiolégica del tejido que lo ha
formado (Krenke, 1940; Sivori, 1955), como consecuencia de mo-
dificaciones de su estructura quimica interna, bajo la influencia de
factores externos, e internos como metabolitos provenientes de é1-
ganos preformados (Sivori, 1963). Estos productos invelucrados
en la diferenciacién de un 6rgano dado, serian de naturaleza nutri-
tiva (Allsopp, 1965) u hormonal (Went, 1951).

La complejidad del sistema metabélico en donde actiian, no per-
mite sin embargo, establecer con claridad la participacién que co-

1 Trabajo iniciado bajo el ejercicio de una beca de perfeccionamiento del
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (marzo 1964-febrero
1965) y continnado con un contrato con la Comisién Especial de Fisica Até-
mica y Radioisétopos - Univ. Nac. de La Plata; realizado en el laboratorio de
la citedra de Fisiologia Vegetal y Fitogeografia de la Fac. de Agronomia de
La Plata, bajo la direccion del Ing. Agrén. Enrique M. Sivori. Trabajo recibido
para su publicacién el 20 de julio de 1966.

2 Ingeniero agrénomo.



64 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIiA (32 Ep.), XLII (1), LA PraTa, 1966

rresponde a-cada una de ellas. Investigaciones mas recientes, han
logrado resolver parcialmente el problema, limitando los fenome-
Bpos de correlacion, con el aislamiento de érganos, tejidos o células.
El cultivo de los mismos, en medios nutritivos artificiales, en don-
de reaccionan frente a determinados “factores” incorporades al
medio, ha demostrado ser un medio eficaz (Miller y Skoog, 1953;
Butenko, 1960; Allsopp, 1965 y otros). Esta técnica implica nece-
sariamente el conocimiento de las condiciones minimas requeridas
para que las mismas prosperen (Gautheret, 1959).

En el presente trabajo, se exponen los resultados obtenidos en
el cultivo “in vitro” de tejidos de Passiflora caerulea L., “mburu-
cuya”, una planta de manifiesto crecimiento heteroblastico (Mon-
taldi et. al., 1963) 1, sobre la que se han estudiado ademas, algunos
aspectos relacionados con la morfogénesis, tanto sobre tejido origi-
nal, como sobre material proveniente de sucesivos repiques, paso
previo para resolver los problemas planteados.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron segmentos de allo de plantas que crecen en €l Jar-
din Botinico de la Facultad de Agronomia de La Plata. En las
primeras experiencias, se tomaron de una planta de gran porte y
muchos afios de edad, los que evidenciaron la presencia de micro-
organismos en el interior de sus tejidos, que impidieron el poste-
rior crecimiento de los cultivos, comprobaciéon observada también
en los tallos viejos de plantas jovenes. Los mejares resultados se
obtuvieron con material tomado de brotes tiernos, con crecimiento
vigoroso y sin lesiones en plantas losanas. Se tomaren aproximada-
wente los 20 ¢m apicales, de tallos con hojas pentalobadas, extra-
yendo todos sus 6rganos laterales inmediatamente antes de la des-
infeccion; la misma se efectué con lavados con alcohol de 96°. Lo
mais practico consistié en limpiar cada rama, con algodén empa-
pado en alcohol, eliminando posteriormente la mayor parte de la
corteza con bisturi, seguido de una limpieza como la anterior. Esto

1 Esta especie comienza formando hojas enteras y progresivamente, hojas
bi, tri, tetra y pentalobadas; ocasionalmente suele dar hojas exa y heptalobadas,
pudiendo faltar las formas bi y tetralobadas. Se considera el estado de hoja
pentalobada como adulta, al ser capaz de producir yemas florales y nunca en
un estado anterior.
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v los posteriores trabajos, se realizaron en condiciones de asepcia
bajo una eampana previamente pulverizada con alecohol de 70°;
durante el transcurso del trabajo se repitié esta operacién para pre-
venir la contaminacién del exteriox.

La desinfeccién y preparacién de los segmentos, se realizaron
sobre papel previamente esterilizado en autoclave; los segmentos,
de aproximadamente 0,5 a 1 cm de longitud, se conservaron hasta
el momento de cultivo, en cajas de Petri estéril; en cada caja se
colocaron solamente los provenientes de una rama; cuando se
identificaron los extremos, se hizo un corte recto en la parte basal
y biselade en la apical; de las diversas posiciones ensayadas, se
opt6 por la horizontal, levemente sumergida en el medio nutritive.

Las determinaciones de los pesos se efectuaron en una balanza
Mettler H; en el caso de los tejidos para repicar, se realizaron en
condiciones de asepcia, utilizando cajas de Petri de pequeiias di-
mensiones previamente taradas, dividiéndose en trozos en el inte-
rior de las mismas y calculando por diferencia. Los pesos secos se
tomaron luego de someter los tejidos a 100-105° C durante 48 horas
en estufa.

Los instrumentos utilizados se esterilizaron con alcohol y pos-
terior flameado.

Se ensayaron los medios minerales de Heller (Gautheret, 1959)
con 3 % de sacarosa y de Fox y Millexr (1959) (medio de White mo-
dificado) con 2 % de sacarosa, ambos con 1% de “Bacto-agar”
{Med. Bés.), agregandose los siguientes “factores”, aisladamente o
en diversas combinaciones: mezela vitaminica con glicocola (2 mg/1
glicocola; 0,1 mg/1 tiamina HCl; 0,5 mg/1 dc. nicotinico; 0,1 mg/
1 piridoxina HCl) (Mzec. vit.) ; dcido indol acético (AIA) ; cinetina
(6-furfuril amino purina) ; extracto de maiz fermentado (E.M.f,) !

1 La marcha de la preparacién del extracto, orientado por el trabajo de Fox
y Miller 1959), fue esquemaiticamente el siguiente: 100 g de harina de maiz 4
100 g de maiz tritarado - 177 ml de agua conteniendo 627 mg de metabisulfito
de potasio en disolucién; mantenido a estufa a 50-52° C durante 40-60 horas
bajo ambiente con humedad a saluracién; extraccion posterior del liquido bajo
presién; filtrado por papel de filiro; concentrado al vacio hasta 66,9 % de ma-
teria seca; agregado de alcohol de 96° hasta llevar a 80 % de etanol y filtrado
con papel; eliminado del alcohol de la solucién por vacio; lavado de la solu-
cién por tres veces con igua] volumen de éter etilico; eliminacién de restos de
éste por vacio y llevado el volumen final, al correspondiente a la concentra-
cién anterior de 66,9 % de materia seca. ‘
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-

e hidrolisado de caseina (Hidrolis, cas.) !; ajustindose el pH a
alrededor de 6.

Los cultivos se realizaron en tubos de vidrio de 24 x 160 mm,
con 10 a 25 ml de medio nutritivo, obturandose con algodén pre-
viamente esterilizade. Los tubos con los medios nutritives com-
pletos, previo al cultivo, se esterilizaron en autoclave a 110° C
durante 30 minutos. Efectuados los cultivos, a razén de uno por
lubo, se conservaron a 25-27° C, ya sea a luz difusa del laborato-
rio o en oscuridad.

RESULTADOS

Los ensayos realizados con la finalidad de determinar el mate-
rial biolégico adecuado, indicaron que si bien los tejides viejos,
ya sean del brote del afio o ajuellos tomados de la base de la
planta, poseen capacidad para originar callos, la presencia de mi-
croorganismos en su interior, que proliferan abundantemente al
encontrar un medio adecuado en el cultive, impiden el posterior
desarrollo de los mismos. No se utilizaron otros desinfectantes,
por cuanto la correcta limpieza con alecohol cumple satisfactoria-
mente la finalidad, existiendo antecedentes sobre la gran dificul-
tad de eliminar los gérmenes internos (Jacquiot, 1964; Butenko,
1960) ; se comprobé, por otra parte, que mo es necesario realizar
tn enjuague con agua estéril.

Los brotes tiernos, vigorosos y sin lesiones, evitaron el proble.
ma de contaminacién interna, demostrando amplia facultad ge-
nerativa.

El medio basico de Fox y Miller permitié un crecimiento mis
vigoroso y homogéneo que el logrado sobre el medio basico de
Heller.

Cultivos de segmentos de tallo

De acuerdo a los resultados obtenidos en los diferentes ensayos
de cultivos iniciales, se comprobé que el medio basico por si solo
permite un pequefio crecimiento, que cesa o declina pronuncia-
damente al finalizar el primer mes. Dicha actividad consistié en
la multiplicaciéon celular, fundamentalmente en la zona cambio

1 Hidrolisado acido de caseina, libre de sales y vitaminas, polvo grado C dé
Calif. Bioch. Res.
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vascular del extremo “apical, observindose al finalizar el primer
mes, un gran numero de cultivos con formacion pseudotilica, tanto
en este extremo como en forma de pistulas lineales a lo largo del
segmento; algunos formaron un pequefio callo de naturaleza mais
compacta en el extremo basal, pero de la misma manera que las
anteriores formaciones, cesaron su actividad al poco tiempo; este
comportamiento se explica por el agotamiento de algunos “facto-
1es” presentes en los tejidos originales. Como ni el agregado de
hidrolisado de caseina al medio nutritivo, ni la duplicacién de la
concentracion de sacarosa modificaron los esquemas descriptos an-
teriormente, se supuso que dichos factores fueron diferentes del
nutritivo; esta dedueccién fue confirmada por los tratamientos en
donde se utilizé extracto de maiz fermentado; los tejidos conser-
varon su vitalidad durante mucho mayor tiempo y sus caracteris-
ticas de crecimiento, determinadas por la presencia de este agre-
gado, respondieron como si se tratara de un regulador del creci-
miento. Este extracto estimulé la formacién de callos indiferen-
ciados, ya sea en forma aislada o intensificada con la cinetina, e
inhibié la aparicién de brotes que promueve esta ultima.

Con la incorporacién de sustancias tales como AIA, cinetina y
vitaminas, los cultivos experimentaron una serie de reacciones bien
caracteristicas; el AIA provoco la rizogénesis y un incremento de
la actividad cambial a concentraciones de 10 mg/l y 1 mg/l; una
concentracién de sélo 0,1 mg/l inhibié la diferenciacién de yemas
que provoca 1 mg/l de cinetina.

La cinetina a una concentracién de 1mg/l, en oscuridad, esti-
mulé la multiplicacién celular de tejidos indiferenciados y la for-
macién de yemas. La aparicién del mayor nimero de esbozos de
yemas ocurrié alrededor del trigésimo dia y en nimero aproxi-
mado de 3-8 por segmento, en forma casi simultinea, ubicindose
normalmente en el extremo apical sobre el callo formado con an-
terioridad (lam. I, fig. 1) ; se observé también la formacién de
los mismos esbozos, en mimero limitade, sobre callos originados
en otra ubicacién y en época muy posterior a los anteriores; el
porcentaje de cultivos que manifestaron estas caracteristicas fue
de alrededor del 50 % a los 30 dias, elevandose a 70 % a los 80
dias; los brotes de mayor crecimiento alcanzaron para esta época
a desplegar la quinta hoja, todas las cuales fueron enteras y de
reducido tamafio (en un solo caso aparecieron brotes con hojas
trilobadas) ; con el transcurso del tiempo las hojas inferiores se
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volvieron clordticas y se desprendieron, probablemente como con-
secuencia de la migracién de elementos hacia los nuevos organos
en formacién; en otros casos, el crecimiento fue mas restringido,
especialmente en los segmentos con mayor numero de brotes.

La estimulacién por la cinetina de la divisién celular de tejides
indiferenciados, que fue incrementado con el agregado de E. M.
f., provocé la formacién de voluminosos callos (lam. I, fig. 2),
proceso que comenzé a hacerse evidente alrededor del vigésimo
dia, al compararse con los otros tratamientos sin cinetina, por
cuanto los que no tuvieron cinetina tendieron hacia la forma pseu-
dotalica y aquéllos prosiguieron su crecimiento; las caracteristicas
de los tejidos formados a partir de esta época fueron menos com-
pactos, adquiriendo una tonalidad pardusca y creciendo a nivel
del medio nutritivo en forma semisumergida. Si bien este tipo de
¢allo prolifer6 a partir de los previamente formados, la mayor
dctividad correspondié a los del extremo basal. Con posteriori-
dad, alrededor del quincuagésimo dia, sobre los callos de este ex-
tremo de algunos cultivos comenzaron a aparecer raicillas, y tam-
bién mas adelante, de manera irregular en el tiempo, sobre otros
callos.

El agregado de Mezc. vit. al medio bésico prolongé la vitalidad
y estimul6 la organogénesis en algunos tejidos, pero el efecto mis
notorio observado consisti6 en la exaltacién de la accién de los
otros ‘“reguladores del crecimiento”, aumentando el porcentaje de
cultivos que formaron brotes, el nimero de los mismos por seg-
mento, la rizogénesis y el crecimiento de los callos.

Cultivos de tejidos indiferenciados

Se parti6 de aquellos formados en los cultivos iniciales, com-
probindeose que el Med. Bis. de Fox y Miller con E.M.f. y cine-
tina permite el crecimiento a partir de porciones del orden de los
25 mg, apreciandose los mismos resultados para los sucesivos re-
piques. En el cuadro I se dan los valores de peso fresco prome-
dio alcanzado en cada uno de los repiques, en dos concentracio-
nes de cinetina.

El crecimiento de los callos fue muy heterogéneo en los prime-
1os subcultivos, asi como las caracteristicas del crecimiento y la
coloracién, los que tendieron a estabilizarse a través de los repi-
ques. Al comienzo fueron mds globulares, y su coloracién varié



F. NagavaMa, Cultivo “in vitro” de tejidos de “Passiflora caerulea” 69

entre el crema amarillento y el anaranjado pardusco, variacién
encontrada también en un misme tejido, observindose frecuentes
zonas necrosadas pardas; los dltimoes repiques (42 y 59) fueron
mis homogéneos, de una tonalidad amarillento ocre y formando
una pequeia cantidad de clorofila en algunos sectores cuando
fueron mantenidos a luz.

! CUADRO |

Posos fresco promedio en mg, alcanzado por tejidos indiferenciados de «mbu-
. rucuyd», en los sucesivos repiques sobre medio basico de Fox y Miller con
oxtracto de malz fermentado, en las dos concentraciones de cinetina y du-
rante el tiempo especificado en.el cuadro.

Concentracién de cinetina

Orden Dias
del sabeultivo de cultivo
0.1 mg/l 1 mg/!l
1° cieees 79 138,6 493,2
2, e 142 633,0 611,7
[ L 126 274,1 112,4
o ] 129 1.255,8 1.052,8

La cepa cultivada en la concentracién mayor de cinetina pre-
sent6 una estructura globular consistente, sin disgregarse facilmente
(Gautheret, 1959, lo designa como “colonia compuesta™), mien-
tras que en la concentracién menor fue mis laxa, disecidndose
en pequefios grupos celulares bajo una leve presién (corresponde
ja una forma intermedia entre la anterior y la forma de “colonia
disociada” de Gautheret).

Al analizar los pesos obtenidos en el segundo repique (cuadro
Il), se puede deducir que la incorporacién de cinetina al medio
'produce realmente una acecién, y que el mismo varia con la con-
centracion, tanto de la del medio de cultivo en donde crecieron,
como de la del cultivoe previo; se observa también una adaptacién

o estabilizacion para una misma concentraciéon. Es evidente tam.
bién la accién del E.M.f, y su capacidad de sustituir parcialmente
la facultad citocinética de la cinetina.

Las deducciones obtenidas en el tercer repique coincidieron con
as anteriores, agregandose la circunstancia de la aparicién de bro-
es y raices (lam. II, fig. 1), simultinea o independientemente.
os mayores valores para la formaciéon de brotes correspondieron
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a los subcultivos provenientes de un medio basico con 7 ml/]l de
E.MJ. transferidos a un medio bisico sin agregados (4 sobre 10
cultivos) ; y a un medio con 7 ml/l de E.M.£. (3 con brotes sobre
10 cultivos).

CUADRO I

Pesos promedios obtenidos en el segundo repique de tejidos de « mburucuyé»,
luego de 142 dias de cultivo en un medio basico de Fox y Miller con los agre-
gados especificados, promedios de 9 cultivos por tratamiento, expresados en
mg.

Agregados en el cultivo
Agregados anterior: Tml/1 E.M.f. 4 Peso fresco Peso seco
en el presente ensayo promedio promedio
0,1 mgfl cinet.4+1mg/! cinet.

7ml/1 EMA......... 507,5 126,7 307,1 37,3
14 ml/1 EMA........ 749,0 332,0 551,4 69,7
7 ml{1 E.M.f40,1mg/1

cinetina............ 633,0 508,0 567,2 69,0
7 ml/1 E.M.f. 4 1mg/1

cinetina............ 578,0 611,7 595,9 74,6
Peso fresco promedio. . 621,5 390,5

Dos callos con brotes, con un peso inicial de 10 y 12 mg, culti-
vados en cuarto repique a oscuridad, sobre Med. Bés, de Fox y
Miller + E.MJ{., continuaron formando nuevo tejido indiferencia-
do; sus brotes se necrosaron y alrededor del sexagésimo dia co-
menzaron a diferenciar numerosos esbozos embrionales (lam. II,
fig. 2) ; esta cepa provino de un cultive inicial sohre Med. Bas. con
EMf. 4+ 1mg/l de cinetina, siendo los medios sucesivos signien-
tes los detallados a continuacién: Med. Bas. + EM.f. 4+ 0,1 mg/]
de cinetina para el primer repique; Med. Bas. - E.M.(f. para el
segundo y Med. Bds. sin otros agregados para el tercer repique.

DISCUSION

Si bien el objetivo fundamental del trabajo comsistié en de-
terminar las condiciones requeridas para el cultivo “in vitro” de
“mburucuyd” y estudiar la posibilidad de aplicar la técnica emn
el esclarecimiento de algunos aspectes relativos al desarrollo he-
teroblistico, la necesidad de orientarlo hacia la formacién de 6rga-



F. Nakavama, Cultivo “in vitro” de tejidos de “Passiflora caerulea” 71

nos sobre los tejidos en estudio, hechos logrados y descriptos en
el desarrollo de este trabajo, han permitido llegar a ciertas com-
probaciones interesantes.

En primer lugar, se destaca la capacidad caulogena de tejides
de “mburucuya” y la accién que en ese sentido posee un derivado
de la purina como lo es la cinetina. Miller y Skoog (1953) atri-
buyeroen la posibilidad de que la adenina fuera un factor critico
en el proceso hacia la iniciacién de la yema, en mumerosos, si no
en todos los vegetales superiores. En su amplia revisiéon, sin em-
bargo, Miller (1961) puntualiza que no debe considerarse a la
cinetina como “formador de yemas”. Hasta el presente es res-
tringido el mimero de especies sobre las que se ha observado este
hecho (Cutter, 1965), existiendo citas de casos negativos (Jac-
quiot, 1964).

De cualquier manera, en esta circunstancia se confirmaron las
conclusiones de Skoog y colaboradores (1957), de que la regula-
cion del crecimiento y morfogénesis dependen de las relaciones
cuantitativas de los factores de crecimiento. Los brotes en los cul-
tivos iniciales aparecieron al incorporarse cinetina al medio e in-
crementar la relacién cinetina/AIA, mientras que el agregado de
s6lo 0,1 mg/1 de AIA anulé el efecto de 1 mg/l de cinetina al dis-
minuir esta relacién.

En las experiencias realizadas con subcultivos se encontré que
la composicién del medio nutritive influye notablemente sobre la
forma de crecimiento de las colonias celulares, habiéndose descrip-
to las diferencias encontradas entre cepas cultivadas en dos con-
centraciones diferentes de cinetina y las variaciones que ocurren
cuando las transferencias se realizan sobre otras concentraciones de
cinetina o EXM.f. Se mencioné también la formacién de brotes,
raices y embriones cuando las modificaciones del medio nutritive
fueron mas profundas. Es indudable que en las colonias de célu-
las indiferenciadas, también las relaciones cuantitativas de los fac-
tores de crecimiento son responsables de la regulacion del creci-
miento. No se pudo establecer con certeza estas relaciones ni las
condiciones mas apropiadas para la organogénesis, por cuanto
aparentemente pequeiias cantidades de principio activo son trans-
feridas juntamente con los tejidos; ademas, en las cepas que siem-
pre fueron cultivadas sobre un medio de igual composicién, se
pudo observar una estabilizacién de las caracteristicas externas
que, agregado a la comparacién de pesos (cuadro II), nos permite
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entrever en las colonias una seleccion de células que proliferan
con mayor intensidad, dando lugar a lineas mas adaptadas a di-
cho medio. Por estas iultimas razones y por los antecedentes que
existen sobre la observacién de respuestas a ciertos tratamientos,
en subcultivos posteriores (Wiggams, 1954, y otros), asi como por
la interpretacion de que los reajustes hormonales ocurren luego
de una serie de repiques (Jacquiot, 1964), se juzgé conveniente
estabilizar las cepas antes de encarar su estudio en forma siste-
matica.

Se hizo notar, en lugar aparte, las propiedades reguladoras del
E.MJ{., el ‘que, indudablemente, se trata de una mezcla compleja
con propiedades diferentes a las nutritivas; un extracto semejante
fue estudiado por Fox y Miller (1959) sobre Xanthium, quienes
suponen la existencia de por lo menos dos “factores” desconoci-
dos de promocion del crecimiento de tejidos. La capacidad de
nuestro extracto para promover la divisién celular, tanto en cul-
tivos iniciales como en subcultivos de “mburucuya”, fue descripta
con caracteristicas que recuerdan a las de la cinetina; las propie-
dades auxinicas también fueron enunciadas, aunque se debe recor-
dar que las formas libres de estos compuestos deben haber sido
extraidas con los tres lavados con éter, a menos que sean poste-
riormente sintetizados a partir de precursores, o se irate de com-
puestos auxinicos no solubles en éter. Estos hechos hacen ver la
complejidad de los reguladores presentes en el extracto, cuya di-
lucidacion se enirevé sumamente interesante.

Con los datos acumulados hasta el presente se considera que se
han dado los pasos previos para poder establecer la medida en
que el tejido es responsable en la formacién de hojas cotiledona-
Tes, enteras o polilobadas, en los cultives “in wvitre”; su relacién
con los procesos ontogénicos normales y la participaciéon que les
corresponde a los diferentes metabolitos, cuya administraciéon pue-
de ser regulada en los medios nutritivos ariificiales.

RESUMEN. — En el presente trabajo, se han estudiado las condiciones reque-
ridas para el cultivo “in vitro” de tejidos de Passiflora caerulea L., “mburu.
cuyd”, y el comportamiento de los mismos frente a diversos “factores” agre-
gados a] medio nutritive.

Se pudo determinar que segmentos de tallo de 0,5 a 1 ¢cm de longitud, toma-
dos de brotes tiernos de crecimiento vigoroso, previa desinfeccién con alcohol,
permiten obtener resultados satisfactorios, encontraindose por el contrario gran
porcentaje de infeccién, en aquellos provenientes de tallos o plantas viejos.
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El medio bisico de Fox y Miller, aporté las necesidades minerales y energé-
ticas, en forma mas eficaz que el medio de Heller.

Cultivos iniciales en medios con 1 mg/l de cinetina, provocaron la forma-
cién de brotes, estimulada por vitaminas e inhibida por 0,1 mg/1 dec Acido
indol acético o 7 ml/1 de extracto de maiz fermentado. El extracto de maiz
fermentado y la cinetina favorecieron la formacién de callos, observindose
mayor actividad- en presencia de los dos. El icido indol acético favorecis la
formacién de raices; todos los fenémenos anteriores fueron intensificados por
las vitaminas. .

Los repiques de callos, prosperan en diversos medios de cultivo, diferen-
ciando yemas, raices y embriones en algunos de ellos.

Los resultados permitieron constatar la capacidad organogenética de los
tejidos de “mburucuya’ y su respuesta a los “factores” agregados a los medios
nutritives, los que aseguran las bases para proseguir los trabajos tendientes
a esaclerecer las incégnitas del determinismo heteroblastico.

SUMMARY. — “In vitro” culture of tissues of “Passiflora caerulea”, by FERr-
MIN NARAYAMA. In this work the conditions required for the cultivation *in
vitro” of tissues of Passiflora caerulea L., “mburucuya”, and the behavior of
the same ones before several “factors” added to the nutritive medium have
been studied.

It could be determined that segments of stems from 0,5 to 1,0 ¢cm length,
taken from shoots having a vigorous growth, after desinfection in alcohol,
permit to attain satisfactory results whereas, on the contrary, a great percen-
lage of infection was found in segments taken from old stems or plants.

Fox and Miller basic medium provided the mineral needs in a more effective
way than the Heller’s one.

Initial cultivations in media with 1 mg/1 of kinelin, stimulated by vitamins
and inhibited by 0,1 mg/1 of indol acetic acid or 7 ml/1 of extract of fer-
mented corn caused the formation of buds. The extract of fermented corn and
kinetin favored the outgrowth of calluses and a greater activity in the pre-
sence of both was ohserved. The indol acetic acid favored the formation of
roots. All the foregoing phenomena were intensified by the vitamins.

The subcultivation of calluses prospered in different nutritive media, some
of them showing buds, roots and embrios.

The results rendered evidence of the orgamogenetic capacity of the tissues
of “mburucuyi” and its response to the various “factors”, thus assuming the
bases for prosecuting the works to elucidate the unknown of the heteroblastic
determinism.
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Fig. 1.— Tercer subcultivo de tejido de emburucuyés en tubos de 2,5 em de didmetro
con 15 ml de medio bésico de Fox y Miller + 7 ml/l de extracto de maiz fer-
mentado 4 0,1 mg/1 de cinetina, Se obgerva la formacién de brote y raiz en el
tubo de la izquierda y de callo en el de 1a derecha, a luos 96 dfas de cultivo.

Fig. 2. — Formaciones «embrioides» sobre callo de 220 dias de cultive en medio
bésico de Fox y Miller + extracto de mafz fermeniado, mantenidos o oscuridad.



