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Resumen y Abstract Vil

Resumen

Colombia es el pais con mayor diversidad de especies del género Passifora L, tanto
silvestre como cultivadas. Sin embargo, esta riqueza se ve amenazada por mdultiples
acciones antropicas y la falta de estrategias para la conservacion de estos recursos
biol6gicos. Por tal razon, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la morfologia,
viabilidad y germinacion in vitro en semillas de cuatro especies colombianas del género
Passiflora L. (P. quimbayensis, P. kumandayi, P. sp. nov. y P. ligularis). La metodologia
fue establecida por medio de una prueba de viabilidad de las semillas (tetrazolio), una
siembra en vivero y técnicas de micropropagacion: (1) obtencion del material vegetal, (2)
establecimiento aséptico del cultivo y (3) multiplicacion del material vegetal. Un disefio
experimental completamente al azar con tres tratamientos por tres repeticiones y una
muestra de 33 unidades experimentales por cada tratamiento fueron analizados con el
programa R-Studio. Los resultados mostraron que las semillas obtuvieron entre el 80-95%
de viabilidad, exceptuando P. kumandayi con embriones no viables. En la siembra en
vivero, P. ligularis present6 un porcentaje de germinacion del 70% de germinacion a los 11
dias, mientras que P. quimbayensis solo alcanz6 el 3% de germinacién a los 60 dias. En
el protocolo de conservacion in vitro, el mejor tratamiento de asepsia (T1) con hipoclorito
de sodio al 6% mostr6 la menor contaminacion por patdgenos (<25%), aunque en P. sp.
nov. la contaminacion fue del 100%. El despunte apical de las semillas mostré los mayores
porcentajes de germinacion, con un 98% y 99% en P. ligularis y P. quimbayensis,
respectivamente. El método de cultivo in vitro permitio la regeneracion de las semillas de
P. quimbayensis, aunque en las raices hubo formacion de células no definidas con
callosidades, mientras que en P. ligularis el enraizamiento fue normal sin presencia de
callo. EI método de conservacion in vitro implementado en esta investigacion muestra
resultados positivos para la propagacion de P. ligularis y debe ser ajustado para las
especies silvestres estudiadas.

Palabras claves: Conservacion, cultivo de tejidos, escarificacion, in vitro, Passiflora.



VIII  Estrategias de conservacion en especies endémicas y amenazadas del género Passiflora L. en
Colombia

Abstract

Colombia is the country with the greatest diversity of the genus Passifora L. species, both
wild and farmed. However, this richness looks threatened by several anthropic actions, as
well as the lack of strategies to preserve these biological resources. For that reason, the
goal of this research was to study the morphology, viability, and in vitro germination in seeds
of four species of the genus Passiflora L. (P. quimbayensis, P. kumandayi and P. sp. nov.
and P. ligularis) distributed in Colombia. The methodology was established through a seed
viability test (tetrazolium), “in nursery” sowing and micropropagation techniques: (1)
obtaining plant material, (2) aseptic establishment of the culture and (3) plant material
multiplication. A completely randomized experimental design with three treatments for three
repetitions and a sample of 33 experimental units for each treatment were analyzed with
the “R-Studio” program. The outputs displayed that the seeds had a viability between 80-
95%, except the "P. kumandayi" with non-viable embryos. In the “in nursery” sowing, “P.
ligularis” showed a 70% germination percentage at 11 days, whereas the “P. quimbayensis”
only reached a 3% germination percentage at 60 days. In the “in vitro” conservation
protocol, the best aseptic treatment (T1) with 6% sodium hypochlorite showed the least
contamination by pathogens (less than 25%), even though in “P. sp. nov.” the contamination
was 100%. The apical sprouting of the seeds showed up the highest germination,
percentages with 98% and 99% in "P. ligularis" and "P. quimbayensis", respectively. The
“in vitro” culture method allowed the generation of “P. quimbayensis” seeds, although there
was a formation of undefined cells with calluses in the roots. Whereas in "P. ligularis" the
rooting was normal without presence of callus. The “in vitro” conservation method that was
implemented in this research shows positive results for the “P. ligularis” propagation and
should be adjusted for the studied wild species.

Key words: conservation, tissue culture, scarification, in vitro, Passiflora



Contenido IX

Contenido
RESUMIBN. L. e VI
LiSta de fIQUIAS. . ... e Xl
LiSta de tabIAS. .. ... e Xl
I o 0T [WToloi o] g o =T aT=T = | OSSR 2
O S 11 (o] 4 = PP TR P PP PP PRI 2
1.2.  DistribuCiON Y TAXONOIMIA ...couueviiiieeeiaiiiiee ettt e e e e e e e e e 3
1.3.  Biologia rePrOdUCTIVA ......cceiiiiiiiiiiie ettt a e 5
1.4, BOUAMICA. .....ueteeiiie ettt 7
RS T O Lo PP PPRRRPO 9
1.6. Comportamiento fisiologico de la semilla...........cccooooeeeiiiiiiiiiiiiii e, 10
1.7. EStatus de CONSEIVACION......cciuuiiiiiieeiiiiiee ettt e e 13
1.8.  RECUISOS GENELICOS .....uveiiieeiiiiiiiiie e ettt et e e e e e et e e e e e ananeees 15
1.9, CURIVOS A€ TRJIIOS. ..ceeeiiiiiieeeeee ettt e e e e e e 20
1.10. MiCropropagacion iN VItFO ...........eiiiiie e e 21
1.11. Germinacion in vitro de semillas de Passiflora............ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiinnen. 23
1.12. Prueba de viabilidad de semillas................ueeiiiiiiiiii s 25
1.13. Investigaciones sobre la aplicacion de cultivos in vitro en Passiflora ............. 27
1.14. ESpecies eStudiadas ...........cuuvuuiiiiiiiiiie e 30
1.14.1. Passiflora qguimbayensis Ocampo & FOrero..........ccccovvvuuiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeiens 30
1.14.2. Passiflora kumandayi M.A. Buitrago A. & COCA .........uurriiiiiiiiiiiiiiiiaaeaeaeeaenn, 31
1.14.3. PasSiflora SP. NOV. ..oouuiiiiiiiii i e e e e e e e e e aaaaee 32
1.14.4. Passiflora ligularis JUSS. .........coooiiiiiiiiiiiies e eeaaeees 33
2. CONEXIO B A TESIS ...ttt 35
G JE © 1 o] =] 11/ 1= 37

2 T =Y o 1Y = | PP 37



Contenido X

3.2, ESPECITICOS ...t 37
4, MaterialeS Y MELOUOS .....ouvuvuiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e ee e 39
O V== W [ =Y (0 [To J 39
4.2, Material VEGETAl ........cooiiiiiiiiiiii e 39
4.3. Preparacion y caracterizacion de la semilla............ccccceeeiiiiiiiiiiiiicee e, 40
4.4, Prueba de viabilidad..............oooiiiiiiiiiiii e 40
T 1 (=T 0 ] o] = W= AV =T o 42
T O U 111 TN T Y 1o USSR 43
4.6.1. ETAPA 0. Obtencion del material vegetal.............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 43
4.6.2. ETAPA I. Establecimiento aséptico del CUltiVO ............cccuveeeeeiiiiiiiiiiennennns 43
4.6.3. ETAPA Il Multiplicacién del material vegetal .............cccoovvvvvvviiiiicciniieeeee, 44
4.6.4. ETAPA IIl. Estimulacion y desarrollo de brotes axilares..........cccceeeeeeeeeee.n. 47
4.6.5.  ANAlISIS dE UALOS ...covviiiiiiiieieee e a e 48
5. ReSURAdOS Y AISCUSION .......uuiiiiiiiiiiiiiie et a e e e 49
5.1. Material vegetal y caracterizacion de las semillas ..........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnn, 49
5.2, Pruebade viabilidad .............ooooiiiiiii 53
R T O1 U {111V I =T 0 IR 1= o PP 56
o S O ¥ {1 (1Yo I TV 1 o PP 57
5.4.1. ETAPA I. Establecimiento aséptico del CUltivo .............ccccovvrriiiiiiiiiinnneeenn, 57
5.4.2. ETAPA Il Multiplicacién del material vegetal y estimulacion y desarrollo de
DrOtES AXIIAIES .....ce i aees 60
L T @0 o Tox 1] o] g 1= PP 71

R E] (2 (=] (o1 TR 73



Contenido Xl

Lista de figuras

Figura 1-1: Dibujo de una planta de Passiflora que representa la pasién de Cristo: por el
monje dominico Simone Parlasca de 1609, (http://www.flwildflowers.com/passiflora.html)3

Figura 1-2: Distribucién mundial del género Passiflora L. de acuerdo con Ocampo (2007).

Figura 1-4: Diferentes sindromes de polinizacién en el género Passiflora. Fotos: John
Ocampo, Luis Mazariegos € IVAN SAzZIMa. ............ooeviiiiiiiiiie e eeeeaaens 6

Figura 1-5: Elementos de la flor en el subgénero Passiflora (izq., P. ligularis) y Tacsonia
(P. tripartita var. mollissima). Foto: Geo Coppens d’Eeckenbrugge (2003)....................... 9

Figura 1-6: A. Esquema donde se sefialan las zonas de la semilla B. Microfotografia de
Passiflora nitida indicando 4pice y zona micropilar. Escala: 1mm tomado de: Perez et al.

200 722 PP PP UPRRR 10
Figura 1-7: Esquema del protocolo de Hong y Ellis (1996) para las especies estudiadas.
Mar: maracuya; Gra: granadilla; Gul: gUIUP@..........oocuuiiiiiieii e 12

Figura 1-8: Lista de especies de Passiflora conservadas en bancos de germoplama en
namero de accesiones a nivel mundial. Tomado de Posada (2012) y actualizado para esta

N VZETS (o = Tox o] o OO PP PUP R UPPPPPPPPR 16
Figura 1-9: Aplicacion de técnicas de cultivo in vitro para la propagacion de especies de
) TSI o (o T= 1T =] ] v= U (o F S 22
Figura 1-10: Micropropagacion in vitro en P. cumbalensis. Tomado de: Gonzales (2004).
proyecto de uso sostenible de los recursos vegetales del distrito capital y la region. ...... 24
Figura 1-11: Flores de Passiflora quimbayensis. Foto: John Ocampo. ..........ccccevveveeeeeee. 31
Figura 1-12: Flor de Passiflora kKumandayi...............cccovvmiiiiiiiiiii e, 32
Figura 1-13: Flor de P. sp. nov. Foto: John OCamPO..........cccuuviiieiiiiiiinieeeein e ee e e eeens 33
Figura 1-14: Flor de la granadilla comun (P. ligularis). Foto: John Ocampo..................... 34
Figura 1-15: Esquema del protocolo empleado para la prueba de viabilidad de semillas.
Fuente propia del QULOT. .........oooiii e 41
Figura 1-16: Preparacion de la semilla para la prueba de viabilidad. ...............ccccoooeeee. 41
Figura 1-17: Preparacion para Siembra €N VIVEIO. ..........cc.uuuiiiiiiiiieeeeeeceeeeiise e 42

Figura 1-18: Esquema del protocolo de siembra en vivero. ..........ccccccviieeiiiiiiiiineeeee, 43



Contenido Xl

Figura 1-19: Esquema del protocolo empleado para la fase de multiplicacion del material
1YL= 1] - | PP 46

Figura 1-20: Esquema del protocolo de germinacion de semillas in vitro. ...........cccc....... a7

Figura 1-21: Dimensiones de la semilla de (A) P. kumandayi, (B) P.quimbayensis, (C) P.
sp.nov., y (D) P.ligularis. Foto: John A. OCamMPO. ......ccoeeeeiiiiiiiiiiece e 51

Figura 1-22: P. quimbayensis (A) Semilla (B) embrion., P. kumandayi (C) Semilla (D)
Embrion., P. sp. nov. (E) Semilla (F) Embrion., P. ligularis. (G) Semilla (H) Embrién ...... 51

Figura 1-23: Patrones de coloracion de embriones: (Ay B) P. quimbayensis., (Cy D). P.

sp. nov.; (Ey F)., P. kumandayi; (G y H) P. ligularis. ............cccuvmmmimiiiiiiieeeeeeeen 53
Figura 1- 24: Porcentaje de embriones viables en las semillas de las especies evaluadas
de acuerdo con el protocolo de Miller y Perters (2010)........ccovvvviviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiinn, 55
Figura 1-25: Set de semillas en vivero. P. quimbayensis, P. ligularis y P. sp. nov.
RESPECHVAMENTE ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e 56
Figura 1-26: Contaminacion de las semillas de P. quimbayensis y P. sp. nov................. 58
Figura 1- 27: Porcentaje de contaminacién vs tipo de tratamiento de asepsia en cultivo in
VItro de 18S SEMIIIAS ... e 59
Figura 1- 28: Oxidacion en la eSpecie P. SP. NOV..........ciiiiiiiiiiiieieeiiiiiee e 60
Figura 1-29: Inicio de la germinacion in vitro en P. quimbayensis.............cccccvvvirieeeeenn. 62
Figura 1-30: Inicio de la germinacion in vitro de P. ligularis. .............ccccoovvviiiiiceniinneeen, 62
Figura 1-31: Germinacién in vitro promedio para semillas de P. quimbayensis bajo
diferentes tipos de esCarifiCaciON. ... 64
Figura 1-32: Germinacion in vitro promedio para semillas de P. ligularis bajo diferentes
tIPOS € €SCANIfICACION. .....eiiiiiiiie e 65
Figura 1-33: Desarrollo de brotes axilares de P. ligularis.............ccccceeevivvviiiiiiiciniiee e, 66

Figura 1-34: Porcentaje de germinacién vs tratamientos pregerminativos de P.
Lo U] 0] 0 T2 1= S LSRR 67

Figura 1-35: Porcentaje de germinacion vs tratamientos pregerminativos de P. ligularis.68



Contenido Xl

Lista de tablas

Tabla 1-1: Instituciones y numero de accesiones de Pasifloras conservadas en bancos de
germoplasma. Tomado de Posada (2012). .......cccccuuiiuiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 17

Tabla 1-2: Poblaciones de Passiflora en conservacién por parte del Sistema de Bancos de
Germoplasma de la Nacién Colombiana para la Alimentacién y la Agricultura. Tomado de:

POSAAA (2012). ..oeeiiieiiieeeee e e s 17
Tabla 1-3: Investigaciones sobre la aplicacion de cultivos in vitro en Passiflora. Copilado
[oT0] g = I TV (o] P SSRRPPPPRRRN 27
Tabla 1-4: Especies del género Passiflora empleadas en el estudio. ............cc.covvvvvvnnnnnn. 39

Tabla 1-5: Composicion del medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) utilizado para el
cultivo in vitro en la regeneracion de plantas de las especies estudiadas........................ 44

Tabla 1-6: Composicion de soluciones stock para medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962) utilizado para el cultivo in vitro en la regeneracion de plantas de las especies

LS (1 o [ =T T U 45
Tabla 1-7: Tratamientos de escarificacion evaluados para inducir la germinacién en las
especies de Passiflora estudiadas. .............oooiiiiiiiiiiiiiiiii e 45
Tabla 1-8: Caracterizacién morfolégica de las semillas de las especies estudiadas. ...... 50
Tabla 1-9: Numero de semillas de P. quimbayensis y P. ligularis germinadas in vitro bajo
diferentes tratamientos de escarifiCacion. ...........ccccooiiiiiiiiiii e 62
Tabla 1-10: Analisis de varianza (ANDEVA) en P. quimbayensis...........ccccoccuvvveeeerininnnn. 67

Tabla 1-11: Prueba de comparacion de medias de Tukey (p>0,05) en P. quimbayensis.67
Tabla 1-12: Analisis de varianza (ANDEVA) en P. ligularis. ........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn. 68
Tabla 1-13: Prueba de comparacion de medias de Tukey (p>0,05) de P. ligularis. ......... 69



1. Introduccion general

1.1. Historia

Actualmente, existen muchas y diversas plantas que son de gran importancia como fuente
de alimento, a nivel ornamental y medicinal para la existencia humana (FAO, 1996).
Por primera vez el género Passiflora L. capté la atencién de los europeos, siendo la razén
de esta sus llamativas caracteristicas a nivel morfolégico. Los espafoles las hallaron en el
Siglo XVI en el nuevo mundo, quienes pudieron observar caracteristicas fisicas que se
asemejaban a elementos de la agonia, el sufrimiento que cristo padeci6 y un simbolo de
la conversion al cristianismo (Uribe, 1955). Dicho simbolo religioso dio a las pasifloras el
nombre comun de Flos Passionis o "flor de la pasion" (Linnaeus, 1753). El jesuita
espafnol Juan Romero decide realizar un dibujo y presentarlo al Papa Pablo V (Camollo
Borgense) en el afio 1608. Unos afos después, una diversidad de obras similares estaban
disponibles para el publico en general en Italia y Alemania (Kugler y King, 2004). Como
apoyo a la interpretacion de la religion de esa época, las caracteristicas botanicas de estos

dibujos fueron alteradas de forma precisa, como se ilustra en la Figura 1-1.
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Figura 1-1: Dibujo de una planta de Passiflora que representa la pasion de Cristo: por el
monje dominico Simone Parlasca de 1609, (http://www.flwildflowers.com/passiflora.html)

1.2. Distribucién y Taxonomia

La familia Passifloraceae Juss ex. Roussel, pertenece al orden de los Malpighiales, dividida
en dos tribus (Paropsieae y Passifloreae) esta representada por 17 géneros, seis de estos
centran su ubicacion en América (Ancistrothyrsus, Dilkea, Mitostemma, Passiflora,
Piriqueta y Turnera). El género Passiflora se cre6 en 1753 por Linneo, el cual realiza una
descripcion de 29 especies en su trabajo llamado Species Plantarum. Posteriormente, este
namero aumenté a una descripcion de 35 especies por Lamarck (1789), en la monografia
de Cavanilles en 1790 se publicaron 43 especies clasificadas. Asi mismo, autores como
Jussieu (1805), De Candolle (1822, 1828), Masters (1872, 1877) y Harms (1898, 1925),
acapararon una descripcion de 250 especies en 21 secciones, segun Killip (1938). De los
trabajos mas importantes a nivel de monografias y con mayor relevancia se destacé el de
Killip, quien realiza la descripcién generando una clasificacion de 355 especies americanas
en 22 subgéneros, teniendo como base las caracteristicas de la morfologia que
presentaban las flores. Uribe, en Colombia, hizo el descubrimiento de varias especies
nuevas; Escobar “revisé los subgéneros Distephana, Manicata (syn. Granadillastrum),
Rathea y Tacsonia incluyendo Tacsoniopsis en el segundo y describe un subgénero
adicional, Porphyropathanthus” (citado por Ocampo 2007, p. 268). Por dltimo, son
numerosos los trabajos que se han publicado en la ultima década, siendo Feuillet y

MacDougal grandes representantes, logrando describir 15 nuevas especies en los


http://www.flwildflowers.com/passiflora.html

subgéneros Decaloba y Astrophea (MacDougal, 1992, 1994, 2006; Feuillet, 2002, 2004).
Estos mismos representantes, siguiendo la propuesta de caracteres morfolégicos, han
logrado reconocer cuatro subgéneros: “Astrophea y Deidamioides, del Sur y América
Central, Decaloba, de América, el Sudeste Asiatico y Australia, y en América Passiflora”
(Ulmer y MacDougal, 2004, p. 430). En la seccién del subgénero Deidamioides se

encuentra el género Tetrastylis.

Passiflora es el género mas grande de la familia, con alrededor de 610 especies, la cual
se divide en seis subgéneros (Decaloba (DC.) Rchb., Astrophea (DC). Mast., Deidamioides
(Harms) Killip, Passiflora, Tetrapathea (DC) P. S. Green y Tryphostemmatoides (Harms)
Killip), distribuidos principalmente en el Neotrépico (Figura 1-2), desde las zonas costeras
hasta los 4.300 m s.n.m., presentes también en las laderas andinas en el limite del pAramo
(Ulmer y MacDougal, 2004; Krosnick et al, 2009; Buitrago et al, 2018). De acuerdo con
Ulmer y MacDougal (2004), solamente 22 especies del subgénero Decaloba se distribuyen
en el Viejo Mundo, en la region tropical y subtropical del Sureste Asiatico y en el Austral

Pacifico.

Figura 1-2: Distribucion mundial del género Passiflora L. de acuerdo con Ocampo (2007).
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Por otro lado, ocho especies presentan importancia econémica, P. edulis f. flavicarpa
(maracuyd), P. edulis f. edulis (gulupa), P. ligularis (granadilla), P. quadrangularis (badea),
P. maliformis (cholupa), P. tarminiana (curuba india), P. tripartita var. mollissima (curuba
de Castilla), P. alata, (macacua) y P. popenovii (granadilla caucana), enfocados en sus

usos alimenticios y medicinales (Figura 1-3). Colombia representa el pais con mayor
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diversidad de pasifloras, en total 176 especies entre silvestres y cultivadas. Las especies
se distribuyen por todo el pais, siendo mas diversas en la regidon Andina con cerca del 70%,

principalmente entre los 1000 y 2000 m s.n.m (Ocampo et al., 2007).

Figura 1-3: Diversidad de especies cultivadas del género Passiflora. Foto: John Ocampo.

1.3. Biologiareproductiva

En general la reproduccion de las pasifloras es ald6gama con 2n= 18 (Ocampo et al., 2021).
La posiciéon de las anteras por debajo del estigma favorece principalmente la polinizacion
cruzada. Asi mismo, a nivel morfologico referente a los granos de polen, se puede observar
que son de gran tamafio, pesados y de textura viscosa (Nishida, 1958), Es comun
encontrar  autoincompatibilidad fisiolégica  (Bruckner y Otoni, 1999). Esta
autoincompatibilidad segun Ho y Shi (1986) genera su principal reaccion en las papilas del
estigma, Bruckner y Otoni (1999) evidencian que otro sitio asociado a la
autoincompatibilidad es el estilo (Rego et al, 1998, 2000). De acuerdo con Escobar (1991),
en los subgéneros Tacsonia y Manicata la autoincompatibilidad es precepto, ya que estas
especies poseen frutos con innumerables semillas posteriores a la autopolinizacion
controlada. En el género Passiflora encontramos especies auto compatibles y auto
incompatibles (Vasconcellos, 1991). Recientemente, Ocampo et al. (2016) confirma la
presencia de autoincompatibilidad en las tres especies estudiadas por Ho y Shii (1986) y
menciona que P. maliformis, P. alata, P. mucronata y P. vitifolia son especies

predominantemente alégamas. Se ha informado autocompatibilidad parcial en P. edulis f.



edulis (Renddn et al, 2013) y P. ligularis Juss. (Arias et al, 2014), asi como para P.
tarminiana Coppens y Barney, P. manicata (Juss.) Pers. y P. foetida (Ocampo et al., 2016).
El comportamiento de la mayoria de los polinizadores puede producir diferentes efectos,
debido a la morfologia que presentan las flores y a su composicion quimica (Varassin
et al., 2001), caracteristicas como: la dimensién longitudinal del hipantio, la corola y la
coloracién de la corona, la ubicacion del estigma y la concentracion de sal y azticar como
néctar son pardmetros esenciales (Figura 1-4). Los polinizadores
como las abejas pequefias y las avispas son comunes de flores pequefias, especialmente
en los subgéneros Astrophea, Tetrapathea, Decaloba, Deidamioides
y Tryphostemmatoides (Ulmer y MacDougal, 2004). Las avispas de tamafio grande o
abejorros (Xylocopa spp.) polinizan flores de tamafio grande en el género Passiflora. El
proceso de polinizacion que realizan los insectos involucra principalmente un buen
desarrollo de la corona, en el que prevalece una combinacién que se centra en colores
blanco, amarillo y purpura. La morfologia del insecto, respecto al tamafio para realizar el
proceso de polinizacion depende de varios factores, entre ellos: profundidad y ancho en la
flor, firmeza de la camara de néctar en cuanto al cierre del opérculo, y el espacio que se
establece entre la corona y los érganos sexuales.

Figura 1-4: Diferentes sindromes de polinizacion en el género Passiflora. Fotos: John
Ocampo, Luis Mazariegos e Ivan Sazima.
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En cuanto a categorias, el segundo mas frecuente es el llamado sindrome de polinizacion
del Colibri, el cual se centra principalmente en polinizar tonalidades florales que varian en
rojo, rosa y anaranjado. En cuanto a forma, favorece aquella que es tubular en el hipantio
y presenta un alargamiento del tubo que rodea el androginéforo. Una especializacion
notoria es la presentada en el hipantio largo de las especies de los Andes del subgénero
Tacsonia y Psylanthus (P. trinervia), cuya morfologia se relaciona de manera adecuada a
la forma del pico del colibri de la especie Ensifera ensifera Boissoneau (Blichert y Mogens,
2001). Esta misma caracteristica ocurre en las flores que presentan una coloracion rojo
brillante de los subgéneros Distephana y Murucuja, cuya polinizacion se da por especies
de colibris cuyo tamafio es pequefo y pertenecen a tierras bajas, entre ellos encontramos
a Phaethornis superciliosus L. y Trochilus polytmus L. (Snow, 1982). Otras especies son
polinizadas por mariposas Heliconius sp, tales como P. kermesina y P. coccinea (Benson
et al., 1976). En la Amazonia, algunas especies de pasifloras como P. mucronata Lam. y
P. ovalis Vell. ex Roemer, presentan polinizacibn por murciélagos, principalmente el
filostbmido Glossophaga soricina Pallas; mientras que en la especie P. penduliflora Bert.,
se observa la visita del gran murciélago de lengua larga de las Antillas Monophyllus

redmani Leach (Sazima y Sazima, 1978; Kay, 2001).

1.4. Botanica

Las especies del género Passiflora son principalmente de tipo herbaceas, trepadoras con
zarcillos, o con tallos lefiosos y axilares, algunos arbustos o arboles (Ulmer y MacDougal,
2004). En cuanto a la estructura externa de las hojas, suelen ser alternas, simples, enteras,
lobuladas o palmeadas (Escobar, 1988a, b, 1989). Presentan estipulas que se ubican en
la base de los peciolos, los zarcillos principalmente son axilares, provenientes de pedicelos
estériles. Estas flores poseen una sexualidad floral de tipo regular, unisexual y bisexual.
La Figura 1-5 muestra los diferentes elementos florales de dos especies de los subgéneros
Passiflora y Tacsonia. Un receptaculo grande con un hueco o cuenca que sostiene
numerosos apéndices filamentosos o anulares inmersos en la corola y los estambres, de
colores brillantes, forman una corona visible con muchas variedades (Dhawan, Dhawan &
Charma, 2004). La composicion del céliz se distribuye de la siguiente manera: posee de 3
a 5 carpelos libres, sépalos de forma imbricada, y una corola con algunos pétalos ausentes
en casos esporadicos, pero usualmente tiene de 3 a 5 pétalos (Tillett, 1988; Ulmer &

MacDougal, 2004). Los 3-5 (10) estambres se insertan tanto en la parte inferior del perianto



como en la base o parte superior del androginéforo; los filamentos poseen una apariencia
de hilo (filiformes) y se presentan de forma unida o libre y sujetando las anteras. En cuanto
a la forma que poseen las anteras, son versatiles, en boton, bicelares, y presentan
dehiscencia de tipo longitudinal (UImer & MacDougal, 2004). El ovario de estas especies
€s supero, un gineceo algo estipitado, en algunas ocasiones sésil, unilocular con una
composicion estructural de 3 o algunas veces de 5 carpelos en fusién. En cuanto al nUmero
de estilos y placenta son iguales, presenta aglutinacion en la base, en la parte superior
diferentes, con difusion, separados, sencillos o ramificados; el estigma morfolégicamente
claviforme o peltado, algunas veces bilobulado; los dvulos son innumerables de 1 a 2
seriado y se encuentran sujetos a 3 0 5 placentas de tipo parietal lineales por funiculos de

estructura larga o corta (Bonilla et al., 2015).

Presenta una baya indehiscente o una cépsula que posee de 3 a 5 valvulas semi-
placentiforas, es rica en semillas, las cuales presentan un funiculo dilatado en una pulpa o
arilo sacciforme, su testa es foveolada y se separa de la membrana que posee, dispone
de una gran variedad morfolégica de semillas, las cuales segun Ellis et al (1985) tienen
una latencia exdégena, una combinacién de una latencia mecanica y quimica que generan
una baja germinacién en estas especies que presentan inhibidores en su cubierta seminal,
y que limitan el crecimiento de las raices, en estos casos se aplican tratamientos
pregerminativos para apoyar la germinacién (Escobar, 1988a) Segun Hartmann et al
(2002), respecto a la testa de las semillas, la escarificaciébn quimica y mecanica permiten
romper la testa impermeable que presentan. El embrién recto ocupa el eje del endospermo,
los cotiledones poseen laminas superpuestas y paralelas de tipo folidceo, planos y la

radicula es de tipo cilindrico (Ocampo, 2007).
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Figura 1-5: Elementos de la flor en el subgénero Passiflora (izq., P. ligularis) y Tacsonia
(P. tripartita var. mollissima). Foto: Geo Coppens d’Eeckenbrugge (2003).

1.5. Usos

Las semillas de Passiflora se hallaron hace miles de afios en Virginia, América del Norte,

especificamente en sitios antiguos, lo cual es un dato visible del uso de dichos frutales por
el pueblo amerindio (Gremillion, 1989). Asi mismo, indigenas pertenecientes al pueblo
Malagana en Colombia (200 afios a.C.) crearon una joya de oro, cuya inspiracion fue la

conocida flor de la pasion.

Las pasifloras han logrado desarrollar un enorme nimero de metabolitos secundarios que
les han ayudado a generar métodos de defensa en contra de sus depredadores foliares,
se ha reportado que estos metabolitos tienen una funcion bioldgica a nivel ecosistémico,
ademas, como mecanismos de defensa en las interacciones de las plantas y en la
generacién de glandulas laminares contra patégenos potenciales (Ulmer y MacDougal,
2004). En su aporte a los ecosistemas, las pasifloras son generadoras de compuestos
como flavonoides y cianogénicos, ademas, mantienen relaciones evolutivas con otras
especies, ya que se ha observado mutualismo con hormigas protectoras, etc., (Simonetti

y Devoto, 2018). Poseen sindrome de la polinizacion, tales como la quiropterofilia,



10

ornitéfilia y entomofilia (McCormick, 1982). Asi mismo, contribuyen al ecosistema en el
ciclaje de nutrientes, polinizacién y captura de CO,. Su principal uso es de indole
alimenticio, ya que de 57 especies endémicas del género Passiflora, 42 producen frutos y
son comercializados. (Ocampo et al.,, 2010). Por ejemplo, su jugo contiene muchas
vitaminas (Vilain, 2011). Ademas, entre la variedad de especies cultivadas y silvestres de
pasifloras, se hace notable las propiedades de tipo medicinal asociadas a sus frutos, hojas
y flores, ligadas a efectos antioxidantes, sedantes, ansioliticos y anticonvulsivos (Sandoval
et al., 2010). A nivel de industria cosmética y dermatolédgica, también generan aportes de
compuestos para la produccién de productos de importancia comercial (Dhawan et al.,
2004), pero la mayoria de estas especies sin lugar a duda tienen un uso como especies
de tipo ornamental, debido a su amplia diversidad morfol6gica y exética a nivel floral que

se liga a los efectos que genera la polinizacion.

1.6. Comportamiento fisiologico de la semilla

En las pasifloras, la semilla es un 6rgano principal de propagacion (Figura 1-6). Posee
testa dura y ornamentada, con formas que varian en cuanto a su morfologia (ovaladas,
obovadas, obcordadas) y coloraciéon que varia de marrén a negra en su estado maduro
(Imig, 2013). La cubierta seminal es un indicador potencial al realizar una verdadera
distincién en la taxonomia hasta el nivel de especie (Pérez et al., 2002). En el interior un
endospermo de color blanco prominente, con aceites que alimentan el embrion (Ulmer y
MacDougal, 2004)

Figura 1-6: A. Esquema donde se sefialan las zonas de la semilla B. Microfotografia de
Passiflora nitida indicando apice y zona micropilar. Escala: 1mm tomado de: Perez et al.
(2002).
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De acuerdo con lo mencionado por Hong y Ellis (1996), al realizar pruebas donde se
reducian los contenidos de humedad y temperatura se establece un protocolo enfocado en
el comportamiento fisiologico de la semilla, a las cuales se les realizaron pruebas de
viabilidad (International Seed Testing Association [ISTA], 2009), por lo cual, se definio el
siguiente esquema en especies de maracuyd, granadilla y gulupa, el cual se ilustra en la

Figura 1-7:
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Figura 1-7: Esquema del protocolo de Hong y Ellis (1996) para las especies estudiadas.
Mar: maracuyd; Gra: granadilla; Gul: gulupa
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Las semillas de Passiflora presentan principalmente un comportamiento de tipo ortodoxo

respecto a su almacenamiento, definido de acuerdo con su especie y su ecologia, por

ejemplo, las especies P. edulis f. edulis (gulupa) y P. tripartita var. mollissima (curuba de



13 Introduccion

Castilla) presentan este tipo de semillas (Cardozo, 1988; Posada et al., 2014). “Cabe afadir
que se han realizado trabajos posteriormente sobre la conservacién de semillas en
especies como P. tarminiana, P. tripartita var. mollissima, P. tripartita, P. mixta, P.
cumbalensis, P. pinnnatistipula, P. X rosea y P. manicata, mediante la técnica del manejo

de germoplasma en campo” (Checa et al., 2011).

1.7. Estatus de conservacion

La Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) busca brindar los
instrumentos para que la sociedad mantenga la biodiversidad y utilice los recursos que nos
provee la naturaleza de forma equitativa y ecolégicamente sostenible. La UICN asigna y
ordena a través de categorias a las diferentes especies que se encuentran en riesgo de

extincién o que presente un grado de declive poblacional (UICN, 2003).

CATEGORIAS UICN

Aquellas que son asignadas a especies que se encuentran en riesgo de extinguirse o su
poblacion presenta un deterioro notorio solo aplicable en especies silvestres. Las
categorias son (UICN, 2003):

e Extinto (EX)

e Extinto en Estado Silvestre (EW)
e Extinto a Nivel Regional (RE)
¢ En Peligro Critico (CR)

e En Peligro (EN)

e Vulnerable (VU)

e Casi Amenazado (NT)

e Preocupacion Menor (LC)

¢ Datos Insuficientes (DD)

¢ No Aplicable (NA)

¢ No Evaluado (NE)

De acuerdo con los criterios de la UICN, Ocampo et al., (2007) hacen referencia a que el

71% de las Passifloraceae colombianas se encuentran en cierto grado de amenaza, un
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10% en peligro critico, 6,1% vulnerables y el 16% en menor preocupacion y casi
amenazadas, por lo que se hace necesario establecer medidas de conservaciéon. Segun
Ocampo et al. (2007) las Passifloraceae presentan 48 especies en la categoria de

preocupacién menor (LC) y 16 especies en peligro critico (CR).

En Colombia se encuentran 58 especies endémicas: Ancistrothyrsus antioquiensis LK
Escobar (ined), Género Passiflora, Subgénero Astrophea (DC.) Masters, 1871 (P.
callistema LK Escobar, P. haughtii Killip, P. mariquitensis Mutis ex Uribe, P. mutisii Killip,
P. emarginata Humb. & Bonpl., P. engleriana, P. sphaerocarpa Triana & Planch., P.
grandis Killip); Subgénero Decaloba (DC.) Rchb. 1828 (P. azeroana |. Uribe., P.
bogotensis Benth., P. bucaramangensis Killip., P. dawei Killip., P. erytrophylla Mast., P.
magdalenae Triana & Planch., P. mollis HBK., P. munchiquensis Hernandez (ined), P.
occidentalis Hernandez (ined), P. pilosissima Killip, P. popayanensis Killip, P. tribolofila
Dafos., P. kalbreyeri Mastil., P. menisperma cea Triana & Planch.) Subgénero Dysosmia
(DC.) Killip, 1938 (P. foetida var. sanctae-martae, Killip); Subgénero Manicata (Harms)
Escobar, 1988 (Syn. Granadillastrum) (P. tolimana Dafios); P. lehmanni Mastil., P. trisulca
Mast., P. pennellii Killip, P. semiciliosa Planch & Linden, P. chocoensis G. Gerlach & T.
Ulmer, P. danielii Killip, P. longipes Juss., P. longipes var. oxyphylla L. Uribe, P. magnifica
LK Escobar, P. sierrae LK Escobar; Subgénero Psilanthus (DC.) Killip, 1938 (P.
bicuspidata (H. Karst.) Mast., P. hyacinthiflora Planch., P. trinervia (Juss.) Poir.,);
Subgénero Rathea (Karst.) Killip, 1938 (P. LK Escobar); Subgénero Tacsonia (Juss.) Tr.y
Planch, 1873 (P. cumbalensis var. caucana LK Escobar, P. adulterina Lf, P. crispolanata
L. Uribe, P. cuatrecasasii Killip, P. formosat. Uribe, P. lanata (Juss.) Poir., P. pamplonensis
Planch. & Linden ex Triana & Planch., P. rigidifolia Killip, P. trianae Killip, P. antioquiensis
H. Karst., P. cremastantha Dafios, P. flexipes Triana & Planch., P. leptomischa Dafios, P.
tenerifensis LK Escobar, P. linearistipula LK Escobar, P. quindiensis Killip, P.
fimbriatistipula Harms, P. uribei LK Escobar, P. jardinensis LK Escobar, P. parritae (Mast.)
LH Bailey, P. schlimiana Triana & Planch., P. purdiei Killip); P. pacifica LK Escobar
(Ocampo et al., 2007).
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1.8. Recursos genéticos

En Colombia se encuentran bancos de germoplasma en diversas entidades de orden
nacional e internacional, enfocadas a la conservacion de los recursos fitogenéticos, en
especies foraneas como nacionales, en las que toman relevancia las colecciones
mundiales en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), centro internacional
del Grupo Consultivo para la Investigacion Agricola Internacional (CGIAR por su sigla en
inglés), donde encontramos pastos y forrajes taxones de seguridad alimentaria. Se incluye
el Sistema de Bancos de Germoplasma de la Nacién Colombiana para la Alimentacion y
la Agricultura (SBGNC) administrados por la Corporacion Colombia de investigacion
agropecuaria (Agrosavia), donde se conservan recursos genéticos de especies vegetales,
animales y de microorganismos. Actualmente, las especies de Passiflora se encuentran
conservadas en los bancos nacionales de germoplasma (Lobo, 2006). El Sistema de
Bancos de Germoplasma, a cargo de Agrosavia, posee un sistema de conservacion a
través de semilla, con 170 nimeros de accesiones diferentes para las pasifloras (Valencia
et al., 2010). El maracuyay la gulupa (P. edulis), representan 18 accesiones, de las cuales

se ha evaluado el potencial de aprovechamiento del fruto (Fajardo et al., 1998).

Al realizar un reconocimiento del potencial de recursos genéticos, se debe partir de una
informacién que incluye, colecta, sitio de localizacién, caracteristicas para identificar,
condiciones del sitio y nombres dados en la colecta (International Plant Genetics
Resources Institute [IPGRI], 1991). Con el fin de encontrar atributos especificos, se ha
documentado que en cinco pasifloras ya se ha realizado dicho mapeo en los paises
andinos (Segura et al., 2003). En cuanto a estudios en especies de pasifloras en Colombia,
la institucion Agrosavia se ha enfocado en las siguientes areas: area de interpretacion de
aspectos fisicos y quimicos (Medina y Lobo, 2000; Medina et al., 2004), estudios a nivel
molecular (Fajardo et al., 1998; Sanchez et al.,2002), y quimica (Medina y Lobo, 2000 a;
Medina y Lobo, 2000b). En cuanto a mejoramiento de frutales andinos en pasifloras, se
cuenta con estudios como la colecta, caracterizacion e hibridacion de pasifloras, con
énfasis en el grupo de las curubas (Tacsonia), emprendidos por la Universidad de Caldas
(Restrepo, 2000).

Para un desarrollo de mejores cultivos con alta productividad, calidad éptima y resistencia,

juegan un papel muy importante los recursos fitogenéticos, los cuales se definen como las
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posibles combinaciones que generan nuevas especies que evolucionan de genes
resultantes, donde podemos encontrar especies silvestres que poseen potencial agricola
0 genes clonados (Hidalgo, 1991). Cumplen con la funcion de generar incremento en la
produccién y sostenibilidad de las naciones, asi como de mejoras en el desarrollo de la
agricultura. Estos recursos suplen las necesidades de la reduccién de pobreza y el
sostenimiento de la poblacién, por lo cual son vulnerables y tienden a desaparecer (erosion
genética) por causas como la intervencién antrdpica, el incremento demografico, el
aumento de las industrias y la ampliacion de la frontera agricola, la adopcion de
germoplasma élite y la modificacion y/o devastacion de los centros de variabilidad genética
(Ocampo y Merlin, 2014). Esta alerta frente a la pérdida de recursos fitogenéticos muestra
la realidad de la necesidad apremiante de conservarlos y generar un uso de manera
sostenible, debido a que la pérdida de estos surte una amenaza que pone en constante
peligro la solidez de los ecosistemas, el progreso a nivel agricola y el sustento de la
alimentacién mundial. Como medida, de acuerdo con Posada (2012), en cuanto a
programas de conservacion de germoplasma, en algunos paises existen instituciones
donde se puede observar dicho proceso en el género Passiflora. En la Figura 1-8 se puede
apreciar las accesiones conservadas por paises.

Figura 1-8: Lista de especies de Passiflora conservadas en bancos de germoplama en

namero de accesiones a nhivel mundial. Tomado de Posada (2012) y actualizado para esta
investigacion.
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Introduccion

En Colombia se encuentran algunas instituciones que cuentan con bancos de

germoplasma en forma de semilla e in vivo:

Tabla 1-1: Instituciones y numero de accesiones de Pasifloras conservadas en bancos de

germoplasma. Tomado de Posada (2012).

Institucién No. Accesiones No. Especies
Universidad Nacional de Colombia- Sede Palmira 70 40
Universidad de Narifio 47 12
Universidad de Caldas 80 2
Casa Luker 50 1
Agrosavia 170 No reporta

Colombia posee en la actualidad 141 accesiones conservadas del género Passiflora

manejadas por Agrosavia a traves del Sistema de Bancos de la Nacién Colombiana para

la Alimentacion y la Agricultura (Tablal-2).

Tabla 1-2: Poblaciones de Passiflora en conservacion por parte del Sistema de Bancos de

Germoplasma de la Nacién Colombiana para la Alimentacion y la Agricultura. Tomado de:

Posada (2012).
Especie No. accesiones Categoria dada por la UICN

Passiflora adenopoda 8 LC
Passiflora alata 2 LC
Passiflora ambigua 1 LC
Passiflora apoda 1 LC
Passiflora caerulea 1

Passiflora capsularis 2 LC
Passiflora edulis 18 LC
Passiflora edulis f. edulis 2 LC
Passiflora foetida 1 LC
Passiflora gracilis 1 LC
Pos. hibridos interespecificos 10

Passiflora ligularis

Passiflora maliformis 26 LC
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Passiflora manicata 5 LC
Passiflora mixta 3 LC
Passiflora mollissima 2 LC
Passiflora sanguinolenta 18 LC
Passiflora sp. 1
Passiflora tarminiana 12 LC
Passiflora tiliifolia 18 LC
Passiflora tripartita 1 LC
8 LC
Total de accesiones 141

1.8.1. Métodos de conservacion

Los métodos de conservacion pueden ser de tipo in situ o ex situ. El método in situ se
enfoca en conservar la diversidad en el habitat natural en el que prospera (areas
protegidas, reserva, etc.), mientras que el método ex situ conserva los recursos genéticos
en total aislamiento de su habitat natural o de los componentes de la diversidad biolégica
(colecciébn de plantas, bancos de conservacion in vitro, bancos de semillas,

crioconservacion, etc.) que complementan la conservacion in situ (Hidalgo, 1991).

Las pasifloras son importantes en la salud de los agroecosistemas, debido a que la
conservacion de estas es vital para la produccion agricola y para preservar un ambiente
adecuado. La pérdida de muchas de ellas puede afectar en gran medida algunas especies
gue dependen de ellas como, las especies de mariposa Heliconius y muchos insectos, asi

como aves que corresponden a la fase de polinizacion.

Evaluacion de la erosion genética: Es necesario caracterizar y evaluar la diversidad
genética tanto de especies cultivadas como silvestres de las pasifloras para generar la
prevencién de la erosién genética. Se han documentado innumerables estudios en los que
se denota que estas especies poseen variabilidad genética intra e interespecifica
(Yockteng et al, 2011); donde la especie P. elegans Mast., es de la cual se tiene
informacién que posee una tasa de baja variabilidad genética (Lorenz-Lemke et al., 2005).
En algunos estudios se ha generado la comparacion en cuanto a diversidad genética de
especies silvestres (P. mixta L. f.) y especies cultivadas (P. tripartita var. mollissima y P.

tarminiana) reportandose una variacion limitada respecto a las silvestres (Segura et al.,
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1998, 2002, 2005). En cambio, Bellon et al. (2007) en su estudio no report6 diferencias
entre accesiones silvestres y cultivadas de las especies P. edulis. Por otro lado, Ocampo
et al. (2007) mencionan que dentro de una especie se puede haber una alta diversidad,
debido a que en muchas especies de Passiflora existe la presencia de tipo biparental del
genoma del cloroplasto. En cuanto a las especies cultivadas, Vieira y Carneiro (2004)
mencionan que el ataque de los patégenos puede causar erosién genética a través del

tiempo.

Conservacion in situ: Estos enfoques de conservacion in situ se limitan a pasifloras
ubicadas en areas protegidas y no es considerada la adecuada cuando la presién humana
es alta. La mayor parte de la diversidad de géneros se ubica en las laderas de la zona
cafetera (Ocampo et al., 2007), regién con alta poblacion y gran perturbacion, sin areas
protegidas. A pesar de ello, muchas de las pasifloras endémicas de Colombia (58
especies) se encuentran en estas laderas, que cada vez presentan mayor afectacién por
la deforestacién, generando amenaza y alto riesgo de extincion. Es aqui donde se
despierta la necesidad de generar medidas para conservar la biodiversidad en la gestion

de actividades agricolas, areas recreativas y recursos hidricos (Ocampo et al., 2007).

En cuanto a documentacion sobre la diversidad de las pasifloras y sus estados de
amenaza, Jorgensen et al. (2009), lograron establecer una distribucién geogréfica de
algunas especies y estimaron su grado de amenaza, situados en el subgénero Decaloba.
Se encontré que el 40% de estas especies estan catalogadas como vulnerables o en
peligro de extincion, mientras que el otro 40% no presenta ningun tipo de amenaza
(Jorgensen, 2009)

Conservacion ex situ: En las pasifloras, la conservacién de sus recursos genéticos
principalmente se genera en ambientes fuera de su habitat, siendo estos jardines botanicos
y colecciones de germoplasma, que se mantienen por institutos de orden nacional. Segun
Ferreira (2005), en todo el mundo existen alrededor de més de 50 colecciones de
Passiflora y las accesiones van en aumento en los Ultimos afios, pasando de 524 en 1994,
1235 registradas en 2004 a 2274 actualmente. Se hace necesario el aumento de la

variabilidad genética en colecciones de germoplasma.
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Crioconservacion: Es una estrategia y una técnica eficaz en las pasifloras, que permite
conservar semillas a largo plazo tanto en especies silvestres como cultivadas. Se basa en
el almacenamiento del material vegetal en nitrégeno liquido, a una temperatura inferior a -
150°C, donde se reduce el metabolismo celular y el deterioro (Silva et al., 2017). Para
realizar esta estrategia, es necesario conocer la tolerancia a la desecacién de las semillas.
En cuanto a la documentacién sobre este método se ha aplicado en especies como: P.
coccinea, P. edulis, P. gibertii, P. maliformis, P. morifolia, P. setacea, P. suberosa y P.
tenuifila, mostrando que dichas especies pueden crioconservarse con desecacion previa o
sin ella (De jesus et al., 2022). Asi como en las especies anteriormente mencionadas en
las que ha sido aplicada la crioconservacion, en el estudio Veiga et al. (2013) las semillas
de P. alata, P. cincinnata, P. coriacea, P. edulis, P. giberti y P. morifolia se pueden desecar
en contenido de 2.1 a un 3.6% de humedad relativa y llevar a crioconservacion, mientras
gue las de P. foetida, P. micropetala, P. mucronata y P. nitida se pueden crioconservar
entre 6,1 y el 7,3% de humedad relativa. Se busca que se amplien dichos estudios en
especies silvestres, que son de importancia para el mejoramiento genético, y que generan

ventajas en cuanto a resistencia a plagas y enfermedades.

La técnica de la crioconservacién de semillas con nitrégeno liquido ha sido implementada
por Bioversity (antes IPGRI) y el CIAT en algunas especies de Passiflora (Hong y Ellis,
1996), pero hasta la fecha no existe una coleccién representativa conservada bajo este

sistema.

1.9. Cultivos de tejidos

El término de cultivo de tejidos vegetales se asocia a los distintos procedimientos y técnicas
empleados que se realizan a un explante para mantener y hacer crecer sus células, tejidos
u érganos en condiciones ambientalmente controladas, como temperatura, humedad, etc.,
cuyo fin es el de conducir a la regeneracion de tejidos organizados o desorganizados,
células, embriones, polen, meristemos y/o plantulas, que se cultivan asépticamente en un
medio enriquecido quimicamente, generando copias idénticas o que pueden ser
modificadas genéticamente a posteriori (Roca y Mroginski, 1991). Esta técnica de
conservacion muestra sus primeros estudios desde 1950 con el objetivo de preservar
especies o0 genotipos de interés comercial bajo condiciones controladas de laboratorio
(Pereay Tirado, 2011).
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El cultivo de tejidos, segun Salazar (2010) es util en diversas especies vegetales, donde
se pueden realizar procesos como la obtencion de semillas sintéticas, eliminacion de virus
y enfermedades, produccion de metabolitos secundarios, micropropagacion clonal, uso de
protoplastos, ingenieria genética, rescate de especies en via de extincién, cultivo
embrionario, entre otros. Esta técnica esta asociada con la conservacion de especies que
se encuentren en peligro critico o altamente vulnerables, ya que tiene el potencial de
inducir tasas altas de reproduccion que ayudan a establecer la disponibilidad y viabilidad
de diversos recursos naturales, por ejemplo, el almacenamiento y mantenimiento del

germoplasma.

1.10.  Micropropagacion in vitro

Es una técnica in vitro que sirve para la propagacion masiva de material vegetal, en la que
se obtienen plantas que se propagan asexualmente en una forma eficiente, incluso
acortando el tiempo de produccién, donde se debe contar con espacios, reactivos y
equipos para generar nuevos protocolos de micropropagacion de diferentes especies, las

cuales al final del proceso deben estar libres de patdgenos (Villalobos y Thorpe, 1991).

Segun Murashige (1974) dentro de la técnica de micropropagacion existe tres etapas
fundamentales: 1. Desinfeccién, 2. Introduccién y multiplicacién de brotes y 3. El
enraizamiento y la preparacion para su trasplante al suelo (control de caracteres
ambientales en invernadero, temperatura del entorno, sustrato, luz y humedad relativa.

etc.).

Antes de realizar cada uno de los pasos fundamentales, conviene aclarar que se considera
una etapa inicial o etapa 0, que se centra en la obtencion y seleccion de la planta madre y
explantes adecuados (yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc.) de la

especie que se espera propagar (Pierik, 1990; De Klerk et al., 1997).

e Establecimiento del cultivo aséptico: Después de la seleccién del explante
adecuado con las mejores condiciones, se requiere realizar un proceso de
desinfeccion con el fin de eliminar microorganismos que pueden crecer en el medio
de cultivo (bacterias y hongos). “Para esta desinfeccion se han utilizado distintos
compuestos, dentro de los cuales podemos encontrar las soluciones de hipoclorito

de sodio y de calcio, peréxido de hidrégeno, nitrato de plata, alcohol a diferentes



22

porcentajes, etc.” (Pierik, 1990, p. 301). Para realizar una adecuada seleccion y una
Optima concentracion de las soluciones desinfectantes y el tiempo de desinfeccidn
es primordial el tipo de explante, el cual debe mantenerse en muy buenas
condiciones asépticas.

Crecimiento del explante: En este estado, el explante se desarrolla y se multiplica
mediante la formacion de brotes adventicios, segun las condiciones que posea el
cultivo y la concentracion de los reguladores de crecimiento. Existe una fase en la
cual se puede visibilizar la aparicién de callogénesis, la cual debe evitarse cuando
la finalidad es la propagacion clonal, recordando que la generacién de callos
puedes llegar a causar variacion somaclonal, donde dicho cambio puede ser de
tipo epigenético o a partir de mutaciones verdaderas (Larkin y Scowcroft, 1981)
Enraizamiento de los brotes y preparacion para su trasplante: Posterior a la
propagacion in vitro se debe generar el enraizamiento de los brotes, lo cual se basa
en llevar los explantes a un medio cuya concentracion de sales sea muy baja, pero
con alta concentracion de una auxina (generalmente AIB) y sin citoquininas. Por
ejemplo, en el medio de MS (Murashige et al., 1962), se ha logrado dicho proceso
con la disminucion del 50% de las concentraciones con resultados efectivos en
varias especies, a través de la dilucién. Asimismo, debe realizarse un cambio en el
balance de los respectivos reguladores de crecimiento, reduciendo las citocininas

y elevando las auxinas exdgenas (Thorpe, 1980).

Figura 1-9: Aplicacién de técnicas de cultivo in vitro para la propagacion de

especies de interés agroalimentario.
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*Nota: Tomado de: Gonzales (2004). proyecto de uso sostenible de los recursos vegetales del

distrito capital y la regién.

1.11. Germinacion in vitro de semillas de Passiflora

Este proceso beneficia a los agricultores en calidad y control sanitario referente al material
vegetal, una técnica que aparte de ser un método de propagacion, va de la mano con la
conservacion y genera un primer paso en la certificacion de materiales (Food Agriculture
Organization - FAO, 2000).

Este tipo de propagacion en semillas y embriones en cuanto a los tipos de material vegetal
genera enormes ventajas, como ejemplo, en las orquideas su semilla posee un tamario
muy pequefio, pero con una masa compuesta de varias células, se ve afectada su
germinacion por inhibidores que se asocian a las semillas latentes (Villalobos vy
Thorpe,1991).
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La testa de las semillas de Passiflora estd compuesta de numerosas células, generalmente
lignificadas, esta composicion afecta la absorcion del agua y ademas en cierta medida el

crecimiento del embridén, como se ha demostrado en otras semillas (Bewley y Black, 1982).

La propagacion in vitro en pasifloras se enfoca principalmente en el uso de explantes como
embriones, cotiledones, yemas axilares y discos foliares, dando como resultado plantas
libres de contaminantes biolégicos, brindando un proceso biotecnolégico con estandares
de calidad en la planta, mejor produccién de plantas libres de contaminantes asociado a
sistemas in vitro, permitiendo el establecimiento de plantaciones uniformes, ademas de
otros fines como la conservacion del germoplasma para evitar la erosion genética de la
especie y contribuir a mejorar la calidad del fruto (cultivos resistentes y de mayor
rendimiento), por eso siempre se enfatiza en que el explante original presenta
caracteristicas favorables. Frente a las diferentes alternativas que existen para la
produccién de materiales vegetales en pasifloras, esta es la que ofrece grandes beneficios
en dicha produccion (Roca y Mroginski, 1997; Perea y Tirado, 2011). La propagacion de
las especies de pasifloras se puede generar por via sexual y asexual (Miranda et al., 2009),
si se realiza a través de la semilla esto dependera de la maduracién que posea el fruto, ya
gue si esta maduracién no es pertinente la germinacion tendra un porcentaje bajo;
Gonzales (2004), realizdé micropropagacion a traveés de la induccién de germinacién in vitro
y rescate de embriones en P. cumbalensis. En la Figura 1-10 se observan semillas de
pasifloras en medio MS, donde se observa el inicio de la germinacién de los embriones
rescatados y semillas en medios sin reguladores de crecimiento, como un ejemplo de
algunas investigaciones realizadas en la propagacion de pasifloras a través de semillas
germinadas in vitro.

Figura 1-10: Micropropagacion in vitro en P. cumbalensis. Tomado de: Gonzales (2004).
proyecto de uso sostenible de los recursos vegetales del distrito capital y la region.
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1.12. Prueba de viabilidad de semillas

Esta técnica detecta la actividad metabdlica de diferentes tipos de semillas
especificamente de su embrion, para determinar la viabilidad de las semillas que presentan
latencia 0 muy bajas tasas de germinacion. La determinacién de tetrazolio tiene la ventaja
de que se puede realizar rapidamente y sin equipo especializado. Esta prueba consolida
reacciones quimicas oxidativas, que al realizar la liberaciébn de electrones reducen
sustancias quimicas, se da la activacion de vias metabdlicas, por lo cual, se puede estimar

el respectivo nivel en los tejidos del embrion y su viabilidad (ISTA, 1996).

La actividad metabdlica nombrada anteriormente se puede detectar a través de la sal de
tetrazolio, sales que poseen soluciones (cloruro o bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio)
incoloras, pero que al entrar en contacto con la reduccion de ciertas sustancias su tonalidad

cambia a rojo intenso denominado trifenilformazan.
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La semilla viva al ser sumergida en solucion de tetrazolio da una tonalidad rojo oscuro,
debido a que los electrones liberados en los tejidos embrionarios desalinizan el tetrazolio.

El embridn no presenta tincidn, si la semilla no presenta viabilidad (ISTA, 1996).



1.13.

Tabla 1-3: Investigaciones sobre la aplicacién de cultivos in vitro en Passiflora. Compilado por el autor

Investigaciones sobre la aplicacion de cultivos in vitro en Passiflora

MEDIO DE CULTIVO Y REGULADORES DE CRECIMIENTO mg. I-1

y tejido foliar
Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa. P.

mollissima.

BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0)
10%agua de coco

10.0% de CW

NAA (1)

generacion de brotes.

EXPLANTE /SP. MULTIPLICACION ELONGACION ENRAIZAMIENTO VIA DE ESTABILIDAD REFERENCIAS
REGERENACION GENETICA BIBLIOGRAFICAS

Discos foliares MS+NAA (2) + 1AA (2) + KIN Organogénesis directa | No se evaluo Amugune et al. (2011)

Passiflora edulis. (0.4)

Cotileddn, hipocétilo | MS + NAA (0.0, 1.0, and 2.0) y | MS+ BA (2) Y MS+ sin reguladores Organogénesis directa | NAA inhibe Dornelas y Vieira (1994)

Discos foliares

Passiflora edulis

MS+ Benzil-amino-purina (BA)
(0;0,3;0,6;0,9y 1,2)

MS+ Benzil-amino-
purina (BA) (0; 0,3;

MS+ sin reguladores

Organogénesis
indirecta y directa (BA-

Otahola y Diaz (2000)

0,6;09y1,2) 12)
Discos foliares MS+ BAP (1) + KIN (0.5) Organogénesis directa | No se evalu6 Becerra (2003)
Passiflora edulis, MNN+ BAP (3) + KIN (2) EI\,IA[;J(;(CIENE'T\ISAS e indirecta
Passiflora MS- sin reguladores
mollissima
Discos foliares MNN+ BA MNN+ BA MNN+ BA Organogénesis Leal (2003)
Passiflora (0;0.5; 1; 2, 3) +KIN (0;0.5;1;2,3) + (0.5; 1; 2) + KIN indirecta
mollissima (0:0.5: 1,2.5,3) KIN (0;1,2.5) No se evalud
(0;0.5; 1,2.5,3)
Semillas Corte extremo chalazal Severin et al. (2004)
Passiflora caerulea | MS+ Sacarosa 2%
L. Alternancia de temperatura
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Tabla 1-3: (Continuacién)

laminas y
segmentos nodales

Passiflora alata

WPM- BA (0.0; 1.0; 2.0 mg.
L-1).

WPM- BA (0.0;
1.0; 2.0 mg. L-1).

WPM/2 + AIA (0.5)

Necrosis en laminas

Organogénesis directa

Presencia de

estabilidad genética

Albacete (2007)

Hojas e hipocétilos
Passiflora edulis

Sims f. flavicarpa

MS- BAP (1)

Organogénesis directa

e indirecta (hipocétilo)

organogénesis directa
(hojas)

presencia de
estabilidad genética
en organogénesis
directa

Fernando et al. (2007)

Discos foliares, raiz,
plantula
Passiflora

Cincinnata

MS- 6 BA (0.0; 0.5; 1.0; 1.5;
2.0).

Organogénesis

indirecta

No se evalué

Lombardi et al. (2007)

Segmentos nodales,
internodales y
foliares. Passiflora

suberosa.

MS o MSM

TDZ (4,54, 13,2, 22,7, 31,8,
45,4 uM), 2, 4-D (4.5, 13.5,
22.6, 31.6, 45.2 uM), NAA
(5.4,16.2,26.9,37.8,54
UM), picloram (4.14, 12.4,
20.7, 28.9, 41.4 uM), 0 BA
(4.4,13.2,22.0,31.0,44.4
uM) usado solo o en
combinacién con NAA (0,
2.7, 5.4 uM)

MSM o MS

% MSM o MS

Organogénesis directa

Presencia de

estabilidad genética.

Entrenudos con BA

Garcia et al. (2011)
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Tabla 1-3: (Continuacién)

Passiflora
cumbalensis
semillas,

secciones foliares y
segmentos nodales

Escarificacion mecanica
MS + caseina hidrolizada
100 ppm, vitaminas
Gamborg y AGs 2 ppm

MS con
modificacion en
las soluciones de
nitrégeno al 75%

Cérdoba et al (2010)

Passiflora tripartita MS + &cido ascérbico 100 MS sin Medio %2 MS Coérdoba et al (2010)
var. mollisima ppm +caseina hidrolizada fitorreguladores
semillas 200 ppm+ vit Gamborg+
AG3 2 ppm.
Embriones cig6ticos | 24 h imbibicién con AGz 2.88
y yemas axilares pm- 4.33 pm
Passiflora edulis EMB =MS+ BAP (T0: O um,
T1: BAP 2,22 um, T2: BAP 25 tratamientos
4,44 pym, T3: BAP 6,66 pum) BAP y Kin, M&S Embriogénesis Manjarres y Perea (2012)
YA= MS+ AGs 0,58 um+ + AGz 0,58 ym.
BAP 2.22 um, 4.44 um+
kinetina 0- 4.65 pm
Hoja, hipocétilo, raiz | MS-6 BA (1) MS- AGs (2.88 IBA (1) 10° Organogénesis directa | Presencia de Vieira et al. (2014)
Passiflora setacea. MS- TDZ (0.5) uM) DDL (Plantmax) e indirecta estabilidad genética
MS-BA+TDZ
Semillas maduras de | Escarificacion manual MS sin RC+ 3000 | MS +3000 mgL* de CA Embriogenesis Bernal et al. (2018)

P. maliformis

MS- vit BS
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), 6-bencilaminopurina
(BA) y Kinetina (KIN)

mgL-1 de carbén
activado




1.14. Especies estudiadas

1.14.1. Passiflora quimbayensis Ocampo & Forero

Esta especie pertenece al subgénero Decaloba y es endémica de Colombia en los
departamentos de Caldas, Quindio, Risaralda y Norte del Valle del Cauca, en la Cordillera
Central, entre los 1072 a 1248 m s.n.m (Ocampo et al., 2018). Esta especie crece en areas
con suelos derivados de cenizas volcanicas, con un alto contenido de materia organica y
una textura arcillosa; la temperatura media anual en la que se suele encontrar es de 22,4
°C y la precipitacion anual es de 1890 mm (precipitacion regular); radiacion solar de 5 a 6

horas por dia (Fick y Hijmans, 2017).

Debido a sus llamativas caracteristicas fisicas, es muy utilizada como planta ornamental,
no es de consumo humano, pero si de diversas aves, ademas de esto posee compuestos
que aportan a la industria farmacéutica, como la pasiflorina que se puede usar como

tranquilizante en la produccion de ansioliticos.

Esta especie califica como categoria B2a, su area de ocupacion se estima en menos de
500 Km? (28 km?) y su rango de ocurrencia es menos de 5000 km2 (956,68 km?); los
habitats estan severamente fragmentados y se sabe que existe en siete lugares cuya
ubicacién se precisa en Caldas, Quindio, Risaralda y Norte del Valle del Cauca. Con
respecto al criterio D, el tamafio de la poblacion se estima en menos de 50 individuos
maduros, con solo tres plantas observadas durante los viajes de recoleccién, el estado de

conservacion de esta especie debe clasificarse como En Peligro Critico (CR; UICN 2017).
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Figura 1-11: Flores de Passiflora quimbayensis. Foto: John Ocampo.

1.14.2. Passiflora kumandayi M.A. Buitrago A. & Coca

Esta especie pertenece al subgénero Decaloba y es endémica de Colombia en los
departamentos de Caldas y Tolima, en los bosques Altoandinos de los Andes centrales de
Colombia, entre 3000 y 3600 m s.n. m. Crece a una temperatura entre 12 y 18 °C. La
especie ha sido colectada en flor y en fruto entre diciembre y enero; en marzo esta especie
permanece estéril. Se han observado escarabajos errantes (Staphylinidae) visitando las
flores de esta especie (Buitrago et al., 2018). Crece en vegetacion arbustiva, en areas
fragmentadas por la agricultura y sujeta a futuros desarrollos urbanos para la industria del
turismo, poniendo a esta especie en peligro inminente. Asi, segun el criterio de extension
de ocurrencia (EOO de 0,458 km?) y el continuo descenso del area de ocupacion (AOO de
8.000 km?), el estado de conservacion de esta especie debe clasificarse como Peligro
Critico (CR; UICN 2017).
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Figura 1-12: Flor de Passiflora kumandayi.

*Nota: Tomado de Passiflora kumandayi (Passifloraceae), a new species from the Colombian Andes

in a new section within subgenus Decaloba (Buitrago et al., 2018)

1.14.3. Passiflora sp. nov.

Esta nueva especie pertenece al subgénero Passiflora y es endémica de Colombia, la cual
se encuentra en proceso de descripcion y publicaciéon (com. pers. John Ocampo) y se
distribuye en la region Andina del departamento de Antioquia en Colombia entre los 1700
a 2100 m s.n.m. Passiflora sp. nov. pertenece a la Seccion Laurifolia, Serie Tiliifolia y
morfolégicamente es similar a la granadilla coman (P. ligularis), el estado de conservaciéon

de esta especie debe clasificarse como Peligro Critico (CR; UICN 2017).

Esta especie se diferencia de P. ligularis en el tamafo del fruto y hojas trilobuladas
principalmente, hébito trepador. En cuanto a su morfologia floral, sus tonalidades son
violeta, con dimensiones que varian entre los 7 a 10 cm, se consolidan en un nudo,
usualmente dos de ellas, los pétalos presentan tonalidades blancas rosaceas y resaltan
moteados de color azul purpura, presentando una estructura redondeada. En cuanto a
zonas de cultivo, principalmente son planas e inclinadas, suelos ricos en materia organica

y cuyo pH es favorable, ya que se establece entre los 6 y 6.5.
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Figura 1-13: Flor de P. sp. nov. Foto: John Ocampo.

1.14.4. Passifloraligularis Juss.

Esta especie pertenece al subgénero Passiflora y se distribuye desde México hasta Bolivia,
en los Andes tropicales, principalmente entre los 1500 y 2500 m s.n.m (Killip, 1938). En
cuanto a importancia economica, la granadilla ocupa el segundo lugar del género
Passiflora, posee gran comercializacion por su sabor y valor a nivel nutricional en
mercados nacionales e internacionales (Yockteng et al.,, 2011; Arias et al.,, 2015).

Colombia, Pert y Ecuador son los principales productores (Agronet, 2011).

La granadilla presenta flores hermafroditas, polinizacion alé6gama, realizada por Xylocopa
spp. y Epicharis spp. (Snow y MacDougal, 1993; Franco et al.,, 2007). Existen un
incremento en la productividad, debido al flujo genético que provee el intercambio del polen
entre dichas plantas, lo que también beneficia en gran medida la variabilidad (Arias et al.,
2015). La fruta de esta especie ha logrado llegar a varios mercados desde Europa, Asia,
Norteamérica, Centroamérica y Suramérica, generando ganancias en la economia de los
campesinos y la exportacion de Colombia (Parra, 2013). El estado de conservacion de esta
especie debe clasificarse como Preocupacion menor (LC; UICN 2017).
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Figura 1-14: Flor de la granadilla comun (P. ligularis). Foto: John Ocampo.




2. Contexto de la tesis

El presente trabajo surge como iniciativa del Grupo de Investigacion en Recursos
Fitogenéticos (GIRFIN) de colectar y conservar especies endémicas en Colombia, que
actualmente se encuentran amenazadas (Peligro Critico — CR) y su hbitat disturbado o
destruido. Por lo tanto, esta investigacién tiene como objetivos estudiar las caracteristicas
morfoldgicas de las semillas, la viabilidad y la germinacién, e igualmente establecer un
protocolo in vitro en tres especies endémicas colombianas y una cultivada del género
Passiflora que permitan su conservacion ex situ. Este protocolo permitird acelerar el
proceso de la produccion de material de siembra (propagacion masiva) que por su bajo
nivel de poblaciones en areas restringidas son consideradas endémicas y a su vez
contribuir con la propagacion y recuperacion de estas mismas para evitar eventos de

extincion y/o de erosion genética.

Igualmente, uno de los obstaculos en las especies del género Passiflora es la baja
germinacion de las semillas, esto se presenta debido a las caracteristicas a nivel
estructural de su testa lignificada y su cubierta seminal, la cual genera una latencia
exdégena mecanica que genera dificultad en su porcentaje germinativo, por lo que es

necesario buscar alternativas para romper la latencia y generar cultivos uniformes.

En Colombia, 23 especies de este género se encuentran amenazadas y/o en peligro de
extincion, segun el reporte de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN,2017) y los estudios de Ocampo et al. (2007), situacién que se podria evitar, por lo
cual se hace necesario buscar alternativas que apoyen la conservacién en bancos de
germoplasma para preservar la variabilidad genética y las poblaciones de dichas especies

a través de la construccién de protocolos in vitro (Pacheco et al., 2009).

En la actualidad las técnicas de propagacion in vitro aportan al mejoramiento de los
porcentajes de germinacion o proliferacién, a la conservacion de la diversidad genética y
a las mdltiples aplicaciones en programas de mejora genética en especies amenazadas

(Dodds, 1991). Se logra evidenciar que es muy poca la informacion de estudios o
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investigaciones referentes a protocolos de germinacion in vitro en semillas de las especies
evaluadas, para su posterior micropropagacion e implementacion en programas de
conservacion, lo cual se requiere de manera urgente, esto debido a que en Colombia se
evidencia la mayor diversidad de especies en este género y 9,8% se encuentran

amenazadas por multiples actividades antrépicas y naturales.



3. Objetivos

3.1. General

Estudiar la morfologia, viabilidad y germinacion in vitro en semillas de cuatro especies del

género Passiflora L. distribuidas en Colombia.

3.2. Especificos

e Estudiar las caracteristicas morfologicas, la viabilidad y la germinacion de las
semillas de tres especies silvestres endémicas de Colombia en Peligro Critico (P.
quimbayensis, P. kumandayi y P. sp. nov.) y una cultivada (P. ligularis) del género

Passiflora.

e FEvaluar el potencial germinativo en semillas de tres especies endémicas
colombianas del género Passiflora (P. quimbayensis, P. kumandayi y P. sp. nov.),

en condiciones de invernadero.

e Desarrollar un protocolo de conservacion a partir de una técnica in vitro en semillas
de tres especies silvestres endémicas de Colombia en Peligro Critico (P.
guimbayensis, P. kumandayi y P. sp. nov.) y una cultivada (P. ligularis) del género

Passiflora.






4. Materiales y meétodos

4.1. Areade estudio

La investigacion se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos y en el invernadero casa
de malla de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira, localizada en el municipio
de Palmira (Valle del Cauca) a 980 m s.n.m. La investigacion se desarroll6 en cuatro
etapas: caracterizacion morfologica de la semilla, evaluacion de la viabilidad, germinacién

de las semillas en vivero y propagacién en cultivo in vitro de las semillas.

4.2. Material vegetal

En la investigacion se estudiaron las semillas de cuatro especies del género Passiflora
representadas en los subgéneros Decaloba (P. kumandayi y P. quimbayensis) y Passiflora
(P. sp. nov. y P. ligularis) conservadas en frio (7-8 °C) entre 70-75% de Humedad Relativa
en el banco de semillas de la UNAL Palmira (Tabla 1- 4). En el caso de las especies
silvestres, el nimero de las semillas es limitado (200 a 300 semillas por especie), debido
a la dificultad de obtener frutos en su habitat natural y por tal razon los ensayos fueron
realizados con una muestra minima estadisticamente significativa, y de esa manera

mantener el nUmero adecuado de semillas en conservaciéon en banco.

Tabla 1-4: Especies del género Passiflora empleadas en el estudio.

Especie Distribucion Altitud Origen Clasificacion Estatus de
accesion taxondmica conservacion
P. quimbayensis Caldas, 1072 - Palestina Decaloba/Decaloba Silvestre
Quindio, 1249 (Caldas) En Peligro
Risaralda, y Msnm Critico (CR)
el norte del
Valle del
Cauca
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P. sp. nov. Antioquia 1700 — Liborina Passiflora/Laurifolia/ Silvestre
2050 (Antioquia Tiliifoliae En Peligro
Msnm ) Critico (CR)
P. kumandayi Caldasy 3000 - Villamaria | Decaloba/Auriculata/ Silvestre
Tolima 3600 (Caldas) Apodae En Peligro
msnm Critico (CR)
P. ligularis México a 1700- Manizales | Passiflora/Laurifolia/ Cultivada
Pera 2300 (Caldas) Tiliifoliae Preocupacion
msnm Menor (LC)
Silvestre
Vulnerable (VU)

4.3. Preparaciéon y caracterizacion de la semilla

Las semillas de cada especie pasaron inicialmente por una fase de preparacién con una
inmersion en agua destilada durante 4 dias para luego retirar el arilo. Posteriormente, las
semillas se lavaron con agua estéril para retirar los residuos existentes y se secaron en
papel absorbente durante 48 horas a temperatura ambiente antes de iniciar las pruebas de
viabilidad y germinacion. Adicionalmente, 10 semillas por especie fueron tomadas al azar
y caracterizadas morfolégicamente en las que se tomaron en cuenta las siguientes
variables: longitud (mm), ancho (mm), grosor (mm), forma y margen con base en los

descriptores propuestos por Pérez et al. (2002).

4.4. Pruebade viabilidad

En la evaluacion de la viabilidad de las semillas para cada especie estudiada, fue empleado
el protocolo de la prueba de tetrazolio siguiendo la metodologia establecida por la
Association of Official Seed Analysts/Society of Commercial Seed Technologists (Miller y
Peters, 2010). Esta metodologia consiste en la realizacién de un preacondicionamiento, el
cual se bas6 en sumergir las semillas en agua destilada en un Erlenmeyer de 50 ml durante
un periodo de 24 horas a 30 °C. Posteriormente, las semillas de cada especie fueron
escarificadas totalmente de manera mecanica, realizando un corte longitudinal a la testa y
dejando expuesto el embridn. Las semillas escarificadas fueron sumergidas en solucion de
tetrazolio (cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio) al 1% bajo oscuridad durante 24 horas a 30 °C
(Figura 1-15 y 1-16). Aquellos embriones que cumplieron con mas del 70% de su area

tefiida en rojo fueron considerados viables, los que no cumplian con dichas caracteristicas
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se clasificaron como no viables. Para cada especie, el protocolo de Miller y Peters (2010)
fue evaluado con tres repeticiones y 10 semillas por cada repeticion para establecer los
porcentajes de viabilidad. La evaluacion de viabilidad permitié6 conocer cuales semillas de
cada especie podrian ser sometidas a cultivo en vivero y posteriormente a condiciones in

vitro.

Figura 1-15: Esquema del protocolo empleado para la prueba de viabilidad de semillas.
Fuente propia del autor.

Escarificacion longitudinal Inmersion en Identificacion de

Retiro del arilo Inmersion en agua destilada i X i X
solucion de tetrazolio  embriones viables

24 h

Figura 1-16: Preparacion de la semilla para la prueba de viabilidad.
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45. Siembraen vivero

Para la siembra en vivero, las semillas se sometieron a escarificaciéon de despunte apical
y luego fueron sumergidas en solucion de KNO;z; al 1% por 24 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, la solucion con las semillas fue filtrada para eliminar residuos,

después se almacenaron en papel absorbente previamente hiimedo antes de la siembra.

Las semillas fueron sembradas en casa de malla (Universidad Nacional de Colombia, Sede
Palmira) en bandejas plasticas de 20 cm de altura en una mezcla de sustrato comercial a
base de fibra de coco y turba en una relacion 2:1 (Figura 1-17 y 1-18) y a 1 cm de
profundidad. Después de haber establecido las semillas, los riegos fueron realizados con
agua convencional cada dos dias y las lecturas de germinacion se realizaron cada semana
hasta llegar a los 60 dias, ya que después de esta fecha no se evidenciéo mas germinacion.
El ensayo para cada especie fue establecido con tres repeticiones y 10 semillas por cada
repeticion, las cuéles fueron evaluadas bajo la variable porcentaje de germinacion (%PG).
Los resultados de este ensayo permitieron conocer cuales semillas de cada especie que
presentaron viabilidad de acuerdo con la prueba de tetrazolium tenian la capacidad de

germinar en vivero o, por el contrario, presentaban latencia exdégena.

Figura 1-17: Preparacion para siembra en vivero.
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Figura 1-18: Esquema del protocolo de siembra en vivero.

Conservacion Mezcla de sustrato de

sistema frio coco y turba 2:1

—— A

Filtrar & & Siembra £X VITRO

Semilla sin arilo

A : . Siembra en bandeja de
Imbibicion 24 h en Puncion radicula 2 mm

plastico
KNO3

4.6. Cultivo in vitro

4.6.1. ETAPA 0. Obtencion del material vegetal

Para realizar la fase experimental del cultivo in vitro, se emplearon las semillas de las
especies que presentaron viabilidad de acuerdo con el protocolo de Milley y Peters (2010).
Estas semillas procedieron de las mismas accesiones del banco de semillas de la
Universidad Nacional de Colombia- Sede Palmira y del mismo lote con el que fue realizado

el protocolo de viabilidad.

4.6.2. ETAPA I. Establecimiento aséptico del cultivo

Las semillas de cada especie fueron lavadas con agua estéril para retirar los residuos del
arilo o sarcotesta, posteriormente fueron sumergidas en una mezcla de detergente alcalino
al 3% y un antioxidante de acido ascorbico a 100 mg/l durante 20 minutos. Luego, las
semillas fueron lavadas con agua destilada para retirar el exceso de detergente. Asi
mismo, en una camara de flujo laminar, las semillas fueron sumergidas en etanol al 70%
por 30 segundos. Posteriormente, las semillas de cada especie fueron sometidas a dos
tratamientos de desinfeccién, que consistieron en el uso de dos concentraciones diferentes
de hipoclorito de sodio (NaOCI 6 y 7%) durante 20 minutos, con el objetivo de evaluar el

tratamiento de asepsia con mayor eficacia. Finalmente, después de haber efectuado cada
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tratamiento, las semillas fueron lavadas con agua destilada estéril 3 veces en intervalos de
tiempo de 2 minutos, 5 minutos y 10 minutos para eliminar residuos. El ensayo para cada
especie evaluada fue establecido bajo un disefio experimental al azar con dos

tratamientos, tres repeticiones y 10 semillas por unidad experimental.

4.6.3. ETAPA Il Multiplicacion del material vegetal

Para la induccion de germinacion in vitro de las pasifloras estudiadas, se evalu6 el medio
de Murashige & Skoog (MS) de acuerdo con las condiciones establecidas en las tablas 1-
5y 1-6, el cual fue suplementado con sacarosa en una preparacion de 30 g/l, agar 7 g/l,
tiamina 7 g/l y adicionando como regulador del crecimiento acido giberélico (AGs) en una

concentracion de 2 mg/I.

Tabla 1-5: Composicion del medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) utilizado para el

cultivo in vitro en la regeneracion de plantas de las especies estudiadas.

REACTIVO | mg / litro
Macroelementos

Nitrato de amonio NH4NO3 1650
Nitrato de Potasio KNO3 1900
Cloruro de Calcio dihidratado CaCl2.2 H20 440
Sulfato de magnesio heptahidratado M@gS04.7H20 370
Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 170

Microelementos

Sulfato ferroso heptahidratado FeS04.7H20 27,8
Acido Borico H3BO3 6,2
Sulfato de manganeso tetrahidratado MnS04.4H20 22,3
Sulfato de Zinc heptahidratado ZnS04.4 H20 8,6
Yoduro de Potasio Kl 0,83
Sulfato cuprico CuS045 H20 0,025
Molibdato de Sodio hexahidratado Na2Mo0O4.2 H20 0,25
Cloruro de Cobalto hexahidratado CoCl2.6 H20 0,025
Etilen diamino tetracetato de sodio dihidratado | NaEDTA.2H20 37,3
Vitaminas

Piridoxina 0,5

Tiamina 0,1
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Acido nicotinico 0,5
Hidrolizado de caseina 1000
Sacarosa 30.000
Agar 7000

Tabla 1-6: Composicion de soluciones stock para medio de cultivo Murashige y Skoog

(1962) utilizado para el cultivo in vitro en la regeneracion de plantas de las especies

estudiadas.
CONCENT. No. COMPUESTO NOMBRE mg \5/8:: CONCENTRACION
MEDIO SOLUCION FORMULA STOCK SOLUCION
mg / Litro mg / ml
1650 1 NHiNOs Nitrato de amonio 1650 100 165
0
1900 2 Nitrato de potasio 1900 100 190
0
370 3 MgS04.7H20 Sulfato de magnesio 3700 100 37
22.3 4 MnS04.4H20 Sulfato de manganeso 223 100 2.23
8.6 ZnS04.4H20 Sulfato de zinc 86 0.86
0.025 CuS04.5H.0 Sulfato clprico 0.25 0.0025
440 5 CacClz.2H:0 Cloruro de calcio 4400 100 44
0.83 6 Kl Yoduro de potasio 8.3 100 0.083
0.025 CoCl..6H20 Cloruro de cobalto 0.25 0.0025
170 7 KH2POg4 Fosfato monobasico de | 1700 100 17
potasio
6.2 8 H3BO3 Acido bérico 62 100 0.62
0.25 Na:Mo004.2H20 Molibdato de sodio 2.5 0.025
27.81 9 (**) FeS04.7H.0 Sulfato ferroso 278. 100 2.781
1
37.81 Naz EDTA. 2H:0 Acido 378. 3.781
etilendiaminotetracétic 1
0
100 10 CeH12C6 Inositol 1000 100 10
0.1 C12H17CIN4OS.HCI Tiamina 1 100 0.01
0.5 CsHsNO2 Acido Nicotinico 5 0.05
0.5 CgH11NO3zHCI Piridoxina 5 0.05
2 C2HsNOs Glicina 20 0.2

El medio de cultivo se esteriliz6 en autoclave a 120 °C y 15 libras de presion durante 25

minutos. Asimismo, se ajusté el pH a 5,8.

Debido a la estructura que poseen las semillas de Passiflora (Figura 1-7) se usaron

métodos pregerminativos para aumentar su porcentaje de germinacion y romper la latencia

exdgena y enddgena (la cual es causada por diferentes aspectos a nivel del embrién

relacionado con el componente hormonal, que impide la protrusion de la radicula). Antes

del proceso de escarificacion se realizé una imbibicion de las semillas en el regulado de
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crecimiento acido giberélico (AGs) durante 24 horas en las cuatro especies estudiadas
(Tabla 1-7). El ensayo para cada especie se establecié bajo un disefio experimental
completamente al azar, con tres tratamientos de escarificacion (sin escarificacion,
escarificacion por ruptura total y escarificacién por despunte apical) y tres repeticiones, con
una unidad experimental de 33 semillas, para un total de 99 semillas por tratamiento. Las
semillas de cada especie evaluada fueron sembradas en recipientes de vidrio con una
capacidad de 100 ml, el cual contenia 20 ml de cultivo MS suplementado con AGs, se
realizé la siembra de cada embrién en un frasco con el uso de una pinza esterilizada en
camara de flujo laminar, posteriormente los frascos fueron llevados a cuarto de cultivo a
una temperatura de 24 °C y un fotoperiodo 16/8; 16 horas de luz y 8 de oscuridad (Figura
1-19).

Tabla 1-7: Tratamientos de escarificacion evaluados para inducir la germinacion en las

especies de Passiflora estudiadas.

Solucién
AGs Testigo (TO) | Tratamiento 1 (T1) Tratamiento 2 (T2)
(mg/l)
2 Sin Escarificacion Escarificacion
escarificar por ruptura total por despunte
apical

Figura 1-19: Esquema del protocolo empleado para la fase de multiplicacién del material
vegetal
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4.6.4. ETAPA lll. Estimulacion y desarrollo de brotes axilares

Para la estimulacion y desarrollo de brotes axilares en este estado, cada explante se
multiplicé directamente a partir de la formacion de brotes adventicios. Las plantas se

transfirieron a un medio de cultivo MS sin fitorreguladores y se dejaron desarrollar para
observar las primeras fases de enraizamiento.

Figura 1-20: Esquema del protocolo de germinacion de semillas in vitro.
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4.6.5. Analisis de datos

Los datos de la caracterizacion de las semillas fueron sometidos a analisis univariado

(media, rangos, desviacion estandar y coeficiente de variacion).

El analisis de datos de las evaluaciones de viabilidad y germinacion de las semillas en

vivero fue basado en los porcentajes obtenidos por cada repeticién.

El ensayo con disefio experimental completamente al azar in vitro por cada especie
estudiada con diferentes tratamientos y unidades experimentales fue realizado por medio
de un analisis de varianza (Andeva) y una prueba de comparacion de medias por el método
de Tukey con una significacién de P<0,05. Los datos fueron tabulados, procesados y
analizados en Microsoft Excel 2011 y en el software R-Studio usando el paquete

“rapportools”.



5. Resultados y discusion

5.1. Material vegetal y caracterizacion de las semillas

El género Passiflora posee una amplia variedad de morfologia tanto en las estructuras
vegetativas como reproductivas (Ocampo y Coppens d’Eeckenbrugge, 2017) y sus
semillas (Pérez et al., 2002). Las semillas de las especies estudiadas exhibieron gran
variabilidad en forma, tamafio y ornamentacion de la testa (Figura 1-21; Tabla 1-8). Las
semillas de P. kumandayi y quimbayensis no superan los 5 mm y 3.2 mm en las variables
de longitud y ancho respectivamente; mientras que en P. sp. nov y P. ligularis los valores
observados para todas las dimensiones estan por encima de los 5y 4 mm. Los coeficientes
de variacién entre las variables evaluadas de cada especie estuvieron entre el 1,18% y el
18,32 %, resaltando a P. ligularis con la menor variacion promedio (1,68%) y a P. sp. nov.
con la més alta variacion (8,84%). En cuanto a la forma de la semilla se logra contemplar
variacion entre las especies del subgénero Decaloba con una forma ovada y eliptica,
contrario a la forma que se presento en las dos especies del subgénero Passiflora la cual
es de tipo oblonga. Los resultados en la granadilla (P. ligularis) son similares a los
reportados por Pérez et al. (2002) el cual enuncia poca variacion en los caracteres de la
semilla, los cuales pueden estar asociados a los procesos de seleccion y domesticacion
gue se presentan en estas especies cultivadas principalmente en los paises de la regiéon
Andina (Medina y Lobo, 2006). En contraste, en las especies silvestres evaluadas en este
estudio no existen reportes sobre la morfologia de sus semillas y los datos presentados en
la Tabla 1-8 constituyen informacion relevante para futuros estudios en semillas del género

Passiflora.
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Tabla 1-8: Caracterizacion morfolégica de las semillas de las especies estudiadas.

Desviacion Coeficiente de

Especie Variable (mm) Promedio Minimo  Maximo A o Forma Margen
Estandar Variacion (%)

Longitud 485 455 525 022 454

P. kumandayi Ancho 3,01 2,85 3,19 0,12 3,99 Ovada Entera
Grosor 141 1,30 1,66 0,10 7,09
Longitud 2,59 244 2,80 013 502

P. quimbayensis Ancho 1,86 173 2,01 0,10 538 Eliptica Entera ondulada

Grosor 1,00 084 1,13 0,11 11,00
Longitud 5,53 5,00 6,00 0,50 9,10

P. sp. nov. Ancho 4,36 3,00 5,00 0,60 13,82 Oblonga Entera
Grosor 1,36 1,28 14 0,05 3,62
Longitud 711 7,00 722 0,08 1,18

P. ligularis Ancho 428 412 445 0,10 2,34 Oblonga Entera
Grosor 1,78 1,75 1,83 0,03 152

En cuanto a las estructuras internas de la semilla se observo que las Passiflora estudiadas
presentan un embrion de forma espatulada y con variaciones en el tamafio entre las
especies comparadas, lo cual corresponde a lo reportado por (Pérez et al., 2002). De esta
manera, se evidencié la presencia de un embrion en las especies P. quimbayensis, P. sp.
nov. y P. ligularis que ocupa la mayor parte de la semilla con sus respectivos cotiledones
rodeados de endospermo. En P. kumandayi se observa un embrién un poco mas pequefio
respecto a las otras especies, pero rodeado de una mayor cantidad de endospermo (Figura
1-22). Lo anterior parece estar relacionado con lo descrito en su estudio por Vega et al.
(2022) al analizar la parte interna de cada semilla de las especies P. bifloray P. adenopoda
evidenciaron la presencia de un embrién que en su totalidad abarcaba gran parte de la
semilla, encontrando una testa dura, asi mismo, visualizaron endospermo en mayor
cantidad en la especie P. biflora y una mayor dimensién del embrion en P. adenopoda. Se
ha documentado que las semillas de género Passiflora presentan un endospermo

blanquecino (Pérez et al., 2002).
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Figura 1-21: Dimensiones de la semilla de (A) P. kumandayi, (B) P.quimbayensis, (C) P.

sp.nov., y (D) P.ligularis. Foto: John A. Ocampo.
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Figura 1-22: P. quimbayensis (A) Semilla (B) embrion., P. kumandayi (C) Semilla (D)

Embrion., P. sp. nov. (E) Semilla (F) Embrién., P. ligularis. (G) Semilla (H) Embrién
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5.2. Pruebade viabilidad

La viabilidad de las semillas fue variable entre las especies, con base en el porcentaje de
embriones tefidos con la prueba de tincion de tetrazolio en el embridén y los cotiledones.
En cuanto a las especies silvestres, las semillas de la especie P. quimbayensis presentd
el mayor porcentaje de viabilidad con un 96% de tincién de sus embriones, los cuales
presentaban en su mayoria una tincion de coloracién uniforme, en segundo lugar P. sp.
nov. con un porcentaje de viabilidad del 93%, en algunos de ellos no se presenté una
tincion limpia y uniforme, los embriones de P. kumandayi no presentaron tincién, su
coloracién fue blanquecina, y finalmente en la especie cultivada P. ligularis (testigo) se
presenta 100 % de viabilidad (Figura 1-23 y 1-24). Sin embargo, la prueba de viabilidad
por tincidn no es una garantia para obtener altos porcentajes de germinacion, debido a que
algunas pasifloras como P. edulis (maracuya), P. ligularis (granadilla), P. maliformis
(cholupa) y P. quadrangularis (badea) presenta en sus semillas latencia exdgena, la cual
causa una latencia parcial e impide una alta capacidad en su germinacion (Ellis et al.,
1985). Por otro lado, el grado de domesticaciéon también puede tener influencia en la
capacidad de germinacién de las semillas, lo cual se pudo evidenciar en nuestros
resultados asociados a la granadilla (P. ligularis) debido a que mostr6 100% de los

embriones viables en comparacion con las especies silvestres estudiadas.

Figura 1-23: Patrones de coloracion de embriones: (Ay B) P. quimbayensis., (Cy D). P.
sp. nov.; (Ey F)., P. kumandayi; (G y H) P. ligularis.
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La prueba de viabilidad con tetrazolio (Miller y Peters,2010) se basa en reducir la sal de
tetrazolio en el compuesto trifenilformazan, el cual genera una tincién roja en partes vivas
de la semilla (embrién), indicando actividad metabdlica respiratoria, este proceso no logra

clasificar aquellas semillas que presentan latencia (Moreno, 1984).
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Figura 1- 24: Porcentaje de embriones viables en las semillas de las especies evaluadas
de acuerdo con el protocolo de Miller y Perters (2010).
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En términos de conservacion, las semillas son importantes, por lo cual se hace necesario
conocer el estado fisioloégico, en este caso la capacidad de generar una nueva planta
(Waterworth et al., 2015). Igualmente, es importante en esta prueba una correcta
interpretacion que esté ligada a parametros como lo son: la penetracion de los tejidos, el
movimiento de la solucion, el tipo de corte, la concentracién del tetrazolio, el
establecimiento de la temperatura y el tiempo de imbibicion, lo cual garantiza una tincién

uniforme (Vega et al., 2022).

Se ha documentado en especies como P. foetida cuya tincion uniforme se reflejé con una
concentracion del 1% de tetrazolio y un tiempo de 2 horas establecido a una temperatura
de 30 °C (Rangel-Costa et al.,, 2016). En la especie P. elegans se evaluaron
concentraciones de tetrazolio del 0,05 % a 36 °C por 24 h generando resultados positivos
de viabilidad (da Silva et al., 2019). Igualmente, en P. edulis y P. ligularis se encontrd una
coloracion uniforme en el manejo de una concentracion de tetrazolio del 0,5 % a 32 °C por
24 h (Aguacia et al., 2015).
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5.3. Cultivo en vivero

Las semillas establecidas como viables en la prueba de viabilidad de tetrazolio fueron
sembradas bajo condiciones en vivero para evaluar la germinacion. Las semillas antes de
la siembra fueron imbibidas en KNO3 al 1% para generar activacién metabdlica, a las

cuales se les realiz6 una incisién en una parte de su testa para el ingreso de agua.

Las semillas de P. quimbayensis iniciaron su proceso germinativo a los 11 dias después
de la siembra y solo presentaron el 3% de germinacion, evidenciando dificultades de tipo
fisico y quimico en su testa. P. sp. nov. no presentd germinacion, por lo que posiblemente
estariamos frente a un caso de latencia respecto a lo validado en la prueba de viabilidad
en el cual presento un porcentaje alto de semillas viables. Contrario a lo reportado por
Romero (2018), en invernadero con las especies (P. tripartita, P. tarminiana, P.
pinnatistipula y P. mixta) las cuales no presentaron ningun tipo de latencia ni antes ni
después de agregar el regulador de crecimiento AGs en cuanto a su porcentaje de
germinacion. P. ligularis (testigo) presenté una germinacion del 70% a los 25 dias,
haciendo un seguimiento hasta los dos meses (Figura 1-25); de acuerdo con lo evidenciado
por Santos et al. (1994) en su estudio logra afirmar que el inicio de germinacién en las
semillas de granadilla (P. ligularis) inicia entre 19 y 25 dias después de la respectiva

siembra, cuyo pico maximo de porcentaje de germinacion se presenta entre 30 y 60 dias.

Las testas de las pasifloras contienen estructura pétrea y resina impermeable (Hartmann
et al., 2002; Jiménez, 2006) lo cual hace que al embrién se le dificulte la ruptura de esta y

retarde la absorcion de agua generando bajos niveles de germinacion.

Figura 1-25: Set de semillas en vivero. P. quimbayensis, P. ligularis y P. sp. nov.
Respectivamente.
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5.4. Cultivo in vitro

5.4.1. ETAPA I. Establecimiento aséptico del cultivo

Los resultados de los tratamientos pilotos de asepsia en las especies de Passiflora
evaluadas con semillas viables, teniendo como base el protocolo de Miller y Peters (2010),
mostraron una asepsia superficial en P. quimbayensis con porcentajes de contaminacion
del T1 (NaOCI 6%) 0% y T2 (NaOCI 7%) 6,6 % el cual presento la presencia de una
bacteria como contaminante que posiblemente se inocula en el momento de la siembra en
el medio de cultivo debido al ambiente de tipo exégeno. En P. sp. hov. se present6 un 100
% de contaminacion en los dos tratamientos, debido a la presencia y proliferacion de
hongos, lo cual es resultado de la dificultad de remover el arilo presente en la semilla y
posiblemente la presencia de residuos de este. En P. ligularis (granadilla) las semillas no
presentaron contaminacion en ninguno de los dos tratamientos (Figura 1-26). De acuerdo
con los porcentajes obtenidos de contaminacion, se observo que en el tratamiento 1, el
cual poseia una concentracién de NaOCI al 6% no presentd ningun tipo de agente bioldgico
contaminante en los medios de las especies P. quimbayensis y P. ligularis. En comparacion
con otros estudios en pasifloras, los resultados obtenidos en la presente investigacion
concuerdan con los reportados por Manjarres y Perea (2012) en P. edulis con 100% de

sobrevivencia en el proceso de asepsia de semillas, en el cual emplearon solucién de
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Isodine al 3%, hipoclorito de sodio al 2% durante 20 min. Por otro lado, Gonzales (2014),
obtuvo un porcentaje de asepsia del 97% de efectividad en P. mollisima y P. cumbalensis

empleando hipoclorito de sodio al 7% por 20 minutos.

Para la evaluacion del protocolo de asepsia propuesto, se realiz6 seguimiento de los
medios semanalmente con el fin de identificar la presencia de agentes contaminantes
(bacterias y hongos), de acuerdo con los datos obtenidos, se determin6 que el protocolo

es efectivo y eficiente para el control de este tipo de agentes.

Figura 1-26: Contaminacioén de las semillas de P. quimbayensis y P. sp. nov.
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Figura 1- 27: Porcentaje de contaminacion vs tipo de tratamiento de asepsia en cultivo in

vitro de las semillas.
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Es fundamental considerar que al realizar el aislamiento del explante, en este caso la
semilla y generar su desinfeccion causa un estado de estrés que produce alteracion en el
metabolismo celular y balance hormonal, en respuesta a este estrés los explantes inician
una produccion alta de polifenoles, lo que en consecuencia produce oxidacion,
oscurecimiento de medio y explante, y muerte total (Gonzales, 2004). Es por esta razén
que es de suma importancia el incluir en el proceso de desinfeccion del explante el uso de
soluciones antioxidantes, como lo es el acido ascorbico, cuya funcién es minimizar los
efectos de la oxidaciéon. Sin embargo, en nuestro estudio se observo presencia de
oxidacion en algunos de los medios de las semillas de la especie P. sp. nov, no se
evidencio necrosis de los tejidos, pero, a pesar del uso del acido ascorbico no se logré
controlar la secrecion de fenoles, es importante para estudios posteriores el uso de
diferentes concentraciones de antioxidantes para esta especie (Figura 1-28), segun lo
documentado por Azofeifa (2009), los problemas de oxidacion y oscurecimiento en los
cultivos in vitro estan asociados a mudltiples factores (fisicos, madurez fisioldgica,
ambientales, del medio de cultivo, etc.) que puede llegar a presentar cada especie, lo cual
ocasiona que los exudados que llegan al medio afecten el desarrollo del explante y no

prolifere de manera exitosa.
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Figura 1- 28: Oxidacion en la especie P. sp. nov.

Es importante resaltar que los procesos de asepsia deben garantizar un mantenimiento de
viabilidad, ademéas de reactivar el crecimiento y buen desarrollo de la semilla como
explante (Rache y Pacheco, 2012). Por tal razdn, es necesario evitar la contaminacion total
de los explantes en los cultivos in vitro, debido a que los microorganismos tienden a
competir por los nutrientes que posee el medio e incluso llegan a causarle modificaciones
(Segln Roca y Mroginski, 1997). En los resultados obtenidos, la viabilidad y la activacion
del crecimiento de las semillas de P. quimbayensis y P. sp. nov. fue afectado por agentes
contaminantes, lo cual podria estar relacionado con el tipo de ornamentacion de la testa
de la semilla, la cual presenta mayores reticulaciones y aloja residuos del arilo o sarcotesta
permanentemente, a pesar del proceso de asepsia. La ornamentacion de la semilla en P.
ligularis es menos reticulada que las otras especies evaluadas y esto podria ser la causa

de la no contaminacién de la semilla.

5.4.2. ETAPA Il Multiplicacién del material vegetal y
estimulacién y desarrollo de brotes axilares

Los resultados obtenidos para los tratamientos germinativos in vitro son mostrados en la

Tabla 1-9. Las semillas de P. sp. nov. no presentaron germinacién a pesar del 93% de sus

semillas viables, de acuerdo con la prueba de tetrazolio. Por otro lado, el tratamiento

escarificacion despunte apical (T2) presento6 los mayores porcentajes de germinacion con

98 y un 99% en P. quimbayensis y P. ligularis, respectivamente (Figura 1-29 y 1-30).
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Igualmente, las primeras semillas germinadas de P. ligularis inician en la semana 3
(21,21%) con el tratamiento T2, mientras que para P. quimbayensis la germinacién ocurrié
en la semana 4 (24,24%) con el mismo tratamiento. Por el contrario, los porcentajes mas
bajos de germinacién se presentaron en el tratamiento T1 (sin escarificar) con un 35% para
P. quimbayensis y un 45% para P. ligularis. Sin embargo, en el tratamiento (T2) con la
escarificacion de la ruptura de la testa, el porcentaje de germinacién en P. ligularis solo se
afecta en un 6%. Asi, la escarificacion despunte apical muestra ser el método mas efectivo

para inducir germinacion en las especies evaluadas.

En el caso de las semillas de P. quimbayensis y P. ligularis, fue posible observar que la
velocidad en la que el agua ingresay el efecto en la germinacion del embrion se encuentran
totalmente ligados a la composicion de la testa, como se ha visualizado en otros estudios
de otras especies (Taylor-son y Hendricks, 1976). De acuerdo con estudios previos, la
testa de algunas especies esta compuesta de células lignificadas muy compactadas, lo
cual dificulta la absorcién del agua y genera una resistencia al crecimiento del embrién, lo
cual se observé en la especie P. mollisima (Cardozo, 1988). Otro factor limitante es la
presencia de la latencia exdgena reportada en algunas especies de Passiflora (Ellis et al.
1985b), e hipotéticamente la testa de las semillas podrian tener algunos inhibidores en su
cubierta seminal que pudieran relacionarse con la produccion de Acido abscisico (ABA), lo

cual inhibe la germinacion.

Asi mismo, se observo la produccion de callos en la especie P. qguimbayensis en las raices
de los explantes en el T1y T2 entre la 8 y 10 semanas después de la siembra (Figura 1-
29). Los resultados sugieren que el regulador de crecimiento AGs, no es suficiente y seria
necesario aplicar inhibidores de la callogénesis como caseina hidrolizada, de acuerdo con
lo reportado para otras especies (Salazar et al., 2005). Por otro lado, en la conservacion in
vitro es fundamental tener una alta frecuencia de regeneracion de plantas a partir de
diferentes explantes organizados, entre los cuales estan meristemos, embriones, ejes
embrionarios, etc., ya que ofrecen la menor frecuencia de variacién genética durante la
conservacion (Karp, 1989). La presencia de callo ocasiona que no se conserve la
integridad del desarrollo de la planta, generando posiblemente variacion somaclonal y que

se presente una competencia por nutrientes (Rajasekharan y Sahijram, 2015).
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Tabla 1-9: Numero de semillas de P. quimbayensis y P. ligularis germinadas in vitro bajo

diferentes tratamientos de escarificacion.

TO T T2
SEMANA AG: 2mgf] {5in escarificar) AG: 2mg/fl (Escarificacion ruptura testa) AG: 2mg/l (Escarificacion despunte apical}
P. guimbayensis  P. ligularis P. quimbayensis  P. ligufaris P. quimbayensis P. ligularis

% de germinacion % de germinacidon % de germinacion
1 a a a a a u]
2 a o o o u] u]
3 a a a a a 7
4 a a a 9 g 7
5 u] i u] 11 10 14
6 a 4 2 10 12 13
7 a 5 4 g 11 10
8 a 7 B 9 12 1
9 n] B 5 11 11 12
10 10 B 7 10 g 9
11 g a B 9 7 4
12 g 2 7 g 9 [
13 2 3 7 5} 3 3
14 7 2 g 3 4 3
Total 35 45 53 94 98 99

Figura 1-29: Inicio de la germinacion in vitro en P. quimbayensis.

-

Figura 1-30: Inicio de la germinacion in vitro de P. ligularis.
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Como se menciond anteriormente, se observdé un efecto significativo del tipo de
escarificacion en el tiempo y la tasa de germinacion en el total de las semillas germinadas;
de acuerdo con los resultados obtenidos. EI método de despunte apical, aunque es un
procedimiento mas especifico y lento, se propone como una técnica eficaz para obtener la
mayor cantidad de plantulas en el menor tiempo posible. Sin embargo, el tipo de
escarificacion por ruptura total de la testa también se puede utilizar para la germinacion,
aunque este es un poco mas demorado en cuanto al tiempo de emergencia radicular, es
por esto por lo cual se recomienda no dejar testas sin escarificacion (Figura 1-31 y 1-32).
Segun Torres (2018), escarificar las semillas en las especies de Passiflora permite que el
potencial hidrico de sus estructuras embrionarias aumente de manera suficiente para que
las semillas puedan germinar. Este método de apertura en la semilla fue aplicado en P.
edulis para romper las barreras fisicas, lo cual permitié6 una mejor penetracion de AGz y
estimulacion de la germinacion (Gutiérrez et al.,, 2011). En varios estudios se ha
enfatizado que la remocion total o parcial de la testa de las pasifloras por métodos
mecanicos y la alternancia de temperaturas son factores que favorecen la germinacién en

dichas especies (Gutiérrez et al., 2011; Velasquez et al., 2012).

Conforme a la aplicacién de reguladores de crecimiento como AGs, es de anotar que es
favorable para la germinacion de diferentes especies, debido a que esta ligada a la



64 Estrategias de conservacion en especies endémicas y amenazadas del género
Passiflora L. en Colombia

elongacion del hipocétilo y el tallo (Hudson et al.,1997). Los resultados permiten
identificar altos porcentajes (94% y 100%) y cortos tiempos de germinacion (3 a 4
semanas) obtenidos con el medio cultivo MS suplementado con AGs. En estudios previos
se ha demostrado que la imbibicién de las semillas en soluciones con AGs; aumentan los
niveles de este regulador de crecimiento, lo cual genera acumulacién en el embrién
después de 24 horas, estimulando sintesis de amilasa en la capa aleurona (Davis, 2004).
Dicha enzima estd involucrada en productos de almacenamiento del escutelo para la
promocidn del crecimiento de las plantas, cuya funcion esté asociada a la division celular
para la activacion metabdlica antes de la germinacion embrionaria y ruptura de la latencia
(Gutiérrez et al., 2011). Se ha evidenciado en algunos estudios, como el de Passos et al.
(2004), el uso del AGs generd influencia positiva en la tasa germinativa de las semillas de
P. nitida.

Figura 1-31: Germinacién in vitro promedio para semillas de P. quimbayensis bajo
diferentes tipos de escarificacion.
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Figura 1-32: Germinacién in vitro promedio para semillas de P. ligularis bajo diferentes
tipos de escarificacion.
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Respecto a las especies de Passiflora, son varios estudios que hacen referencia a la
latencia de sus semillas (Delanoy et al., 2006). Copete (2011), menciona que en las
especies de pasifloras debido a factores enddgenos y exdgenos asociados se pueden
presentar niveles bajos de germinacion, de los cuales los mas comunes son la latencia
mecanica, fisica y quimica, por ejemplo en P. edulis se presenta latencia mecanica, debido
a larigidez de su cubierta seminal. En P. sp. nov. se observé una viabilidad significativa en
sus embriones, pero con una germinacion totalmente nula, lo cual sugiere la presencia de
latencia exdgena en esta especie y concuerda con reportes en otras especies como P.
maliformis L. y P. quadrangularis L (Baskin y Baskin, 2014). Como lo documento De Jesus
et al. (2022) para las especies P. coccinea y P. tenuifila, en las cuales evidencio un
porcentaje de emergencia radicular con presencia de latencia tegumentaria. Marostega et
al. (2017) también reporta latencia para varias especies silvestres de Passiflora como P.
quadrangularis, P. nitida, P. foetida, P. eichleriana, P. alata, P. cincinnata, P. mucronata,
P. micropetala, P. suberosa, P. morifolia y P. tenuifila. Para lograr romper la latencia de las
semillas en las especies de Passiflora se debe realizar una alternancia de temperaturas,
un método de escarificacion e incorporar a un papel filtro durante seis semanas (Ellis et
al., 1985). Otro proceso que se recomienda para este tipo de latencia es el pretratamiento
en frio (Mantilla, 2008; Balaguera et al., 2010), lo cual permite la degradacion de ABA
presente en las semillas, aumentando la relacién AGs/ABA para que ocurra la germinacion

(Baskin y Baskin, 1998; Davis, 2004). Por otro lado, Delanoy et al. (2006) encontré que las
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especies con semillas con testa mas delgada tienen mayor capacidad de germinaciony en
este estudio y lo reportado por Fernando (2011) fue evidente en P. ligularis en comparacién

con las especies silvestres evaluadas.

En la etapa de estimulacion y desarrollo de brotes axilares, al transferir las plantas a nuevos
recipientes con medio de cultivo MS sin fitorreguladores, solo P. ligularis logré6 el desarrollo
de brotes adventicios (Figura 1-33), mientras que en P. quimbayensis no hubo un

desarrollo favorable, debido al poco material obtenido y la presencia de callo.

Figura 1-33: Desarrollo de brotes axilares de P. ligularis..

El andlisis de varianza para P. quimbayensis generé un valor de F de 5,14 significativo al
nivel de 0.05 de probabilidad (Tabla 1-10). La “f calculada” (FC) obtenida para los
tratamientos fue de 70,2 y la “f tabulada” (Ft) fue de 5,14. Por lo tanto, si Fc>Ft, se establece
gue existe diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla 1-10). En cuanto a los tipos
de escarificacion (T1 despunte apical, T2 ruptura total y T3 sin escarificar) la prueba de
Tukey mostré diferencias altamente significativas entre los tratamientos (Figura 1-34 y
Tabla 1-11). En términos generales, se observa que el mejor tratamiento pregerminativo

para P. quimbayensis es el de despunte apical.
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Tabla 1-10: Analisis de varianza (ANDEVA) en P. quimbayensis.

FdeV Gl SC cM FC Probabilidad Ft
Tratamientos 2 702,00 351,00 70,20 6,88E-05 5,14%**
Error 6 30,00 5,00

Total 8 732,00 91,50

Figura 1-34: Porcentaje de germinacion vs tratamientos pregerminativos de P.
quimbayensis.
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Tabla 1-11: Prueba de comparacion de medias de Tukey (p>0,05) en P. quimbayensis.

Tratamientos P. quimbayensis Prueba Tukey (p>0,05)
Despunte apical 32,66 a
Ruptura total 17,66 b
Sin escarificar 11,66 c

De acuerdo con el andlisis de varianza para P. ligularis generé un valor de F de 5,14
significativo al nivel de 0.05 de probabilidad (Tabla 1-12). La “f calculada” (FC) obtenida
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para los tratamientos fue de 78,6 y la “f tabulada” (Ft) fue de 5,14. Por lo tanto, si Fc>Ft,
se establece que existe diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla 1-12). En
cuanto alos tipos de escarificacion (T1 despunte apical, T2 ruptura total y T3 sin escarificar)
la prueba de Tukey mostré que no se presenta diferencia significativa entre los tratamientos
pregerminativos de despunte apical y ruptura total, pero si se presentan diferencias
altamente significativas respecto al tratamiento de no escarificacion (Figura 1-35 y Tabla
1-13). En términos generales, se observa que los mejores tratamientos pregerminativos

para P. ligularis son el despunte apical y la ruptura total.

Tabla 1-12: Analisis de varianza (ANDEVA) en P. ligularis.

FdeV gl SC cM FC probabilidad Ft
Tratamientos 2 593,55 296,77 78,55 4,98E-05 5,14%**
Error 6 22,66 3,77

Total 8 616,22 77,02

Figura 1-35: Porcentaje de germinacion vs tratamientos pregerminativos de P. ligularis.
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Tabla 1-13: Prueba de comparacion de medias de Tukey (p>0,05) de P. ligularis.

Tratamientos  P. ligularis  Prueba Tukey (p>0,05)

Despunte apical 33,00 a
Ruptura total 31,33 a
Sin escarificar 15,00 b

Estos hallazgos obtenidos que emplean la escarificacion de despunte apical para la
germinacion de semillas en pasifloras han sido también obtenidos por otros autores. Entre
estas investigaciones, Cardozo (1988) obtiene resultados satisfactorios con un 64% de
germinacion en semillas de P. tripartita var. mollissima con la inmersion previa en AGs. Los
resultados anteriores y los obtenidos en este estudio sugieren que las barreras fisicas son
uno de los principales factores que impide la germinacion de las semillas con viabilidad en

las especies de Passiflora estudiadas (Torres, 2018).

Por otro lado, es importante mencionar que los métodos de cultivo de tejidos también
brindan medios potenciales para multiplicar especies amenazadas y propagadas
clonalmente con una posible reintroduccién en sus habitats originales para las especies

gque se encuentra en peligro critico (Rajasekharan y Sahijram, 2015).

En otras especies como P. caerulea L (Severin et al., 2011), P. alata, P. foetida L. etc. Se
ha evidenciado que los métodos de propagacion in vitro en el que el material vegetal a
propagar se almacena en medios de condiciones artificiales, es un método que se usa con

mayor frecuencia para conservar especies que presentan amenazas latentes (Fay, 1994)

A diferencia de lo observado en el cultivo in vitro, al sembrar bajo casa de malla en la
especie P. quimbayensis se observé un bajo porcentaje y velocidad de germinacion, en P.
ligularis el porcentaje de germinacion estuvo en los picos mas altos y posee un tiempo de
germinacion igual al presentado en el cultivo in vitro, en la especie P. sp. nov. no se observa
germinacion dando un resultado fuerte en lo discutido frente a un caso de latencia exdégena.
Estas diferencias pueden estar soportadas por las caracteristicas ambientales particulares
donde estas especies estan distribuidas, como la altura sobre el nivel del mar y la
temperatura. Aunque todas las especies estudiadas provienen de la regién Andina entre
2000 y 3000 donde fueron colectadas, las preferencias climaticas son marcadas y el

comportamiento de la germinaciéon de la semilla puede variar.
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Los resultados obtenidos en este estudio son la base y complemento para futuros trabajos
en semillas en el género Passiflora con especial énfasis en la conservacion in vitro de las
especies con algun grado de amenaza. Es importante establecer e implementar estrategias
de conservacion en las pasifloras colombianas, debido al alto grado de diversidad vy
endemismo en nuestro pais. Estos esfuerzos de conservacion deben ser realizados desde
la conservacion in situ en areas protegidas y ex situ en jardines botanicos o en bancos de
germoplasma que permitan asegurar la supervivencia de estas especies para un futuro

gue se vera afectado por la deforestacion y el cambio climatico global.



6. Conclusiones

e Las caracteristicas morfologicas de las semillas en las especies estudiadas
exhibieron alta variabilidad en forma, tamafio y ornamentacion de la testa, lo cual
fue determinado con base en su taxonomia. Igualmente, en la estructura las
semillas presentan un embrion de forma espatulada y con variaciones en el tamafio

entre las especies comparadas y especificamente en el grosor del endospermo.

e La prueba de viabilidad de tincién con tetrazolio permitié identificar las semillas de
P. quimbayensis, P. ligularis y P. sp. nov. con capacidad potencial de germinacion,
lo cual facilita un método rapido de viabilidad antes de utilizar las semillas para ser

sembradas o almacenadas con propésitos de conservacion.

e Elprotocolo de asepsia con NaOCI al 6% para el acondicionamiento de las semillas
para el cultivo in vitro impide la proliferacibn de agentes contaminantes como

hongos y bacterias en P. quimbayensis y P. ligularis.

e El método de cultivo in vitro permitid la regeneracion de las semillas de P.
quimbayensis, aunque en las raices hubo formacion de células no definidas con
callosidades, mientras que en P. ligularis el enraizamiento fue normal sin presencia

de callo.

e EIl cultivo de embriones demostr6 un mayor porcentaje de germinacion en P.
ligularis y P. quimbayensis, por lo que la latencia en especies como P. sp. nov.
podria atribuirse a la impermeabilidad o presencia de inhibidores de la testa, para

lo cual se requieren mayores estudios.

e El método de germinaciéon in vitro desarrollado en esta investigacion muestra
resultados positivos para la regeneraciéon y conservacion de P. ligularis y debe ser

ajustado para las especies silvestres.
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