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RESUMEN

Basado en el conocimiento tradicional etnobotanico de comunidades campesinas del Tolima,
se evaluo la actividad bioldgica del extracto acuoso de las hojas de Casearia corymbosa sobre
la germinacion de semillas de Passiflora edulis var. edulis (Gulupa). Paralelamente se
comprobo por cromatografia de capa delgada (TLC) Ia presencia de acido giberélico en la
fraccion giberélica (AcOEt-acida) obtenida del extracto metanolico (80%). Se siguid el
método tradicional para la obtencion del extracto acuoso y el método de fraccionamiento
fitoquimico con solventes organicos para la obtencion de la fraccion giberélica. El extracto
acuoso fue diluido varias veces para preparar 12 tratamientos experimentales que fueron
utilizados en dos ensayos de germinacion (in vitro y en campo) y comparados con 3
tratamientos control (GA3) y 2 tratamientos control con agua destilada. Se trabajo con un lote
de 2800 semillas maduras obtenidas de una planta seleccionada de Gulupa. Se realiz6 una
prueba de tetrazolium para determinar la viabilidad de las semillas. Después se montd un
ensayo en campo con 700 semillas usando un disefio en bloques de 7 tratamientos con 3
repeticiones y un ensayo in Vvitro con 1700 semillas usando un disefio completamente al azar
(DCA) de 17 tratamientos con 5 repeticiones. El porcentaje de germinacion (G%) se evalud
cada 10 dias durante 70 dias y los resultados se analizaron estadisticamente encontrando
diferencias muy significativas con una prueba ANAVA. Se determin6 con una prueba LSD,
que los 2 mejores tratamientos no fueron diferentes entre si, pero si fueron diferentes del resto
de tratamientos. Los mejores resultados en el G% alcanzaron el 94% y 81% respectivamente.
Los resultados sustentan la hipotesis de investigacion la cual se relaciona con la presencia de
giberelinas en las hojas de C. corymbosa que pueden ser tan efectivas como el GA3 en la
promocion de la germinacion. Adicionalmente, se realizo una prueba de tetrazolium al final
del ensayo con las semillas que no presentaron germinacion para determinar la perdida de

viabilidad.

Palabras clave:

Etnobotanica, Fitoquimica, Giberelinas, Semillas, Gulupa.
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ABSTRACT

Based on traditional etnobotanical knowledge of some rural communities from central
Colombia, the biological activity of the leaf extract of Casearia corymbosa was evaluated on
the germination of Passiflora edulis var. edulis seeds. Parallely, the presence of gibberellic
acid, by thin layer chromatography (TLC) was confirmed in the gibberellic fraction (AcOEt-
acid) obtained from the methanolic (80%) leaf extract. This gibberellic fraction was obtained
by phytochemical fractionation method with organic solvents. Leaf extract was obtained by
traditional water extraction and it was diluted several times to prepare 12 experimental
treatments, which were compared with 3 GA3 and 2 distilled water control treatments, in 2
germination tests (in vitro and field). 2800 matures seeds were used, collected from a selected
plant of Passion fruit. A tetrazolium test was conducted at the beginning of essay to determine
seed viability. Then, field essay was made with 700 seeds, using a Block design with 7
treatments and 3 replications; and in vitro assay with 1700 seeds was carried out, with DCA
design, 17 treatments and 5 replications. The germination percentage (G %) was evaluated
every 10 days during 70 days and the results were statistically analyzed with program R
(2.8.1.). Highly significant differences between treatments were found by ANAVA, and the
LSD test determined not differences between 2 best treatments, but they resulted to by
different from the rest of treatments. Best germination obtained was of 94% and 81%
respectively. The results support the research hypothesis, which is related to the presence of
gibberellins in the leaf extract of C. corymbosa, and this can be as effective as GAs in
promoting seed germination. Additionally, another tetrazolium test at the end of assay was

realized with the seeds that not showed germination, to determinate loss of viability.

Key words:

Ethnobotany, Phytochemistry, Gibberelins, Seeds, Passion Fruit.
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INTRODUCCION

Casearia corymbosa. Kunth. (Figura 1) pertenece a la familia Flacourtiaceae y es una
planta neotropical de amplia distribucion. En Colombia se encuentra con facilidad en
la region del Tequendama, entre las cordilleras Central y Oriental, en el Tolima y en
el Huila. El género también aparece en el Cauca y en el Caribe. Comunmente, se le
conoce con el nombre de “ondequiera” o “dondequiera”, por la aparente capacidad de
crecer en cualquier lugar. Rangel (1995) la report6 como dominante en un ecosistema
del PNN de los Nevados aunque normalmente se le encuentra en pequefios parches de
individuos a orillas de caminos y carreteras, creciendo como cerco vivo junto a

herbaceas y arbustos (Garcia-Barriga 1975, Rangel 1995).

Tradicionalmente, la planta “dondequiera” ha sido utilizada por campesinos del
municipio de Venadillo (Tolima) para promover la germinaciéon de los granos de
maiz, empleados en la elaboracion de chicha; envolviéndolos cuidadosamente en las
hojas de C. corymbosa y dejandolos reposar en un lugar fresco. El fundamento de
este conocimiento, producto de generaciones de consumidores de chicha, no se ha
estudiado detenidamente y podria tener validez cientifica si se prueba

metodologicamente (Acero en proceso).

La Gulupa (Passiflora edulis Sims.) también conocida como “Passiflora edulis var.
edulis”, “Passiflora edulis var. purpurea”, “Passion Fruit” o “Maracuya Morado”, es
una fruta neotropical perteneciente a la familia Passifloraceae. Su clasificacion
definitiva aun es un misterio botanico por la notable diversidad que ocurre en las
pasifloras, particularmente en las especies cultivadas del género Passiflora y sus
variedades e hibridos (Ocampo et al. 2004). La Fruta de la Pasion, se perfila en
Colombia entre las 10 principales frutas de exportacion, con un mercado creciente
debido al fomento de su consumo en los paises productores y al incremento en la

demanda de sus flores y frutas en Europa y Norteamérica. La mayoria de las
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pasifloras cultivadas, entre ellas la gulupa, se propagan por semilla, pero varios
autores sefalan que las pasifloras presentan semillas con germinacion erratica y una
dormancia prolongada, que dificultan su propagacién a escala comercial (Ramirez
2000, Ortega 2006).

Los acidos giberélicos o giberelinas (GAs) son fitohormonas encargadas de varios
procesos que resultan esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas. La
elongacion de los tallos y el desarrollo de los frutos, son inducidos por la accioén de
giberelinas. Sin embargo, su funcidn critica estd en el proceso germinativo de las
semillas, al romper la dormancia del embrién y promover la germinacién. Con el
objetivo de responder si el extracto acuoso de las hojas de C. corymbosa, presenta
una accion similar a la del Acido Giberélico (GA3) como promotor de la
germinacion, se evaluo el efecto del extracto en distintas concentraciones sobre
semillas de Passiflora edulis var. edulis y se compar6 con el efecto del GA3

comercial.

Foto: Daniel Villamil

Figura 1. Casearia corymbosa en fructificacion (Viota-Cundinamarca).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Las Giberelinas.

Las GAs fueron descubiertas en Japon por Kurosawa en 1926, al analizar filtrados del
hongo Gibberella fujikuroi. Su presencia en plantas superiores fue demostrada por
Radley en 1956. En la actualidad se conocen las estructuras de aproximadamente 200
giberelinas diferentes y se acepta que son un constituyente normal de las plantas.
Fisiologicamente juegan un papel fundamental en el ciclo de vida de los vegetales,
principalmente en la germinacion de las semillas. La giberelina mejor conocida y mas
empleada en el agro y la industria es el Acido Giberélico (GAs) (Figura 2). Esta
hormona actia en un proceso de activacion enzimatica, que rompe las moléculas de
almacenamiento y estimula la transferencia de nutrientes desde los cotiledones o el
endospermo a los meristemos, para la sintesis de nuevo material vegetal (Copeland &
McDonald 1995). Muchas GAs presentes en hongos y plantas han sido identificadas
y algunas se producen comercialmente, pues son empleadas en agronomia y
biotecnologia para promover procesos del desarrollo, como la maduracion de flores y
frutos, la elongacion de meristemos y la germinacion de semillas entre otros
(Srivastava 2002, Sponsel & Hedden 2004). Extractos con giberelinas han sido
descritos y analizados durante los tltimos 50 afos (Jones & Vaner 1967, Groot &
Karssen 1987, Srivastava 2002, Sponsel & Hedden 2004) y se han disefiado
diferentes bioensayos para evaluar la bioactividad de las giberelinas presentes en los
extractos vegetales (Coombe & Cohen 1964, Jones & Vaner 1967, Ruddat et al.
1968). Se han realizado, por ejemplo, pruebas de germinacion en donde se aplican
directamente sobre las semillas, extractos vegetales para probar sus efectos
alelopaticos en la germinacion (Laynez & Méndez 2006). También es comtn aplicar
estos extractos sobre partes vegetativas de las plantas, para probar el efecto que tienen
en la induccion de la floracion o en el desarrollo de los meristemos aunque no todos

presenta el mismo efecto o las mismas concentraciones (Gonzalez et al. 2007).
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Figura 2. Acido giberélico (GA3). Tomado de Life The science of Biology.

2.2. Fitoquimica de Casearia.

En algunos estudios fitoquimicos del género Casearia se encontraron y caracterizaron
varios terpenoides (similares en estructura a las GAs) y otras sustancias como
ligninas y cumarinas de interés para la ciencia por sus propiedades medicinales e
industriales (Almeida et al. 1998, Kanokmedhakul et al. 2004, Gibbons et al. 1996,
Oshima-Franco et al. 2005, Silva et al. 2008). Las GAs son un grupo de diterpenos
acidos tetraciclicos. Su biogénesis procede de la via del kaurano (diterpeno
hidrocarbon tetraciclico) y su concentracion varia segin el estado fenologico y el
organo de la planta. Generalmente las cantidades de GAs producidas por la mayoria
de las plantas son de microgramos. (Dey & Harborne 1991, Azcon & Talon 2000).
En C. corymbosa se encontrd una familia entera de diterpenos (terpenoides) llamados
corimbotidos que se caracterizan por tener un inusual anillo de carbono altamente

oxidado y muy reactivo (Tong-Binc & Wiemer 1991).
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2.3. La Diversidad de Passiflora.

Colombia es el pais con mayor numero de pasifloras en el mundo, con 167 especies
reportadas (58 endémicas), distribuidas desde el nivel del mar hasta los paramos
(Ocampo et al. 2007). Muchas especies de Passiflora tienen importancia economica
por la calidad nutricional y el sabor de sus frutos, las propiedades medicinales de sus
flores (passiflorina) y su belleza como ornamentales. Las variedades del maracuya (P.
edulis var. edulis y P. edulis var. flravicarpa), la granadilla (P. lingularis) y la curuba
(P. mollissima) son algunas de las pasifloras mas importantes a nivel comercial, pero
hay otras especies como P. mariquitensis, P. rubra o P. magnifica, que no tienen
mercado pero son muy valiosas por su acervo genético y distribucion restringida.

(Escobar 1991, Ortega 2006, Ocampo et al. 2007).

2.3. Germinacion en Passiflora.

En Colombia el interés comercial por las semillas de Passiflora comenzo6 en la década
de los 60s, con la introduccion del maracuya brasilero y los primeros trabajos del ICA
sobre el manejo de su semilla. Desde entonces, en Colombia y en el Brasil se han
realizado ensayos sobre la germinacion de especies comerciales de Passiflora,
buscando la manera de superar la dormancia de sus semillas y promover una
germinacion rapida y uniforme (Salazar 2000, Romero 2000, Zucareli et al. 2003,
Ferreira 2005). En su trabajo sobre curuba, Jaramillo (1957) citado por Salazar
(2000) menciona que las semillas germinan solo hasta las 14 o mas semanas después
de la siembra y concluye que la dormancia de estas semillas depende de factores
hereditarios y ecologicos. Schoniger (1986) al estudiar la germinacién y dormancia
de semillas de 6 especies de Passiflora (incluyendo P. edulis), aplicando tratamientos
quimicos, mecanicos y combinados, encontrd6 que los porcentajes de germinacion
fueron bajos y la dormancia variable. Cardozo (1988), también citado por Salazar
(2000), trabajando la escarificacion y la aplicacion de GA3 en semillas de P
mollissima, concluyd que la testa actia como controlador de la germinacion al

retrasar la absorcion de agua; en contraste con el mismo Salazar (2000) quien afirma
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al igual que Romero (2000) y Ferreira (2005), que la testa no influye directamente en

la entrada del agua al interior de las semillas por su permeabilidad.

Los autores brasileros se han enfocado principalmente en la aplicacion de
fitorreguladores como el GA3. Para esto han hecho estudios comparando diferentes
concentraciones, formas de aplicacion y en combinacidon con otros tratamientos
pregerminativos con resultados variables y a veces contradictorios. La temperatura,
luz, humedad, sustrato y otras variables ambientales también pueden incidir de
manera significativa en la germinacion, aunque esto no se han elucidado totalmente

(Rossetto et al. 2000, Zucareli et al. 2003, Ferreira 2005).

Tanto en Colombia como en Brasil, los mejores resultados obtenidos en la
germinacion de Passiflora alcanzan porcentajes de germinacion entre el 60% y el
90% al usar GA3 combinado con otras técnicas como la escarificacion y la

imbibicion.

2.4. Anatomia de las Semillas de Passiflora.

Los frutos de Passiflora, poseen varias semillas adheridas a la pared del ovario,
rodeadas por un arilo alrededor de la parte distal del rafe. Los pigmentos del arilo
estan localizados en los cloroplastos y las células de la sarcotesta de la pulpa forman
el mucilago. Las pasifloras comunes presentan una testa generalmente lignifica
(Figura 3a). La epidermis externa del tegmen consiste en células de parénquima en
empalizada, prismaticas, lignificadas con paredes gruesas reticuladas, con
depresiones en la superficie que forman proyecciones conicas en el endospermo. La
endotesta consiste en paredes gruesas, con células prismaticas, elongadas en las
depreciones del tegmen y cuboides sobre los canales del mismo. El endospermo se
observa ondulado, tanto en la seccion longitudinal como en la trasversal (Figura 3b)

(Romero 2000, Ortega 2006).
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Fotos: Daniel Villamil

Figuras 3. Morfologia de las semillas de P. edulis var edulis. Tamafio 2mm: (a)

Externa, testa lignificada y (b) Interna, endospermo ondulado.
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1. Formulacion del problema.

El conocimiento tradicional etnobotanico de comunidades campesinas del Tolima,
sugiere que C. corymbosa puede presentar importantes concentraciones de
promotores de la germinacién (GAs) en sus partes vegetativas. El problema de
investigacion es la necesidad de desarrollar el método cientifico para probar de
manera objetiva, la presencia y el efecto de las GAs de las hojas de C. corymbosa,

sobre el desarrollo de semillas de P. edulis var. edulis.

3.2. Pregunta de investigacion.

(Presenta el extracto acuoso de las hojas de C. corymbosa, un efecto similar al del

Acido Giberélico (GA3) sobre la germinacion de semillas de P. edulis var. edulis?

3.3. Justificacion.

3.3.1. Importancia de la investigacion.

La riqueza de Colombia en términos de diversidad es enorme y mundialmente
reconocida. En el Convenio de Diversidad Bioldgica firmado por Colombia se
enmarca la diversidad bioquimica y metabdlica, que hasta la fecha ha sido
pobremente estudiada, poco valorada y escasamente aprovechada de manera
sustentable. Segiin el Plan Nacional de Bioprospeccion la investigacion en la
busqueda y el aprovechamiento sostenible de metabolitos novedosos es una prioridad

nacional para contribuir con el desarrollo del pais (Melgarejo 2003).
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3.3.2. Investigacion en Passiflora edulis var. edulis.

En Colombia la superficie dedicada al cultivo de P. edulis varia entre 2,500 y 7,000
hectareas y el 70% de la produccion se exporta, dejando el 30% para el mercado
interno. El rendimiento medio alcanza las 20 t/ha, marcando la punta mundial y su
costo medio de produccion en el ciclo de tres afios es de US$ 180/t. Actualmente la
Gulupa ocupa el tercer renglén dentro de las frutas exportadas hacia el mercado

europeo después del banano y la uchuva (Pinzén et al. 2007).

Los trabajos realizados en el tema de la germinacion de Passiflora edulis var. edulis
son escasos y sus resultados suelen ser contradictorios, producto de la inmensa
diversidad inter e intra especifica que existe en el género. La conclusion general es
que la germinacion erratica y la dormancia prolongada de las semillas de P. edulis
var. edulis, son factores que limitan su producciéon comercial. Con este trabajo se
busca proponer un método efectivo y econdmico para promover la germinacion de las

semillas de P. edulis var. edulis utilizando un extracto vegetal novedoso.

3.3.3. Ventajas del Extracto de C. corymbosa.

El valor comercial del GA3 (100g) oscila entre el $1°000.000 y los $2°000.000 de
pesos colombianos. Esta condicion es un factor limitante para la mayoria de los
agricultores colombianos, que no cuentan con los recursos para poder acceder al GA3,

afectando la produccién de las especies con dormancia o de dificil germinacién.

La elaboracion de extractos vegetales es un proceso relativamente sencillo y
economico que puede ser desarrollado practicamente en cualquier lugar. Actualmente
el uso de productos bioldgicos en el agro se ha fomentado mundialmente por la
creciente necesidad de desarrollar una agricultura sustentable libre de agroquimicos y
con miras en la certificacion ecoldgica (Altieri 1999). De probarse la hipotesis de este

trabajo, se podria empezar a trabajar en el desarrollo de una util herramienta
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agroecologica para mejorar la productividad y contribuir con el desarrollo agricola de

Colombia.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto promotor del extracto acuoso de las hojas de C. corymbosa sobre la
germinacion de P. edulis var. edulis y la presencia de acido giberélico en la fraccion

giberélica (AcOEt-acida) obtenida del extracto.

4.2 Objetivos especificos.

-Obtener el extracto acuoso y la fraccion giberélica de las hojas de C. corymbosa.

-Evaluar el efecto del extracto, sobre la germinacion de semillas de P. edulis var.
edulis sometidas a tratamientos experimentales y comparar los resultados con GA3

comercial.

-Determinar por cromatografia de capa fina (TLC) la presencia de GA3 en la fraccion

giberélica obtenida del extracto de las hojas de C. corymbosa.

5. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Las hojas de C. corymbosa presentan giberelinas capaces de promover la germinacion
de semillas de otras plantas. El extracto acuoso de las hojas de C. corymbosa tiene un

efecto similar al del GA3 sobre la germinacion de semillas de P. edulis var. edulis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Disefio de la investigacion.

La investigacion fue de tipo experimental, con un disefio completamente al azar
(DCA). El factor de disefio fue la germinacion y sus niveles: germinacion de semillas
con tratamientos experimentales (f1,f2,13,f4,£5,6,s1,s2,s3,54,55,56) y germinacion de
semillas con tratamientos control (h1,h2,G1,G2,G3). La variable respuesta fue el
porcentaje de germinacion y la unidad experimental fueron las repeticiones de cada

tratamiento.

6.1.1. Poblacion de estudio y lote de semillas.

El material vegetal para la extraccion fitoquimica (700g aprox.) se obtuvo de 2

individuos de C. corymbosa en el mismo estado fenologico y de la misma localidad.

El lote de semillas de P. edulis var. edulis fue de 2800 semillas obtenidas de 14 frutos

cosechados de la misma planta el 20 de febrero de 2009.

6.1.2. Variables del estudio.

A. Concentracion del extracto, medida en mg/ml.

B. Viabilidad de las semillas, medido en % de embriones tenidos con tetrazolium.

C. Tiempo de imbibicion de las semillas, medido en horas.

D. Porcentaje de germinacion, medido con el numero de semillas eclosionadas por
tratamiento.

E. Tiempo de germinacion, medido en dias desde la siembra hasta la germinacion.

F. Factor de retencion (Rf) en la cromatografia, medido en cm.

25



6.2. Métodos.

6.2.1. Obtencidn del Extracto y la Fraccion Giberélica.

Se colectaron aproximadamente 700g (peso fresco) de hojas de 2 arboles de C.
corymbosa en fructificacion, que crecian juntos en un parche de unos cuantos
individuos, a 2 km al oriente del municipio de Viotd (Cundinamarca-Colombia)
siguiendo la margen derecha de la carretera que se dirige a Fusagasugd. En el
Laboratorio de Investigacion Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana
(PUJ) se limpiaron 350g de hojas frescas y se apartaron en refrigerador para la
elaboracion del extracto acuoso de hojas frescas (EF). El resto del material se seco al
sol durante 3 dias hasta que las hojas estuvieron crujientes. Del material seco se
destinaron 100g para la obtencion de la fraccion giberélica y 120g para la obtencion
del extracto acuosos de hojas secas (ES). Se sigui6 el protocolo tradicional para la

obtencioén los dos extractos acuoso (EF y ES).

Para la obtencion de la fraccion giberélica (Figura 4) se sigui6 el método de
fraccionamiento fitoquimico con solventes orgédnicos, como lo explica Dey &
Harborne (1991):

Una vez deshidratados, molidos y pesados los 100g del material vegetal, fueron
homogenizados con 1250ml de solucidén acuosa de metanol al 80%, durante 72 horas.
Después de filtrar con embudo y papel filtro, el residuo fue re-extraido de la misma
manera. Los extractos metanolicos combinados fueron evaporados bajo presion
reducida con un rotavapor Butchi 2000, teniendo cuidado de mantener la temperatura
por debajo de los 40°C. Esto llevd a un residuo acuoso, y en este punto los
contaminantes no polares fueron removidos por medio del fraccionamiento con éter
de petroleo, el cual fue recuperado con el rotavapor y reutilizado hasta eliminar la
totalidad de las grasas solubles. Después del fraccionamiento con éter, la solucion
acuosa fue ajustada a pH 2.0 con HCI 0.1M y fraccionada varias veces con acetato de

etilo hasta que el solvente paro de extraer. Esta fraccion (AcOEt-4cida) se concentrd
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bajo presion reducida y se neutralizé con NaOH 0.1M hasta pH 6.5. El resultado final
fue medido en mililitros y almacenado en un recipiente de cristal en cuarto oscuro.
Segun Dey & Harborne (1991), en esta fraccion se encuentran la mayoria de las

giberelinas, acompafiadas de GAs-glucosidos conjugados.

I

.g’

Foto: Daniel Villamil

Figura 4. Obtencion de la fraccion giberélica por fraccionamiento fitoquimico.

6.2.2. Pruebas de Germinacion.

6.2.2.1. Los tratamientos.

Una vez obtenidos los extractos, se prepararon 6 soluciones de diferentes
concentraciones y a partir de ellas se elaboraron los tratamientos experimentales

(Tabla 1 y Figura 5) que se aplicaron a las semillas por imbibicion.
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Tabla 1. Tratamientos utilizados en los ensayos de germinacion.

Tratamiento Concentracion.

Tiempo de imbibicion

12h 4mg/ml
12h 2mg/ml
0.4mg/ml
Extracto Hojas Frescas
EF 4mg/ml
2mg/ml

0.4mg/ml

Smg/ml
2.5mg/ml
0.5mg/ml

Extracto Hojas Secas

ES Smg/ml

2.5mg/ml

0.5mg/ml

Iml/ml*
Img/ml
Img/ml

Oml/ml

Omg/ml

*Utilizado por Ferreira et al. 2005

6.2.2.3. Las semillas.

Se obtuvo un lote de 2800 semillas de Gulupa, de 14 frutos maduros de la misma
planta, siguiendo el indice de madurez para frutos de Gulupa de Pinzon et al. (2007) y
la metodologia para la propagacion por semilla de Passiflora de la American
Horticultural Society (Toogood 1999). En cada ensayo se utilizaron 100 semillas por

tratamiento, siguiendo la metodologia de la Asociacion Internacional para Ensayos de
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Semillas (ISTA 2006). Las semillas fueron tratadas en el laboratorio de fisiologia
vegetal de la PUJ y se sembraron el 19 de marzo del 2009, 26 dias después de ser

colectadas.

Foto: Daniel Villamil.

Figura 5. Distribucion los tratamientos.

6.2.2.4. Viabilidad de las semillas.

Se realiz6 una prueba de tetrazolium antes del montaje de los ensayos para comprobar
la viabilidad de las semillas. Se usaron 100 semillas en 3 repeticiones (33, 33 y 34)
las cuales fueron embebidas en agua por 24 horas. Posteriormente se cortaron a la
mitad y se sumergieron en solucion de tetrazolium al 0.1%. Segun el protocolo de la

ISTA (2006) y siguiendo a Ferreira et al. (2005). Los embriones total o parcialmente
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tefiidos se tomaron como viables mientras que los embriones blancos, sin tefiir, se
tomaron como no viables. Se elabor6 un patron de coloracion registrando
fotograficamente la tincion de los embriones. Al final del ensayo se realizo otra
prueba de tetrazolium con las semillas de los tratamientos que no presentaron
germinacion (Figura 6), para determinar la mortalidad o la perdida de vitalidad por
efecto de los tratamientos, comparando los embriones de las semillas no germinadas
con el patron de viabilidad obtenido al inicio del ensayo y un nuevo patrén obtenido

de semillas de la muestra almacenadas en seco.

Foto: Daniel Villamil

Figura 6. Prueba de Tetrazolium en semilla dormante o poco viable de Gulupa.

6.2.2.5. Los ensayos.

Se realizaron 2 experimentos, uno en campo, en un lote experimental de la
Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales (UDCA), y otro in vitro, en el

Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la PUJ. En el ensayo de campo se usaron 700
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semillas, distribuidas en 3 bloques, de 7 tratamientos y 3 repeticiones cada una con 33

semillas.

En el ensayo in vitro se usaron 1700 semillas distribuidas en 17 tratamientos (Tabla
1) de 5 repeticiones usando 20 semillas por repeticion. Cada repeticion consistio en
una caja de petri con una servilleta (Scott natural) humedecida con 10ml de agua
destilada, donde se colocaron las 20 semillas después de ser embebidas en los
respectivos tratamientos. Las cajas de petri se guardaron a temperatura ambiente
(16°C+/-4°C) en bandejas plasticas negras y se cubrieron con papel aluminio, el cual
se perfor6 parcialmente con pequenos orificios para permitir que las semillas
recibieran un poco de luz solar, lo que facilita su desarrollo segin lo observado por
Villamil et al. (2008). En cada tratamiento se aplicaron 10ml de agua destilada cada
20 dias después de la siembra (dds) para prevenir la deshidratacion. Finalmente las
plantulas obtenidas se trasplantaron a bandejas de 38 unidades y fueron llevadas a

invernadero.

6.2.3. Cromatografia de capa delgada (TLC) para la deteccion de GA3.

Una vez obtenida la fraccion giberélica, se realizé una cromatografia en capa delgada
(TLC) para determinar la presencia de GA3 en la fraccion, siguiendo las indicaciones
de Bautista & Gallardo (2008). El cromatograma se realizé en placa de silica gel para
deteccion de fluorescencia de 10 cm. X 4 cm. Se sembrd en la placa 5yl de la
fraccion giberélica y Sul de solucion de GA3 (1g/ml) como control. La fase movil fue
Cloroformo: Acetato de Etilo: Acido Formico en proporcion (35:55:10). Se dejé un
frente de corrida de 6 cm y se retir6 la placa de la cdmara de TLC. Se dejé secar al
ambiente y se revisé bajo luz UV de onda larga para verificar el movimiento de las
muestras. Se revelo por aspersion con H,SO4 60% - FeCl; 28mM y se dejo secar en la
cabina de extraccion. Se volvid a realizar la lectura en luz UV de onda larga, se
fotografié el resultado y se marcaron los puntos fluorescentes. Posteriormente se

calent6 en plancha a 100°C por 2 min y se midieron los Rf respectivos.
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6.3. Recoleccién de la informacion.

Las pruebas de tetrazolio y el resultado de la TLC se registraron fotograficamente y
se anotd el nimero de embriones viables y el Rf de la cromatografia en la libreta de
laboratorio. En los ensayos experimentales se definio6 la aparicion de la radicula como
el criterio para la germinacion (ISTA 1999). Se revisaron las semillas 3 veces por
semana y las lecturas se realizaron cada 10 dias a partir del dia en el cual se registro
la primera semilla germinada. La informacion se registré en un formato predisenado

para la toma de datos (Anexo 1).

6.4. Andlisis de la informacion.

Con la informacion consignada en la libreta de laboratorio y en los formatos, se
realiz6 una matriz de germinacion en Excel (2007), para analizar los datos de
germinacion obtenidos en cada tratamiento. Posteriormente, la matriz fue analizada
estadisticamente con el programa R.2.8.1 para determinar diferencias entre los
tratamientos, aplicando las pruebas de Levene, Anava y LSD. La viabilidad y
mortalidad de las semillas se analizé con base en los patrones de coloracion obtenidos

y en la observacion de diferencias en el porcentaje de coloracion de los embriones.

7. RESULTADOS

7.1. Viabilidad de las semillas.

Segin el patron de coloracion de tetrazolium obtenido antes del ensayo de
germinacion (Figuras 7 y 8), la viabilidad de las semillas fue del 99%. La mayoria de
los embriones presentaron una tincidon superior al 60% de su area total. S6lo un
embrion se identifico como no viable. Las semillas tenian entonces 26 dias de ser

colectadas.
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Foto: Daniel Villamil

Figura 7. Prueba de tetrazolium en semilla viable de Gulupa.
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Foto: Daniel Villamil

Figura 8. Patron de coloracion de los embriones de Gulupa al inicio del ensayo.

7.2. Ensayo de Campo.

Respecto a los resultados en campo (Figura 9), sélo germiné el 0.28% de las semillas
sembradas, correspondiente a 2 semillas de los tratamientos F1 y G3 respectivamente.
Por esta razon, el ensayo no se tuvo en cuenta para su analisis. Se utilizaron todos los
tratamientos de EF y ES y el tratamiento control G3. La profundidad de siembra fue
de 4 cm y la distancia entre semillas fue de 10 cm. El sustrato (arcilloso) fue el suelo

tipico de la sabana de Bogota y la siembra coincidié con la temporada de Iluvias.

Foto: Daniel Villamil

Figura 9. Resultado de la germinacion en Campo.
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7.3. Ensayo in vitro.

En el ensayo in vitro se obtuvo una germinacion total del 37.6%, correspondiente a
640 semillas repartidas en 15 tratamientos. En los tratamientos G2 y S4 no se registro
germinacion y las semillas fueron sometidas nuevamente a una prueba de tetrazolium
para determinar la mortalidad y la pérdida de viabilidad. En los tratamientos F2 y F4
se obtuvieron las primeras semillas germinadas, con un promedio de 5 y 3 semillas
por repeticion, equivalentes al 24% y 17% a los 40 dds. Los mejores tratamientos
fueron G3 y S2 (Figura 12) con un promedio de 18 y 16 semillas germinadas en cada
repeticion a los 70 dds, equivalentes al 94% y 81%, seguidos por los tratamientos S3
y F6 con poco mas del 60% a los 70dds, y un promedio de 12 y 13 semillas
germinadas por repeticion. Los tratamientos F5, HI1, H2, F2 y F4 presentaron
germinacion superior al 20% pero inferior al 60% a los 70dds; y los tratamientos S6,
S5, F3, G1, F1 y S1 presentaron muy poca germinacion (< 20%) con un promedio

inferior a 5 semillas germinadas en cada repeticion (Figura 10).

El andlisis estadistico demostr6 que a los 70 dds los tratamientos son

significativamente diferentes, con un resultado del ANAVA de P=2.2e-16<0.050.
(Tabla 3). El resultado de la prueba de Leven fue P=0.1033>0.05a (Tabla 2),
validando el resultado del ANAVA. La prueba de LSD (4.129) concluy6 que los

mejores tratamientos (G3 y S2) no son significativamente diferentes entre si, pero son

significativamente diferentes del resto de los tratamientos a los 70 dds (Tabla 4).
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Efecto de los Tratamientos sobre la
Germinacion de Gulupa
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Figura 10. Promedio y desviacion estandar de germinacion en cada tratamiento

durante el trascurso del ensayo in vitro.
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Tabla 2. Levene: resultados de la prueba estadistica en R 2.8.1

Levene’s Test for Homogeneity of Variance

Df F value Pr(>F)

group 16 1.5644 0.1033

68

P>a, se aceptan los supuestos del modelo estadistico. Hay normalidad y

homogeneidad de varianzas.

Tabla 3. ANAVA: resultados de la prueba estadistica en R 2.8.1

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
ind 16 3223.3 201.5 18.817 <2.2e-16 ***

Residuals 68 728.0 10.7

Signif. Codes: 0 “***’0.001 “** 0.01 “** 0.05 . 0.1
[ 1

P<o Se rechaza la Ho. Existen diferencias en por lo menos uno de los

tratamientos.
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Tabla 4. LSD: resultado de la prueba estadistica en R 2.8.1

LSD t Test for values
Alpha 0.050000
Error Degrees of Freedom 68.000000
Error Mean Square 10.705882
Critical Value of t 1.995469
Least Significant Difference 4.129393
Grupos Tratamientos W (Repeticion)
A g3 18.8
A s2 18.2
B s3 12.6
B fo 12.2
Be f5 11.2
Bed hl 10.8
Bed h2 8.6
Cd 2 7.2
De 4 6.8
Ef 6 3
F 85 1.8
F 3 1.4
F gl 1
F fl 0.8
F sl 0.6
F g2 0

Las medias de los tratamientos con la misma letra no son significativamente
diferentes (Tabla 4 y Figura 11). El extracto acuoso de las hojas de C. corymbosa
puede tener el mismo efecto promotor del GA3 sobre la germinacion de
Passiflora edulis var edulis dependiendo de la concentracion y el tiempo de

imbibicidn de las semillas.
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Figura 11. Promedios y barras de error de la germinacion en las repeticiones de
cada tratamiento e identificacion de los grupos segtn el resultado de la prueba de

LSD.

La diferencia entre el grupo de tratamientos (G3 y S2) con respecto al segundo
grupo (S3 y F6) fue del 25% y la diferencia con el grupo control (H1 y H2) fue

del 39%. La diferencian con el resto de tratamientos fue superior al 50%.

Los resultados de %G obtenidos son diferentes a los reportados por Romero
(2000), Rozzetto (2000) y Zucareli (2003) quienes sélo obtuvieron bajos G%
usando diferentes tratamientos con GA3; y conformes con Ferreira (2005) y
Ortega (2006), quienes también obtuvieron altos valores de G% en otras
pasifloras. Se sustenta entonces que el extracto acuoso de las hojas secas de C.
corymbosa [2.5mg/ml] y el GA3 [Img/ml] pueden tener un efecto promotor

significativamente alto sobre la germinacion de Passiflora edulis var. edulis
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cuando son aplicados por imbibicion de las semillas durante 12h y 24h

respectivamente.

b . Fotos: Daniel Villamil

Figura 12. Germinacion obtenida en los mejores tratamientos: (a) tratamiento G3

& (b) tratamiento S2.
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7.4. Dormanciay perdida de viabilidad.

Los tratamientos G2 y S4 no presentaron germinacion al final del ensayo y una
nueva prueba de tetrazolium con semillas no germinadas demostrd la notable
reduccion de su viabilidad a los 100 dias después de ser cosechadas (Figura 13. a,
by c). El 75% de las semillas no germinadas presentaron una tincion inferior al
20% del area total del embrion; el otro 35% no presentd tincion alguna. Al
comparar el resultado con un patréon obtenido de semillas del lote inicial,
almacenadas en seco a temperatura ambiente (Figura 14), se observa la misma

coloracion reducida y una alta mortalidad de embriones.

Fotos: Daniel Villamil

Figura 13. Prueba de tetrazolium con las semillas no germinadas al final del
ensayo: (a) viabilidad de las semillas, (b) pérdida de viabilidad & (c)

mortalidad
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Foto: Daniel Villamil

Figura 14. Viabilidad de las semillas almacenadas en seco a temperatura

ambiente a los 100 dias después de la colecta.

Este resultado sugiere que la pérdida de viabilidad es acelerada en las semillas de

gulupa y no se debe al efecto de los tratamientos en donde no hubo germinacion.

7.5. Resultado de la Cromatografia.

El resultado de la TLC confirm¢ la presencia de GA3 en la fraccion giberélica. Se
obtuvieron manchas fluorescentes como producto de la reaccion del acido
giberélico con el H,SO4 del revelador (Figura 15). El resultado del Rf=0.35
concuerda con lo obtenido por Bautista & Gallardo (2000).
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Foto: Daniel Villamil

Figura 15. Cromatografia: izquierda, mancha fluorescente de la fraccion

giberélica; derecha, mancha fluorescente del patron GA3 (derecha).

8. DISCUSION.

8.1. Variabilidad Intraespecifica & Germinacion de Passiflora.

La teoria mas aceptada dice que P. edulis fue introducida a Colombia procedente
del sur de Brasil en los afios 60s. Como producto de la polinizacion cruzada, la
hibridacion y la seleccion artificial, ahora es posible encontrar cultivariedades y
formas locales como lo sugieren Ocampo et at. (2007) en su actualizada lista para
la conservacion de pasifloras, quienes reportan para Colombia varias
cultivariedades y formas locales de P. edulis creciendo incluso de manera
silvestre. Los mismos autores (2004) observaron con marcadores moleculares que
la similaridad entre las formas morada (P. edulis var. edulis) y amarilla (P. edulis
var. flavicarpa) del maracuya es muy baja; y que la forma morada se parece mas a
P. maliformis, otra especie menos cultivada que se encuentra también de manera

silvestre en Colombia.
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Se ha comprobado que las especies de Passiflora pueden autofecundarse pero
normalmente tienden a la polinizacion cruzada, como consecuencia de la
organizacion floral y un mecanismo caracteristico, que promueve este tipo de
polinizacion gracias al movimiento alterno de las anteras y los estigmas (Ramirez

2006).

La evolucion de caracteristicas florales asociadas a polinizadores notablemente
especificos tuvo un papel importante en la abundante especiacion de Passiflora y
muchas especies no desarrollaron mecanismos genéticos de aislamiento
reproductivo, pudiéndose cruzar entre si y producir hibridos con semillas viables,

incluso cuando se cruzan cultivariedades con especies silvestres (Ramirez 2006).

Si se tiene en cuenta esta notable variabilidad, encontrar diferencias fisiologicas
entre poblaciones de la misma especie de pasiflora no es sorprendente. De hecho,
se ha sefalado que cuando se propagan pasifloras por semilla esta diversidad
genética puede resultar en una variabilidad indeseable para una plantacion
comercial (Isutsa 2003). Acorde con lo anterior, Romero (2000), Salazar (2000) y
Ortega (2006) encontraron al trabajar con poblaciones diferentes, que el mayor
efecto sobre la germinacion de Passiflora lo tiene la procedencia de las semillas,

seguido por el grado de madurez de los fruto.

En este estudio, se trabajo con un lote de semillas de madurez homogénea (Pinzon
2007) proveniente de la misma planta: una forma seleccionada de Passiflora
edulis var. edulis bien adaptada a los 2600 msnm. De esta manera se intentd
reducir el efecto de factores alineados como la diversidad intraespecifica sobre la
variable respuesta (%G), obteniendo un resultado en la germinacion de Passiflora
superior al 80% con el mejor de los tratamientos del extracto de C. corymbosa,
igual al obtenido con la mejor de las aplicaciones de GA3 de laboratorio, pero a
un costo de tan solo el 0.003% del valor comercial del GA3. Adicionalmente, es
importante resaltar que la imbibicion de las semillas maduras en GA3 (1mg/ml)
por 24 horas resulta muy eficaz para la germinacion de Gulupa con un resultado

superior al 90%.
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8.2. Pérdida de la Viabilidad & Ensayo de Campo.

Las semillas de Passiflora se han caracterizado por presentar una dormancia
prolongada (Malavassi et al. 2002), pero en este estudio se demuestra que las
semillas de P. edulis var. edulis pueden perder hasta el 80% de su viabilidad en
tan solo 100 dias, en términos del % de viabilidad de cada embrioén segin la
tincion de sus partes, y en el nuimero de embriones viables que perduran en un lote

de semillas.

Con respecto a los resultados de germinacion obtenidos en campo, solo se puede
mencionar que la dificultad inherente a la germinacion de Passiflora resulta
incrementada cuando no se tienen condiciones controladas como sucede en los
ensayos en campo a diferencia de lo que ocurre con in vitro. Como sucede en
muchas otras especies, la profundidad de siembra, la humedad del terreno y otras
condiciones medioambientales pueden incidir en la dormancia de las semillas

inhibiendo el efecto de los tratamientos pregerminativos.

9. CONCLUSIONES.

9.1. El Conocimiento Tradicional.

Los trabajos etnobotanicos han estudiado y demostrado cientificamente la validez
del uso tradicional de las plantas. Se ha sugerido que la observacion cuidadosa
del entorno, pudo desarrollar por medio de la experimentacion empirica de
muchas generaciones de pobladores nativos, un entendimiento minucioso de
algunos fenémenos complejos que ocurren en la naturaleza, como la germinacion.
En Colombia los trabajos realizados durante el siglo XX por reconocidos

investigadores (Schultes, Reichel-Dolmatoff, Cuatrecasas & Garcia Barriga, entre
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otros) probaron la importancia del conocimiento tradicional de las poblaciones

rurales (Davis 2004, Ramirez 2005).

Los elaboradores artesanales de chicha descubrieron las propiedades germinativas
de C. corymbosa y trasmitieron el conocimiento, quizas cientos de afios antes del
descubrimiento de las giberelinas. Actualmente, la ruptura en la trasmision del
conocimiento tradicional es un problema real, producto del proceso de
aculturacion progresiva de las comunidades rurales, que amenaza la supervivencia

de este valioso conocimiento (Ramirez 2005).

9.2. Potencial del Extracto.

El extracto acuoso de las hojas de C. corymbosa demuestra tener una aplicacion
importante en la agricultura, al presentar un efecto similar al del GA3 comercial.
Su potencial para influir sobre la germinacion de otras plantas, plasticidad,
abundancia y adaptabilidad convierten a C. corymbosa en una planta ideal para
integrar en un agroecosistema. Bien sea en una cerca viva, como nodriza de otra
planta o como fuente de hojas para la elaboracion del extracto, el “ondequiera”
tiene un futuro promisorio, pues la elaboracion de 2 litros de extracto, solo
implica agua limpia y unos 120g de hojas secas. Su fécil elaboracion lo convierte
en una util herramienta a disposicion de cualquier agricultor en el campo

colombiano.

9.3. Germinacion en Passiflora edulis var. edulis.

Tanto el extracto de C. corymbosa como la aplicacion de GA3, pueden promover
eficazmente la germinacion de semillas maduras de Passiflora edulis var. edulis,
pero la dormancia en pasifloras ademas de ser innata y morfofisiologica, puede
verse altamente influenciada por el ambiente. Adicionalmente, gracias a las

pruebas de tetrazolium realizadas, se puede concluir que las semillas maduras de
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P. edulis var. edulis sembradas in vitro y almacenadas en seco a temperatura
ambiente, pueden perder su viabilidad rapidamente (100 dias después de

cosechadas)

10. RECOMENDACIONES.

La facil produccion del extracto de C. corymbosa abre la puerta a una nueva serie
de investigaciones que deberian estar enfocadas en conocer: las otras giberelinas
aprovechables en la planta, los estados fenologicos ideales para la obtencion de
giberelinas y que interacciones ecoldgicas se pueden dar por procesos de

alelopatia en un cultivo tradicional con plantas nodrizas de C. corymbosa.

Es necesario realizar mas trabajos en Passiflora, sobre todo a nivel de
reproduccion, pues en la enorme mayoria de las 167 especies de pasifloras
reportadas para el pais, no se tiene el conocimiento basico para su propagacion. Se
recomienda no sembrar semillas de Passiflora en campo antes de evidenciar la
eclosion de la radicula pues las condiciones medioambientales pueden incidir en

la dormancia.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Formato para la toma de datos.
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Anexo 2. Matriz de datos.
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H2 0 0 0 5 14
Promedios replica
Fl1 0 0 0 0,8 0,8
F2 0 4,8 5.8 6 7,2
F3 0 0 0 1,2 1,4
F4 0 34 4 6.8 7
F5 0 1,2 1,4 9,8 11,2
F6 0 0 0 10 12,2
S1 0 0 0 1 1
S2 0 0 1 10,8 16,2
S3 0 0 1 11,6 12,6
S4 0 0 0 0 0
S5 0 0 0 1,2 1,8
S6 0 0,4 0,4 2,4 3,4
Gl 0 0 0 0,8 1
G2 0 0 0 0 0
G3 0 0 0 13 18,8
Hl1 0 0 0 8,8 10,8
H2 0 0 0 7,4 8,6
DDS 30 40 50 60 70
Anexo 3. Ultimo conteo
Repeticiones
f1 3 0 1 0 0 4
2 4 7 10 5 10 36
3 0 3 4 0 0 7
4 7 5 12 1 10 35
5 9 11 15 12 9 56
6 8 16 14 5 18 61
sl 0 3 2 0 0 5
s2 16 20 15 13 17 81
s3 18 10 15 8 12 63
s4 0 0 0 0 0 0
s5 0 0 4 5 0 9
s6 1 5 8 2 1 17
Gl 0 1 4 0 0 5
G2 0 0 0 0 0 0
G3 20 19 17 19 19 94
H1 0 10 14 15 15 54
H2 3 10 11 5 14 43
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