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3. RESUMEN

Las especies del género Passiflora tienen un alto potencial gastronémico,
farmacoldgico y ornamental, debido a su composicion fitoquimica. Sin embargo, la mayoria
se encuentra en estado silvestre, por lo que existen pocos estudios sobre su biologia y manejo,
incluyendo su germinacion. En general, se ha reportado que la germinacion de las semillas
de especies del género Passiflora es lenta y desuniforme, y que la mayoria posee dormancia.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de tratamientos pregerminativos
(fisicos y quimicos), luz y temperatura, sobre la ruptura de la dormancia y la estimulacion de
la germinacion de las semillas de tres especies de Passiflora. Esta investigacion se realizo en
el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa
Rica. Se utilizaron semillas de Passiflora ligularis, Passiflora biflora y Passiflora
adenopoda. Se evalud el efecto de cuatro tratamientos fisicos, tres condiciones de
temperatura, dos fotoperiodos, dos tipos de sustrato y de la aplicacion exogena de cinco
concentraciones de acido giberélico sobre la germinacion de las semillas, determinada a partir
del nimero de plantulas normales. Se analiz6 también el efecto de utilizar tres tratamientos
de desinfeccion sobre la disminucion de la contaminacion y la viabilidad de las semillas.
Ademas, se realizo una curva de absorcion de agua para determinar la dindmica de absorcion
de las semillas de estas tres especies. Al aplicar los tratamientos fisicos se encontrd que, en
el caso de P. adenopoda y P. ligularis, los porcentajes de germinacion fueron bajos y no
hubo diferencias significativas entre tratamientos. En el caso de P. biflora, los porcentajes de
germinacion fueron mayores al 70% en el testigo y el tratamiento 2 (imbibicidén en agua 24
horas), lo que sugiere que los demas tratamientos fisicos evaluados pudieron haber dafiado
las semillas, disminuyendo su viabilidad. Los experimentos de condiciones ambientales
mostraron que la temperatura a 25 °C, la turba como sustrato y el fotoperiodo 12/12 fueron,
en general, las condiciones mas favorables para la germinacion de las tres especies. La
aplicacion exogena de acido giberélico promovid la germinacion en P. adenopoda y P.
ligularis, al aumentar los porcentajes de germinacion al 56 y 60%, respectivamente, al utilizar
dosis en dosis entre 400 y 500 ppm. Para P. biflora no hubo diferencias significativas entre
tratamientos. En cuanto a la desinfeccion, se demostr6 que, para las tres especies estudiadas,
el hipoclorito de sodio a 1% fue el tratamiento més efectivo para disminuir los porcentajes
de contaminacion, sin afectar la germinacion. Con respecto a la dindmica de absorcion, se
evidencid que ninguna de las tres semillas present6 un impedimento al ingreso de agua y que
la maxima absorcién se dio durante las primeras horas en imbibicion. Los resultados
obtenidos sugieren que las semillas de P. ligularis, presentan dormancia de tipo fisioldgico
y que las semillas de P. adenopoda podrian tener dormancia combinada. Las semillas de
P.biflora no presentan ningin tipo de dormancia, ya que, en una condicion de luz
(fotoperiodo 12/12), la germinacion fue superior al 70 % y ninguno de los tratamientos
realizados en los experimentos promovié un aumento significativo en los porcentajes de
germinacion.



4. INTRODUCCION

La familia Passifloraceae posee cerca de 630 especies que se encuentran distribuidas
en aproximadamente 18 géneros y se caracteriza por ser muy dindmica y diversa (Miranda et
al., 2009; Pérez-Cortez et al., 2005). El género Passiflora fue establecido por Linnaeus y
comprende mas de 500 especies, la mayoria de ellas estan distribuidas principalmente en
América tropical (Morales et al., 2015; Morales et al., 2016; Patel et al., 2011).

En la actualidad, aunque no todas las especies de Passiflora se cultivan
comercialmente, al menos 80 de ellas poseen frutos comestibles que contienen vitamina A,
componentes del complejo B y 4cido ascorbico, mientras que alrededor de 20 especies son
cultivadas para uso ornamental por el atractivo de sus flores (Torres- Gonzdlez, 2018). Tanto
la pulpa como el jugo de estas plantas presentan caracteristicas fisicoquimicas que poseen
gran potencial para su agroindustrializacion (Soto et al., 2014). Algunos de los
fitoconstituyentes de las especies estudiadas de Passiflora son alcaloides, fenoles, glucosil
flavonoides y cianogénicos, aunque la mayoria de las especies no cuentan con estudios
realizados al respecto (Patel et al., 2011). Ademas, se ha documentado que algunas especies
sintetizan compuestos con propiedades analgésicas, antimicrobianas, sedantes, diuréticas y
ansioliticas. Es asi como las plantas de especies de Passiflora son de gran interés para la
elaboracion de nuevos farmacos (Morales et al., 2015; Patel et al., 2011).

Muchas especies de Passiflora tienen también un importante valor ecoldgico, ya que
son productoras de néctar, polen, semillas, frutos y tejidos vegetales que son una fuente
importante de alimento para insectos herbivoros. Debido a la diversidad existente en este
género, la posibilidad de mejorar la genética de especies cultivadas podria favorecer el
desarrollo de nuevas variedades con caracteristicas deseadas (Aular & Rodriguez, 2003;
Bonilla, 2014; Ramirez, 2006).

Existe un numero importante de especies del género Passiflora alrededor del mundo
que se encuentran en estado silvestre y, por lo tanto, la informacioén referente a la
caracterizacion y evaluacion del fruto, las semillas, los métodos de propagacion y la
germinacion de estas es escasa (Aular & Rodriguez, 2003). En general, en las especies que
se conocen, el principal método de propagacion es mediante semilla sexual, debido a que se
obtienen plantas mas vigorosas en comparacion con otros métodos de propagacion y, ademas,

es un método de facil ejecucion. Sin embargo, en algunas especies presenta limitaciones
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importantes, como lo es una germinacion baja, lenta y desuniforme (Bautista, 2018). La baja
germinacion en las semillas de Passiflora puede estar relacionada a que las semillas recién
extraidas de los frutos podrian presentar cierto grado de dormancia, lo que dificulta la
propagacion sexual de algunas especies (Miranda et al., 2009; Severin et al., 2004).

La dormancia se conoce como el estado en el que, aunque la semilla sea viable y
cuente con todas las condiciones (humedad, disponibilidad de oxigeno y temperatura)
adecuadas para su germinacion, no germina. Se puede clasificar como fisioldgica, fisica o
morfologica, la primera causada por factores endogenos, la segunda por impermeabilidad de
las estructuras protectoras que no permiten el paso del agua y la ultima, por embriones
inmaduros. Estos factores, por separado o en conjunto, pueden causar el retraso de la
germinacion de algunas semillas (Baskin & Baskin, 2004; Bautista, 2018; Santos et al.,
2015).

Algunas especies de Passiflora presentan diferentes tipos de dormancia, debido a
esto, cuando no son tratadas pueden tardar meses en germinar. Por lo tanto, se han estudiado
algunos tratamientos pregerminativos de distintos tipos tales como la eliminacién del arilo,
desecacion, almacenamiento durante varios meses, el remojo en agua durante distintos
periodos, variaciones de luz y temperatura, la fermentacion, la escarificacion y la aplicacion
de giberelinas (Mediondo & Garcia, 2009).

Debido a que la informacion relacionada con la germinacion de las semillas en el
género Passiflora se limita a unas pocas especies, y a que la germinacion es la principal
limitante para su propagacion, se pretende estudiar el efecto de condiciones ambientales y de
tratamientos fisicos y quimicos sobre la germinacion de tres especies de Passiflora que
poseen un alto valor ecologico y un importante uso potencial a nivel agroindustrial, con el
fin de evaluar los factores que pueden afectar su germinaciéon y de proponer nuevas

alternativas que favorezcan su propagacion y ayuden a ampliar el uso de estas especies.



5. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de tratamientos pregerminativos (fisicos y quimicos), luz y
temperatura, sobre la ruptura de la dormancia y la estimulacion de la germinacion de las
semillas de las especies Passiflora adenopoda, P. biflora y P. ligularis en condiciones de

laboratorio.

Objetivos especificos

1. Analizar la eficiencia de la imbibicion, la inmersion en agua a 50 °C y la eliminacion
del segmento distal de la cubierta seminal, sobre la ruptura de la dormancia y la
promocioén de la germinacion de P. adenopoda, P. bifloray P. ligularis.

2. Determinar el efecto combinado de la luz y la temperatura sobre la ruptura de la
dormancia y la promocion de la germinacion de P. adenopoda, P. biflora y P.
ligularis.

3. Comparar el efecto de la aplicaciéon exdgena de seis concentraciones de acido
giberélico (AG3), sobre la ruptura de la dormancia y la promocion de la germinacion

de P. adenopoda, P. bifloray P. ligularis.



6. REVISION DE LITERATURA

6.1. Origen y distribucion de las especies de interés

Las pasifloras se distribuyen mayormente en zonas tropicales y subtropicales, desde
el nivel del mar hasta los 4300 msnm. En América, la mayoria de las especies se encuentran
en Centro y Sudamérica (Bonilla, 2014; Deginani, 2001). La especie Passiflora ligularis
(granadilla) esté distribuida desde el norte de Argentina hasta México (Pinduisaca, 2016). En
Costa Rica, es una especie introducida y cultivada que crece desde los 1200 hasta los 2800
msnm. Passiflora adenopoda se encuentra desde México hasta Perti y, en Costa Rica, se
considera una especie silvestre de bosques hiimedos, muy humedos y pluviales. Passiflora
biflora (calzoncillo) es originaria de México, se distribuye desde México hasta Ecuador,
Venezuela y las Bahamas. En Costa Rica, también es considerada una especie silvestre y se
ubica en el bosque himedo a muy himedo (Aguilar et al., 2018; Axol-Rodriguez et al., 2018;
Estrada & Rodriguez, 2009).

6.2. Caracteristicas de las semillas del género Passiflora

Las semillas que se encuentran en los frutos de estas especies son abundantes, color
marréon cuando estan maduras, en el interior puede presentarse o no un endospermo
blanquecino. Poseen un funiculo dilatado en un arilo o pulpa (Patel et al., 2011). Como
muchas de las caracteristicas de este género, los tamafios, formas y colores de la semilla, son
variables e importantes para la separacion taxondmica entre especies (Estrada & Rodriguez,
2009; Pérez-Cortéz et al., 2005).

Las semillas del género Passiflora en su mayoria poseen una testa gruesa
semipermeable. En varias especies se ha reportado la presencia de inhibidores de la
germinacion en la testa que limitan el paso del agua (Deginani, 2001; Mediondo & Garcia,
2009; Pérez-Cortéz et al., 2009). Ademas, se ha reportado que pueden presentar cubiertas
con células lignificadas que no solo afectan la absorcion de agua sino también el crecimiento

embrionario (Cardenas-Hernandez et al., 2011; Gutiérrez, 1988).
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Seglin su tolerancia a la desecacion, la semilla de Passiflora se considera ortodoxa, ya que
poseen tolerancia a la deshidratacion y pueden ser almacenadas por periodos y condiciones
controladas, sin embargo, existe variabilidad entre especies (Berjak & Pammenter, 2010;

Gutiérrez et al., 2011).

6.3. Germinacion

La germinacion es un proceso que involucra cambios morfoldgicos y fisioldgicos, es
complejo y requiere de condiciones especificas de temperatura, niveles de oxigeno y luz para
cada especie; ademas, puede verse afectada por factores como las hormonas presentes en las
plantas y otras sustancias quimicas (Carranza et al., 2016). El comportamiento germinativo
en semillas de Passiflora para la mayoria de las especies no se conoce, sin embargo, en la
literatura se reporta que, en general, presentan largos periodos de dormancia que hacen que
la germinacion, sin tratamientos previos, sea lenta y desuniforme, se reportan periodos entre
los diez dias a los tres meses, esto se convierte en un obstidculo importante para su
comercializacion (Marostega et al., 2017; Rezazadeh & Stafne, 2018).

En cuanto a las especies de este estudio, los porcentajes de germinacion reportados
para P. ligularis son variables, van desde el 20 % al 72,2 %. Se report6 que el inicio de la
emergencia en semillas de granadilla ocurre entre 19 y 25 dias después de la siembra (dds) y
el aumento méaximo se da entre 30 y 60 dias (Cardenas-Hernandez, 2011). En los casos de P.
biflora y P. adenopoda no se encontraron referencias relacionadas con los componentes

involucrados con la germinacion de estas especies.

6.4 Factores que afectan la germinacion

La germinacion se ve afectada tanto por factores internos como externos que influyen
de diferentes maneras, entre los factores externos se pueden mencionar el contenido de
humedad y el nivel de oxigeno del medio, asi como la temperatura a la que son sometidas la
semillas, ya que interviene en la actividad enzimatica y metabolica de las mismas. También,
la calidad e incidencia de luz, ya que la germinacion de algunas semillas depende de la

intensidad y longitud de onda percibidas (Copete, 2011). De acuerdo con lo anterior, la luz
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es un factor primordial en la germinacion de las semillas del género Passiflora, sin embargo,
no existe una generalidad para todas las especies, mientras algunas se ven beneficiadas por
la ausencia de luz, otras evidencian efectos contrarios. Por otra parte, en este género se dice
que la eficiencia de la germinacion depende en gran medida de la temperatura, incluso sin

tomar en cuenta los efectos de otros factores (Zucarelli, 2015).

6.4.1. Efecto de la temperatura sobre la germinacion de semillas de Passiflora

La temperatura es un factor importante para cualquier semilla o cultivo y su apropiada
germinacion, es decisiva y tiene una influencia directa sobre las enzimas que regulan la
velocidad de las reacciones quimicas que se pueden dar después del proceso de imbibicion
(Gutiérrez et al., 2011). También influye en la velocidad y uniformidad de la germinacion,
en la absorcion de agua y en las reacciones quimicas involucradas en el proceso. Se ha
reportado que los procesos de germinacion en algunas pasifloras ocurren a una temperatura
alterna entre los 20 °C y los 30 °C. Algunos autores afirmaron que esto se da porque las
temperaturas alternas asemejan lo que ocurre en la naturaleza, aunque no es una generalidad,
ya que no tiene el mismo efecto en todas las especies, pero pueden aumentar los porcentajes
de germinacion en algunas de ellas, como en el caso de P. ligularis (Gutiérrez et al., 2011,
Miranda et al., 2009; Roa Nieto, 2017).

La temperatura puede afectar procesos asociados con la luz, especificamente las
respuestas del fitocromo a umbrales de Pfr necesarios para romper la dormancia, la tasa de
reversion de Pfr en la oscuridad o ambos, ya que el fitocromo tiene un efecto dependiente de
la temperatura sobre la germinacion. Ademas, se ha demostrado que la temperatura afecta la

concentracion y sensibilidad del AGs3 (Cérdenas-Herndndez, 2011; Riveros, 2012).

6.4.2. Efecto de la luz sobre la germinacion de semillas de Passiflora

La luz influye en la germinacion y emergencia de plantulas de diferentes maneras y
depende en gran medida de los requerimientos de la especie que se estudia. Existen plantas
que inhiben su germinacidén y emergencia en presencia de la luz, estas semillas son llamadas

fotoblasticas negativas, mientras que las fotoblasticas positivas requieren de la presencia de
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luz para germinar; sin embargo, puede darse también el caso de especies que son indiferentes
a la ausencia o presencia de luz (Gutiérrez et al., 2011; Roa Nieto, 2017).

La influencia de la luz es definida por fotoperiodos, es decir la duracion de la
exposicion a la luz, también por la intensidad y calidad de la misma. En las semillas
fotosensibles, el fitocromo es el fotorreceptor principal asociado con la captacion y
transmision del estimulo bajo la forma activa (Pfr). La respuesta que presentan las plantas
del género Passiflora a diferentes estimulos de luz es variable, algunas de las especies
potencian los porcentajes de germinacion bajo luz normal diaria, mientras que otras se
favorecen por la ausencia de la luz (Cardenas-Hernandez, 2011; Riveros, 2012).

La inhibicién de la germinacion debido a la luz es comun en semillas de especies no
domesticadas, aunque también se ha demostrado que existe en especies cultivadas. Esto
ocurre en algunas especies de pasifloras, por ejemplo, los porcentajes y la velocidad de la
germinacion fueron mayores cuando las semillas de P. incarnata L., P. cincinnata Mast., P.
actinia y P. edulis se mantuvieron en oscuridad (Grzybowski et al., 2019; Roa Nieto, 2017,
Zucarelli, 2009; Zucarelli, 2015). Esto ocurre también en otras especies como P. ligularis,
aunque la luz no impide del todo la germinacion (Gutiérrez et al., 2011). La respuesta a la
luz en las pasifloras suele ser muy variable incluso dentro de la misma especie (Cardenas-

Hernandez, 2011).

6.5. Dormancia en semillas

La dormancia es un mecanismo de sobrevivencia que se presenta en las semillas de
algunas plantas, para evitar la germinacion en condiciones ambientales adversas o poco
adecuadas y, por lo general, es una caracteristica que se pierde con la domesticacion. Existen
dos tipos de dormancia, dormancia exogena y enddgena, la primera estd relacionada con la
cubierta seminal y puede ser fisica, quimica o mecanica; la segunda se refiere a factores
internos de la semilla y puede ser por embriones rudimentarios o por inhibicion metabolica
(Baskin & Baskin, 2004; Bautista, 2018).

La dormancia fisica conlleva a que la semilla permanezca con baja actividad hasta
que algtn factor permita que la cubierta se permeabilice al agua. Entre esos factores estan la

temperatura (ya sean altas o fluctuantes), el fuego, el secado, el efecto de la
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congelacion/descongelacion y el paso a través del tracto digestivo de los animales. Una vez
que esto ocurre, en la mayoria de las especies la semilla puede germinar tanto en la luz como
en la oscuridad (Baskin & Baskin, 2000).

La dormancia fisiologica esta relacionada con factores internos; para que las semillas
con este tipo de dormancia puedan germinar se deben romper los bloqueos metabdlicos y
lograr que el embridn sea capaz de vencer la resistencia impuesta por la cubierta, esto puede
ocurrir mediante estimulos ambientales, es decir, ciertas condiciones de luz, temperatura y
periodos de almacenamiento disminuyen la exigencia de oxigeno y promueven la sintesis de
hormonas necesarias para la germinacion. En algunas semillas de Passiflora, la baja y
heterogénea germinacion no estd asociada a la presencia de dormancia endogena, asi lo han
evidenciado algunos estudios donde a partir de embriones extraidos de la semilla, se obtiene
una alta tasa de germinacién (Bautista, 2018). La tendencia a la variaciébn en sus
caracteristicas seminales también podria presentarse en la intensidad de la dormancia, incluso
en la misma especie.

Se ha demostrado que varias especies de Passiflora presentan una dormancia exoégena
causada por la combinacion de factores fisicos 0 mecanicos y quimicos (Delanoy et al., 2006;
Gutiérrez et al., 2011). Ademas, algunas semillas de este género presentan dormancia
quimica, ya que poseen una capa interna semipermeable cubierta por una testa dura, en donde
el endospermo presente o residual puede contener sustancias inhibidoras del crecimiento,
mientras que otras presentan latencia mecanica, debido a cubiertas endurecidas (Gutiérrez et
al., 2011). Tomando en cuenta lo anterior, se hace indispensable el uso de tratamientos de
distintos tipos dirigidos a conseguir una germinacion mas uniforme y en menor tiempo (Roa

Nieto, 2017).

6.6. Tratamientos pregerminativos para romper dormancia

El comportamiento fisiologico de las semillas de Passiflora ha sido estudiado al
evaluar el efecto de diferentes temperaturas, la escarificacion y las concentraciones variables
de acido giberélico. Al implementar estos tratamientos se logré promover significativamente

la germinacion, rompiendo la dormancia de la semilla (Posada et al., 2014).
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6.6.1. Tratamientos fisicos

Algunos tratamientos fisicos para superar la dormancia son la escarificacion
mecanica, la remocion del arilo y los tratamientos con agua caliente, fria o tibia (Rezazadeh
& Stafne, 2018). La escarificacion consiste en remover parcial o totalmente la cubierta de las
semillas, puede hacerse con lija o se puede remover los puntos basales de la semilla. En
algunos casos como en P. mollisima, P. edulis y P. alata, la combinacion con tratamientos
quimicos (como la aplicacion exdgena de acido giberélico), generaron mejores resultados
(Cardenas-Hernandez, 2011). Especies como P. micropelata aumentaron las tasas de
germinacion al inducirlas a escarificacion mecanica (Marostega et al., 2017), mientras que
en otras especies la escarificacion con lija puede ser perjudicial, debido a que las semillas
son sensibles a esta. Estudios realizados por Cardenas-Hernandez (2011), demostraron que
las semillas de P. ligularis al ser lijadas no lograron germinar, por el contrario, el despunte
basal aument6 los porcentajes de germinacion. Esto también lo demostro Alila (2014) para
P. edulis.

En maracuya amarillo, Grzybowski et al. (2019) encontraron que los mejores
resultados de germinacion se presentaron con la inmersion en agua caliente durante 5 a 10
minutos en combinacion con otros factores como la temperatura y la ausencia de luz.
Passiflora incarnata mostré mejores resultados al ser inicamente remojada en agua. Por otra
parte, la escarificacion con bisturi o por inmersion en agua hirviendo aumento la germinacion
de P. edulis y P. maliformis a temperatura entre los 20 y 35 °C en un fotoperiodo de 6/8 horas
(Torres- Gonzalez, 2018). En el caso de las especies P. biflora y P. adenopoda, no se

encontro literatura relacionada a tratamientos fisicos estudiados previamente.

6.6.2. Aplicacion exdgena de acido giberélico (AG3)

Los reguladores de crecimiento son sustancias que se usan comunmente para romper
la dormancia fisioldgica de las semillas de algunas especies, entre ellos destaca la aplicacién
exogena del acido giberélico. Su accion estd dirigida a la expresion génica de enzimas
hidroliticas que debilitan el tegumento y degradan las sustancias de reserva, lo que facilita la
germinacion (Grzybowski et al., 2019). Ademas, esta directamente relacionado con el acido

abscisico (ABA), hormona que regula los procesos de dormancia (Carranza et al., 2016).
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En P. quadrangularis y P. edulis una dosis de 100 ppm de AG3 tuvo un efecto
significativo sobre el aumento en el porcentaje de germinacion y la ruptura de la dormancia
(Alila, 2014). Al aplicar una concentracion de 100 ppm de AGs en maracuyd amarilla,
Grzybowski et al. (2019) obtuvieron un aumento significativo en el porcentaje de
germinacion con respecto al testigo. Semillas de P. edulis sometidas a una concentracion de
500 ppm de AGs mostraron un porcentaje de germinacion mayor con respecto al control
(Gurung et al., 2014). En P. mollisima el efecto de AG3 en concentraciones de 600 ppm,
reforzo el efecto de la escarificacion, al aumentar no solo los porcentajes de germinacion,
sino también la velocidad de absorcion de agua (Gutiérrez, 1988). Al utilizar concentraciones
de 1000 ppm de AGs, Marostega et al. (2017) demostraron que se rompe la dormancia en
semillas de P. suberosa, P. morifolia y P. tenuifila, ya que encontraron porcentajes de
germinacion superiores a los del control. El efecto de la aplicacion exdgena de diferentes
concentraciones de AG3 en semillas de P. ligularis, fue estudiado por Cardenas-Hernandez
(2011), quien concluyd, de manera general, que los porcentajes mas altos de germinacion se
obtuvieron al utilizar concentraciones de 100 ppm. En el caso de las especies P. bifloray P.

adenopoda no se encontro literatura relacionada a la aplicacion exogena de AGs.
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7. METODOLOGIA

7.1. Localizacion

Este proyecto se realizé durante los meses de febrero del 2021 a julio del 2022 en el
Laboratorio Oficial de Anélisis de Calidad de Semillas del Centro para Investigaciones en
Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica, ubicado en San Pedro de

Montes de Oca, San José, Costa Rica.

7.2 Material experimental

Se utilizaron semillas de tres especies del género Passiflora: P. biflora, P. adenopoda
y P. ligularis. Para la obtencion de éstas, entre los meses de febrero y marzo del 2021, se
cosecharon frutos maduros y frescos de P. biflora y P. adenopoda, en el mariposario Kekoldi
ubicado en Tres Rios de la Union de Cartago, la seleccion de los frutos se realizd con base
en la escala de maduracion descrita por Vega-Corrales et al. (2022) en la cual se presentan
tres estados de maduracion, para esta investigacion se utilizé el estado tres de maduracion.
Para P. ligularis se utilizaron frutos comerciales, los cuales fueron colectados en la finca
Clementina ubicada en Santa Cruz de Leon Cortés, San José.

Una vez obtenidos los frutos, se extrajeron las semillas y se les removio el arilo por
medio de fermentacion, proceso que consistio en colocar las semillas durante cuatro dias en
agua destilada, seglin el procedimiento descrito por Vargas et al. (2018). Sin embargo, este
se modificé ligeramente, se colocaron las semillas en un recipiente con agua destilada durante
seis dias, ya que preliminarmente se determind que era dificil remover el arilo después de
cuatro dias. Posteriormente, las semillas se lavaron con agua en un tamiz y se dejaron secar
en un papel toalla sobre una superficie metalica con perforaciones para permitir el flujo de
aire y con borde de madera a temperatura ambiente por cinco dias.

Una vez concluido el periodo de secado, las semillas fueron pasadas por un soplador,
en el cual se separaron las semillas vanas o vacias (Baalbaki et al., 2012). Seguidamente, se

observaron a través de una lupa separando por color. Se seleccionaron Unicamente las
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semillas con coloracion café o café oscuro, esto con el fin de utilizar semillas con condiciones
homogéneas y asi no afectar los resultados.

Se determiné la humedad de las semillas mediante el método gravimétrico del horno.
Para esto, se tomaron tres repeticiones de 1 g de semillas cada una y se sometieron a una
temperatura de 105 °C durante 24 horas, se modificaron ligeramente los lineamientos
establecidos por el Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Brasil (2009), el
cual recomienda utilizar para semillas pequenas 4,5 g para recipientes con un didmetro de 5-
8 cm. Sin embargo, por el tamafio y la disponibilidad de semilla, se utilizo 1 g de muestra y
contenedores de 4 cm.

Se comprobo que después de cinco dias de secado a temperatura ambiente las semillas
tenian un porcentaje de humedad adecuado para su almacenamiento (menor al 12%), por lo
que se almacenaron en sobres recubiertos con una pelicula plastica colocados en un cuarto
frio a una temperatura de 7 °C y una humedad relativa de 60 + 5 %. El contenido de humedad
de las semillas de P. ligularis fue de 8,4 + 0,2 %, el de P. adenopoda fue de 10,6 = 0,17 %y
el de P. biflora de 7,6 = 0,3 %.

7.3 Determinacioén de viabilidad de la semilla

La viabilidad inicial de las semillas se evalué mediante dos pruebas: La primera fue

una prueba de germinacion estandar y la segunda una prueba de tetrazolio (TZ).

7.3.1 Germinacion

Para el analisis de la germinacion, se utilizé el protocolo establecido por el Ministério
de Agricultura, Pecuaria ¢ Abastecimento de Brasil (2009) para P. edulis, el cual consiste en
colocar las semillas sobre papel de germinacion (100 % pulpa sulfatada de madera sin
blanquear, Anchor Paper Co., Minnnesota, USA), en cajas de poliestireno de 11 x 11 x 3,5
cm. Las cajas se mantuvieron en una camara marca Hoffman modelo SG222 con una

humedad relativa cercana al 100 %, una temperatura constante de 25 °C y en oscuridad.
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Se realizaron dos pruebas con dos distintos métodos de evaluacion, se colocaron
cuatro repeticiones (cajas) con 25 semillas cada una para cada especie en estudio y para cada
uno de los métodos de evaluacion, se les colocaron tres papeles de germinacién con 12 ml
de agua destilada, las cuales a su vez se colocaron en cajas de 36,5 cm x 26,5 cm x 10 cm
transparente, con un papel de germinacion grueso con 40 ml de agua destilada, forradas con
papel aluminio y envueltas en una bolsa negra para mantener tanto las condiciones de
oscuridad como la humedad, posteriormente se llevaron a una cdmara de germinacion con
una temperatura de 25 °C.

Se evaluo a los 7 y 14 dds unicamente germinacion (plantulas normales) y a 28 dds
el nimero de plantulas normales, de plantulas anormales, de semillas muertas y de semillas
no germinadas para ambos métodos de prueba.

Para el primero (método continuo) se realizo la evaluacion de las mismas repeticiones
(cajas) alos 7, 14y 28 dias después de la siembra (dds) en un cuarto oscuro con una luz tenue
proporcionada por un bombillo de luz led verde marca ECOMAX, terminada la evaluacion
se devolvieron a la camara. En el caso del método intermitente se colocaron cuatro
repeticiones con 25 semillas por dia de evaluacion (7, 14 y 28 dds), el material fue desechado
una vez terminada la evaluacion correspondiente al dia. El objetivo de analizar estos dos
métodos fue determinar si los estimulos de luz percibidos en el momento de la evaluacion
del método continuo de oscuridad afectaban la germinacion de las semillas y asi definir el

método mas adecuado para la evaluacion de los siguientes experimentos.

7.3.2. Prueba de tetrazolio (TZ)

La prueba de tetrazolio (TZ) se realizdo con base en el protocolo descrito por la
Association of Official Seed Analysts y la Society of Commercial Seed Technologists,
(2010). Se tomaron 250 semillas de cada especie, se embebieron por 24 horas a una
temperatura de 25 °C. Transcurrido este tiempo, se cortaron longitudinalmente a la mitad sin
separar completamente ambas mitades y se colocaron en una solucion de TZ al 1% para la
tincion de los tejidos. Una vez concluido este periodo se lavaron con agua destilada, con la

ayuda de pinzas se extrajeron los embriones sobre un vidrio transparente y se colocaron en
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cajas de petri sobre papel blanco himedo, para observar y evaluar la viabilidad de las semillas
en un estereoscopio. Se clasificaron como semillas viables a aquellas que presentaron un
embrion entero tefiido uniformemente de coloracion rojo carmin o rosado, mientras que, las

no viables fueron aquellas que presentaron cualquier parte esencial del embrion sin tefiir.

7.3.2.1 Prueba de tetrazolio en semillas no germinadas

Se realizé una prueba de tetrazolio a las semillas no germinadas resultantes de la
prueba de germinacion inicial (6.3.1), mediante el protocolo descrito en la seccion anterior,
con la excepcion que se omitio el periodo de imbibicion previo al corte de la semilla. Esto

con el fin de determinar la viabilidad de estas semillas.

7.3.2.2 Optimizacion del protocolo de la prueba de tetrazolio

Se tomaron 90 semillas de cada especie (P. biflora, P. adenopoda y P. ligularis) y se
dividieron en grupos de 30 semillas que se embebieron colocandolas en un recipiente de
vidrio con agua destilada durante 24 horas. Al terminar ese proceso se realizaron tres cortes
diferentes a cada grupo:

1. Corte por la mitad sin desprender por completo ambas mitades (protocolo estandar

AOSA, 2010). (Figura 1A)

2. Remocion del segmento distal (Figura 1B)

3. Corte longitudinal en uno de los lados de la semilla siguiendo su forma natural (Figura
10).
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Figura 1. Corte por la mitad (A), remocion del segmento distal (B) y corte longitudinal (c)
realizados a la semilla de las especies en estudio como prueba para optimizacion del

protocolo de determinacion de viabilidad.

Cada grupo de semillas se coloco en una solucion de tetrazolio al 1 % a 35 °C por 18
horas, modificando el protocolo utilizado anteriormente en cuanto a tiempo y temperatura
debido a que la tincion de las semillas resultantes del protocolo (24h) es muy intensa, lo cual
puede afectar la evaluacion de la misma. Una vez terminado el proceso, se extrajeron los
embriones en un vidrio transparente y se colocaron en platos de Petri sobre papel blanco
himedo para observacion en el estereoscopio, siguiendo las pautas anteriormente descritas
para determinar la viabilidad de cada lote de semillas. Este proceso se llevo a cabo con el fin
de determinar el método mas eficiente de extraccion del embrion y la obtencion de una

adecuada tincion.

7.4. Experimentos para promover la germinacion

Una vez comprobada la viabilidad de las semillas, se procedid a realizar los

experimentos descritos a continuacion.

7.4.1. Experimento 1.1: tratamientos fisicos prueba I
Para analizar la eficiencia de tratamientos fisicos en la ruptura de la dormancia y la

promocion de la germinacion de las semillas de P. biflora, P. adenopoda y P. ligularis, se

evaluaron cuatro tratamientos y un testigo (cuadro 1). Las semillas se desinfectaron con una
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solucion de hipoclorito de sodio al 0,05 %, en agitacion por 20 minutos, una vez
desinfectadas se lavaron con agua destilada de 3 a 5 veces aproximadamente.

Las semillas correspondientes al testigo se colocaron directamente sobre el papel de
germinacion sin tratamiento previo. Para el tratamiento 2 (E1T2), las semillas se colocaron
en agua a temperatura ambiente (25°C) durante 24 horas, transcurrido este tiempo se
colocaron sobre el papel de germinacion. Para el tratamiento 3 (E1T3), las semillas se
colocaron en agua destilada a temperatura ambiente durante 24 horas, luego se les removid
el segmento distal de la cubierta seminal (el extremo opuesto a la localizacion del embridn)
y se colocaron sobre el papel de germinacion. En el tratamiento 4 (E1T4) las semillas fueron
inmersas en agua caliente a 50 °C durante cinco minutos y para el tratamiento 5 (E1T5) las
semillas fueron inmersas en agua a 50 °C durante 10 minutos controlando la temperatura
mediante un termometro y sobre un calentador. En ambos tratamientos, una vez finalizado
este periodo, las semillas se colocaron sobre papel de germinaciéon (Cuadro 1). Las
condiciones de germinacion de todos los tratamientos se mantuvieron igual a las descritas
para la prueba de germinacion inicial (humedad relativa cercana al 100 % y 25 °C continuo

en oscuridad).

Cuadro 1. Tratamientos fisicos para analizar la ruptura de la dormancia y la promocion de

la germinacion de las especies P. adenopoda, P. biflora y P. ligularis.

Tratamiento Descripcion
EL T1 Testigo.
EL T2 Imbibicion en agua 24 horas.
E1. T3 Imbibicion en agua 24 horas + eliminacion de segmento distal.
EL T4 Inmersion en agua (50 ° C) 5 minutos.
EL TS5 Inmersién en agua (50 © C) 10 minutos.
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7.4.2. Experimento 2.1: efecto de las condiciones de germinacion externas (luz,

temperatura y sustrato) prueba I

Antes de continuar evaluando el efecto de tratamientos pregerminativos, se realizo
una prueba para evaluar el efecto de la luz, la temperatura y el sustrato sobre la germinaciéon
(cuadro 2), esto debido a que los porcentajes de germinacion resultantes del experimento 1.1
fueron muy bajos, lo que podria estar influenciado porque las condiciones ambientales
utilizadas no eran las adecuadas para inducir la germinacion de las especies en estudio.

Se utilizaron tres cajas de poliestireno con papel de germinacion grueso y tres con
turba, con 10 semillas para cada uno de los tratamientos, para las tres especies en estudio
(tres repeticiones de diez semillas por tratamiento por especie).

Posteriormente se colocaron en una caja de 36,5 cm x 26,5 cm x 10 cm forrada con
papel aluminio (para evaluar el efecto de la oscuridad) y una transparente de las mismas
dimensiones (para evaluar el efecto del fotoperiodo 12/12), como se describid en la seccion
6.3.1, en camaras a temperaturas continuas de 25 °C (E2. T1, E2. T2, E2. T7 y E2. T8), 30
°C (E2. T3, E2. T4, E2. T9 y E2. T10) y 20 °C (E2. TS, E2. T6, E2. T11 y E2. T12).

Todas las cajas se colocaron en una camara con fotoperiodo 12/12, las
correspondientes a los tratamientos en oscuridad se forraron con papel aluminio y se
colocaron en bolsas negras para evitar que fueran afectadas por los estimulos de luz y
mantuvieran las condiciones de humedad necesarias. Las semillas expuestas a la luz se

colocaron en bolsas transparentes.

Cuadro 2. Tratamientos para evaluar el efecto de la luz, la temperatura y el sustrato sobre la
ruptura de la dormancia y la promocion de la germinacion de las especies P. adenopoda, P.

biflora y P. ligularis.

Tratamiento Descripcion
E2.T1 Temperatura continua 25°C con fotoperiodo 12/12 en papel de germinacion.
E2. T2 Temperatura continua 25°C con fotoperiodo 12/12 en turba.
E2. T3 Temperatura continua 30°C con fotoperiodo 12/12 en papel de germinacion.
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E2. T4 Temperatura continua 30°C con fotoperiodo 12/12 en turba.

E2.T5 Temperatura continua 20°C con fotoperiodo 12/12 en papel de germinacion.
E2. T6 Temperatura continua 20°C con fotoperiodo 12/12 en turba.

E2.T7 Temperatura continua 25°C en oscuridad en papel de germinacion.

E2. T8 Temperatura continua 25°C en oscuridad en turba.

E2.T9 Temperatura continua 30°C en oscuridad en papel de germinacion.
E2.T10 Temperatura continua 30°C en oscuridad en turba.

E2.T11 Temperatura continua 20°C en oscuridad en papel de germinacion.
E2.T12 Temperatura continua 20°C en oscuridad en turba.

7.4.3. Prueba de desinfeccién

En los experimentos anteriores se evidencid una contaminacion persistente en las
semillas, principalmente por hongos. Un crecimiento excesivo de estos microorganismos
pudo haber afectado negativamente la germinacidn, por lo que se realizd una prueba de
desinfeccion. Para este experimento con base en el andlisis de los datos del experimento 2.1,
se consider6 Uinicamente las mejores condiciones resultantes para cada una de las especies en

estudio.

Para P. biflora los resultados obtenidos en el experimento 2.1 fueron
significativamente contrastantes, por lo que inicamente se corroboro el comportamiento bajo
la mejor condicidn. Para esto, se utilizd turba como sustrato en un fotoperiodo de 12/12 y
una temperatura de 25 °C. Para P. adenopoda se contrast6 el efecto de utilizar turba o papel
como sustrato, todas las cajas se colocaron en un fotoperiodo de 12/12 y una temperatura de
25 °C. Finalmente, para P. ligularis se determiné el efecto del sustrato (turba o papel) y del
fotoperiodo (oscuridad y 12/12) a una temperatura de 25 °C. En cada una de estas condiciones

se analiz6 el efecto de tres métodos de desinfeccion de la semilla: vitavax (75 g/100kg de
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semilla), hipoclorito de sodio al 1% e hipoclorito de sodio al 1,5%. A los tratamientos con
hipoclorito de sodio se les agregd dos gotas de tween/100 ml y se colocaron en agitacion
durante diez minutos. Ademas, se evalu6 un control el cual no fue desinfectado (colocado

directamente en el sustrato).

La evaluacion se realizo a los 7, 14 y 28 dias y se determiné el porcentaje de contaminacion

a partir del nimero de semillas contaminadas en cada evaluacion.

7.4.4. Experimento 2.2: efecto de las condiciones de germinacion externas (luz,

temperatura y sustrato) prueba Il

Este experimento se realizd para corroborar el comportamiento observado en el
experimento 2.1 y para determinar si el tratamiento de desinfeccion seleccionado no afectaba
el potencial de germinacion de las semillas. Nuevamente se utilizaron las condiciones del
experimento 2.1 donde se evidencid mayor respuesta, para poder disminuir el numero de
tratamientos inicial y aumentar el nimero de repeticiones por tratamiento (con el fin de

aumentar la confiabilidad estadistica del analisis).

Para P. biflora los resultados obtenidos en el experimento 2.1 fueron
significativamente contrastantes, por lo que inicamente se corroboro el comportamiento bajo
la mejor condicion. Para esto, se utilizd turba como sustrato en un fotoperiodo de 12/12 y
una temperatura de 25 °C. Para P. adenopoda se contrasto el efecto de utilizar turba o papel
como sustrato, todas las cajas se colocaron en un fotoperiodo de 12/12 y una temperatura de
25 °C. Finalmente, para P. ligularis se determiné el efecto del sustrato (turba o papel) y del

fotoperiodo (oscuridad y 12/12) a una temperatura de 25 ° C.

7.4.5. Experimento 1.2: tratamientos Fisicos prueba Il

Tomando en cuenta los resultados de los experimentos de condiciones externas y el
método de desinfeccion mas eficaz, se realizaron nuevamente los tratamientos

correspondientes al experimento 1 (Cuadro 1). Se colocaron cuatro cajas de poliestireno con
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25 semillas por especie para cada tratamiento en turba como sustrato y con un fotoperiodo
12/12 y se colocaron en cajas de 36,5 cm x 26,5 cm x 10 cm transparentes con papel de
germinacion grueso en el fondo al que se le vertieron 40 ml de agua destilada, se colocaron

en una camara de germinacion a 25°C en bolsas transparentes para mantener las condiciones

de humedad.

7.4.5.1. Prueba de tetrazolio en semillas no germinadas de P. ligularis

Debido a la baja germinacion presentada en la especie P. ligularis en el experimento
anterior, se realizo una prueba de tetrazolio a las semillas no germinadas. El analisis se llevo
a cabo con dos muestras de 100 semillas divididas en cuatro repeticiones de 25 semillas cada
una, es decir, 200 semillas en total. Se realizo un corte por la mitad de la semilla dejandola
pegada de un extremo (segun el protocolo antes descrito) y se colocaron en una solucion de
tetrazolio al 1% durante la noche (16 horas) a una temperatura de 35°C. Terminado este
periodo, con la ayuda de una pinza, se extrajeron los embriones sobre un vidrio transparente

y se colocaron en cajas petri con papel azul himedo para la observacion en el estereoscopio.

7.4.6. Curva de absorcion de agua

Esta prueba se realizo con el fin de determinar la dindmica de absorcion de agua de
las semillas de P. ligularis, P. adenopoda y P. biflora. Para esto, se tomaron 30 semillas de
P. ligularis, 210 de P. adenopoda y 230 de P. biflora para alcanzar aproximadamente 10g de
cada una. La prueba se realizd con tres repeticiones por tratamiento, se colocd la misma
cantidad de semillas en un recipiente de vidrio con agua destilada para evaluar a las 3, 6, 12,
24,48,96 y 192 horas; cambiando el agua cada 24 horas en los tratamientos que lo requerian.
Una vez concluido el periodo de imbibicion, se determind la humedad mediante el método

gravimétrico del horno (descrito en la seccion 6.2) colocando las semillas 24 horas a 105°C.
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7.4.7. Experimento 3: Efecto de la aplicacion exdgena de &cido giberélico (AGs)

En este experimento se evalud el efecto de la aplicacion exdgena de AGs, para lo cual
se evaluaron seis tratamientos y un testigo (cuadro 3), cada uno con cuatro repeticiones
compuestas por 25 semillas. Previo al establecimiento de los tratamientos, se realizdé una
desinfeccion con una solucion de 1 % de hipoclorito de sodio en agitacion por 10 minutos.

Las semillas correspondientes al testigo (E3. T1) se colocaron directamente sobre
la turba. Se evalu6 una concentracion de 0 ppm de AG3 (E3.T2), para lo cual las semillas se
colocaron en agua por 24 horas, posteriormente, se colocaron sobre el sustrato. Para los
tratamientos E3.T3, E3.T4, E3.T5, E3.T6 y E3.T7, las semillas se colocaron durante 24 horas
en una solucion de 4cido giberélico (AG3) a concentraciones de 100, 200, 300, 400, 500 y
600 ppm, respectivamente. Una vez transcurrido este tiempo, las semillas se colocaron sobre

turba, a una temperatura de 25°C en un fotoperiodo de 12/12.

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de AG3 sobre la
ruptura de la dormancia y la promocion de la germinacion de las especies P. adenopoda, P.

biflora y P. ligularis.

Tratamiento Descripcion

E3. Tl Testigo.

E3. T2 Inmersién en solucion con 0 mg/l de AG3 por 24 h.
E3.T3 Inmersion en solucidon con 100 mg/l de AGs por 24 h.
E3. T4 Inmersion en solucion con 200 mg/l de AGs por 24 h.
E3.T5 Inmersidn en solucion con 300 mg/l de AG3 por 24 h.
E3. T6 Inmersion en solucion con 400 mg/l de AGs por 24 h.
E3.T7 Inmersion en solucion con 500 mg/l de AGs por 24 h.

7.5. Disefio estadistico y variables evaluadas

En general (excepto el experimento 2.1), cada uno de los tratamientos contd con

cuatro unidades experimentales por especie, compuestas por una caja con 25 semillas. Para
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cada una de las especies y de forma independiente, se utilizd6 un disefio experimental
irrestricto al azar. Ademas, conforme lo establece MAPA (2009), para semillas de
Passiflora edulis, a los siete dias después de la siembra (dds), se realizo el primer conteo
de germinacion (en el cual se evalud inicamente plantas normales).

A los 14 dds se evalud nuevamente el nimero de plantulas normales. Posteriormente,
a los 28 dds, se realiz6 el conteo final, donde se determind el porcentaje de germinacion
(plantulas normales), de plantulas anormales, de semillas muertas y de semillas no
germinadas. Los criterios de evaluacion para la clasificacion de plantulas normales,
anormales, semilla no germinada y semilla muerta se tomaron conforme a los lineamientos

establecidos por la International Seeds Testing Association (2022).

7.6. Analisis estadistico de los datos

En los experimentos cuyo disefio incluia inicamente un factor (germinacion inicial,
tetrazolio, experimentos 1.1 y 1.2), se analiz6 la normalidad y homocedasticidad de los datos
y, en caso de cumplir ambos supuestos, se efectud un andlisis de varianza (ANDEVA) a un
nivel de significancia del 95 %. Cuando se detectaron diferencias significativas, estas se
separaron por medio de la prueba de Tukey al 95 % de confianza. En el caso de los datos que
no cumplieron los supuestos anteriores, se analizaron mediante un ANDEV A no paramétrico
Kruskal-Wallis y a las variables que mostraron diferencias significativas se les aplicd una
prueba de comparaciones multiples no paramétrica de Bonferroni con un 95% de confianza.
Todos los analisis anteriores se realizaron mediante el paquete “agricolae” (Felipe de
Mendiburu, 2021) en la interfaz RStudio (RStudio Team, 2021) del programa R (R Core
Team, 2021).

En los experimentos cuyo disefio incluia dos o mas factores, se realizaron analisis
factoriales. En el experimento 2.1, para los datos que cumplieron con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, se realizd un analisis trifactorial, donde se tomaron en
consideracion la temperatura, el sustrato y el fotoperiodo. Con los datos que no cumplieron
lo anterior, se realizd un andlisis exploratorio mediante un boxplot para estudiar su
comportamiento en relacion con cada uno de los factores. Para llevar a cabo estos andlisis
se utilizaron los paquetes “tidyverse” (Wickham et al., 2019) “ggpubr” (Alboukadel, 2020)
y “rstatix” (Alboukadel, 2021) en la interfaz RStudio (RStudio Team, 2021) del programa R
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(R Core Team, 2021). Lo mismo se realizo para los experimentos de desinfeccion y 2.2,
donde, dependiendo del nimero de factores, se realizod un analisis bi- o trifactorial, o, en su
defecto, un andlisis exploratorio del comportamiento de los datos segun los factores
analizados.

Los datos correspondientes a la aplicacion exdgena de acido giberélico (experimento
3) se analizaron mediante una regresion polinomial de segundo grado. Este analisis de
regresion se realiz6 mediante el programa Sigma Plot (Systat Software, version 10.0). En P.
biflora, los datos no se ajustaron satisfactoriamente al modelo anteriormente mencionado y
otros que fueron probados, por lo que se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANDEVA) a un nivel de significancia del 95 %. Ademas, las diferencias entre tratamientos

se separaron por medio de la prueba de Tukey al 95 % de confianza.
8. RESULTADOS

8.1 Determinacion de la viabilidad inicial de las semillas

8.1.1 Prueba de Germinacion

En el caso de las especies P. adenopoday P. ligularis, los porcentajes de germinacion
obtenidos fueron del 0% para ambos métodos de evaluacion, esto evidencid que, bajo las
condiciones utilizadas, no hubo efecto de las metodologias de evaluacion en estas especies.
En el caso de la especie P. biflora, no se presentaron diferencias significativas entre ambos
métodos de evaluacion. Sin embargo, en ambas metodologias el porcentaje de germinacion
fue menor al 9% (figura 2).

Estos resultados sugieren que los estimulos de luz percibidos al usar una luz led verde
no generaron cambios en el porcentaje de germinacion de las especies estudiadas. Los
porcentajes bajos de germinacion podrian deberse a la presencia de dormancia o a la falta de
condiciones adecuadas para promover la germinacién en estas especies. Al no existir
diferencias entre los métodos de evaluacidn, la metodologia de “evaluacion continua” se

utilizé como método de evaluacion para los experimentos siguientes.
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Figura 2. Germinacion de semillas de P. biflora obtenido a partir de dos metodologias de
evaluacion “continua” (28DDS-C) e “intermitente” (28DDS) a los 28 dias después de la
siembra. Los valores sefalados con letras desiguales son significativamente diferentes de
acuerdo con un ANDEVA no paramétrico Kruskal-Wallis y una prueba post hoc de

Bonferroni con un 95% de confianza.

8.1.2. Prueba de tetrazolio

Se determiné la viabilidad de las semillas no germinadas resultantes de la prueba
inicial de germinacidn, la misma se realiz6 con el protocolo recomendado por AOSA, (2010).
Al llevar a cabo este protocolo se observd que el corte resultd dificil debido al tamafio
reducido de la semilla, especialmente para la especie P. biflora. En esta especie, sumado al
tamafio reducido, su forma no permiti6 reconocer facilmente el segmento distal de la semilla,
lo cual incidi6 en el hecho de que algunos de los cortes se realizaron en el lado opuesto,
dafiando el embrion. Al intentar la extraccion del embrion, se debia sacar ambas mitades por
separado y unirlas en el plato petri, en este proceso algunos de los embriones fueron dafiados
(Figura 3B), por lo que no fue posible determinar un porcentaje de viabilidad. Sin embargo,
se realizo un analisis visual descriptivo de la tincion obtenida. Se observd que la mayoria de
las partes de los embriones extraidos estaban tefiiddos completa o parcialmente, lo que sugiere

una alta viabilidad de la semilla para las tres especies en estudio.
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Figura 3. Embriones de P. adenopoda (A) y P. ligularis (B) tefiidos por la solucion
de tetrazolio resultantes de la prueba inicial de tetrazolio siguiendo los protocolos de AOSA

(2010) para Passiflora edulis.

A pesar de que la tincion resultante fue limpia y uniforme (figura 3), el proceso
descrito anteriormente requiere gran cantidad de tiempo y se debe encontrar una técnica
adecuada para la extraccion sin dafiar el embrion. Por lo que se realizé una prueba para

evaluar distintos cortes en la semilla, con el fin de facilitar la extraccion del embrion.

8.1.3. Optimizacion del protocolo de la prueba de tetrazolio

Al realizar los ensayos para la optimizacion de la prueba, también se perdieron una
alta cantidad de embriones en el proceso de extraccion, por lo que no se logrd obtener un
porcentaje de viabilidad por tipo de corte para determinar y comparar su eficacia. Sin
embargo, el corte sugerido por la AOSA (2010) fue el corte que permitio la extraccion mas
eficiente de los embriones, permitiendo ademas una tincion uniforme. El corte lateral o

longitudinal (figura 4) da como resultado una tinciéon desuniforme en algunos casos.
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Figura 4. Embriones de P. ligularis obtenidos a partir de la prueba de tetrazolio

utilizando corte lateral de la semilla mas remocion del segmento distal.

En el caso de la remocion del segmento distal, la extraccion de los embriones requiere
de gran cantidad de tiempo y desprender la cubierta externa de la semilla en su totalidad lo
cual dafi6 en gran medida los embriones (figura 5), esto disminuy¢ la eficiencia del método,
sumado a que la tincion fue desuniforme y no se determiné de manera adecuada la viabilidad

de la semilla.

Figura 5. Embriones de P. adenopoda (A) y P. ligularis (B) tefiidos por solucion de

tetrazolio resultantes de la prueba con remocion del segmento distal de la cubierta seminal.

8.2. Experimentos para promover la germinacion

8.2.1. Experimento 1.1: tratamientos fisicos prueba |

Los datos obtenidos (figura 6) mostraron que los porcentajes de germinacién en las
tres especies en estudio fueron inferiores al 30%, los mas altos correspondieron a P. biflora
(figura 6A). Ademas, se demostrd, a través del andlisis estadistico, que no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para ninguna de las variables analizadas en las especies P.
adenopoda y P. ligularis. Mientras que para la especie P. biflora (figura 6A) se observo que

en las semillas muertas se presentaron diferencias significativas, en los tratamientos 1 y 3
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hay un porcentaje mas alto de las mismas en comparacion con los tratamientos 4 y 5. Por otra
parte, el tratamiento 2 no present6 diferencias con ninguno de los anteriores, esto se puede
deber a que el corte en el tratamiento tres pudo haber dafiado la semilla, o bien a la
contaminacion presente.

Ademas de un bajo porcentaje de germinacion, se encontré que la variable que
presento el porcentaje mas alto, en las tres especies y en todos los tratamientos, correspondid
a las semillas no germinadas (figura 6). Debido a esto, se realiz6 una prueba de viabilidad a
las semillas no germinadas para determinar si la baja germinacion se debia a la viabilidad del
lote de semillas en si o0 a la presencia de algun otro factor que pudiera estar limitando la

capacidad de germinacion de las semillas tal como dormancia o factores externos a la misma.
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Figura 6. Germinacion, plantulas anormales, semillas muertas y no germinadas obtenidas
al evaluar el efecto de tratamientos fisicos en semillas de P. biflora (A) P. adenopoda (B) y
P. ligularis (C) a los 28 dds. Donde E.IT1: testigo (semillas puestas sobre el papel de
germinacion directamente), E1.T2: imbibicion en agua 24 h, E1.T3: imbibicion en agua 24 h
mas la eliminacién del segmento distal, E1.T4: inmersioén en agua a 50°C 5 min y E1.T5:
inmersion en agua a 50°C 10 min. Los valores sefialados con letras desiguales entre
tratamientos, por variable, son significativamente diferentes de acuerdo con un ANDEVA no

paramétrico Kruskal-Wallis y una prueba post hoc de Bonferroni con un 95% de confianza.
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8.2.1.1. Prueba de tetrazolio para semillas no germinadas

Los valores obtenidos para la viabilidad de la semilla, por medio de la prueba de TZ,
son considerados adecuados en todos los tratamientos, ya que en su mayoria presentaron el
80% en las tres especies estudiadas (cuadro 4), lo que sugiere que los bajos porcentajes de
germinacion se pueden deber a la presencia de una condicion de dormancia o bien a que las
condiciones externas (ambientales) en las que se realizo el experimento, no son las adecuadas
para estas especies. La especie que presentd menores porcentajes de viabilidad fue P.
ligularis, se observd la presencia de contaminacion por hongos que pudieron haber

deteriorado la semilla.

Cuadro 4. Viabilidad por tetrazolio en semillas no germinadas obtenidas al evaluar el efecto
de tratamientos fisicos en semillas de P. biflora, P. adenopoda y P. ligularis a los 28 dds.
Donde E.IT1: el testigo (semillas puestas sobre el papel de germinacion directamente),
E1.T2: imbibicion en agua 24 h, E1.T3: imbibicidon en agua 24 h mas la eliminacion del
segmento distal, E1.T4: inmersion en agua a 50°C 5 min y E1.TS5: inmersion en agua a 50°C
10 min. Los valores sefialados con letras desiguales son significativamente diferentes de
acuerdo con un ANDEVA no paramétrico Kruskal-Wallis y una prueba post hoc de

Bonferroni con un 95% de confianza.

TRATAMIENTO P. biflora P. adenopoda P. ligularis
No Viables No Viables* (%) No Viables*
Germinadas * (%) Germinadas Germinadas (%)
(%) (%) (%)
EIT1 49+718Db 100 86t6a 100 79+341 a 72%
E1T2 52+4,43b 95 86+341a 95 77+2,58a 82
EIT3 57+9b 100 85+341a 81 80+4,16a 77
E1T4 49+ 5,16 a 89 87+ 1a 91 83*+1a 70
EIT5 49+341a 90 91+871a 89 86+ 1,63 a 80

*Viabilidad determinada en 22 semillas por tratamiento.
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8.2.2. Experimento 2.1: efecto de las condiciones de germinacion externas (luz,
temperatura y sustrato) prueba |

Se realizd un andlisis trifactorial para evaluar el efecto del fotoperiodo, la temperatura
y el sustrato sobre la germinacion, esto para las tres especies en estudio. En el caso de P.
biflora los datos se ajustaron a los supuestos del analisis de varianza y se observéd que el
unico factor que presentd un efecto significativo sobre la germinacion fue el fotoperiodo, se
obtuvo un porcentaje de germinacion significativamente mayor al utilizar un fotoperiodo
12/12 (70%) (figura 7). Segun los resultados del analisis estadistico, los factores sustrato y

temperatura no mostraron un efecto significativo en la germinacion de P. biflora.
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Figura 7. Efecto del fotoperiodo sobre la germinacion de semillas de P. biflora a los 28 dds.
Los valores sefialados con letras desiguales son significativamente diferentes segun un

analisis de varianza (ANDEVA) y una prueba de Tukey con 95% de confianza.

En el caso de la especie P. adenopoda, los datos no cumplieron los supuestos del
analisis de varianza para el andlisis trifactorial (aun cuando fueron transformados), por lo que
se realiz6 un analisis exploratorio de los datos (figura 8), esto con el fin de conocer su
comportamiento segun los factores analizados y determinar la presencia de tratamientos
contrastantes. En este caso, algunos de los datos son asimétricos, es decir, que se alejan en

gran medida del valor de la mediana (linea gruesa central) y poseen alta variabilidad entre
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tratamientos. Sin embargo, se observd que los mayores porcentajes de germinacion se
presentaron a una temperatura de 25°C, ademas el comportamiento observado parece indicar
que también puede haber un efecto del sustrato sobre el porcentaje de germinacion, ya que

este fue mas alto y mas uniforme, en turba que en papel.
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Figura 8. Efecto de la temperatura (20, 25 y 30°C), luz (fotoperiodo 12/12 y
oscuridad) y sustrato (turba y papel) sobre la germinacion de semillas de P. adenopoda a los

28 dds.

El comportamiento de los datos para P.ligularis fue similar al caso anterior, no se
cumplieron los supuestos del andlisis de varianza, aun cuando los datos fueron
transformados, por lo tanto, se realizd un anélisis exploratorio (descriptivo) en donde se pudo
observar que la temperatura a la que se presentaron los mayores porcentajes de germinacioén
fue a 25°C (figura 9). Ademads, parece existir un efecto tanto del fotoperiodo como del
sustrato utilizado, sin embargo, el comportamiento de los datos para ambos factores es
altamente variable, por lo que no es posible definir con claridad si estos tienen un efecto

significativo o no.
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Figura 9. Efecto de la temperatura (20, 25 y 30°C), luz (fotoperiodo 12/12 y oscuridad) y

sustrato (turba y papel) sobre la germinacion de semillas de P. ligularis a los 28 dds.

Se observo que la presencia de contaminacion por hongos y bacterias en este
experimento fue alta, sin embargo, no se determino el porcentaje de esta, aunque se considerd
necesario evaluar métodos de desinfeccion con el fin de reducir este factor, ya que este podria

haber afectado los porcentajes de germinacion obtenidos.

8.2.3. Prueba de desinfeccién

Debido a la contaminacion presentada en ensayos anteriores, y al efecto que esta
puede tener sobre la viabilidad de las semillas, se decidi6 evaluar el efecto de tres
tratamientos de desinfeccion. Los datos obtenidos, para las especies P. adenopoda y P.
ligularis, no cumplieron con los supuestos de analisis de varianza, por lo que no se pudieron
analizar mediante un analisis factorial. Debido a esto, se realiz6 un analisis exploratorio
(descriptivo) de los datos, con el fin de conocer la respuesta del porcentaje de contaminacion
de cada tratamiento en relacion con los factores estudiados.

El comportamiento de los datos obtenidos para P. adenopoda fue similar para turba

y papel, se observd que en ambos casos los porcentajes mas altos de contaminacion
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correspondieron al testigo (figura 10). El tratamiento con vitavax presentd datos atipicos
(representados con puntos), lo que refleja un comportamiento desuniforme. Este efecto
podria deberse a una aplicaciéon no homogénea del producto, ya que su formulacion es en
polvo, lo que dificulta asegurar una cobertura homogénea en todas las semillas. Por otra
parte, el tratamiento con cloro al 1% mostré poca variabilidad y porcentajes de
contaminacion menores al 15 %, en ambos sustratos. Ademads, presentd un porcentaje de
control similar al obtenido con 1,5% de cloro, pero con una menor concentracion, por lo que
se considerd6 como el tratamiento mas adecuado para el control de la contaminacién en

semillas de P. adenopoda.
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Figura 10. Desinfeccion de semillas de P. adenopoda a partir de tres tratamientos (Vitavax,

cloro 1%, cloro 1,5%) en dos sustratos, a los 28 dds.

En el caso de P. ligularis se observo un comportamiento similar al anterior, los
porcentajes mas altos de contaminacion se presentaron en el control, aunque fueron mayores
en papel que en turba (figura 11). En general, se observo poca variabilidad en los tratamientos
evaluados, siendo menor en los tratamientos sobre papel. Este comportamiento puede estar
influenciado por la capacidad de absorcion de la turba, la cual puede ser diferencial seglin el

acomodo de la semilla. Ademas, en los tres tratamientos evaluados la contaminacion se
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mantuvo por debajo del 15 %, lo cual evidencia su efectividad. Por lo que por aspectos
practicos (facilidad de aplicacion y menor uso de reactivo), también se consider6 para P.

ligularis el utilizar 1 % de cloro como el mejor tratamiento para controlar la contaminacion.
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Figura 11. Desinfeccion de semillas de P. ligularis a partir de tres tratamientos (Vitavax,

cloro 1%, cloro 1,5%), en dos sustratos y dos fotoperiodos distintos, a los 28 dds.

Para P. biflora, de igual forma, los datos mostraron que el valor mas alto de
contaminacion se present6 en el control (12%) (figura 12), lo que evidencio la efectividad de
los tratamientos evaluados en el control de la contaminacion. En cuanto a los tratamientos,
se observd que el menor porcentaje de contaminacion entre los tres se presentd en el
tratamiento con cloro al 1,5% y el mayor en vitavax, sin embargo, el andlisis estadistico
demostré que no existen diferencias significativas entre ellos. Por lo que por aspectos
practicos (facilidad de aplicacion y menor uso de reactivo), también se consider6 para P.

biflora el utilizar 1 % de cloro como el mejor tratamiento para controlar la contaminacion.
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Figura 12. Desinfeccion de semillas de P. biflora a partir de tres tratamientos (Vitavax, cloro
1%, cloro 1,5%), a los 28 dds). Los valores senalados con letras desiguales son
significativamente diferentes segin un analisis de varianza (ANDEVA) y una prueba de

Tukey con 95% de confianza.

8.2.4. Experimento 2.2: efecto de las condiciones de germinacion externas (luz,
temperatura y sustrato) prueba Il

Se repitieron las condiciones ambientales especificas que dieron mejores resultados
de germinacion en la seccion 7.2.2 para cada una de las especies en estudio, pero con cuatro
repeticiones de 25 semillas cada una, todas a una temperatura de 25°C.

En el caso de P. biflora, donde las semillas se colocaron Unicamente en un
fotoperiodo 12/12 y en turba a 25 °C, se observé que el porcentaje de germinacion fue del
63% = 4,4. Se obtuvo ademas un porcentaje de semillas no germinadas del 26% + 5,0 y un
porcentaje de semillas muertas del 11% =+, 1,9, lo cual coincide con los resultados del
experimento bajo condiciones ambientales 1. Es decir, que el comportamiento se mantuvo
para las variables en estudio, lo cual demostrd que es una condicién adecuada para la
germinacion de esta especie y, por lo tanto, se decidid colocar los experimentos siguientes
en estas condiciones.

En el caso de P. adenopoda, los datos no cumplieron con los supuestos del analisis
de varianza, por lo que se analizaron mediante un andlisis no paramétrico Kruskal-Wallis
(figura 13). Se evalu6 unicamente el efecto del sustrato, donde se observd que el porcentaje

de germinacion fue bajo (entre 3-7%). Sin embargo, en turba fue ligeramente mas alto,
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aunque no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las variables evaluadas.
Este comportamiento coincide con el observado en P. adenopoda en el experimento
“condiciones ambientales prueba I’ (seccion 7.2.2), en el cual se observéd que el porcentaje
de germinacion se incrementd ligeramente al utilizar turba como sustrato, por lo tanto, se
tom6 como sustrato para los siguientes experimentos. Sin embargo, con respecto al
porcentaje de germinacion, en el primer experimento se encontrd un porcentaje de
germinacion cercano al 60% en esta condicion. Este porcentaje de germinacion difiere de
forma importante con respecto al obtenido en este experimento II, esto pudo estar relacionado
con que el primer experimento se realizd con repeticiones de unicamente 10 semillas, lo cual

puede ser un nimero bajo para evidenciar el comportamiento real de la poblacion.
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Figura 13. Efecto de dos tipos de sustrato (turba y papel de germinacion) sobre el porcentaje
de germinacion de semillas de P. adenopoda a los 28 dds. Los valores sefialados con letras
desiguales son significativamente diferentes de acuerdo con un ANDEVA no paramétrico

Kruskal-Wallis y una prueba post hoc de Bonferroni con un 95% de confianza.

Para P. ligularis los datos no cumplieron los supuestos del analisis de varianza para
el analisis bifactorial, por lo que se realizd un analisis descriptivo de los mismos (figura 14).
Se observo que los porcentajes de germinacidon fueron bajos (menores al 10%) en todas las
condiciones evaluadas. Sin embargo, en turba se observo un aumento con respecto a los datos

obtenidos en papel de germinacion. Por otra parte, la condicioén de oscuridad parece tener un
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efecto sobre el porcentaje de germinacion, sin embargo, los datos obtenidos son valores bajos
y altamente variables. Este comportamiento es similar al observado en la figura 8 del
experimento de condiciones ambientales I, donde la oscuridad parece promover la
germinacion, pero los resultados obtenidos no permitieron determinar de manera clara esta
condicion. Con respecto al porcentaje de germinacion, en el primer experimento se encontrod
un porcentaje de germinacion cercano al 90% en esta condicion. Este porcentaje de
germinacion difiere de forma importante con respecto al obtenido en este experimento, esto
pudo estar relacionado con que el primer experimento se realizdO con repeticiones de
unicamente 10 semillas, lo cual puede ser un niimero bajo para evidenciar el comportamiento

real de la poblacion.

Sustrato E5 Papel Turba

Germinacion (%)
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Figura 14. Efecto de dos tipos de sustrato (turba y papel de germinacion) y dos fotoperiodos

(de 12/12 y oscuridad) en el porcentaje de germinacion (porcentaje de plantulas normales)

de semillas de P. ligularis a los 28 dds.

Con base en los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados donde se
evaluo el efecto de las condiciones de germinacion externas (luz, temperatura y sustrato) y
en la prueba de desinfeccion, se decidio para los siguientes experimentos utilizar turba como
sustrato, un fotoperiodo de 12/12 y una temperatura de 25 °C. Esto con el fin de uniformar
los procesos y facilitar la evaluacion, ya que se elimin6 la necesidad de un cuarto oscuro, con

lo que se mejord la visibilidad a la hora de realizar la toma de datos.
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8.2.5. Experimento 1.2: tratamientos fisicos prueba Il

En el caso de P. biflora los datos obtenidos cumplieron con los supuestos del analisis
de varianza. Como se observa en la figura 15, el tratamiento 3 presentd un porcentaje
significativamente mayor de semillas muertas y un porcentaje significativamente menor de
germinacion en comparacion con los demas tratamientos evaluados. Esto podria deberse a
que el corte pudo dafiar la semilla, ya que es dificil distinguir la posicion del segmento distal
de la misma. Ademas, la testa de P. biflora es mas delgada con respecto a la de P. adenopoda
y de P. ligularis. Los datos obtenidos coincidieron con los resultados del experimento
tratamientos fisicos I, con lo que se corrobord que los tratamientos fisicos evaluados no
promueven la germinacion de las semillas de esta especie.

En cuanto a las especies P. adenopoda y P. ligularis, no se cumplieron los supuestos
del andlisis de varianza, por lo que los datos se analizaron mediante un analisis no
paramétrico Kruskal-Wallis. En P.adenopoda se encontré que los porcentajes de
germinacion se encontraban entre 0- 26% (figura 15b). No hubo diferencias significativas
entre los tratamientos 1, 2 y 3, los cuales promovieron de manera parcial la germinacion,
aunque no se puede determinar si alguno de estos favorecidé de manera significativa la misma.
Mientras que los tratamientos 4 y 5 presentan un porcentaje de germinacion mas bajo,
mostrando diferencias significativas con los tres anteriores. Esto se puede deber a un efecto
negativo de la temperatura sobre la germinacion. Por otro lado, se demostrd que el porcentaje
de germinacion aumentd en comparacion con los datos obtenidos en el experimento
tratamientos fisicos I, pasando de menos del 10% hasta el 26% en el tratamiento 3. Por otra
parte, el porcentaje de semillas no germinadas para esta especie fue el parametro mas alto en
todos los tratamientos evaluados, comportamiento que coincide con el experimento
tratamientos fisicos I (seccion 8.2.1.).

Para P. ligularis (figura 15 C), los porcentajes de germinacion se encontraban entre
0-5%. Ademas, no se muestran diferencias significativas para ninguna de las variables
evaluadas entre tratamientos, lo que indica que ninguno de los tratamientos fisicos evaluados

favoreci6 la germinacion de esta especie. El comportamiento que se observo en el
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experimento tratamientos fisicos I para esta especie se mantuvo para todas las variables en

estudio, corroborando los resultados obtenidos.
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Figura 15. Germinacion, plantulas anormales, semillas muertas y no germinadas obtenidas
al evaluar el efecto de tratamientos fisicos en semillas de P. biflora (A), P. adenopoda (B) y
P. ligularis (C) a los 28 DDS. Donde T1: testigo (semillas puestas sobre el papel de
germinacion directamente), T2: imbibicion en agua 24 h, T3: imbibicioén en agua 24 h mas
la eliminacion del segmento distal, T4: inmersion en agua a 50°C 5 min y T5: inmersion en
agua a 50°C 10 min. Los valores sefialados con letras desiguales entre tratamientos, por
variable, son significativamente diferentes de acuerdo con un ANDEVA no paramétrico

Kruskal-Wallis y una prueba post hoc de Bonferroni con un 95% de confianza.

8.2.5.1. Prueba de viabilidad de semillas no germinada de P. ligularis

Al analizar los embriones de las semillas de P. ligularis resultantes del experimento
tratamientos fisicos Il se obtuvo un porcentaje de viabilidad del 98% + 1,5, lo cual indica que
la semilla es viable. Esto sugiere que la baja germinacion que se presentd podria deberse a
factores como la dormancia. En la literatura se reporta que algunas especies del género
Passiflora presentan un impedimento a la entrada del agua, por lo que el siguiente paso, antes
de evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de AGs, fue determinar la dinamica de absorcion

de agua de las semillas.
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8.11 Curva de absorcion de agua

Al analizar la dindmica de absorcion del agua en las semillas de P. adenopoda, P.
bifloray P. ligularis se observo que ninguna de las tres especies present6 un impedimento al
ingreso del agua (figura 16). Se observo el mayor aumento en el porcentaje de humedad de
las semillas evaluadas a las tres horas de imbibicidn, esto en comparacion con la humedad
inicial de las mismas.

En el caso de P. biflora el porcentaje de humedad mantuvo un comportamiento
ascendente hasta las 24 horas. En el punto de evaluacion a las 24 horas se observo una
disminucién significativa en el porcentaje de humedad, ademéds de una importante
variabilidad entre las repeticiones, lo cual sugiere un error metodoldgico a la hora de la
determinacion de la humedad. Después de las 24 horas el porcentaje aument6é nuevamente a
las 48 horas y, posteriormente, se mantuvo constante, evidenciando un maximo de absorcion
a las 48 horas. Este mismo comportamiento se presentd al analizar las semillas de P.
adenopoda y P. ligularis, con la tnica diferencia que las semillas de P. biflora absorben
mayor cantidad de agua, es decir, presentan mayores contenidos de humedad en los mismos

tiempos de imbibicion.
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Figura 16. Curva de absorcion de agua de las semillas de P. biflora, P. ligularis y P.
adenopoda, a las 0, 3, 6, 12, 24, 48, 96 y 192 horas de su imbibicion en agua.

8.12 Experimento 3: Efecto de la aplicacion exdgena de acido giberélico (AG3)

En este experimento se evalud el efecto sobre la germinacion de aplicar de forma
exogena seis concentraciones crecientes de acido giberélico. Los datos fueron analizados
mediante modelos de regresion, en donde para P. adenopoda y P. ligularis, los datos se
ajustaron a un modelo polinomial de segundo grado. Sin embargo, para P. biflora los datos
no se ajustaron a diferentes modelos probados, por lo que se analizaron mediante un analisis
de varianza, para determinar si alguna concentracidn en particular promovi6 la germinacion
(figura 17) y se observd que para las variables germinacion, anormales y semillas no
germinadas no hubo diferencias significativas entre tratamientos. En cuanto al porcentaje de
semillas muertas, si se presentaron diferencias significativas entre el testigo y resto de los
tratamientos evaluados, es decir, que al colocar las semillas en AG3 (en cualquiera de las

concentraciones evaluadas) aumento el porcentaje de semillas muertas.
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Figura 17. Germinacion, plantulas anormales, semillas muertas y no germinadas obtenidas
al evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de acido giberélico (AG3) en semillas de P.
biflora a los 28 DDS. Los valores sefialados con letras desiguales entre tratamientos, por
variable, son significativamente diferentes de acuerdo con un andlisis de varianza

(ANDEVA) y una prueba Tukey con un 95% de confianza.

En el caso de P. adenopoda los datos se analizaron mediante un modelo de regresion
polinomial de segundo grado, el cual present6 un coeficiente de determinacion (R?) de 0,57.
Se observé que las concentraciones de 400 ppm y 500 ppm de AG3 promovieron en mayor
proporcion la germinacion (figura 18). Con respecto al modelo utilizado, a pesar de presentar
un bajo ajuste, al ser esta una especie silvestre en la que los datos tienden a ser variables y la
mayoria del tiempo no se ajustan a un comportamiento normal, se determiné a través del
analisis y comparaciones con otros modelos que este era el mas indicado y que brindo el

mejor ajuste para P. adenopoda.
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Figura 18. Efecto de la aplicacion exdgena y creciente de acido giberélico en semillas de P.
adenopoda a los 28 dds. Regresion ajustada a un modelo de polinomio de segundo grado

asociada a la ecuacion: f=y0+a*x+b*x? (R? 0,57).

Al analizar el efecto del acido giberélico en semillas de P. ligularis se encontrd que
los datos también se ajustaron a un modelo de regresion polinomial de segundo grado. En
este caso se observo el mismo comportamiento que para P. adenopoda, pero con un mayor
ajuste al modelo (R? 0,81) y se determind que a los 400 ppm hubo un aumento significativo
en la germinacion (figura 19). Se demostrd que la aplicacion exogena de AG3 aumento los
porcentajes de germinacion de P. ligularis en comparacion con los experimentos realizados

anteriormente.
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Figura 19. Efecto de la aplicacion exdgena de acido giberélico en semillas de P. ligularis a
los 28 dds. Regresion ajustada a un modelo de polinomio de segundo grado asociada a la

ecuacion: f=y0+a*x+b*x?(R? 0,81).

9. DISCUSION

La germinacion es el proceso mediante el cual, a partir de una semilla, se forma una
nueva plantula. Es un proceso complejo que conlleva la reactivacion del metabolismo de las
semillas, es iniciada por la absorcion de agua e implica la activacion de mecanismos (como
la respiracion, la removilizacion de reservas y la division celular) que pueden ser regulados
por condiciones externas o internas (Escobar, 2011). Las condiciones requeridas para la
activacion del metabolismo no son iguales en todas las especies, existen requerimientos
especificos de agua, temperatura y oxigeno, que promueven la germinacion (Ubidia, 2021).
Este comportamiento se corrobord al realizar la prueba inicial de germinacion, donde se
encontr6 que las condiciones de germinacion establecidas en la norma internacional para P.
edulis, no indujeron la germinacion de las semillas de las especies P. biflora, P. adenopoda
y P. ligularis.

Antes de definir las condiciones adecuadas para la germinacion, se debe determinar
si las semillas estan vivas, ya que Unicamente las semillas vivas van a tener la capacidad de

germinar (Salazar et al., 2019). Esta caracteristica se conoce como viabilidad y una de las
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metodologias para determinarla es a partir de la prueba de viabilidad por tetrazolio. Esta
prueba se basa en la actividad de las enzimas deshidrogenasas presentes en las células vivas
de las semillas, las cuales participan en el proceso de respiracion celular (Salazar y Botello,
2018). Estas enzimas reaccionan con la solucion de tetrazolio, formando un compuesto
insoluble de color rojo (formazan), este permite diferenciarlas de las semillas muertas
(Rodriguez y Duran, 2008). En el caso de la prueba de TZ inicial algunas semillas se
separaron por completo y se desprendieron los embriones dentro de la solucion antes de ser
evaluadas (Figura 3A), este factor podria deberse a que el tiempo establecido de exposicion
a la solucion no sea el adecuado para estas especies y sea necesario reducirlo, esto porque al
estar 24 horas dentro de la solucion la cubierta seminal tiende a ablandarse y los embriones
se desprenden facilmente de la misma. También puede deberse a que el corte realizado fue
mas extenso del adecuado y se desprendieron ambas mitades de la semilla durante el proceso
de tincion y/o imbibicion, los embriones extraidos estaban tefiidos en su mayoria, lo que
sugiere una alta viabilidad de la semilla para las tres especies en estudio. Ademas, se
corrobor6 que las semillas correspondientes a la variable “no germinadas”, presentaron una
alta viabilidad (cuadro 4). Considerando el tamafo de la muestra, el porcentaje obtenido
(entre 70 y 80%) se puede interpretar como alto, debido a que se trata de especies silvestres,
las cuales pueden presentar comportamientos distintos en la semilla en una misma especie
(Rodriguez-Morales et al., 2013).

Debido a lo anterior se considerd necesaria la optimizacion, sin embargo, no todos
los cortes utilizados funcionan de manera adecuada en las especies en estudio, por ejemplo
se observaron embriones tefiidos de manera desuniforme usando el corte lateral o
longitudinal lo que puede deberse a que la solucion de TZ no tenga el alcance requerido
dentro de la semilla para que esta se tifia por completo, especialmente en P. ligularis que es
la especie de mayor tamafio y que presenta la testa mas gruesa.

Una vez comprobada la viabilidad de las semillas, se deben establecer las condiciones
adecuadas para promover la germinacion. En este caso, se deben tomar en cuenta tanto las
caracteristicas intraespecificas como interespecificas del género Passiflora, las cuales poseen
alta variabilidad (Aular y Rodriguez, 2003). Por lo tanto, cada especie de Passiflora posee
condiciones de luz, temperatura y sustrato especificos que pueden promover o disminuir su

germinacion (Zucarelli, 2015). En P. biflora la luz tiene un efecto favorable sobre los
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porcentajes de germinacion (figura 7), en la especie P. adenopoda no se presentaron
diferencias significativas entre los porcentajes de aquellas semillas que se encontraban en
condiciones de luz (fotoperiodo 12/12) y las que se encontraban en oscuridad total (figura 8).
Por otra parte, P. ligularis mostr6é un efecto mas favorable al colocarse en condiciones de
oscuridad, sin embargo, los porcentajes de germinacion obtenidos se mantuvieron bajos
(figura 9). En el caso de P. ligularis la luz no inhibe del todo la germinacion, como en otras
especies, por ejemplo P. tripartita var. Mollisima en la que se ha comprobado que a los 30
dds las semillas expuestas a la luz presentaron porcentajes nulos de germinacion (Riveros,
2012).

Otra condicion que puede incidir tanto en el porcentaje como en el indice de velocidad
de germinacion es la temperatura, ya que esta puede afectar la absorcion de agua y regular el
metabolismo involucrado en los procesos de germinacion (Riveros, 2012). Las temperaturas
reportadas para la germinacién de semillas de pasifloras estan entre los 20 °C y los 30 °C
(Ubidia, 2021). En el caso de las tres especies estudiadas se evidencid (seccion 8.2.2) que los
mayores porcentajes de germinacion se obtuvieron en semillas colocadas a una temperatura
de 25°C constante, lo que entra en el rango mencionado anteriormente.

Para la adecuada germinacion de una plantula de calidad, se requiere del empleo de
un sustrato idoneo, el cual, en general, debe ser inocuo, de pH adecuado y con buena textura
y estructura (Hidalgo et al., 2009). En el caso de P. biflora, P. adenopoda y en menor grado
en P. ligularis, se observo que la turba favorecio la germinacion, sumado a que disminuyo6 la
contaminacion por hongos y bacterias en comparacion con el papel de germinacion (Figuras
13 y 14). Esto coincide con los datos obtenidos por Solorzano (2022) en semillas de P. edulis
en donde obtuvo porcentajes de germinacion del 95% usando turba como sustrato. En P.
adenopoda en el experimento “condiciones ambientales prueba I” se observo que el
porcentaje de germinacion se incrementd ligeramente al utilizar turba como sustrato, por lo
tanto, se tomd como sustrato para los siguientes experimentos, sin embargo, con respecto al
porcentaje de germinacion, en el primer experimento se encontrd un porcentaje de
germinacion cercano al 60% en esta condicion. Este porcentaje de germinacion difiere de
forma importante con respecto al obtenido en este experimento, esto pudo estar relacionado
con que el primer experimento se realizd con repeticiones de unicamente 10 semillas, lo cual

puede ser un nimero bajo para evidenciar el comportamiento real de la poblacion.
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A pesar de que se proporcionaron las condiciones de luz, temperatura y sustrato mas
adecuadas para cada una de las especies en estudio, en el experimento de condiciones
ambientales 11, las especies P. adenopoda y P. ligularis mantuvieron bajos porcentajes de
germinacion (Figuras 13 y 14). Este comportamiento puede deberse a que las semillas se
encontraban dormantes. La dormancia es una condicidn interna de la semilla que evita que
esta germine aun teniendo las condiciones externas adecuadas (Baskin & Baskin, 2004). En
pasifloras se ha reportado dormancia fisica por cubiertas seminales poco permeables y
dormancia fisioldgica por presencia de sustancias inhibidoras de la germinacion, por
presencia de inhibidores quimicos en las cubiertas seminales y/o por barreras mecanicas que
impiden la protrusion de la radicula (Sanchez, 2021). Por lo que, en busca de promover la
germinacion de las especies P. biflora, P.adenopoda y P. ligularis, en esta investigacion se
estudio el efecto de tratamientos fisicos y quimicos (aplicacion exogena de AGs3).

Con el fin de determinar si las semillas presentaban dormancia fisica, se evalud el
efecto de aplicar cuatro tratamientos fisicos. Se encontr6 que para P. adenopoda, en ¢l caso
del primer experimento, se obtuvieron porcentajes de germinacién menores al 10% en todos
los tratamientos utilizados. Sin embargo, al realizar estos mismos tratamientos con las
condiciones ambientales més adecuadas la germinacion aumentd, especialmente en el
tratamiento 3, a pesar de que el porcentaje de germinacidon fue menor al 30%. En estudios
realizados en Passiflora mollissima, se obtuvieron porcentajes de germinacion del 88% al
realizar una escarificacion basal la cual fue superior a tratamientos como la imbibicion y el
uso de AG3 y de KNO;3 (Bautista-Rubio, 2018), por lo que la implementacion de otros
tratamientos fisicos podria ser Util para promover la germinacion en esta especie. En P.
ligularis, el porcentaje de germinacion se mantuvo menor al 10% en ambos experimentos
para todos los tratamientos fisicos evaluados. Gutiérrez et al., (2011) encontraron resultados
similares (8% de germinacion) en semillas de P. ligularis a las cuales se les aplico el despunte
apical, sin embargo, al aplicar un despunte basal el porcentaje aumento al 52%.

Los tratamientos de imbibicidon e inmersion en agua caliente no tuvieron efectos
significativos sobre la germinacion de las especies P. adenopoda y P. ligularis (figura 6 y
16), esto puede deberse a que la semilla no presenta dormancia fisica sino de otro tipo, o
bien, a que los tratamientos especificos realizados en este experimento no fueron los

adecuados para la mismas. Estudios en Passiflora mollissima demostraron que al embeber

52



las semillas durante siete dias se alcanzd un porcentaje de germinacion de 70% (Bautista,
2018). Estos resultados coinciden con estudios realizados en P. edulis por Mabundza et al.,
(2010), en donde al colocar las semillas por siete dias en imbibicidn se presentd un porcentaje
de germinacion del 71,5%. Con base en estas experiencias, se podria probar tiempos mayores
de imbibicion a los evaluados en este trabajo, por otra parte, los porcentajes mas altos de
germinacion en P. biflora se obtuvieron de en el tratamiento 2 (imbibicion en agua 24 horas),
mientras que en los tratamientos de inmersion en agua caliente los porcentajes obtenidos
fueron los mas bajos, estos resultados contrastan con los presentados por Grzybowski et al.
(2019) para Passiflora actinia, quienes encontraron que la inmersion en agua a 40°C y 50°C,
indujo porcentajes de germinacion entre el 81 y 88%, mientras que la imbibicion en agua por
24 horas dio como resultado un porcentaje del 60%. El porcentaje mas bajo que se obtuvieron
en ese estudio fue el resultante del tratamiento de imbibicidn mas corte, lo cual coincide con
el comportamiento de P. biflora en esta investigacion donde, corte puede haber dafiado las
semillas.

Debido a la importancia que tiene la imbibicion para la activacion del metabolismo
durante la germinacion, es importante conocer la dindmica de absorcion de agua de las
especies con las que se trabaja. En este caso, las tres especies absorben la mayoria de agua
en las primeras 3 a 6 horas de imbibicion (figura 16), lo cual indica que ninguna de las
especies en estudio posee limitantes para la absorcion de agua. En el caso de P. ligularis se
reportd en el estudio de Escobar (2011), que ocurre una estabilizacion del peso fresco
alrededor de las 9 a 11 horas. En este caso, se observd que durante las primeras tres horas las
semillas absorbieron rapidamente agua, debido a su bajo potencial hidrico, después la entrada
de agua fue maés lenta, lo que coincide también con la estabilizacion del contenido de
humedad. La disminucion y estabilizacion de la absorcion de agua caracteriza la segunda
fase del proceso de germinacion, donde se da la activacion del metabolismo en la semilla y
comienza la elongacion celular (Escobar, 2011). Sin embargo, aunque la dinamica de
absorcion de agua concuerde con la esperada durante el proceso de germinacion, esto no
garantiza que las semillas vayan a germinar, ya que ademas de un impedimento fisico puede
existir una dormancia de tipo fisioldgica donde la semilla presente sustancias inhibidoras del

proceso (Monge, 2011).
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Algunas investigaciones en P. ligularis (granadilla) sugieren que con la aplicacion
exdgena de acido giberélico en concentraciones entre 50 a 400 ppm los porcentajes de
germinacion pueden llegar incluso a ser del 100% (Rodriguez et al., 2020). Los resultados
obtenidos en esta investigacion para la aplicacion exogena de AGs demuestran que al utilizar
concentraciones entre 400 y 500 ppm el porcentaje de germinacion fue de un 58% (figura
19). Este fue el maximo porcentaje de germinacidon obtenido para esta especie durante esta
investigacion. En el segundo experimento donde se evalué el efecto de la luz, el
comportamiento observado sugirio que la oscuridad favorecia la germinacion en esta especie.
Sin embargo, este experimento se realizé solo utilizando un fotoperiodo 12/12, por lo cual
todavia se debe evaluar el efecto combinado de concentraciones de 500 ppm, o de
concentraciones superiores, en oscuridad. En otras especies como P. quadrangularis se ha
reportado que a los 13 dds, semillas sometidas a una concentracion de 1,200 ppm presentaron
porcentajes de germinacion de 9,5 y a los 51 dias dds se obtuvo un porcentaje de 54%
(Carranza et al, 2016). También en P. edulis sims. inmersa en 250 ppm de AGs por 10
minutos se alcanzo6 un porcentaje de germinacion de 74%. El acido giberélico promueve la
germinacion en especies que presentan dormancia fisiologica debido a que participa en los
procesos de difusién de auxinas, ademas, el AG3 puede ser antagénico a las sustancias
inhibidoras, asi como desencadenar la actividad de enzimas hidroliticas (Gurung et al, 2014).
Como se observa en la seccion 8.12, para las especies P. adenopoda y P. ligularis los
porcentajes de germinacion obtenidos en este experimento fueron superiores a los obtenidos
en los otros experimentos, lo cual indica que el AG3 promueve la germinacion de estas
especies, pero seria importante determinar el efecto de dosis mayores, en busca de encontrar
la concentracion Optima para estas especies.

Se pudo determinar que las especies del género Passiflora, al poseer caracteristicas
variables entre especies en cuanto a las caracteristicas de la semilla, cubierta, grosor, tamafo
y la respuesta a condiciones ambientales como luz, temperatura y sustrato, asi como la
aplicacion de AGs, hace que los tratamientos utilizados para la ruptura de la dormancia
muestren resultados diferentes aumentando o disminuyendo los porcentajes de germinacion

segun la especie.
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10. CONCLUSIONES

e El fotoperiodo posee un efecto variable en las especies estudiadas ya que mientras en
P. biflora se observé que la luz promueve la germinacion, en P. ligularis la oscuridad
podria favorecerla. Para P. adenopoda el fotoperiodo aparentemente no posee efectos
sobre la germinacion.

e [aturba como sustrato favorece el control de la contaminacion en todas las especies
evaluadas.

e FEn cuanto a la temperatura, las tres especies en estudio presentaron mayores
porcentajes de germinacion colocadas a 25°C continuo.

e [ os tratamientos fisicos como la imbibicion e inmersidon en agua a 50°C no poseen
efectos favorables sobre la germinacion de las especies en estudio, por el contrario,
en P. biflora puede haber dafado las semillas, mientras que en las especies P.
adenopoda y P. ligularis no hay diferencias significativas entre tratamientos.

e Laremocion del segmento distal de la semilla (distal), no promueve la germinacion
en P. biflora, debido posiblemente al tamafo y forma de la semilla, sin embargo, en
P. adenopoda posee efectos favorables

e La aplicacion exogena de acido giberélico en semillas P. ligularis,a una
concentracion entre 400 y 500 ppm, promueve la germinacion, lo que sugiere la
presencia de dormancia fisiologica.

e La aplicacion exdgena de 4cido giberélico a una concentracion entre 400 y 500 ppm
promueve la germinacion en semillas de P. adenopoda. Ademas, su comportamiento
sugiere que posee dormancia combinada (fisica-fisioldgica), ya que su germinacion
también se ve favorecida por la remocion del segmento distal.

e Laespecie P. biflora posee porcentajes de germinacion de medios a altos en todos los
experimentos, incluso en los testigos utilizados, con lo cual se puede concluir que sus

semillas no presentan dormancia.
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11. RECOMENDACIONES

e En la especie P. ligularis se recomienda evaluar concentraciones de AGs superiores
a 500 ppm en combinacién con oscuridad, para determinar si se logra promover un
porcentaje de germinacion superior al alcanzado en esta investigacion.

e Enlaespecie P. adenopoda se recomienda combinar la aplicacion de acido giberélico
en conjunto con la remocion del segmento distal, ya que ambos mostraron tener
efectos positivos sobre la germinacion.

e En las especies P. adenopoda y P. ligularis tiempos mas extensos de imbibicion
podrian tener favorecer la germinacién, e incluso la combinacioén con otros tipos de
escarificacion mecanica, por lo que es recomendable evaluar estos tratamientos,

especialmente en P. adenopoda, ya que no se cuenta con referencias de esta especie.
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