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Resumen

La badea es una de las especies priorizadas en la cadena de las Pasifloras por su
potencial exportador. Las semillas de badea presentan un porcentaje de
germinacion bajo menor al 30% en relacion con otras especies del género
Passilfora. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la estratificacion sobre
la germinacion de badea en condiciones controladas. Los frutos fueron recolectados
en fincas de productores de badea en el municipio de Neiva en el departamento del
Huila y llevados al Laboratorio Biologia y Microbiologia de la sede José Celestino
Mutis de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia (Bogotd) donde se realizo la
caracterizacion fisico-quimica de los frutos. Se realizaron pruebas de viabilidad y el
contenido de humedad de las semillas. Se tomaron 1200 semillas distribuidas en
bandejas de 200 alveolos, utilizando como sustrato turba Klassman®, previamente
desinfectada y humedecidas a capacidad de campo. Se empledé un disefio
experimental completamente aleatorizado con cuatro tratamientos, tres tiempos de
estratificacién (10, 20 y 30 d) a una temperatura de 10°C y tapadas con plastico
negro y un testigo, después de cada tiempo se colocaron en camara de germinacion
(Incubadora Memmert in 110) a 35°C durante un tiempo de 30 d, con tres
repeticiones. En las evaluaciones se calcul6 el porcentaje de germinacion (PG), la
velocidad media de germinacién (VMG), el tiempo medio de germinacion (TMG). En
el tratamiento de estratificacion con un tiempo de 30 d a 10°C presenté un mayor
PG con 42,25% mayor VMG con 19,22 semillas/dia y un menor TMG con 25,32 d.
Estos resultados indican en que las semillas de badea poseen una latencia fisiologia
intermedia, el cual por un mayor tiempo de estratificacion a una temperatura de
87uy10°C se puede incrementar la sintesis de giberelinas en las semillas. Estos
resultados contribuyen a mejorar los protocolos de propagacioén por parte de los
viveras y productores de badea.

Palabras clave: latencia, frio, porcentaje de germinacién, produccion.



1. Introduccion

La familia Passifloraceae esta constituida por 18 géneros y 630 especies
distribuidos en las zonas tropicales y subtropicales, de los Andes (Holm-Nielsen
et al., 1988.Vanderplanck, 2000; Barrios, 2005). Las variedades pertenecientes
a esta familia ain no han sido descritas en su totalidad y la mayoria de estas son
nativas o endémicas de regiones tropicales del continente americano, lo que ha
dado origen a una variabilidad intra e inter especifica entre los miembros de esta
familia (Vanderplanck, 2000.Viana et al., 2003). Se distribuye desde el nivel del
mar hasta altitudes superiores a 3.000 m.s.n.m y estan adaptadas a un amplio
rango de climas (0- 40°C). (Vanderplanck, 2000)

Segun (Feuillet, 2003) la clasificacién de esta familia es:
Reino Plantae

Divisibn Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Violales

Familia Passifloraceae

Genero Passiflora

Su interés econdmico se centra en la produccion y comercializacion de los frutos,
su potencial farmacéutico y como plantas ornamentales (Hernandez y Bernal,
2000). Se sabe que el 90% de las 630 especies de passifloras son originarias de
Ameérica (Escobar, 1988). En Colombia se han inventariado 164 especies, 58 de
ellas se han considerado como endémicas, la regidbn que presenta mayor
diversidad es la region cafetera con un 59%. Sin embargo, uno de los grandes
problemas que enfrentan estas plantas es la fragmentacion de las selvas
andinas, lo cual genera que muchas especies se encuentren catalogadas como
especies en peligro de extincién (Hernandez y Bernal, 2000; Ocampo et al.,
2007).

La propagacion del cultivo de las pasifloras en general, se realiza comiunmente
por semilla y esto se debe entre otras ventajas a la facilidad de este método, al
mayor vigor de las plantas originadas de semillas y a la variabilidad genética de
los huertos reproducidos de esta forma (Cardenas, 2011), concuerda en que
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existen pocos registros sobre germinacion en Passiflora spp; sin embargo, se ha
demostrado que las semillas presentan latencia en algunas especies de esta
familia como: P. edulis f. flavicarpa, P. incarnata L., P. mollissima (Kunth) L.H.
Bailey y P. nitida Kunth (Balaguera et al., 2010), P. quadrangularis L. (Carranza
et al., 2016). Las semillas de P. edulis Sims. f. flavicarpa muestran diferentes
grados de latencia, registrando germinaciones en periodos que van desde los 15
hasta los 45 dias (Balaguera et al., 2010).

Teniendo en cuenta la gran importancia practica de la reproduccion sexual en las
Pasifloras, los estudios realizados sobre germinacion en estas especies son
pOCOS.

En Colombia el cultivo de la badea tiene una viabilidad grande en cuanto a su
produccion y comercializacion dentro de las frutas tropicales o exéticas de
exportacion (FAO, 2005), lo cual se debe al sabor dulce y ligeramente acido,
presentando un aroma agradable como lo es caracteristico de las frutas de la
pasion.

En Colombia las exportaciones crecieron a un ritmo de 20% al pasar de 4.908
toneladas en 2014 a 7.925 toneladas en 2016. Los paises de la Union Europea
son en su conjunto, los mayores consumidores de fruta del mundo y es alli donde
se evidencia el crecimiento del consumo de las frutas exéticas.(Ministerio de
Agricultura. 2017).



2. Planteamiento del problema

La propagacion del cultivo de las pasifloras en general, se realiza comunmente
por semilla y esto se debe entre otras ventajas a la facilidad de este método, al
mayor vigor de las plantas originadas de semillas y a la variabilidad genética de
los huertos reproducidos de esta forma (Cardenas, 2011), uno de los principales
problemas de la germinacion en badea es la presencia de germinacion erratica a
través de tiempos muy prolongados para germinar, bajos porcentajes de
germinacion y desuniformidad en el desarrollo de las plantulas, lo que crea
dificultad en su manejo.

Un adecuado proceso de germinacion reduce pérdidas, al utilizar una menor
cantidad de semilla y materiales para alcanzar un determinado porcentaje y
homogeneidad de germinacion para el establecimiento del cultivo.

De todo esto surge la necesidad de investigar los posibles métodos pre
germinativos, que permitan un incremento significativo, en la tasa de germinacion
en Passiflora quadrangularis L., con el fin de ayudar a los viveristas y agricultores
a superar este limitante en el establecimiento del cultivo.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la estratificacion sobre la germinacién de semillas de badea
(Passiflora quadrangularis L.)

3.2 Especificos

e Determinar las caracteristica fisico-quimicas de los frutos de badea y la
viabilidad de las semillas del municipio de Neiva Huila.

e Determinar los efectos de la estratificacion fria, sobre la germinacion en
semillas de (Passiflora quadrangularis L.) en condiciones controladas.



4. Justificacion

Una caracteristica de las pasiflora, esta en la fisiologia de su unidad
reproductiva, la semilla que posee un alto grado de dureza y permeabilidad de
su testa, impidiendo la absorcion de agua, por lo cual se obtiene indices
negativos y variables en el tiempo de germinacion (Balaguera et al., 2010).

Existen pocos registros sobre germinacion en Passiflora spp; sin embargo, se
ha demostrado que las semillas presentan latencia en algunas especies de esta
familia como: P. edulis f. flavicarpa, P. incarnata L., P. mollissima (Kunth) L.H.
Bailey y P. nitida Kunth (Balaguera et al., 2010) Las semillas de P. edulis Sims.
f. flavicarpa muestran diferentes grados de latencia, registrando germinaciones
en periodos que van desde los 15 hasta los 45 dias (Balaguera et al., 2010)

Mediante esta investigacion, se evalud, el método de estratificacion con el
objetivo de obtener una mayor expresion de las variables en calidad fisiol6gica
(porcentaje de germinacion y viabilidad).

Los resultados obtenidos se presentan como una alternativa, en el proceso
de germinacion. Que puede ser aplicado por los productores, buscando una
mayor expresion en la produccién de plantulas, reduciendo los indices de
perdida, en el materia del proceso de bancos o vivero, homogenizando los
periodos de germinacién y obteniendo, una mayor informacion que pueda
comprender mejor la ecologia de la semilla en Passiflora quadrangularis L, en
Su proceso germinativo.



5. Marco teérico

Colombia es el pais con la mayor riqueza de Pasifloracea, con 167 especies que
se encuentran concentradas en la region Andina, principalmente en los
departamentos de Antioquia, Valle del Cauca, Cundinamarca, Quindio,
Risaralda y Caldas (Ocampo et al., 2007).

En el pais se conocen dos variedades de badea, la primera es la del Choco y la
segunda es la badea gigante; la primera se caracteriza por ser un fruto mediano
de 10 a 15 cm de largo, su pulpa es delgada y la planta presenta un follaje
escaso, a diferencia de la segunda variedad. La badea gigante, se caracteriza
por presentar un tamafio mayor de 10-25 cm de largo, coloracion verde con
tonalidades amarillas, el pericarpio es grueso de color blanco, sin embargo estas
caracteristicas no determinan la comercializacién del fruto, ya que el mercado
nacional acepta estas dos variedades indistintamente (Reina et al., 1996).

Esta fruta recibe diferentes nombres a nivel nacional como internacional, de las
cuales se destaca como tumbo (Peru), parcha (Venezuela), maracuya melao
(Brasil) y granadilla gigante (USA) (Vanderplanck, 2000; MacDougal y Feuillet,
2004; Yoctkteng et al., 2011).

En la produccion Nacional, los departamentos que se han destacado hasta la
actualidad son los de Choco, Santader y Huila. En la Tabla 1, se presenta la
evolucion en la produccion de badea, a nivel Nacional.

Tabla 1. Produccion Nacional de Badea (Passiflora quadrangularis L.).

Afio Area (ha) Produccion (t)
2013 76 1.109,80
2014 106,50 1.586,00
2015 142,05 2.280,80

Fuente Evaluaciones Agropecuarias Municipales, (Agronet, 2015).



Sobresaliendo para el afio 2015 el departamento de Santander con una produccion
de 1,049,80 t, pasando del 23% en produccion del afio 2012, a una participacion
del 46,03% de la produccién nacional, el departamento del Huila obtuvo una
produccion de 12,31 t, su participasion nacionale fue del 53,97%, el incremento de
la produccién nacional para el afio 2015, fue del 43,80% (Agronet, 2015).

5.1. Germinacién

La germinacion de semillas es un proceso en el cual se generan cambios
morfolégicos y fisioldégicos que terminan en el crecimiento del embrién (Miransari y
Smith, 2014). La germinacion requiere de condiciones especificas de temperatura,
niveles de oxigeno y luz, con las proporciones adecuadas para cada especie
(Corbineau et al., 2014). La semilla absorbe agua, lo que resulta en expansion y
elongacion del embrién. Cuando la radicula crece fuera de la testa el proceso de
germinacion ha terminado (Hermann et al., 2007).

Otros Factores que Influyes en la Germinacion de Semillas.

5.2. Latencia en Semillas

Las semillas latentes, son aquellas que se hallan en un estado fisiolégico, en el cual,
permanecen viables, pero no pueden germinar, incluso, en condiciones ambientales
favorables. Esto evita que la germinacion se produzca en condiciones donde la
sobrevivencia de las plantulas se vea amenazada (Balaguera et al., 2010).

Cuando la latencia se debe a condiciones de la testa, el letargo termina en el
momento en que ésta se agrieta o debilita por acciones mecéanicas o quimicas
(escarificacion) o por efecto del medio ambiente (Maduefio-Molina et al., 2006),
reportan que esta situacion es frecuente en gran niamero de familias de plantas, en
las que la testa y/o secciones endurecidas de otras cubiertas son impermeables,
debido a que en la superficie exterior se forma una capa gruesa, revestida de
sustancias cerosas Y tejido esclerenquimatico (Balaguera et al., 2010).



Algunas investigaciones en el caso de las pasifloras, muestran que varias especies
presentan latencia quimica (inhibidores en la cubierta) y mecéanica (cubiertas
endurecidas) de semillas, como Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. (Alexandre et al.,
2004), P. mollissima (La Rosa, 1984) y P. nitida Kunth (Passos et al., 2004), debido
a ello se presenta bajo porcentaje en germinacién, a consecuencia de estas
cubiertas, se hace indispensable realizar tratamientos pre germinativos, que nos
concedan romper la latencia que permitan una germinacion uniforme y en menor
tiempo (Balaguera et al., 2010).

5.2.1. Latencia interna

Es la latencia o el letargo propiamente dichos. Muchas semillas requieren cambios
quimicos complejos en su interior para poder germinar; estos cambios son inducidos
por su exposicién a la luz o a condiciones bajas de temperatura. Un método artificial
para lograr la ruptura de la latencia es la estratificacion que consiste en colocar las
semillas en estratos mezcladas con arena y a bajas temperaturas. A veces los
periodos de estratificacion deben ser dos, para romper un doble letargo interno y
externo, por lo que en la naturaleza esas semillas tardan dos afios en germinar, la
estratificacion se emplea para inducir procesos fisioldgicos en el embridon que son
necesarios a la germinacién (Doria et al.,2010).

5.2.2. Otros tipos de latencia

Segun investigaciones en pasifloras son:

Latencia quimica (inhibidores en la cubierta) y mecanica (cubiertas
endurecidas) de semillas, como Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. (Alexandre
et al.,, 2004), P. mollissima (La Rosa, 1984) y P. nitida Kunth (Passos et al.,
2004), debido a ello se presenta bajo porcentaje en germinacion, a
consecuencia de estas cubiertas, se hace indispensable realizar tratamientos
pre germinativos, que nos concedan romper la latencia que permitan una
germinacion uniforme y en menor tiempo (Balaguera et al., 2010).

Las semillas pueden presentar latencia al momento de ser dispersadas de la

planta, latencia primaria o, desarrollarla, debido a las condiciones ambientales,

latencia secundaria. Para el primer caso, puede ser, por una parte, exogena:
9



producida por factores externos al embrion; fisica, puesto que muestra testa
impermeable; mecanica, donde la testa es dura e impide la protrusion de la
radicula; quimica, cuando hay inhibidores en la testa o pericarpo y, por otra,
endogena: causada por factores a nivel del embridén; puede ser dividida en
morfolégica, ocasionada por el poco desarrollo del embrion, que esta
relacionada con el componente hormonal (Balaguera et al., 2010).

Para salir de la latencia de las semillas se utilizan tratamientos pregerminativos
como es la estratificacion lo cual prevalece y supera la latencia en que se
encuentra el embrién y es incapaz de germinar con normalidad (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006).

5.3. Temperatura en germinaciéon de semillas

La temperatura es considerada uno de los factores mas importantes en la
germinacion de la mayoria de las especies vegetales (Probert, 2000).

La temperatura influye sobre el porcentaje final, la velocidad y la uniformidad de
la germinacion, sobre la absorcion de agua por las semillas y por tanto, sobre
las reacciones bioquimicas que participan en el proceso. Asi, la germinacion
solo ocurrird dentro de determinados limites de temperatura donde el proceso
ocurre con maxima eficiencia.

Las temperaturas alternas favorecen la germinaciéon de un gran numero de
especies , ya que asemejan lo que ocurre en la naturaleza donde las
temperaturas diurnas son mas altas que las nocturnas; al respecto existen
algunas hipotesis que intentan explicar esta situacion, sin embargo ninguna es
totalmente satisfactoria (Carvalho y Nakagawa, 1988; Osipi y Nakagawa, 2005).
En algunas especies, la alternancia de temperatura parece afectar
principalmente los niveles de germinacion y la uniformidad, pero en muchas
otras son bien claros los efectos sobre la induccion de la liberacion de la
latencia, existiendo algunas que exigen puntualmente esta condicidbn ambiental
(Osipi y Nakagawa, 2005).
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En cuanto a la temperatura de las passifloras, para el caso de maracuya se
aconseja realizar la prueba de germinacion a temperatura alterna 30/20°C
(Osipi, 2000). Igualmente, la alternancia de temperatura entre 25 y 35°C
favorece la germinacion de semillas P. caerulea L. previamente escarificadas
(Severin et al., 2004).

Se ha demostrado que la temperatura afecta la concentracion de y la
sensibilidad a GA (Derkx y Karssen, 1993; Yamaguchi et al., 2004), la tasa de
reversion en la oscuridad

5.31. Laluz en la germinacion de semillas

La luz promueve o inhibe la germinacion de semillas en algunas especies. Entre
las semillas sensibles, aquellas que son inhibidas por la luz son denominadas
fotoblasticas negativas (Salisbury y Ross, 1992). La influencia de la luz es
ejercida por el efecto de longitud de onda (calidad), intensidad y por la duracién
(fotoperiodo) (Bewley y Black, 1985). En las semillas fotosensibles, el fitocromo
es el fotoreceptor principalmente asociado con la captacion y transmision del
estimulo bajo la forma activa (Pfr) (Frankland, 1981).

La inhibicion de la germinacion debida a la luz se presenta principalmente en
semillas de especies no domesticadas (Salisbury y Ross, 1992). El nUmero de
especies herbaceas que presentan germinacion fotoblastica negativa es muy
reducido (Baskin y Baskin, 1988).

La luz promueve o inhibe la germinacion de semillas en algunas especies. Entre
las semillas sensibles, aquellas que son inhibidas por la luz son denominadas
fotoblasticas negativas (Salisbury y Ross, 1992). La influencia de la luz es
ejercida por el efecto de longitud de onda (calidad), intensidad y por la duracion
(fotoperiodo) (Bewley y Black, 1985). En las semillas fotosensibles, el fitocromo
es el fotoreceptor principalmente asociado con la captacion y transmision del
estimulo bajo la forma activa (Pfr) (Frankland, 1981).
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La inhibicion de la germinacion debida a la luz se presenta principalmente en
semillas de especies no domesticadas (Salisbury y Ross, 1992). El nUmero de
especies herbaceas que presentan germinacion fotoblastica negativa es muy
reducido (Baskin y Baskin, 1988). Sin embargo, la germinacion ha mostrado ser
inhibida por la luz en numerosas especies cultivadas (Maciel y Bautista, 1997,
Nau, 1989).

5.1.3 Fotoblastismo:

Respuesta de las semillas a la luz. Las semillas son fotoblasticas positivas
cuando requieren luz para germinar y fotoblasticas negativas cuando su
germinacion se inhibe con la luz. Existen muchas semillas que son insensibles
a la luz y se denominan indiferentes (Takaki. et al.,2001.).

Es importante para la germinacion, en algunas especies, el efecto inductor de
la luz, lo cual se denomina fotoblastismo; este permite el mantenimiento de la
latencia en las simientes enterradas en el suelo (Sawada et al., 2008).

No es muy usual que la germinacion se vea influenciada negativamente por la
luz; sin embargo esto ocurre en especies de diferentes familias y entre ellas las
pasifloras (Kulkarni et al., 2006). Las semillas de P. incarnata L. son
fotoblasticas negativas y altamente exigentes en cuanto a requerimientos de
calor. El mayor porcentaje (90%) de germinacion, se logra a 35°C;
respectivamente (Benvenuti et al., 2001).

Otra pasiflora con este comportamiento es P. cincinnata Mast., en la cual, la luz
parece ejercer un efecto inhibitorio sobre la germinacion, ya que las semillas
fueron germinadas a temperaturas alternas 20-30°C; las semillas que brotan en
la oscuridad muestran el maximo de germinacion en la oscuridad, registrando
14,4% de germinacion, mientras que bajo las mismas condiciones, pero
sometiendo las semillas a la luz, el porcentaje maximo de germinacién fue de
3,2% (Zucareli et al., 2009). Los resultados para estas especies v,
especialmente, para P. edulis, concuerdan con las las reglas para el analisis de
semillas (Brasil, 2009), en las que se indica que el test de geminacion, se debe
hacer en ausencia de luz.
12



5.4.1.

5.4.2.

5.4. Tratamientos pregerminativos

Estratificacion

El tratamiento se utiliza para romper la latencia fisiologica, y consiste en
colocar las semillas entre sustratos que conservan la humedad, cominmente
arena o bien turba o vermiculita, en frio o calor (Patifio et al., 1983; Hartmann
y Kester, 1977; Hartmann y Kester, 1988, Donoso, 1993).

Estratificacion fria

La estratificacion fria es aquella donde se mantienen las semillas a
temperaturas bajas, asemejando a las condiciones de invierno, por un
periodo que oscila entre 20 y 60 dias, llegando inclusive hasta 120 dias
(Ordofiez 1987, Garcia, 1991).

Generalmente la estratificacion en frio consiste en disponer las semillas junto
a un medio que conserve la humedad, arena o turba, y almacenarlas en un
recipiente plastico con tapa al frio, durante un periodo de tiempo que varia de
unas pocas semanas a unos meses. La temperatura es considerada uno de
los factores mas importantes en la germinacion de la mayoria de las especies
vegetales. Los resultados sugieren que la estratificacion en frio actia como
un promotor de la germinacion y se puede deber a adaptaciones al ambiente
natural, en los cuales, se origino la especie (Manjkhola et al., 2003).
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5.4.3. Estratificacion calida

En el caso de la estratificacion calida, esta se basa en la necesidad de las
semillas de estar sometidas a altas temperaturas para poder germinar. En
este caso la temperatura empleada oscila entre los 22 y 30°C, con un periodo
de estratificacion entre los 30 y 60 dias (Patifio et al., 1983; Hartmann y
Kester, 1988; Figueroa y Jaksic, 2004).

5.5. Estudios de Estratificacion en Pasifloras

Se ha reportado que la estratificacion fria aumenta la sintesis de giberelinas y
disminuye la concentracion de inhibidores de germinacion en las semillas, como
el &cido abscisico (ABA) (Kulkarni et al., 2006). La exposicion al frio degrada el
ABA presente en las semillas a acido faséico y dihidroxifaséico, que son
compuestos inactivos, lo que, a su vez, aumenta la relacion GAs /ABA, para que
ocurra la germinacion (Balaguera et al., 2010). Del mismo modo, Balaguera et
al. (2010) con la estratificacion en frio (4°C) y cubrimiento de la semilla de P.
edulis f. edulis, obtuvieron los mayores porcentajes de germinacion >80%.

La estratificacion, permite superar la latencia relacionada con la presencia de
un embrién inmaduro que es incapaz de germinar con normalidad (Baskin y
Baskin, 2001), debido a que promueve el incremento transitorio de la
concentracion de giberelinas y citoquininas en las semillas (Solis, 2006). El
aumento de las giberelinas enddgenas, como resultado de la estratificacion,
estimula la germinacion de semillas y ademas se ha reportado que favorece la
reduccion de acido abscisico (ABA) (Bewley, 1994). La estratificacion en altas
temperaturas (entre 22 y 30°C) o a bajas temperaturas (entre 0 y 8°C) consiste
en colocar las semillas en un sustrato himedo durante un periodo de tiempo
gue sea adecuado para la especie (Baskin, 2002).

Estudios realizados en o0 anonaceas como chirimoya y guanabana, indican que
la latencia puede superarse con la aplicacion simultdnea de estratificacion
hameda caliente en un periodo mayor a 90 d y adicion exdgena de giberelinas
(Lobo et al., 2007).
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La estratificacion causa cambios metabdlicos vy fisiolégicos en la semilla que
involucran tanto al embridn como a las capas que lo recubren (Leubner-Metzger,
2005). Chien et al. (1998) reportaron que la es tratificacién céalida induce la
maduracion de los embriones poco desarrollados lo que permite superar la
latencia morfolégica. Mientras tanto, la estratificacion fria promueve el
crecimiento del embridn, reduce la sensibilidad y el contenido de acido abscisico
y simultaneamente incrementa la concentracion y sensibilidad de las semillas al
acido giberélico (AG3 ) lo que supera la latencia fisiologica (Bewley y Black,
1994).

Los resultados sugieren que la estratificacion en frio actia como un promotor
de la germinacion y se puede deber a adaptaciones al ambiente natural, en los
cuales, se origind la especie (Balaguera et al., 2010).

5.6.Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son un conjunto de compuestos quimicos naturales con
actividad reguladora del crecimiento y el desarrollo de plantas. Las GAs
controlan diverson procesos del desarrollo de las plantas tales como la
germinacion de semillas, la enlogacion del tallo, la expansion de las hojas, el
desarrollo de los tricomas y la introducciéon del desarrollo de flores y frutos
(Sponsel y Hedden, 2004).

Las giberelinas se sintetizan en todas las partes de la planta, pero
especialmente en el apice del tallo y hojas jévenes. También se puede
encontrar grandes cantidades de giberelinas en los embriones, semillas y frutos
(Rojas, 1987).

Inducen la sintesis de amilasa en las semillas en germinacioén, posibilitando que
el almidon pase a glucosa, que es respirada y libera la energia necesaria para
el desarrollo del embrién (Rojas, 1987).
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Segun (Bewley, 1994) las giberelinas estimulan la germinacion, induciendo las
enzimas hidroliticas a debilitar la cubierta seminal, que se opone a presentar
emergencia radicular y estimula la emergencia del cotiledéon.

6. Materiales y Metodos

6.1. Ubicacion

El ensayo se establecidé en el laboratorio Biologia y Microbiologia de la
Universidad Nacional Abierta y a Distancia, sede Bogota.

6.2. Material Vegetal (germoplasma)
Se colectaron 12 frutos, traidos del municipio de Neiva en el departamento de
Huila.

6.3. Caracterizacion Fisico-Quimica De Los Frutos

En el laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia
(UNAD), se evaluaron las caracteristicas de los frutos seleccionados, se
obtuvieron las cualidades fisicas como peso, didmetro polar y ecuatorial,
volumen, numero total de semillas, en los aspectos quimicos de pH, grados
Brix, se tomaron las medidas de acidez titulable con una solucion
decinomonormal en (0,1N) de NaOH, tomamos la neutralidad con C20H1404
(fenolftaleina) con indicador de cambio de tonalidad a naranja/rosado o en el
punto pH 8,2 y se utilizé la férmula para Acidez.

AxBxCx100

(%) Acidez = "
Doénde:

A = mL de NaOH

B = Normalidad de NaOH

C = Peso equivalente del acido
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W = Peso de la muestra en mg o mL

Se extrajo la pulpa de los frutos y se colocé en recipiente de vidrio para su
fermentacion durante 48 h. Una vez fermentada la pulpa, las semillas fueron
extraidas manualmente, se colocaron sobre papel periddico y se dejaron secar
a la sombra durante 48 h, fueron almacenaron en cajas Petri y se mantuvieron
a temperatura ambiente, para su posterior uso en los ensayos de germinacion
(Rivera et al., 2002).

Se realiz6 desinfeccion de la turba Klassman® para evitar la presencia de
patégenos con Vitavax (2 g L?). Las semillas se desinfectaran por inmersién en
hipoclorito de sodio al 1% durante 10 min y lavadas con agua destilada.

6.4. Prueba De Viabilidad

Para definir las condiciones de la prueba de viabilidad se someteran las semillas
a dos cortes longitudinal y lateral y se dejaran las semillas en soluciones de 1y
0,5% de cloruro de trifeniltetrazolio a 30 y a 32°C, por 2, 4, 6, 12, 24y 48 h. En
las pruebas de viabilidad se seguiran las normas ISTA (1996), tomando 100
semillas como unidad experimental, distribuidas en dos submuestras de 50
semillas y cuatro repeticiones por tratamiento, para un total de 400 semillas por
tratamiento. El total de semillas requerido para el ensayo fue de 1.600.

Se determind el porcentaje de viabilidad, para cada replica a través de la
siguiente formula segun Fernandez y Johnston, (1986):

Viabilidad: = Mitades en tincion <100

mitades totales

Posteriormente se realizo un promedio, de las cuatro réplicas para obtener un
porcentaje definitivo de la viabilidad de las semillas de Passiflora quadrangularis
L.
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6.5.

6.6.

6.7.

Contenido de Humedad

Se utilizé el analizador de humedad Marca OHAUS MB25®. En la cual se
combinan tecnologia de calentamiento de ultima generacion, con sistemas de
peso muy exactos, obteniendo por resultado una técnica eficaz y rapida para
determinar la humedad, utilizando el principio de pérdida de peso por secado
(estdndar para determinar la humedad), la balanza automatica pesa una
muestra, la seca , mide la pérdida de peso producto del secado y calcula el
contenido de humedad de las semillas 0 muestra, el andlisis termina, cuando el
ciclo de secado termina y se haya estabilizado el peso seco (Rao, 2007).Segun
la formula:

peso fresco—peso seco
peso seco

Contenido de humedad %= x 100

Disefio experimental

Se emple6 un disefio experimental completamente aleatorizado con cuatro
tratamientos: tres tiempos (10, 20 y 30 d) a una temperatura de 10°C y un
testigo con tres repeticiones y posteriormente fueron llevados a una incubadora
(Memmert in 110®) a 35°C por un tiempo de 30 d.

Tratamiento Estratificacion Fria

Se tomaron 1200 semillas distribuidas en bandejas de 200 alveolos, utilizando
como sustrato turba Klassman® previamente desinfectada y humedecidas a
capacidad de campo. Se distribuyeron en tres tiempos de refrigeracion, en 10,
20, y 30 dias a una temperatura de 10°C (Tabla 2), cubiertas con plasticos
negros.
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6.8. Tratamiento Estratificacion Céalida

Cumplidos los periodos establecidos, en cada grupo evaluado, fueron siendo
pasados, durante tres horas a temperatura ambiente, para luego ser sometidas
a camara de crecimiento a una temperatura de 35°C por un periodo total de 30
dias (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio de los tratamientos humeda fria (EHF) y humeda caliente
(EHC).

Tratamiento | Tiempo (dias) EHF EHC
T1 (Control) 30 35°C
T2 10 10°C 35°C
T3 20 10°C 35°C
T4 30 10°C 35°C

Se realizaron observaciones cada 3 d durante 30 d para revisar el proceso de
germinacién. Se registraron como semillas germinadas cuando estuvieron en
protrusién radicular y alargamiento de la radicula mayor a 2 mm.

Luego de las observaciones se calcul6 el porcentaje de germinacion (PG), la
velocidad media de germinaciéon (VMG), el tiempo medio de germinaciéon (TMG)
frecuencia de Germinacion (Tabla 3).
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Tabla 3. Férmulas utilizadas para el calculo de variables de estudio.
Variable Formula

Porcentaje de germinacion PG = No. de semillas germinadas/ No.
de semillas incubadas

Velocidad media de germinaciéon | (VMG) = P1/T1 + P2/T2 +.....+Pn/Tn

(VMG)
Tiempo medio de germinacion | (TMG) = ((x1 d1) + (x2 d2)+....(xn
(TMG) dn))/Xn

Doénde: P = nimero de semillas germinadas; T = tiempo germinacion; n = dia
altimo control; x1, x2, x15 = semillas germinadas dia 1, 2,...n; d1, d2,...dn = dias
incubacion, Xi = semillas germinadas por dia de revision y Xn = namero total de
semillas germinadas el ultimo dia de control. Fuente: Ranal y Garcia De
Santana, 2006.

6.9. Andlisis Estadistico

Se realiz6 una prueba de normalidad Shapiro-Wilks (P<0,05), si no, presenta
tendencia normal, se realizé una transformacion de datos y posteriormente un
andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacién de medias
multiples de diferencias minimas significativas (P<0,05) con el paquete
estadistico SAS V9.2.7.
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7. Resultados y Andlisis.

7.1. Caracterizacion fisicoquimica de frutos

En la caracterizacion fisicoquimica de los frutos de badea se obtuvo, el promedio
en el didmetro polar fue de 22,3 cm en el diametro ecuatorial 12,9 cm, en la
relacion diametro polar/didmetro ecuatorial 1.728, peso del fruto (1.475,2+176,0
0), peso de la cascara (227,03+25,10 g),el peso de la pulpa(1.245,3+137,7 g) el
contenido de grados Brix (14.5+0,65 g), el pH (3,66+x10), la acidez
(3.9135,21+345,24), el numero de semillas (262+15 y el peso se las semillas
(13,01 +0,8 g).

El porcentaje de la cascara corresponde a un total de 15,62%

El porcentaje de la pulpa corresponde a un total de 84,38%

7.2. Anélisis de Viabilidad

Se encontré en los tratamientos realizados un porcentaje total de viabilidad del
86%.

Se clasific6 como semillas viables, las que denotaron una coloracion fuerte en los
cotiledones y embrién. Las semillas sometidas a la prueba de tetrazolium se
observd en intensa tincion, podriamos asegurar, en el caso de cultivos un
excelente establecimiento en el campo. De ahi que los valores obtenidos en la
prueba de viabilidad, podrian hacer deducir el comportamiento de esta especie
en campo. Con lo anterior determinamos que las semillas obtenidas, son
adecuadas para el desarrollo de la investigacion.
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7.3.Contenido de humedad

Las semillas presentaron un contenido de humedad del 23,25%. Este contenido
de humedad nos indica el estado de madurez fisiologica y su calidad.

Las semillas del género pasiflora se consideran ortodoxas, sin embargo la
tolerancia a la deshidratacion es diferente en cada especie. Por ejemplo, las
semillas de maracuya, soportan un 11% de humedad sin que su viabilidad se
vea afectada, mientras que las de granadilla soportan hasta un 9%, lo que
significaria que muestran un comportamiento mas ortodoxo que las de
maracuya (Ospina et al., 2000).

El contenido de humedad sirve como indicador de madurez fisiologica de las
semillas, ya que las semillas durante la primera fase de maduracién aumentan
su peso fresco debido al ingreso del agua y a la asimilacion de nutrientes, pero
después de que las semillas alcanzan su maximo peso fresco el contenido de
humedad tiende a bajar debido a que pasa a una fase donde hay tolerancia a la
desecacion. Por lo tanto, cuando hay menor porcentaje de humedad entre la
semilla, se indica que su madurez fisiolégica es mayor.

7.4. Tratamiento Estratificacion Fria A 10°C Y Estratificacién Calida A 35°C

En la Tabla 4, se presentan los resultados del analisis de varianza, donde se
presentd diferencia significativa entre los tratamientos para las tres variables
evaluadas.
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Tabla 4. Andlisis de varianza y prueba de medias multiple de diferencias
minimas significativas (P<0,05).

Tratamiento | Porcentaje de | Velocidad media de | Tiempo medio de
germinaciéon (PG) germinaciéon (VMG) germinaciéon (TMG)
T1 (Control) | 2,25+0,35 A 1,1040,14 A 25,05+0,0 A
7
T2 3,00+0,70 A 1,05+0,23 A 26,62+0,1 C
3
T3 19,00+4,24 B 8,03+1,82 B 25,76+0,0 B
6
T4 42,25+4,59 C 19,22+0,91 C 25,32+0,2 AB
9

7.5.Porcentaje De Germinacién (PG)

En el PG se presentd diferencias significativas en el tratamiento T4, con
temperatura de 10°C durante 30 dias para un total de 720 horas frio, con un
mayor PG con 42,25+4,59 % (Figura 1), en relacion con los demas tratamientos
evaluados. El tiempo frio influy6é en el PG, incrementando la germinacion en la
semillas de Passiflora quandrangularis L., en relacion con el testigo que fue baja
y erratica, se confirma la presencia de latencia endogena, impuesta por factores
a nivel embrional y puede ser dividida en morfologica (embrién sin desarrollar o
estado de madurez incompleta) y fisiolégica (factores internos del embrién),
(Hartmann et al., 1997).
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Figura 1. Comportamiento del porcentaje de germinacién para los tratamientos
con estratificacion fria y caliente.

La estratificacion en frio promueve la germinacion, producto de las
adaptaciones en el ambiente natural originaria de la especie (Manjkhola, 2003).

Se ha reportado que la estratificacion fria aumenta la sintesis de giberelinas y
disminuye la concentracion de inhibidores de germinacion en las semillas, como
el &cido abscisico (ABA) (Kulkarni, 2006). La exposicion al frio degrada el ABA
presente en las semillas a acido faséico y dihidroxifaséico, que son compuestos
inactivos, lo que, a su vez, aumenta la relacion GAs/ABA, para que ocurra la
germinacion (Davies, 2004).
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Las GAs presenta un efecto para activar el sistema enzimatico del embrion y
tiene efecto positivo en la estratificacion fria o de luz sobre la germinacion de
diferentes tipos de semillas caracterizadas por tener latencia fisiologica
(Balaguera et al., 2010).

Estos resultados fueron menores que los obtenidos por Carranza et al. (2016),
con la utilizacion de fitorreguladores giberelinas a 1.200 ppm y nitrato de potasio
al 4%, es probable que se deba al proceso de imbibicién y a la concentracion
de GAs, influyendo en una positiva respuesta en la germinacion. Los nitratos
han sido reportados por varios autores (Nonogak y Bewley, 2010; Carranza et
al., 2016), ellos podrian estimular la germinacién a través de otras vias, como
las implicadas en el metabolismo de las hormonas o después de haber sido
reducidos a nitrito, pudiendo acelerar el flujo metabdlico a través de la via de las
pentosas fosfato al incrementar indirectamente la oxidacion de NADPH
actuando, asi como un componente importante de traduccion de sefales.

7.6.Tiempo medio de germinacion (TMG)

En la Figura 2, se presentaron diferencias significativas en los tratamientos
evaluados para la variable TMG, con un menor tiempo el tratamiento control
(T1), con 25,05+0,07 similar comportamiento con el tratamiento T4 con
25,32+0,29, en el tratamiento T2, se obtuvo el mayor tiempo con 26,62+0,13, lo
cual nos indica el TMG para alcanzar una 50% de la germinacion de las semillas
en un tiempo de 25 a 26 dias.
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Figura 2. Comportamiento del tiempo medio de germinacién para los
tratamientos con estratificacion fria y caliente.

Autores como (Bewley, 1994) concluyen que la germinacion de las semillas solo
se presenta en limites bien definidos de temperatura, y que estos limites son
caracteristicos de cada especie, por lo que se requiere determinar las
temperaturas minima, 6ptima y maxima, siendo la temperatura 6ptima aquella
donde se alcanza el maximo porcentaje de germinacion en menor tiempo (Vilar,
2005).

Cardenas et al. (2010) reportaron que las semillas dormantes de Passiflora spp.
requieren escarificacion y temperatura alterna (20/30°C) para promover la
germinacion. La alternancia de temperatura puede producir cambios fisicos en

26



la cubierta de las semillas que favorecen la absorcion de agua e inducen la
germinacion (Balaguera et al., 2010).

La temperatura influye sobre el porcentaje final, la velocidad y uniformidad de la
germinacion, sobre la absorcion de agua por la semilla y por tanto, sobre las
reacciones bioquimicas que participan en el proceso de germinacion (Osipi y
Nakagawa, 2005).

Estos resultados estdn de acuerdo con Miranda et al. (2009) quienes
recomiendan para la germinacion de semillas de pasifloras en general,
temperaturas alternas entre 30 y 20°C y con la temperatura recomendada para
la germinacién de otras pasifloras (Brasil, 2009).

El resultado obtenido en esta variable dio un menor TMG, que los resultado
obtenidos por (Balanguera et al., 2010) en semillas de Passiflora edulis Sims,
sometidas a 360h de estratificacion a 4°C, con un tiempo medio de germinacion
de 19,7, dias.

Segun los resultados obtenidos (Cardenas et al., 2010), El factor mas
determinante en la germinacion de las semillas de P. ligularis, fue la
temperatura, independientemente de la accesion, las condiciones de luz, la
aplicacion exdgena de GA3 o escarificacion mecanica; son factores que afectan
la germinacion de esta especie de acuerdo con las condiciones de temperatura,
mostrando mejores resultados a 30/20°C en todos los casos.
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7.7.Velocidad Media De Germinacion (VMG)

Se presentd mayor VMG (Figura 2) en los tratamientos T4 con 19,22+0,91
semillas/dia seguido por el T3 con 8,03+1,82 semillas/dia, los tratamientos T1
(control) con 1,10+0,14 y T2 con 1,05+0,23 no presentaron diferencias
significativas. La VMG se incremento en referencia al tiempo de duracion en la
estratificacion. Estos resultados se dieron con un mayor tiempo de exposicion a
condiciones frias (10°C) con un aumento de las concentraciones de GAs en la
semilla. Los tratamientos con estratificacion favorece la activacion de GAsy los
procesos metabdlicas de la semilla. La pérdida de poder germinativo se ha
reportado para otras pasifloras, como P. edulis, mientras P. alata no presenta
problemas con el almacenamiento (Osipi y Nakagawa, 2005; Alves et al., 2006).

Los resultados obtenidos en esta investigacion, para la variable VMG, fueron
superiores a los reportados por (Balanguera et al., 2010) en semillas de
Passiflora edulis Sims, sometidas a 360 h de estratificacion a 4°C, con
cobertura, plastico negro, de 0,69 en 360 horas frio y 0,24 a 720 horas frio.

En otras pasifloras como la granadilla se han encontrado en la técnica de
estratificasion que concentraciones de 400 ppm de GAsz y KNOs al 0,1%
presentaron los mejores porcentajes de germinacion (Cardenas, 2011).
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Figura 3. Comportamiento de la velocidad media de germinacién para los
tratamientos con estratificacion fria y caliente.

Es probable en las semillas de los tratamientos con menor VMG, no se genero
la activacion metabdlica necesaria en las semillas, para iniciar el proceso de
germinacion, de igual forma la estratificacion en el caso del tratamiento T2, no
género la ruptura de la latencia reportada para Passiflora quadrangularis L,
tiempo inferiores a 240 horas frias no son suficientes en la regulacién de
GAs/ABA, necesaria para que ocurra la germinaciéon (Davies, 2004)

El ABA y las giberélinas son necesarias para la iniciacion de la latencia y la
germinacion de las semillas, respectivamente (Groot y Karssen, 1992; Matilla y
Matilla-Vazquez, 2008). El balance GAs/ABA determina la habilidad de las
semillas para germinar o las vias necesarias para la germinacion (White et al.,
2000; White y Rivin, 2000; Chibani et al.,, 2006; Finch-Savage y Leubner-
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Metzger, 2006). ElI N puede inhibir la latencia en la semilla al disminuir los
niveles de ABA en la semilla (Ali-Rachedi et al., 2004; Finkelstein et al., 2008).

Carranza et al. (2016), reportaron que con el uso de reguladores de crecimiento
sobre la germinacion de semillas de badea (Passiflora quadrangularis L.) en
condiciones de invernadero, incrementaron la velocidad de germinacion, con la
aplicacion exdgena de 1.200 ppm de GAs y 0,4% de KNO3 con 6,55 y 6,39
semillas/dia

La estratificacion causa cambios metabdlicos vy fisiologicos en la semilla que
involucran tanto al embrién como a las capas que lo recubren (Leubner-Metzger,
2005). Chien et al. (1998) reportaron que la estratificacion calida induce la
maduracion de los embriones poco desarrollados lo que permite superar la
latencia morfolégica. Mientras tanto, la estratificacion fria promueve el
crecimiento del embridn, reduce la sensibilidad y el contenido de &cido abscisico
y simultaneamente incrementa la concentracion y sensibilidad de las semillas al
acido giberélico (AGs) lo que supera la latencia fisiologica (Bewley, 1994).
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8. CONCLUSIONES

La estratificacion fria por un tiempo de 30 dias a 10°C, permiti6 la ruptura de la
latencia con un mayor porcentaje de germinacién, velocidad media de
germinacion y un menor tiempo medio de germinacion.

Las semillas de badea con exposicion al frio incrementaron los niveles de GAs
endogena, por lo cual se puede confirmar que se presenta una latencia de tipo
fisiolégica.
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