Efecto de la aplicacion de bacterias y enzimas microbianas pectinoliticas sobre la respuesta
germinativa de semillas de maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa)

Effect of pectinolytic microbial enzymes and bacteria application on germination response of

yellow passion fruit (Passiflora edulis var. flavicarpa) seeds

Villamarin-Raad David *'?, Rodriguez Bocanegra Maria Ximena 3, Rodriguez Pérez Loyla *

1. Estudiante de Biologia, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota D. C., Colombia. E-mail: villamarind@javeriana.edu.co

2. Estudiante de Microbiologia Industrial, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota D. C., Colombia.
3. Profesora de Microbiologia Industrial, Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA), Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad

Javeriana, Bogotéa D. C., Colombia. E-mail: loyla.rodriguez@javeriana.edu.co

4. Profesora de Biologia, Biologia de Plantas y Sistemas Productivos, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota D. C.,

Colombia. E-mail: mxrodriguez@javaeriana.edu.co

Resumen

El maracuyé (Passiflora edulis var. flavicarpa) es un fruto apetecido por su sabor y valor nutricional, por
lo que es cultivado en muchos paises, como Colombia. La produccion del fruto se realiza generalmente
a partir de semillas, las cuales tienen dormancia mecanica por la cubierta seminal, lo que dificulta su
germinacion y desarrollo, afectando el rendimiento en los cultivos. Este trabajo evalué la capacidad de
microorganismos pectinoliticos procedentes de la Coleccion de la Pontificia Universidad Javeriana para
degradar la cubierta seminal y facilitar la germinacion de semillas de maracuya. A partir de frutos de
maracuya del Huila, se extrajeron sus semillas y, por grupos, se lavaron con agua y Pectinex USPL.
Posteriormente, las semillas lavadas se expusieron a indculos y pectinasas de B. cereus y B. subtilis por
48 horas, y se evalud por 45 dias el nimero de semillas germinadas. Las semillas lavadas con Pectinex
y expuestas a pectinasas de B. subtilis tuvieron mayor porcentaje (11%) y velocidad de germinacion (1.91
semillas/dia) con significancia estadistica. El uso de pectinasas de B. subtilis, por lo tanto, podria ser

considerado en protocolos de acondicionamiento de semillas de maracuya en Colombia.
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Abstract

Yellow passion fruit (Passion edulis var. flavicarpa) is a desired fruit for its taste and nutritional value,
therefore is cultivated in many countries, as Colombia. The fruit production is usually made by seeds,
which have mechanic dormancy due to their hard coat, which complicates their germination and

development affecting the harvest yield. This study evaluated the ability of pectinolytic microorganisms
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from Pontificia Universidad Javeriana Collection to degrade the seed hard core and to contribute to
yellow passion fruit seeds germination. From yellow passion fruit from Huila, it was extracted their seeds
and by groups they were washed with water and Pectinex USPL. Later, the seeds washed were exposed
to inoculum and pectinases from B. creus and B. subtilis for 48 hours, and it was evaluated for 45 days
the number of sprouted seeds. The seeds washed with Pectinex and exposed to B. subtilis pectinases
showed highest germination percentage (11%) and rate (191 seed/day) with statistical significance. The
use of B. subtilis pectinases, therefore, could be considered in conditioning protocols for yellow passion
fruit seeds in Colombia
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Introduccion

El maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa) es una especie de la familia Passifloraceae de interés
comercial, industrial y cosmético (dos Santos et al. 2019, Molina-Hernandez et al. 2019) en Colombia y
en otros paises del mundo, al ser aprovechado su fruto como alimento por aportar vitaminas A y C,
carbohidratos y carotenoides (Vaca-Vaca et al. 2016, de Luna Souto et al. 2017, DANE 2019, Molina-
Hernandez et al. 2019). Por sus cualidades para la alimentacion, el fruto es producido en Australia, Sur
Africa, India, Ecuador, Pert y Colombia, siendo Brasil el mayor productor del mundo (DANE 2019). En
Colombia, en el 2017, se produjeron 138.590 toneladas de frutos (AGRONET 2017), siendo los
departamentos de Antioquia, Santander y Valle del Cauca los mayores productores (DANE 2019).

Con el fin de obtener rendimiento 6ptimo, el cultivo de maracuya requiere condiciones ambientales y
bioldgicas adecuadas para la produccion de frutos que cumplan con los estandares de calidad exigidos
en el mercado (Rindermann y Gomez 1999, Jaramillo et al. 2009). Por ello, para el establecimiento de
los cultivos se requieren semillas con adecuada calidad fisioldgica, es decir, semillas cuyas propiedades
conlleven a generar alta uniformidad en la germinacion, proceso que inicia con la ruptura de la testa, y
finaliza con la protrusion de la radicula (Adkins et al. 2002). Este proceso ocurre en tres etapas: entrada
controlada de agua a la semilla (imbibicién) por la diferencia de potencial hidrico entre la semilla y el
medio; reactivacion del metabolismo del embridn en la que se presentan degradacion y translocacion de
reservas energéticas, entre otras actividades metabdlicas; y crecimiento del embrién por division celular

y elongacion de la radicula, que resulta en la ruptura de la testa por la radicula (Doria 2010, Escobar
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2011, Villamizar 2012). La semilla es el 6rgano de propagacion empleado en la reproduccion sexual de
Passiflora spp. (Doria 2010, Gil et al. 2015), la propagacion mas utilizada por los cultivadores por evitar
la autoincompatibilidad que surge por la propagacion asexual (esquejes) (Suassuna et al. 2003, Copete
2011, Colombo et al. 2019), e incrementar la variabilidad genética, generando individuos con alta calidad
genética y fisioldgica (germinacién mas rapida y sincrénica, mayor vigor de plantulas y tolerancia a
plagas y enfermedades) (Copeta 2011, da Silva et al. 2020). Para el 6ptimo crecimiento y desarrollo de
plantas de maracuya, se requiere temperatura de 24 a 28°C, altitud de 1.300 m.s.n.m, humedad relativa
de 60 a 70%, y luz solar promedio de 8 h diarias (DANE 2019); ademas de un adecuado suministro de
agua durante todo el ciclo de vida, debido a que el estrés por sequia disminuye el crecimiento vegetativo
en 50 a 75%, afectando la calidad del fruto, al reducir su contenido de pulpa (Mendes et al. 2019).

Respecto a las condiciones biologicas, los cultivos de maracuya requieren semillas con una adecuada
calidad fisiologica que favorezca la germinacion; sin embargo, bajo condiciones naturales, la
germinacion de estas semillas es inhibida por dormancia (Mendiondo y Amela 2009, Shu et al. 2016,
Colombo et al. 2019). La dormancia es un conjunto de mecanismos morfoldgicos, fisicos y fisioldgicos
(Shu et al. 2016), que previenen la germinacién cuando las condiciones no son favorables para el
desarrollo del individuo (Kimura et al. 2015). La dormancia se cataloga como dormancia primaria si sus
mecanismos son inducidos y regulados desde la formacion de la semilla por la planta madre, el estado
de maduracion del fruto y caracteristicas de la cubierta seminal, entre otras; y dormancia secundaria si
es generada por condiciones ambientales (Escobar 2011, Naranjo de los Reyes et al. 2014, Scheler et al.
2015, Coughlan et al. 2017, Fischer et al. 2018, Song et al. 2019). La cubierta seminal es la estructura
de proteccion que presentan las semillas de Passiflora spp., compuesta por dos capas: la mas externa es
la testa y la capa mas interna es el tegmen (Cardenas-Hernandez et al. 2011, Naranjo de los Reyes et al.
2014). La testa es una cubierta gruesa que otorga a la semilla proteccion mecanica (Naranjo de los Reyes
et al. 2014). La semilla de maracuya presenta una estructura asociada, el arilo, una cubierta carnosa que
rodea a la semilla, que contiene inhibidores de la germinacion que estan en contacto con la semilla
(Colombo et al. 2019). La testa y el arilo protegen la semilla durante periodos de condiciones adversas,
evitando que inicie la germinacion en condiciones que podrian perjudicar el crecimiento y la viabilidad
del individuo; sin embargo, también pueden retrasar o inhibir el proceso de germinacion, ain bajo
condiciones adecuadas (Shu et al. 2016). El proceso de germinacion de semillas de Passiflora spp. es
inhibido por dormancia exdgena mecanica, debido a que la testa impide el desarrollo del embrion al
restringir la protrusion de la radicula, y exdgena quimica, debido a que la semilla esta expuesta a

inhibidores de la germinacién procedentes del arilo (Delanoy et al. 2006, Colombo et al. 2019). Adicional
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a esto, se propone que las semillas de maracuya también presentan dormancia exdgena fisica, atribuida
a la testa, que limita la entrada de agua a la semilla durante la imbibicion y evita la reactivacién de los
procesos de respiracion metabdlica, necesarios para dar inicio al desarrollo (Adkins et al. 2002,
Villamizar 2012, Kimura et al. 2015). Ademas, se afirma que la semilla de maracuyé presenta dormancia
enddgena de tipo morfoldgico, debido a semillas viables con embriones inmaduros, y de tipo fisioldgico,
por la presencia de inhibidores de la germinacion en contacto con el embridn (dos Santos et al. 2015).

Considerando lo anterior, para el establecimiento de cultivos de maracuya se emplean semillas cuya
germinacién presentan baja uniformidad y alta asincronia o que no germinan por no tener adecuada
calidad fisioldgica, lo que afecta el crecimiento y desarrollo del cultivo, generando baja productividad
(Ozarowski y Thiem 2013). Para romper la dormancia de las semillas se aplican técnicas o tratamientos
pre-germinativos, como los acondicionamientos fisioldgicos o “priming”, que someten a las semillas a
procesos de hidratacion y aireacion controlada para reactivar el metabolismo y reducir el nimero de
semillas dormantes y homogenizar la germinacion (Escorbar 2011, Mahmood et al. 2016). Uno de los
acondicionamientos fisiolégicos mas conocidos, es el “biopriming”, que somete a las semillas a un medio

gue contiene compuestos bioldgicos, como inoculos microbianos (Mahmood et al. 2016).

Los “biopriming” basan su técnica en exponer semillas en un medio que les proporcione compuestos
necesarios para la germinacion (Mahmood et al. 2016), por ejemplo: enzimas degradadoras de los
polisacaridos constituyentes de la pared vegetal como lignina, celulosa y pectina (Yambe y Takeno 1992,
Céardenas-Hernandez et al. 2011, Ahmadloo et al. 2014, Levesque-Tremblay et al. 2015, Scheler et al.
2015). La pectina vegetal es un componente presente en las capas mas externas de la pared celular: pared
primaria y lamina media, que otorga soporte, resistencia y unién estructural a las células y tejidos
vegetales (Reignault et al. 2008). Este polisacarido estd compuesto por cadenas del aztcar reductor, acido
D-galacturénico, unido por enlaces o 1-4, aunque también esta presente, en menor cantidad, L-ramnosa
y L-arabinosa (Hoondal et al. 2002, Reignault et al. 2008). La pectina es degradada por pectinasas
producidas por microorganismos como bacterias y hongos fitopatdgenos (Wojtasik et al. 2016, Romero-
Perdomo et al. 2017) que emplean la accién de estas enzimas durante el proceso de colonizacion e
infeccion, al degradar la pared vegetal de las células, disminuyendo la rigidez de los tejidos vegetales y
facilitando su penetracion por el patdgeno (Valencia et al. 2011, Dees et al. 2017). A pesar de esto, las
pectinasas han sido descritas como factores que podrian contribuir en el proceso de germinacién (Yu et
al. 2016, Roman-Ponce et al. 2017, Romero-Perdomo et al. 2017, Walitang et al. 2017). Asi, el uso de

microorganismos pectinoliticos podria ser una alternativa ambientalmente amigable que ayude al
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agricultor a reducir el efecto que la dormancia genera en la germinacion de semillas de maracuya
(Mabundza et al. 2010), al debilitar la cubierta seminal (Werker 1997), y promover la germinacién, como
lo reporta Yambe y Takeno (1992) en semillas de rosa (Rosa multiflora) expuestas a pectinasas, y
Walitang et al. (2017) en semillas de arroz, al inocular las bacterias pectinoliticas Xanthomonas sp. y
Microbacterium sp. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la exposicion de
bacterias y enzimas pectinoliticas como acondicionamiento fisiol6gico (“biopriming”) sobre la respuesta
germinativa de semillas de maracuya, lo que podria reducir el tiempo de germinacién, incrementar el
namero de semillas germinadas, asi como aumentar la uniformidad en el proceso de germinacion y
favorecer el establecimiento de plantas y posteriores etapas de desarrollo del cultivo, contribuyendo a la
productividad en cultivos de maracuya.

Materiales y metodologia
Poblacion de estudio y muestra

La poblacion del estudio se obtuvo a partir de un lote de frutos de maracuya procedentes de un cultivo

de 1.5 afos establecido en el Municipio de Timana, vereda Las Mercedes, departamento Huila.

Las bacterias, hongos filamentosos y levaduras evaluados hacen parte de la Coleccion de
Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana (CMPUJ) reportados como pectinoliticos. La

fase experimental se llevo a cabo en el laboratorio 131, edificio 50 (UNIDIA).
- Revision de literatura de especies bacterianas y fungicas pectinoliticas

Se realizd una buasqueda de articulos cientificos en el buscador integrado (Ebscohost) utilizando
herramientas proporcionadas por la Biblioteca de la Pontificia Universidad Javeriana, en el periodo
comprendido entre 2000-2019, usando palabras clave del tema anidadas con operadores booleanos para
construir las cadenas de consulta; Pectin* AND (“seed germination” or PGPR or “plant growth
promoting rhizobacteria”) NOT (gen* or genome or molecular), Pectinolytic* AND (fungi or bacteria)
AND (germination or dormancy). A partir de la informacién obtenida con respecto a microorganismos

reportados en estudios realizados, se solicitd a la CMPUJ cepas de las especies reportadas disponibles.

- Evaluacion semicuantitativa de actividad pectinolitica



Para seleccionar entre las cepas entregadas por CMPUJ las bacterias y hongos con mayor actividad
pectinolitica, se prepararon suspensiones bacterianas en solucion salina ajustadas a 0.2 unidades de
absorbancia a 540 nm (equivalente a 10® células/mL) en espectrofotdmetro Thermo Scientific Genesys
20, y suspensiones flingicas (filamentosos y levaduriformes) de 107 células/mL por conteo en camara de
Neubauer. Se sembraron 5 uL de cada suspensién en tres discos de papel filtro de 5 mm de didmetro
colocados en una caja de Petri con medio pectina 1% - carragenina (pectina citrica de baja metilacion
(10 g/L), sulfato de amonio (0.5 g/L), cloruro de calcio (0.5 g/L), fosfato monobasico de potasio (0.1
g/L), fosfato dibasico de potasio (0.1 g/L), triptosa (1 g/L) y carragenina (20 g/L), pH 7.3) por triplicado.
Las cajas de Petri fueron incubadas a 25°C por 48 horas para bacterias y levaduras, y por 5 dias para
hongos filamentosos. Luego del tiempo de incubacion, se reveld el halo de hidrélisis con lugol, y se
midio el radio del halo (mm) a partir de la colonia. Las cepas que generaron los halos de hidrolisis de

mayor tamafio fueron seleccionadas para la evaluacion cuantitativa de actividad pectinolitica.
- Evaluacion cuantitativa de actividad pectinolitica

A partir de indculos bacterianos y fingicos preparados como se menciono anteriormente, se sembraron
300 uL de cada una de las suspensiones por cuadruplicado en frascos compota estériles de 100 mL con
30 mL de caldo pectina 1% (pectina citrica de baja metilacion (10 g/L), sulfato de amonio (0.5 g/L),
cloruro de calcio (0.5 g/L), fosfato monobasico de potasio (0.1 g/L), fosfato dibasico de potasio (0.1 g/L)
y triptosa (1 g/L), pH 7.3) en agitacion a 25°C a 120 r.p.m. por 5 dias para bacterias y levaduras, y 7 dias
para hongos filamentosos. Para determinar el dia de mayor produccion de pectinasas, se realiz6 una curva
de actividad pectinolitica para cada cepa evaluada cuantificando azucares reductores liberados mediante
la técnica de DNS (acido-2,3-dinitrosalicilico). Cada 24 horas del periodo de cultivo, se extrajeron 1.2
mL de cada cultivo. Las muestras se centrifugaron a 10.000 r.p.m. por 20 minutos. A partir del
sobrenadante, se tomaron tres alicuotas de 250 uL para la evaluacion de la actividad pectinolitica, y otra
alicuota del mismo volumen para cuantificar azlcares reductores en la muestra (blanco muestra). Las
reacciones de actividad pectinolitica se llevaron a cabo mezclando 250 uL del extracto crudo de cada
microorganismo (caldo de cultivo centrifugado) con 250 uL del sustrato (pectina citrica de baja
metilacion 1% en buffer acetato de sodio 0.05 M pH 5), e incubandolas a condiciones de prueba: 40°C
por 1 hora. Luego se centrifug6 la mezcla a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos, y se cuantificaron con DNS
los azlcares reductores liberados (4cido D-galacturdnico) por la reaccion enzimatica a 540 nm (Miller
1959). La actividad enzimaética fue definida como las micromoles de acido D-galacturdnico liberadas por

minuto por litro (umol &cido D-galacturénico/min*L) bajo las condiciones de prueba. Se empled un
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blanco absoluto (500 uL de buffer acetato de sodio 0.05 M pH 5), un blanco sustrato (250 uL de sustrato
pectina 1% y 250 uL del buffer empleado), un blanco cultivo (500 uL de caldo pectina 1%) y un blanco
muestra (250 uL del extracto crudo de cada proceso de fermentacién, y 250 uL del buffer empleado). El
blanco sustrato fue usado para ajustar la absorbancia durante la lectura del blanco muestra, del blanco
cultivo y de las reacciones de actividad enzimética. Los blancos fueron evaluados bajo las mismas
condiciones de prueba y de determinacion de actividad enzimatica. Se prepar6é una curva patron con
acido D-galacturénico SIGMA G-2125 (0.1 a 3 g/L). A partir de los resultados se seleccionaron dos
bacterias y dos hongos con mayor actividad pectinolitica para evaluar su efecto sobre la respuesta

germinativa de semillas de maracuya.
- Caracterizacion morfo-fisiologica de frutos de maracuya

Los frutos fueron caracterizados a partir de pardmetros morfo-fisioldgicos: como: diametro polar y
ecuatorial (mm), peso del fruto, de la pulpa y de la cascara (g), grosor de la cascara (mm), color del fruto
y de la pulpa (escala Pantone), numero de semillas y solidos solubles totales de la pulpa (°Brix). Se midio
con calibrador el diametro polar, determinando la longitud del fruto desde el &pice hasta la base, el
diametro ecuatorial, midiendo la longitud transversal del fruto, y el grosor de la cascara abriendo el fruto.
El peso del fruto, de la pulpa y de la cascara se determinaron con balanza analitica. EI color del fruto y
de la pulpa se establecié comparando el color con la escala Pantone. Los sélidos solubles totales (°Brix)

se determinaron colocando 1 mL de pulpa en refractometro.

- Preparacion de tratamientos de acondicionamiento fisioldgico

A partir de las cepas seleccionadas en la evaluacion cuantitativa, se prepararon suspensiones en caldo
pectina 1% ajustadas a 10® células/mL para bacterias y 107 células/mL para hongos (filamentosos y
levaduriformes). Adicionalmente, se prepararon extractos enzimaticos, segun el dia de mayor produccion
de pectinasas de cada microorganismo. Se tomo agua destilada como control absoluto y caldo pectina
1% como control negativo. Con el fin de comparar la respuesta germinativa en semillas de maracuya
sometidas a las pectinasas microbianas respecto a un producto a base de pectinasas empleado para
facilitar la remocion del arilo, Pectinex USPL, se prepar6 una suspension del producto. La suspensién
del producto y los extractos enzimaticos fueron diluidos a una misma concentracion (31.07 UP) (Tabla
1).

- Aplicacion de tipo de lavado y acondicionamientos fisioldgicos (disefio experimental factorial)



Las semillas con arilo procedentes de frutos con grados Brix entre 12 y 15 (Jaramillo et al. 2009) se
mezclaron en un recipiente. La mezcla fue dividida en dos grupos dependiendo del método de lavado
para remover el arilo: grupo LAVADO-A, semillas lavadas con agua destilada, y grupo LAVADO-P,
semillas lavadas con Pectinex USPL (0.5 mL/L por 100 g de pulpa por 3 horas). Luego, las semillas se
extendieron sobre una mesa recubierta con papel Kraft a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad, hasta obtener un contenido de humedad de 8 a 10%. Posteriormente, las semillas fueron
empacadas en bolsas de papel y mantenidas en un lugar fresco y oscuro. Cada tres dias se registro el
contenido de humedad de una muestra de 0.5 g de semillas en un medidor OHaus (MB45) con protocolo
de secado de 100°C por 30 minutos. Las semillas sin arilo fueron desinfectadas por inmersion en etanol
70% y colocadas en solucion de hipoclorito de sodio 5% por 20 minutos (Flores et al. 2012); posterior a

esto, las semillas fueron lavadas con agua destilada estéril hasta retirar el hipoclorito totalmente.

Los tratamientos corresponden a un disefio experimental factorial de dos factores: tipo de lavado de
semillas y acondicionamiento fisioldgico (Tabla 1). Cada tratamiento comprendio cuatro réplicas de 100
semillas (ISTA 2006). Para la aplicacion de los tratamientos, se colocaron 400 semillas en tubos Falcon
de 50 mL y se adicionaron 25 mL de la suspension correspondiente al acondicionamiento. Los tubos se
agitaron continuamente por 48 horas a 120 r.p.m. Posteriormente, las semillas fueron secadas sobre papel,
en oscuridad a temperatura ambiente, registrando el contenido de humedad, con el protocolo de secado
previamente descrito, hasta alcanzar un valor de contenido de humedad de 8 a 10%. Luego, en cabina de
flujo laminar, se coloraron 100 semillas en cajas plasticas sobre papel absorbente familia® dispuesto en
forma de acordeon. Las semillas se humedecieron con 17 mL de agua destilada estéril (Ogorek 2016).
Las cajas plasticas fueron ubicadas en un cuarto a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad,
manteniendo la humedad dentro de las cajas para evitar la desecacidn de las semillas e inducir dormancia

secundaria.

Tabla 1. Disefio experimental del ensayo de germinacion de semillas in vitro.

Factor 1: Tipo de lavado de semillas

Pectinex USPL

Disefio experimental factorial Agua 05glL 100 g de pulpa)
.5 g/L por g de pulpa
(LAVADO-A) (LAVADO-P)
© c | Absoluto: agua destilada (AGUA)
ontroles
g :g é Negativo: Caldo pectina 1% (CALDO)
= T
§ S qé Suspension producto Pectinex USPL (PECTINEX)
(&)
< | Tratamientos bacterianos Suspension en caldo pectina 1% (108 células/mL) (BACTERIA)




Extracto enzimético (BACTERIA-E)

Tratamientos fangicos Suspension en caldo pectina 1% (107 células/mL) (HONGO)

(levaduras) Extracto enziméatico (HONGO-E)

Tratamientos fungicos

(filamentosos) Extracto enzimatico (HONGO-E)

- Evaluacion in vitro de la respuesta germinativa de semillas de maracuyéa por efecto de tipo de
lavado y acondicionamiento fisioldgico

Cada tres dias por un periodo de 45 dias se registré el nimero de semillas germinadas por tratamiento,
teniendo como criterio la protrusion de radicula de 5 a 10 mm de longitud. Con los resultados de nimero

de semillas germinadas por dia, se determinaron los siguientes parametros e indices:

- Capacidad de germinacion (CG): Porcentaje de semillas germinadas al final de la evaluacion
respecto al total de semillas empleadas en la prueba.
- Indice de tasa de germinacion (GRI): Velocidad de germinacion segin el total de semillas

germinadas (Gn) en un intervalo de tiempo en dias (Tn).
GRI=GlUT1+G2/T2+ G3/T3 +...Gn/Tn

- Valor pico (VP): Tasa de germinacién, expresada como el maximo cociente de la division del
numero acumulado de semillas germinadas y el numero de dias.

- Germinacion media diaria (MDG): El porcentaje acumulado de semillas germinadas al final del
periodo de prueba, divido por los dias de prueba.

- Valor de germinacién (VG): El producto entre el valor pico y el indice de tasa de germinacion,

un indicativo de velocidad germinativa.
VG = MDG * VP

- Tasa de germinacion Rso: Indicador de velocidad de germinacion segun el dia en que germina el
50% de las semillas empleadas en la prueba.
- Tasa de germinacion Rso’: Indicador de velocidad de germinacion segun el dia en que germina el

50% de las semillas respecto al total germinado al final de la prueba.
Anélisis de datos

Por medio del software R Studio version 3.6.1, se realiz6 una prueba de ANOVA (p<0.05) y una prueba
post hoc de Tukey (p<0.05) para seleccionar las bacterias y hongos con actividad pectinolitica
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significativamente mayor para ser empleadas para prueba de germinacion, y para determinar la tendencia

en los valores de grados Brix de los frutos del lote. Para analizar el efecto del lavado, los

acondicionamientos fisioldgicos y su interaccion sobre la respuesta germinativa de semillas de maracuya

se usO una prueba de ANOVA de dos vias (p<0.05) y una prueba post hoc de Tukey (p<0.05) para

reconocer diferencias significativas entre los tratamientos evaluados.

Por razones de la cuarentena y disposiciones del Gobierno Nacional, la Alcaldia de Bogota y la PUJ, la

prueba de germinacion con pectinasas fangicas y la evaluaciéon de germinacién hasta plantula intacta no

se realizaron.

Resultados

Revision de literatura de especies bacterianas y fungicas pectinoliticas

La busqueda de literatura reportd especies de 47 géneros bacterianos, en los que se encontraban
PGPR como Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Rhizobium spp., y fitopatégenos como Dickeya
spp. y Pectobacterium spp. Se encontraron reportes de 43 géneros de hongos pectinoliticos, 34
filamentosos, en los que destacaban fitopatogenos como Botrytis spp., Fusarium spp. y
Penicillum spp., y 9 levaduras, principalmente Candida spp., Kluyveromyces spp. y Pichia spp.
(Material suplementario 1). Se solicitaron al CMPUJ 12 cepas bacterianas y 13 cepas fungicas (7
filamentosas y 6 levaduriformes). Adicionalmente, se tomaron 5 cepas fangicas (5 hongos
filamentosos) del cepario de UNIDIA (Unidad de Investigaciones Agropecuarias) para la
evaluacion de actividad pectinolitica semicuantitativa (Material suplementario 2).

Evaluacion semicuantitativa de actividad pectinolitica

Las bacterias que generaron un halo de hidrolisis de mayor tamafio fueron las especies de
Bacillus: Bacillus cereus (4+0.008 mm), Bacillus licheniformis (4+£0.13 mm) y Bacillus subtilis
(3£0.007 mm). Los hongos filamentosos que produjeron halos de mayor radio fueron Botrytis sp.
(10+0.003 mm), Epicoccum sp. (6+0.007 mm), Paecilomyces lilacinus (6+0.004 mm),
Paecilomyces variotti (8+£0.005 mm), Penicillium sp. (8£0.005 mm) y Penicillium chrysogenum
(10+0.005 mm). Respecto a las levaduras, Cryptococcus neoformans generé mayor halo (2+0.001
mm) (Figura 1). Para el ensayo de cuantificacion de actividad pectinolitica, se seleccionaron las
cepas de B. cereus, B. licheniformis, B. subtilis, Botrytis sp., Epicoccum sp., P. lilacius, P.

variotti, Penicillium sp. y P. chrysogenum por presentar la mayor actividad enzimatica entre las
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cepas evaluadas. No se selecciond ninguna levadura debido a que mostraron baja actividad

pectinolitica respecto a los otros microorganismos.

Bl Bacterias
. Bl Hongos filamentosos
B Hongos levaduriformes

Halo de hidrolisis (mm)
i

Phoma sp.

Rhizopus sp. CMPUJHO041
Trichoderma sp. CMPUJH017
Candida albicans CMPUJH022
Candida glabrata CMPUJH024

Botrytis sp.
Candida tropicalis CMPUJH029

Colletotrichum sp.
Penicillium sp.

Epicoccum sp.
Penicillium chrysogenum CMPUJHO061

Mucor rouxii CMPUJH054

Bacillus cereus CMPUJ 094
Paecilomyces lilacinus CMPUJH047

Bacillus licheniformis CMPUJ 386

Bacillus subtilis CMPUJ 075
Enterobacter cloacae CMPUJ 283 =
Klebsiella pneumoniae CMPUJ 095 =
Lactobacillus fermentum CMPUJ 413 =

Candida krusei CMPUJH026

Micrococcus luteus CMPUJ 265 =
Cryptococcus neoformans CMPUJHO066
Saccharomyces cerevisiae CMPUJH042

Lactobacillus plantarum CMPUJ 411 =
Lactobacillus rhamnosus CMPUJ 412 =
Rhizobium radiobacter CMPUJ 471 -1
Serratia marcescens CMPUJ 093 =
Staphylococcus aureus CMPUJ 370 =
Aspergillus fumigatus CMPUJHO003
Paecilomyces variotti CMPUJHO012

Microorganismos seleccionados para la evaluacion enzimatica

Figura 1. Evaluacion semicuantitativa de actividad pectinolitica de cepas microbianas entregadas por el

CMPUJ en medio pectina 1% - carragenina.

- Evaluacion cuantitativa de actividad pectinolitica

En el ensayo de cuantificacion de actividad pectinolitica bacteriana, la prueba de ANOVA mostro
diferencias significativas (p<0.05) en los valores de unidades pectinoliticas de bacterias y hongos
(Material suplementario 3). Se observaron diferencias significativas en los valores iniciales de
actividad pectinolitica del dia 0, que podria atribuirse a induccion de produccién de pectinasas
previa a la inoculacion. Al final del periodo de evaluacion, segun la prueba post hoc de Tukey,
las bacterias que produjeron significativamente mayor cantidad de pectinasas fueron B. cereus en
el dia 3 (31.07+0.95 UP) y B. subtilis el dia 4 (44.48+0.97 UP), mientras B. licheniformis obtuvo
los menores valores (26.03+£0.21 UP). Respecto a las especies fungicas, Botrytis sp. (464.05+4.55

UP) y P. variotti (307.97+£0.61 UP) sintetizaron significativamente méas pectinasas que los otros
11



hongos, alcanzando en el dia 5 y el dia 3, respectivamente, su maxima actividad pectinolitica,
seguido por Epicoccum sp. (231.00+0.94 UP) y P. chrysogenum (214.65+1.73 UP), que no
presentaron diferencias significativas en su produccién enziméatica maxima, conseguida el dia 3,
mientras, que P. lilacinus (192.50+0.20 UP) y Penicillium sp. (158.16+0.67 UP) produjeron la
menor cantidad de pectinasas. P. lilacinus y Penicillium sp. alcanzaron su maxima produccion el
dia 4y el dia 7 respectivamente (Figura 2 y Material suplementario 4). Por lo cual, se escogi6 a
B. cereus, B. subtilis, Botrytis sp. y P. variotti como los microorganismos cuyas pectinasas serian

evaluadas como posibles promotores de la germinacién del maracuya.

—~ 50=
o
2 —— Bacillus cereus
© 40-
2 —=— Bacillus licheniformis
2 30- —— Bacillus subtilis
=
o
Q 20—
°
3
'S 10+
g
0 1 1 1 1 1 ||
0 1 2 3 4 5
Tiempo (Dias)
o
=)
S 400- —— Botrytis sp.
£ ——  Epicoccum sp.
2 300+ . .
= —— Paecilomyces lilacinus
Q
2 200- —_  — Paecilomyces variotti
E —— Penicillium sp.
- 100+ - —— Penicillium chrysogenum
(&)
<
0 1 1 || 1 1 || || ||
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (Dias)
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Figura 2. Actividad pectinolitica de los microorganismos seleccionados. Actividad pectinolitica bacteriana: B.
cereus, B. licheniformis y B. subtilis (A). Actividad pectinolitica fungica: Botrytis sp., Epicoccum sp., P. lilacinus,
P. variotti, Penicillium sp. y P. chrysogenum (B).

Caracterizacion morfo-fisiol6gica de frutos de maracuyé

Los resultados correspondientes a los parametros morfo-fisiol6gicos se muestran en la Tabla 2.
Los frutos de maracuya presentaron didmetro polar promedio de 110.08+11.56 mm y diametro
ecuatorial promedio de 89.62+7.20 mm. El peso fresco promedio del fruto fue de 250.46+53.96
g, el peso promedio de la pulpa de 107.94+34.96 y el peso promedio de la céascara de
143.82+34.82 g. El grosor de la céscara fue de 8.44+2.18 mm en promedio. El color de los frutos
vario desde verde (115 escala Pantone) hasta amarillo (121 escala Pantone), y el de la pulpa,
desde amarillo (136 escala Pantone) hasta naranja (150-158 escala Pantone), siendo el amarillo y
el naranja, respectivamente, los colores predominantes en los frutos (Material suplementario 5).
En promedio cada fruto contenia 381+112.35 semillas. EI promedio de grados Brix fue de
12.22+2.77°Brix. Para la prueba de germinacion in vitro, se seleccionaron las semillas con
contenido de humedad entre 8 a 10%, procedentes de los frutos con 12 a 15°Brix (Jaramillo et al.
2009)

Tabla 2. Parametros morfo-fisioldgicos de frutos de maracuya.

Diametro Diametro  Peso ?::JI; r Grosor Peso Peso Clcjnllo; Ndmero SSOC;::SIZ SS
polar ecuatorial ~ fruto | cascara  cascara | P pl de |
(mm) (mm) @ (escala (mm) @ pulpa (g) (escala semillas tota_es
Pantone) Pantone) (°Brix)
. 143.82 107.94
Promedio 110.08 89.62 250.5 - 8.44 (57%) (43%) - 381 12.22
Amarillo Naranja
Valor 251.93 221.79 claro
MAXIMo 144.25 119.28  456.6 (121) 15.39 (55%) (48%) (150) 584 15
24.8%
18.8%
Verde Amarillo
Valor claro 74.19 10.41 palido
minimo 80.6 71.79 146.5 (379) 478 (50%) (7%) (123) 72 4
0.99% 0.99%

Respuesta germinativa de semillas de maracuya por efecto de tipo de lavado vy
acondicionamiento fisiologico

Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) por efecto de los factores evaluados: tipo de
lavado, acondicionamiento fisiolégico y la interaccion tipo de lavado*acondicionamiento
fisiologico para CG, GRI, VP, MDG, VG, Rso’ (Tabla 3). La prueba de ANOVA indico que el

lavado fue el factor que tuvo mayor influencia en VG. El factor acondicionamiento tuvo mas
13



influencia en Rso’, y la interaccion tipo de lavado y acondicionamiento fisiologico fue la que mas
influyo en los indices CG, GRI, VP y MDG (Tabla 3). El efecto de los tratamientos sobre la
germinacion se debe principalmente a la interaccion entre los factores (Tabla 3). Las semillas
sometidas a LAVADO-P (con Pectinex USPL) presentaron los valores mas altos en CG, GRI,
VP, MDG, VG (Tabla 4). El acondicionamiento fisiologico P-CALDO influencié
significativamente valores mas altos de CG, GRI, VP, MDG y VG, mientras en Rso’ los
acondicionamientos que promovieron los valores mas altos fueron BCEREUS y BCEREUS-E
(Tabla 4). Por lo tanto, el tratamiento P-CALDO fue el que mas favorecid la germinacion de
maracuya, mostrando estadisticamente mayor nimero de semillas germinadas a mayor velocidad
(Figura 3, Figura 4a y 4b). No hubo diferencias significativas en la Rso’ por efecto de los lavados,
y tampoco por los acondicionamientos, a excepcion de P-PECTINEX y P-BSUBTILIS, que
registraron valores estadisticamente mas bajos, sin diferencias significativas entre ellos (Tabla 4).
Ninguno de los tratamientos influencié CG de semillas de maracuya mayor a 50%, por lo que la

Rso no fue calculada.

Tabla 3. Resultados del error de media de cuadrados de la prueba de ANOVA para indices de respuesta germinativa
de acuerdo con el tipo de lavado y al acondicionamiento fisioldgico.

Fuente de variacion Grados CG GRI VP MDG VG Rso’
de
libertad
Tipo de lavado 1 546.88***  60.646*%**  0.499***  (0.270 ***  (.787*** 103.88**

Acondicionamiento 6 520.79%** 57.878%**  (568*** (257  (0.607%**  126.83%%*

fisiol6gico
Tipode 13 BEOLT*** 62262  (.644%%*  0276%**  (.715%%*  125.06%**
lavado*Acondicionamiento
Promedio - 7.1964 2.3974 0.2573 0.1602 0.1357 13.09
CcVv - 1.6108 1.6108 1.5210 1.6108 3.1394 0.4159

**% = n<(.001, ** = p<0.01, * = p<0.05.

Tabla 4. Resultado de la prueba post hoc de Tukey entre los niveles de factor de tipo de lavado y acondicionamiento
fisioldgico.

Factor de disefio Nivel de factor de disefio CG GRI VP MDG VG Rso’
Tipo de lavado LAVADO-A 4071" 1.357P 0.163® 0.091® 0017b 14.4532
LAVADO-P 103212 34382 035228 0.229° 0.254° 11.7292
Acondicionamiento AGUA 4000 1.333bc  0.164¢ 0.089 0.020° 14.100
fisiolégico
PECTINEX 3.000¢  0999¢ 0.125°¢ 0.067° 0.014® 8625
CALDO 24875% 8291° 08142 05532 0.803% 14.831%®
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BCEREUS 4.750° 1580 0.144°¢ 0.105° 0.016°  17.7192

BCEREUS-E 4875 1.620° 0.125°¢ 0.110° 0.016°  17.656%
BSUBTILIS 1.000 ¢ 0.334°¢ 0.046° 0.023°¢ 0.003° 5.344°¢
BSUBTILIS-E 7.875° 2.625° 0.383° 0.176° 0.078° 13.361%

Letras diferentes indican diferencia significativa.

La Figura 3 muestra que la CG de semillas de maracuyé en ninguno de los tratamientos de
LAVADO-A super6 el 10%, siendo A-PECTINEX el que mayor CG tuvo, 5.75%, sin mostrar
diferencias significativas respecto a los otros tratamientos de LAVADO-A, mientras que en
LAVADO-P, dos tratamientos mostraron germinacion superior al 10%: P-CALDO (46.5%) y P-
BSUBTILIS-E (11%), siendo P-CALDO significativamente mayor al resto de tratamientos. Sin
embargo, P-BSUBTILIS-E a pesar de tener el segundo mayor porcentaje, no fue estadisticamente
diferente a P-BCEREUS (6.25%), P-BCEREUS-E (4.75%), A-AGUA (4.5%), A-PECTINEX
(5.75%), A-BCEREUS-E (5%) y A-BSUBTILIS-E (4.75%). P-CALDO inici6 su fase
logaritmica 6 dias despues de siembra (DDS) y finalizd 21 DDS, 15 dias después, alcanzando CG
de 40%, y dando inicio a la fase estacionaria. Durante su fase estacionaria, P-CALDO alcanzé 39
DDS su maxima CG. Por otro lado, las semillas de P-BSUBTILIS-E comenzaron a germinar 9
DDS. Su fase logaritmica duré 12 dias, terminado 21 DDS, donde alcanz6 CG de 10%. En P-
BSUBTILIS-E, 33 DDS, alcanz6 su CG maxima durante su fase estacionaria. Ninguno de los
tratamientos germin6 después de 9 DDS. Los valores de CG mas bajos, menores a 0.5%,
correspondieron a P-PECTINEX y P-BSUBTILIS. En los dos lavados, la CG del inéculo de B.
cereus superd la de B. subtilis, sin diferencias significativas. P-CALDO, en todos los indices, fue
estadisticamente mayor a los otros tratamientos, con excepcion del indice Rso’, en el que no se
evidencié diferencias estadisticas entre los tratamientos, excepto por P-PECTINEX y P-

BSUBTILIS que mostraron los menores valores (Figura 4a 'y 4b y Material suplementario 7).

15



Germinacion de P. edulis LAVADO-A
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Figura 3. Curvas de germinacion por efecto del tipo de lavado y de acondicionamientos fisioldgicos sobre la
capacidad de germinacion de semillas de maracuya. Porcentaje de semillas germinadas lavadas con agua (A) y
con Pectinex USPL (B), bajo el efecto de los acondicionamientos fisiolégicos con agua ((-AGUA), Pectinex USPL
(-PECTINEX), caldo pectina 1% (-CALDO), inéculo de B. cereus (-BCEREUS) y B. subtilis (-BSUBTILIS),
enzima de B. cereus (-BCEREUS-E) y enzima de B. subtilis (-BSUBTILIS-E).

Se repitid la prueba estadistica, excluyendo el tratamiento P-CALDO para determinar si habia

diferencias significativas en la respuesta germinativa por las bacterias y sus pectinasas en
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ausencia de este tratamiento (Figura 4a y 4b). No se evidenciaron diferencias significativas
(p<0.05) por el factor tipo de lavado en la mayoria de indices, mientras que el factor
acondicionamiento fisioldgico y la interaccién entre factores favorecieron significativamente CG,
GRI, VP, MDG, VG, Rso’. El acondicionamiento fue el factor que tuvo mayor influencia en la
CG, GRI, VP, MDG, VG, Rso’; seguido por la interaccion. EI LAVADO-A tuvo mayor influencia
en Rso’. El acondicionamiento P-BSUBTILIS-E favorecié mayor CG, GRI, VP, MDG, VG,
mientras que el indculo con B. cereus favorecid valores mas altos de Rso’. La CG fue
significativamente mayor en P-BSUBTILIS-E (11%) con respecto a otros tratamientos, excepto
a P-BCEREUS (6.25%). Los resultados de GRI y MDG mostraron la misma tendencia que CG,
lo indica que P-BSUBTILIS-E y P-BCEREUS incrementaron la velocidad de germinacion de
semillas por dia. EI VP indico que P-BSUBTILIS-E y A-BSUBTILIS-E, generaron la mayor tasa
de germinacion de semillas sin mostrar diferencias significativas entre ellos, pero siendo P-
BSUBTILIS-E significativamente mayor a los otros tratamientos. EI VG mostr6 que P-
BSUBTILIS-E generé germinacion significativamente mas rapida que los otros tratamientos.
Con excepcion de las semillas sometidas a los tratamientos P-PECTINEX y P-BSUBTILIS, que
no mostraron respuesta germinativa de semillas, no hubo diferencias significativas en la Rso’ de
los tratamientos. La prueba fue repetida con los indculos y las enzimas de ambas bacterias para
comparar el efecto de las cepas de Bacillus sobre la respuesta germinativa de las semillas. El
LAVADO-P y P-BSUBTILIS-E fueron el lavado y acondicionamiento respectivamente, que
tuvieron mayor influencia en la germinacion de semillas de maracuya. Los resultados de CG,
MDG y VP no variaron respecto a la prueba sin P-CALDO, por lo que las semillas sometidas al
tratamiento P-BSUBTILIS-E mostré los valores mas altos. La GRI y VG indicaron que P-
BSUBTILIS-E aumenta significativamente la velocidad de germinacion de las semillas. Las
pectinasas bacterianas no generaron diferencias significativas en la Rso’. El indculo con B. subtilis
redujo significativamente la respuesta germinativa de las semillas de maracuya. El efecto de B.
cereus sobre la germinacién de semillas correspondié principalmente a la interaccion lavado-
acondicionamiento, sin generar diferencias significativas entre las semillas bajo los tratamientos,
mientras que los resultados de B. subtilis sobre la germinacion en las semillas de maracuyé se
debieron a la accién del acondicionamiento por parte del in6culo y del extracto enzimatico, y no

por el lavado o la interaccidn entre los factores (Figura 4a y 4b).

17



Capacidad de germinacion (CG)
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Figura 4a. indices de respuesta germinativa: CG, GRI y VP de semillas de maracuya por efecto de los tratamientos

aplicados.
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Figura 4b. indices de respuesta germinativa: MDG, VG y Rs' de semillas de maracuya por efecto de los

tratamientos aplicados.

Discusion

La baja actividad de las cepas empleadas en la evaluacidn de semicuantitativa de actividad pectinolitica

pudo deberse a que las cepas entregadas por el CMPUJ, al provenir de un banco de conservacion,

pudieron haber perdido o tener atenuada su capacidad de producir pectinasas, a pesar de estar en un

medio que indujera la produccion de pectinasas, posiblemente por la aparicién de mutaciones durante el

proceso de transferencia seriada (pases celulares) en las que el microorganismo se adapté a las

condiciones de cultivo de conservacién, lo que repercutié en que no hubo induccién de la actividad
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pectinolitica (Henao et al. 2006, Pinzdn et al. 2009). Las tres especies de Bacillus estan reportadas como
microorganismos empleados en distintas industrias por su alta capacidad de produccién de pectinasas
(Venkatanagaraju y Divakar 2017), siendo B. subtilis el mayor productor de pectinasas en distintos
trabajos de comparacion de produccion de enzimas pectinoliticas entre especies de Bacillus (Ouattara et
al. 2011, Oumer y Abate 2018). Bacillus mostré mayor actividad comparado con Rhizobium radiobacter.
Esta reportado que algunas especies de Bacillus tienen la capacidad para reproducirse con mayor
velocidad en sustratos vegetales respecto a Rhizobium spp., como lo demuestra el trabajo de Sudto y
colaboradores en 2008, donde, se evidencio que, en distintos desechos vegetales de origen agricola, B.
subtilis crecid mas rapido que Rhizobium sp., lo cual podria implicar, que para degradar el material
vegetal y desarrollarse, B. subtilis produce pectinasas y otras enzimas hidroliticas, en mayor

concentracion que Rhizobium sp.

Los reportes de Botrytis spp., Paecilomyces spp. y Penicillium spp. catalogan a estos hongos como
fitopatdgenos y Epicoccum spp. como patdgeno secundario (Valdez et al. 2009, Benomari et al. 2018,
Braga et al. 2018, Heidarian et al. 2018, Coutinho et al. 2020), que emplean pectinasas para invadir al
hospedero. La alta actividad enzimatica de Botrytis sp. podria deberse a su capacidad de sintetizar amplia
variedad de enzimas degradadoras de los componentes de los tejidos vegetales: celulosa, hemicelulosa,
pectina, etc; como celulasas y distintos tipos de pectinasas: poligalacturonasas, pectin liasas y pectin
metil esterasas, entre otras (Hwi-Geon et al. 2017, Hu et al. 2018, Kamaruzzaman et al. 2020), lo que lo
ha posicionado como el segundo hongo fitopatdgeno mas perjudicial en diferentes cultivos en mas de
200 especies vegetales (Shah et al. 2009, AbuQamar et al. 2017). P. variotti tuvo la mayor actividad
pectinolitica, despues de Botrytis sp., 1o que es consistente con el trabajo de Patil et al. (2012), donde se
aislaron microorganismos de desechos vegetales ricos en pectina, y P. variotti mostré mayor actividad
pectinolitica respecto a aislamientos de los géneros Penicillium, Fusarium, Rhizopus y bacterias y

levaduras.

Respecto a los frutos de maracuya, segin Fonseca y colaboradores en 2017 para Pasifloras: 50 a 150 mm
de didmetro polar y 50 a 100 mm de didmetro ecuatorial; el tamafio de los frutos del lote se encuentra en
el promedio, mientras, que Casaca et al. (2005) sugiere que el promedio del diametro polar es 60 a 80
mm, y el del didmetro ecuatorial de 40 a 80 mm. Castro et al. (2009) proponen que el promedio del
diametro polar es 60 a 120 mm y del diametro ecuatorial es 60 a 70 mm, por lo que los frutos del lote,
en promedio, son grandes. Para Casaca et al. (2005) y Castro et al. (2009), un fruto de buena calidad

comercial debe tener peso mayor a 130 g y contenido de pulpa mayor al 33% y de color amarillo, lo cual
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es similar a los resultados de este trabajo. EI numero de semillas de los frutos del lote fue mayor al valor
promedio reportado para maracuya: 250-300 semillas (Casaca et al. 2005, Jaramillo et al. 2009), y segun
Castro et al. (2009) 350 semillas. Los frutos de maracuya son comercialmente maduros cuando su
contenido de solidos solubles totales es de 13 a 18°Brix, y de acidez titulable total de 17 a 35 mg acido
ascorbico / 100 g de pulpa (Casaca et al. 2005, Castro et al. 2009). En contraste, Jaramillo et al. (2009)
proponen que frutos con 12°Brix y 20 mg acido ascérbico / 100 g son considerados comercialmente
maduros y con calidad para emplearse en mercados. El valor de solidos solubles totales (°Brix) y acidez
titulable total (mg acido ascérbico / 100 g pulpa) se consideran indicadores de maduracion del fruto ya
que la concentracion de azucares como sacarosa en el fruto (solidos solubles) aumenta a medida que el
fruto madura; asi, concomitantemente, la concentracion de acidos orgénicos en el fruto disminuye al ser
empleados como sustratos energéticos y convertidos a carbohidratos (Kishore et al. 2011, Moreno y
Deaquiz 2016, Fischer et al. 2018). Por lo que los frutos del lote evaluado, al tener promedio de
12.22°Brix, cumplen con calidad comercial. Respecto a las semillas, segin Kundu y colaboradores en
2020 en semillas ortodoxas, como las semillas de Passiflora, existe una correlacion entre el grado de
maduracion y el contenido de humedad, en el que semillas maduras tienen menor contenido de humedad
respecto a semillas inmaduras, por lo que el contenido de humedad alcanzado por las semillas durante el
periodo de secado pudo haber contribuido al proceso de maduracion de las semillas y a su capacidad para
germinar (Mendiondo y Amela 2009, Newton et al. 2013, Li et al. 2018). Los parametros evaluados en
la caracterizacion morfo-fisioldgica indican que, a pesar de provenir del mismo lote y tener la misma
edad de cultivo, habia diferencias entre los grados Brix de los frutos del lote (Material suplementario 6).
Esto implica que los frutos o las plantas madre, en el cultivo, podrian haber estado expuestos a
condiciones ambientales y bioldgicas que incidieron en la madurez del fruto, y en los valores de grados
Brix (Zoecklein et al. 2010, Fischer et al. 2018, Ndukwe y Baiyer 2019), debido a que la planta madre
regula genéticamente muchos mecanismos relacionados con el tiempo de maduracion del fruto, y con
dormancia, en el caso de las semillas (dos Santos et al. 2015, de Luna Souto et al. 2017), adicionalmente,
en su trabajo, Chavarria-Perez et al. (2020) menciona que el genotipo en individuos del género
Passiflora, como Passiflora alata, difiere segun las condiciones ambientales, el lugar de cultivo y el
tiempo de cosecha, generando variacion en distintos atributos morfosiologicos de los frutos de Passiflora
alata, como: peso del fruto, longitud y didametro del fruto, cantidad de pulpa y grados Brix, entre otros.
Las diferencias en los valores de grados Brix de los frutos del lote también pudieron deberse a variaciones
genéticas entre las plantas madre que incidieron en la maduracion de los frutos, lo que a su vez repercute

en la calidad genética de las semillas y su maduracion, debido a que la maduracion del fruto es un proceso
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que influye en la maduracion de las semillas (Pinzon et al. 2007, Escobar 2011). Por lo tanto, la calidad
genética de la planta madre afecta la calidad genética de la semilla, incidiendo en el proceso de
maduracion de la semilla, a partir de la que se producira la planta madre. La madurez de la semilla esta
determinada por su valor de peso seco y su contenido de humedad, la cual alcanza el maximo valor de
peso seco cuando ha madurado, influyendo en la dormancia de la semilla y su capacidad para germinar
y producir plantas de adecuada calidad que en la etapa de fructificacion produciran frutos (dos Santos et
al. 2015, Fischer et al. 2018, Kundu et al. 2020).

Los resultados de las pruebas de germinacion indican que el factor lavado tuvo un efecto promotor en la
CG por el lavado con Pectinex USPL. Este producto a base de pectinasas, segun su ficha técnica y
Cabrera y colaboradores en 1997, tiene actividad poligalacturonasa, una de las principales enzimas
degradadoras de la pectina (Rajulapati et al. 2018). Por lo que, las poligalacturonasas junto con otras
pectinasas, podrian haber degradado la pectina de la testa y reducir su rigidez estructural, facilitando la
ruptura de la testa y, concomitantemente, la protrusion de la radicula, favoreciendo la germinacion
(Yambe y Takeno 1992, Wojtasik et al. 2016). La influencia en la CG por el acondicionamiento con
caldo podria deberse a que el &cido D-galacturonico pudo actuar como una fuente de carbono adicional
a la principal fuente energética otorgada por las reservas de carbohidratos que son usadas en el proceso
de germinacion (Doria 2010). Otros trabajos de germinacion con Passiflora edulis, en los que evaluaban
diferentes métodos de acondicionamiento fisioldgico para promover la germinacion, determinaron que
tratamientos pre-germinativos de imbibicion con glucosa 10%, suministraban a las semillas una fuente
de energia suplementaria a la requerida para las reacciones metabolicas de germinacion y desarrollo de
la radicula (Mabundza et al. 2010, Ghosh et al. 2017), y favorecian la germinacién respecto a otros
tratamientos, como escarificacion quimica con H2SO4 a diferentes tiempos. Esta reportado que las plantas
podrian emplear el acido D-galacturonico como fuente de carbono para producir energia para el
crecimiento y desarrollo (Richard y Hilditch 2009), ademas pueden oxidar el acido D-galacturénico a
galactarato, que es metabolizado y convertido en acido ascorbico (Gallie 2013, Venkatesh 2014). El
acido ascérbico, en plantas, es un metabolito precursor de reacciones del metabolismo primario y esta
encargado de la regulacion de la division celular, por lo que ha mostrado actividad promotora del
crecimiento vegetal. Por lo tanto, el acido D-galacturénico del medio de cultivo, podria haber sido
utilizado como fuente de carbono y/o metabolizado a &cido ascérbico, y empleado en la etapa de
fosforilacion oxidativa de la respiracion aerobia para suplir el alto requerimiento energético para el

crecimiento del embridn con el subsecuente desarrollo de la radicula durante la germinacion.
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El efecto de la interaccion entre el lavado y el acondicionamiento fue el que mas influencio la respuesta
germinativa de semillas de maracuyd. Por lo que la aplicacion conjunta del lavado con Pectinex USPL,
al degradar la pectina de la cubierta seminal, y el acondicionamiento con acido D-galacturénico y con
pectinasas de B. subtilis, en P-CALDO y en P-BSUBTILIS-E, respectivamente, fueron los que
promovieron la germinacién de semillas de maracuya. En contraste, la baja CG de las semillas de
maracuya en la mayoria de los tratamientos de la prueba in vitro podria deberse a que los tratamientos
no conllevaron a reducir el efecto inhibitorio de la dormancia presente en semillas de Passiflora spp.
sobre la CG (Carranza et al. 2016). Los valores més altos de CG de P-CALDO comparado con A-
CALDO podria deberse a que las pectinasas del Pectinex USPL fueron mas eficaces en la remocién del
arilo y de compuestos inhibidores presentes en él, y de haber degradado la pectina que conforma la lamina
media y la pared secundaria de la pared celular de la testa, haciéndola mas delgada y disminuyendo su
rigidez, lo que, al mismo tiempo, facilitaria la entrada de agua y del oxigeno a la semilla y la reactivacion
de los procesos metabolicos (Yambe y Takeno 1992, Adkins et al. 2002, Mendiondo y Amela 20009,
Doria 2010, Walitang et al. 2017).

En las curvas de germinacion, la fase logaritmica de P-CALDO indica que el efecto del lavado y el
acondicionamiento no favorece un inicio temprano de la germinacion, debido a que las semillas de
maracuya sometidas a otros tratamientos germinaron a partir de 6 DDS. Sin embargo, P-CALDO
favorece valores altos de CG, que podrian deberse al aporte energético del caldo pectina hacia el
desarrollo y elongacion de la radicula, y al lavado que favorece la protrusion de la radicula al reducir la
rigidez de la testa. Por lo tanto, el Pectinex USPL podria haber contribuido a reducir la restriccion por
dormancia quimica, mecanicay fisica, y el acido D-galacturénico del medio de cultivo, podria haber sido
usado como fuente de carbono y/o metabolizado a acido ascorbico, empleado en la etapa de fosforilacion
oxidativa de la respiracion aerobia para suplir el alto requerimiento energético que conlleva el desarrollo
del embrién y protrusion de la radicula durante la germinacién, e incrementando el nimero de semillas
germinadas y su velocidad de germinacion. Las semillas sometidas a P-SUBTILIS-E iniciaron la
germinacion 3 dias después de P-CALDO. En este trabajo, las semillas iniciaron el proceso de
germinacion entre 6 y 9 DDS. Esta reportado que las semillas de maracuya segun las condiciones
ambientales y la influencia de la dormancia pueden tardar en germinar desde diez dias hasta un mes, e
incluso tres meses (Brugnara et al. 2018, Colombo et al. 2019). La similitud en los periodos de inicio del
proceso de germinacion podria deberse a factores moleculares implicados en la regulacion del inicio de

germinacion (Cabin et al. 1997, Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006, Holdsworth et al. 2008, de Luna
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Souto et al. 2017), y no por efecto de los tratamientos, al no evidenciarse heterogeneidad en el inicio de

la fase logaritmica en las curvas de germinacion.

En el caso de P-BSUBTILIS-E, su diferencia respecto a P-BCEREUS-E pudo ser por diferencias
funcionales en el coctel enzimatico especifico de cada bacteria, y que pudieron haber degradado de forma
diferente la pectina. Por ejemplo, en el trabajo de Ouattara y colaboradores en 2011, que buscaba entre
seis especies de Bacillus, incluidas B. subtilis y B. cereus, las que produjeran mayor cantidad de un tipo
de pectinasas, las pectato liasas, bajo un mismo sustrato (cocoa), selecciond a B. subtilis como el segundo
mayor productor de la enzima, mientras que B. cereus fue considerado como un productor pobre. Ambos
Bacillus estan reportados como productores de poligalacturonasas, una de las enzimas mas empleadas
por fitopatogenos para degradar la pectina de los tejidos del hospedero vegetal (Swain y Ray 2010,
Kumar y Suneetha 2016, Kohli et al. 2017), ademas, el género Bacillus, ha mostrado la capacidad de
producir pectin metilesterasas en sustratos vegetales, como cocoa (Ouattara et al. 2008). Las pectato
liasas, las poligalacturonasas y las pectin metilesterasas son las principales depolimerizadoras de la
pectina (Gophane et al. 2016 y Rajulapati et al. 2018), por lo que el efecto de P-BSUBTILIS-E en la
germinacion pudo deberse a una alta degradacion de la pectina por el efecto conjunto del lavado con
Pectinex USPL y de la exposicion a las enzimas bacterianas, que facilito la protrusion de la radicula al
reducir el efecto de la dormancia mecanica sobre la germinacion, adicionalmente, los resultados del valor
pico podrian indicar que las pectinasas de B. subtilis pudieron contribuir a una germinacion homogénea
y sincronizada en P-BSUBTILIS-E y A-BSUBTILIS-E. Segun los valores de Rso’, estas pectinasas, no
incrementan la velocidad a la que las semillas alcanzan el 50% de su germinacion total, aunque aumentan

el nimero de semillas que germinan, si son previamente lavadas con Pectinex USPL.

Las semillas sometidas al indculo de B. cereus alcanzaron los mayores valores de germinacion respecto
a B. subtilis. Este resultado pudo deberse a la capacidad de estas cepas de Bacillus para producir auxinas,
B. cereus y B. subtilis estan reportados como productores de auxinas en medios con presencia y ausencia
de triptéfano (Khan et al. 2017, Wagi y Ahmed 2019, Tang et al. 2020). Las auxinas son moléculas
reguladoras del crecimiento y desarrollo vegetal, que han mostrado la capacidad de promover el
desarrollo vegetal y disminuir el tiempo requerido de germinacién (Khalaf y Raizada 2016). B. cereus
produce auxinas en mayor cantidad que B. subtilis (Wagi y Ahmed 2019), por lo tanto, el medio de
cultivo al tener fuente de triptéfano (triptosa) en su composicion, pudo inducir la produccion de auxinas,
lo que generdé mayor germinacion y velocidad de germinacion por parte de las semillas de maracuya

sometidas a inéculos de B. cereus comparado a las semillas sometidas a inéculos de B. subtilis. La
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produccion de auxinas varia segun la fuente de carbono en el que la bacteria se desarrolle (Wagi y Ahmed
2019), por lo que la pectina del medio pudo haber reducido la produccion de auxinas en B. subtilis,
generando baja respuesta germinativa.

Los resultados demuestran la capacidad de pectinasas microbianas para aumentar la velocidad
germinativa de semillas de P. edulis, al exponerlas a acondicionamiento fisiolégico de tipo “biopriming”
con enzimas que favorecen al proceso de germinacion, como en el trabajo de Ahmadloo et al. (2015): En
semillas de Crataegus pseudoheterophylla expuestas a concentraciones de pectinasas 2%, se evidencio
un aumento en el porcentaje de semillas germinadas. Por el contrario, estas enzimas también son usadas
por fitopatdgenos como Pectobacterium spp., Dickeya spp. y Fusarium spp. para colonizar los tejidos
vegetales y generar enfermedades en el hospedero (Wojtasik et al. 2016, Dees et al. 2017, Ozturk et al.
2018), por lo que, en alta concentracion, podrian generar un efecto inhibidor en la germinacion, por
ejemplo: Yambe y Takeno (1992) observaron que suspensiones al 2% de enzimas con actividad
pectinolitica reducia el porcentaje de germinacion de semillas de Rosa multiflora por dafio al embrién al
degradar la semilla, suprimiendo la germinacion. En concordancia, la baja germinacion obtenida en P-
PECTINEX podria deberse a que las pectinasas del lavado y de los acondicionamientos degradaron la

semilla, afectando su capacidad para germinar.

Este trabajo muestra que lavar las semillas de maracuya con Pectinex USPL y exponerlas a acido D-
galacturonico aumenta el numero de semillas que germinan y disminuye el tiempo de protrusion de la
radicula; ademas, emplear pectinasas de B. subtilis contribuye a la germinacion homogénea en semillas
de maracuya. La aplicacién de acido D-galacturonico en semillas de maracuyé a nivel de cultivo puede
ser una practica poco viable por los costos que el acido D-galacturénico representa, por lo que emplear
otras fuentes de carbono también podria contribuir al proceso de germinacion (Mabundza et al. 2010,
Ghosh et al. 2017). A pesar de los resultados, la aplicacion de los tratamientos P-CALDO y P-
BSUBTILIS-E, no alcanzaron el nivel comercial aceptado, 80% de germinacion (Vieira et al. 2004,
Escobar 2011). Por lo que, la remocién del arilo con Pectinex USPL, junto con la aplicacion de otras
fuentes de carbono y pectinasas de B. subtilis en semillas de maracuyd, pueden ser consideradas en el
estudio de métodos de acondicionamiento fisiolégico en programas de investigacion interesados en

promover la velocidad y uniformidad de germinacion en cultivos de maracuya en Colombia.

Conclusiones
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La germinacion de semillas de maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa) es favorecida por el lavado
con Pectinex USPL por reducir el efecto de dormancia mecénica y fisica generada por la testa. El
acondicionamiento con pectina contribuye al metabolismo del proceso germinativo de semillas de

maracuya.

El uso de pectinasas de B. subtilis como acondicionamiento fisioldgico de tipo “biopriming”, en semillas
maduras de maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa) lavadas con Pectinex USPL, favorece su
germinacién por reducir el grosor y rigidez de la testa de la cubierta seminal, adicionalmente, favorece
la calidad fisioldgica de las semillas al inducir germinacion sincrénica y altos de porcentajes de
germinacién; Exponer semillas de maracuya a pectinasas de B. subtilis incrementa el nimero de semillas
que germinan y aumenta su velocidad de germinacion. Asi mismo, la actividad de pectinolitica de
inoculos de B. cereus contribuye a aumentar el niUmero de semillas que germinan. Por lo tanto, los
métodos de acondicionamiento fisiologico empleados en este estudio son procedimientos a tener en

cuenta en practicas que busquen contribuir al proceso de produccién en cultivos de maracuya.
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Anexos

- Material suplementario 1. Lista de microorganismos reportados como pectinoliticos.

Bacterias

Hongos filamentosos Hongos levaduriformes

Achromobacter sp.
Aerobacter sp.
Aeromonas sp.

Agrobacterium sp.
Alcaligenes sp.
Amycolata sp.

Arthrobacter sp.
Azospirillum sp.
Azotobacter sp.
Bacillus sp.
Bacteroides sp.
Beijerinckia sp.
Burkholderia sp.
Caulobacter sp.
Citrobacter sp.

Cladicellulosiruptor sp.

Clostridium sp.
Curtobacterium sp.
Dickeya sp.
Enterobacter sp.
Erwinia sp.
Escherichia sp.
Exiguobacterium sp.
Flavobacterium sp.
Klebsiella sp.
Lactobacillus sp.
Leuconostoc sp.
Microbacterium sp.
Micrococcus sp.
Moniliophthora sp.
Paenibacillus sp.
Pantoea sp.
Pectobacterium sp.
Pediococcus sp.
Phyllobacterium sp.
Pseudomonas sp.

Acremonium sp.
Annulohypoxylon sp.
Alternaria sp.
Aspergillus sp.
Botrytis sp.
Cephalosporium sp.
Chaetomium sp.
Cladosporium sp.
Colletotrichum sp.
Epicoccum sp.
Eupenicillium sp.
Fusarium sp.
Galactomyces sp.
Geomyces sp.
Gibberella sp.
Gliocladium sp.
Humicola sp.
Lentinus sp.
Mucor sp.
Neosartorya sp.
Neurospora sp.
Oidiodendron sp.
Paecilomyces sp.
Penicillium sp.
Phoma sp.
Polyporus sp.
Picnophorus sp.
Pseudogymnoascus sp.
Rhizopus sp.
Thelebolus sp.
Thermoascus sp.
Thermonospora sp.
Trametes sp.
Trichoderma sp.

Aureobasidium sp.
Candida sp.
Cryptococcus sp.
Cystofilobasidium sp.
Debaryomyces sp.
Kluyveromyces sp.
Pichia sp.
Rhodotorula sp.
Saccharomyces sp.
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Bacterias Hongos filamentosos

Hongos levaduriformes

Ralstonia sp.
Rhizobacterium sp.
Rhizobium sp.
Serratia sp.
Shinogobium sp.
Staphylococcus sp.
Stenotrophomonas sp.
Streptomyces sp.
Thermotoga sp.
Xanthomonas sp.
Yersinia sp.

Material suplementario 2. Lista de microorganismos empleados en la evaluacion de actividad pectinolitica.

CMPUJ

UNIDIA

Bacillus cereus CMPUJ 094
Bacillus licheniformis CMPUJ 386
Bacillus subtilis CMPUJ 075
Enterobacter cloacae CMPUJ 283
Klebsiella pneumoniae CMPUJ 095
Lactobacillus fermentum CMPUJ 413
Lactobacillus plantarum CMPUJ 411
Lactobacillus rhamnosus CMPUJ 412
Micrococcus luteus CMPUJ 265
Rhizobium radiobacter CMPUJ 471
Serratia marcescens CMPUJ 093
Staphylococcus aureus CMPUJ 370
Aspergillus fumigatus CMPUJH003
Mucor rouxii CMPUJH054
Paecilomyces lilacinus CMPUJH047
Paecilomyces variotti CMPUJHO012
Penicillium chrysogenum CMPUJHO061
Rhizopus sp. CMPUJH041
Trichoderma sp. CMPUJHO017
Candida albicans CMPUJH022
Candida glabrata CMPUJH024
Candida tropicalis CMPUJHO029
Candida krusei CMPUJHO026
Cryptococcus neoformans CMPUJH066
Saccharomyces cerevisiae CMPUJH042

Botrytis sp.
Colletotrichum sp.
Epicoccum sp.
Penicillium sp.
Phoma sp.
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- Material suplementario 3. Resultados del error de media de cuadrados de la prueba de ANOVA de la
actividad pectinolitica de los microorganismos seleccionados.

Grupo Grados de Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
microbiano libertad
Bacterias 36.67*** 87.18*** 74.59%** 168.85 ***  526.30*** 134.89*** - -
Hongos 456.77*** 1919.9*** 4934.0%** 15181*** 67693*** 82175%** 38268*** 50328***

*#% = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05.

- Material suplementario 4. Resultado de la prueba post hoc de Tukey de la actividad pectinolitica de los
microorganismos seleccionados.

Grupo Cepa Dia0 Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
microbiano microbiana
Bacterias B. cereus 17.6° 22.3b 26.2° 31.0° 27.6° 23.92
B. licheniformis ~ 15.3°¢ 19.5¢ 2330 26.0°¢ 225¢ 12.3¢
B. subtilis 21.32 28.62 31.82 38.92 4442 18.8b - -
Hongos Botrytis sp. 105.6 ¢ 112.1¢ 105.9¢ 229.0° 453.92 464.0° 33263 396.42
Epicoccum sp. 109.9 ¢ 180.02 190.8° 230.9° 69.5f 63.8f 69.8f 75.1°f
P. lilacinus 133.0 136.5b 146.0 ¢ 167.1°¢ 192.4¢ 104.6¢ 102.9¢ 117.5¢
P. variotti 122.2b 138.1° 2029 30792 2209t 24740 24910 21870
Penicilliumsp. ~ 120.0° 139.0° 14354 127.7¢ 138.7°¢ 143.3¢ 146.9¢ 158.1¢
P. chrysogenum  129.42 137.3° 160.4 ¢ 214.6° 209.2¢ 209.1¢ 206.8 ¢ 184.8°¢
Letras diferentes indican diferencia significativa.
- Material suplementario 5. Resultados de la caracterizacion morfo-fisioldgica.
Didmetro Didmetro  Peso Color Grosor Peso Peso Color NUmero Solidos
- fruto , . pulpa solubles
Fruto polar ecuatorial ~ fruto cdscara  céscara  pulpa de
(mm) (mm) @ (escala (mm) @ @ (escala semillas tota!es
Pantone) Pantone) (°Brix)
1 134.25 119.28  309.31 115 8.15 148.94 160.37 1505 500 15
2 144.25 111.07 30354 115 7.64 210.06 93.48 137 475 14
3 128.25 114.28  293.38 115 7.6 149.8  143.58 1505 555 15
4 95.14 90.05 205.74 115 6.23 118.61 87.13 N-21 323 13
5 116.46 94.92 309 115 8.22 156.67 152.33 1505 537 14
6 120.58 89.99 302.14 115 7.95 180.16 121.98 1505 378 8
7 106.35 88.78 245.23 116 8.32 140.74 104.49 137 422 13
8 123.45 96.29 342.85 108 14.82 206.41 136.44 158 490 15
9 113.64 92.47 247.74 121 6.96 158.11  89.63 N-21 345 15
10 112.28 96.16 276.06 115 6.35 133.71 142.35 N-21 543 15
11 141.85 92.4 323.22 113 7.26 137.95 185.27 158 557 14
12 117.45 94.05 321.99 109 9.32 161.37 160.62 123 495 13
13 100.64 90.14 271.5 109 6.9 128.73 142.77 129 584 14
14 103.54 96.86 205.94 114 15.39 170.07 125.87 137 361 13
15 114.27 83.78 226.76 109 9.05 113.24 11352 158 412 12
16 115.32 90.07 302.9 114 7.56 182.96 119.94 1505 296 13
17 127.61 81.52 205.35 3955 13.1 214.09 81.26 150 275 5
18 103.54 92.52 22957 115 8.76 117.18 112.39 151 220 11
19 113.27 84.83 197.1 108 9.61 13592 61.18 150 287 5
20 109.12 93.5 253.92 109 7.32 143.92 110 158 231 15
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Color

Color

Solidos

Diametro  Diametro Peso fruto Grosor Peso Peso ulpa NUmero solubles

Fruto polar ecuatorial  fruto (escala cascara  cascara  pulpa ([e)scgla de totales
(mm) (mm) (@) (mm) (@) (@) semillas o -

Pantone) Pantone) (°Brix)
21 96.18 84.93 175.37 109 5.07 92,89  82.48 1575 406 15
22 116.09 92.75 283.87 114 10.52 176.37 1075 158 386 15
23 117.84 88.6 267.33 106 9.78 155.11 112.22 137 393 14
24 114.09 99.25 22251 115 10.32 153.66  68.85 1575 251 11
25 127.55 88.42 317.92 113 11.2 169.52 1484 1505 460 12
26 95.75 84.32 157.04 114 8.74 91.8 65.24 1505 247 15
27 111.63 86.14 243.93 114 9.72 153.8  90.13 158 273 14
28 114.18 93.12 206.02 115 6.82 134.97 161.05 N-21 472 15
29 101.56 90.26 275.8 109 11.44 155.87 119.93 137 420 13
30 116.15 97.24 270.81 382 12.27 151.17 119.64 158 387 11
31 97.47 80.04 195.21 108 8.29 123.21 72 154 239 10
32 121.43 91.92 324.18 108 7.82 184.33 139.85 154 452 15
33 114.85 89.27 266.47 115 8.84 144,52 121.95 158 317 13
34 115.23 95.72 230.49 390 7.34 155.35 75.14 157 276 11
35 118.83 91.01 380.14 116 10.9 201.37 178.77 N-21 339 14
36 106.17 89.04 228.04 390 13.88 160.88 67.16 1575 196 8
37 133.46 84.35 287.49 108 9.21 149.43 138.06 150 325 13
38 100.32 92.83 210.12 121 10.29 107.7  102.42 157 323 11
39 112.42 92.32 249.52 121 9.48 186.24  63.28 150 207 15

40 111.05 79.45 197.63 108 11.49 95.74 101.89 157 484
41 120.03 84.33 183.2 106 5.91 106.18  77.02 1505 423

42 108.15 88.01 226.98 108 7.64 11358 1134 150 415 14
43 109.58 93.07 231.23 116 9.66 157.14  74.09 158 321 14
44 116.05 93.33 291.32 108 8.33 147.95 143.37 151 475 15
45 98.43 84.26 250.8 106 12.81 163.42 87.38 151 325 12
46 106.77 84.03 181.38 113 10.36 135.02  46.36 150 172 5
47 110.35 88.05 169.37 109 8.24 147.01 154.36 143 415 12
48 116.89 87.02 219.45 115 9.46 171.98  47.47 150 197 11
49 108.37 93.97 237.82 121 7.42 148.1  89.72 158 302 15
50 89.58 93.59 219.97 396 8.1 150.75  69.22 136 205 10
51 107.12 71.79 188.23 121 9.84 116.21 72.02 150 286 6
52 114.92 94.94 307.28 121 7.45 188.33 118.95 137 317 13
53 102.15 78.11 236.51 390 10.46 169.54 66.97 142 215 4
54 113.33 92.77 318.7 121 11.61 185.19 133.51 1505 376 8
55 122.95 91.25 297.65 121 6.61 173.32 124.33 137 345 12
56 105.89 84.56 280.85 129 9.23 159.64 121.21 150 419 13
57 98.6 80.01 217.42 115 7.56 131.56  85.86 150 205 10
58 100.21 88.35 257.96 121 7.56 130.39 127.57 150 372 13
59 101.52 82.94 190.97 397 10.31 111.92  79.05 150 241 11
60 108.32 83.07 220.47 399 8.92 123.3  97.17 136 365 11
61 105.57 84.43 210.7 395 6.2 111.92 98.78 150 374 10
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Color

Color

Solidos

Diametro  Diametro Peso fruto Grosor Peso Peso ulpa NUmero solubles

Fruto polar ecuatorial  fruto (escala cascara  cascara  pulpa ([e)scgla de totales
(mm) (mm) (@) (mm) (@) (@) semillas o -

Pantone) Pantone) (°Brix)
62 126.226 96.46 338.51 398 8.19 233.36 105.15 127 453 8
63 110.96 91.34 234.85 382 7.81 132.52 102.33 1505 529 9
64 94.07 83.85 149.9 121 8.63 104.86  45.04 150 186 13
65 80.6 79.22 162.44 121 5.94 84.75  77.69 142 281 15
66 100.64 74.91 157.26 121 5.37 97.15 60.11 150 295 13
67 120.94 92.63 243.16 394 6.84 124.32 118.84 158 440 14
68 92.69 90.43 263.56 131 8.22 126.44 137.12 1505 527 15
69 110.41 93.45 273.55 121 9.85 15498 118.57 143 502 14
70 109.63 89.39 246.35 121 6 118.43 127.92 143 513 13
71 98.19 88.69 224.6 114 6.78 107.34 117.26 143 323 14
72 111.92 91.81 277.73 3965 6.85 166.04 111.69 151 482 13
73 112.35 92.85 308.72 120 10.19 154.41 154.31 137 539 15
74 101.59 84.39 223.2 120 6.81 131.24  91.96 136 291 13
75 107.3 83.57 198.3 120 8.76 144.24  54.06 136 247 15
76 113.45 89.12 249.05 1215 6.3 125.19 123.86 1505 397 14
77 90.09 88.75 245.91 121 4.78 103.41 1425 1505 447 15
78 114.13 87.78 247.33 121 6.62 147.49 99.84 158 409 14

79 88.99 86.68 237.42 116 5.4 99.27 138.15 1585 413
80 109.85 88.5 262.34 1225 14.57 251.93 1041 142 72

81 99.1 90.75 204.78 107 5.48 12476  80.02 1585 437 13
82 114.18 89.23 245.95 121 7.64 154.64 91.31 136 468 11
83 105.94 83.31 228.34 121 6.71 115.06 113.28 150 505 13
84 85.17 79.27 149.27 121 6.76 74.19 75.08 136 387 15
85 114.16 93.14 268.6 120 6.12 150.13 118.47 1505 423 13
86 122.18 88.46 220 121 5.12 95.73  124.27 158 469 13
87 121.66 82.36 231.38 383 10.18 135.12  96.26 136 456 8
88 104.6 88.79 192.53 116 5.72 126.94  65.59 158 259 15
89 132.5 102.77 456.57 122 10.6 234,78 221.79 158 572 10
90 99.07 86.58 196.96 121 8.36 111.68 85.28 150 428 14
01 111.27 91.58 249.42 121 7.38 134.33 115.09 158 471 13
92 108.26 90.11 247.07 116 6.94 123.74 123.33 158 416 15
03 101.6 79.96 198.58 122 6.25 108.27  90.31 150 338 13
94 101.65 86.58 250.61 396 6.96 107.48 143.13 137 433 12
95 117.26 86.78 299.96 121 6.92 166.64 133.32 136 543 14
926 120.43 92.27 342.99 121 7.61 193.91 149.08 1575 584 12
97 93.35 85.35 216.16 121 7.36 9355 122.61 1575 324 12
08 100.7 81.76 146.52 120 8.54 88.69  57.83 137 231 14
99 97.59 93.54 224.42 379 8.85 122.12 102.3 150 410 11
100 104.28 107.95 357.06 122 6.82 209.63 147.43 137 573 13
101 121.3 91.67 253.43 381 8.75 152.25 101.18 158 510 8
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Material suplementario 6. Grados Brix de frutos de maracuya procedentes de la finca de Las Mercedes-

Timana-Huila.

Numero de frutos
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Material suplementario 7. Indices de respuesta germinativa de semillas de maracuya por los tratamientos

aplicados.

Tratamiento CG GRI VP MDG VG Rso'

A-AGUA 4.50+£3.11 0.93+0.73 0.76+£0.70 0.28+0.19 0.31+0.47 12.45+0.71
A-PECTINEX 5.75+2.36 0.994+0.25 0.71+0.10 0.36+0.15 0.26+0.14 15.00+4.24
A-CALDO 3.25+2.22 0.48+0.32 0.38+0.25 0.20+0.14 0.10+0.07 14.62+8.15
A-BCEREUS 3.25+1.89 0.48+0.36 0.33+0.19 0.20+0.12 0.08+0.10 18.75+2.87
A-BCEREUS-E  5.00+2.71 0.70+0.36 0.54+0.25 0.31+0.17 0.20+0.21 18.18+5.62
A-BSUBTILIS  2.00£1.41 0.36+0.25 0.30+0.21 0.12+0.09 0.05+0.04 10.68+5.20
A-BSUBTILIS-E 4.75£1.71 1.03+0.27 0.93#0.19 0.30+0.11 0.29+0.16 11.46+2.76
P-AGUA 3.50+2.08 0.56+0.36 0.43+0.26 0.22+0.13 0.12+0.12 15.75+1.5
P-PECTINEX 0.25+0.50 0.05%+0.10 0.05+0.10 0.02+0.03 0.00+0.01 4.50£3.00
P-CALDO 46.50+7.85 8.45+1.65 6.37+1.50 2.91+0.49 19.04+7.98 15.03+0.95
P-BCEREUS 6.25+0.96 0.94+0.09 0.69+0.10 0.39+0.06 0.27+0.07 16.68+2.15
P-BCEREUS-E  4.75+2.87 0.71+£0.47 0.52+0.32 0.30+£0.18 0.20+0.24 17.12+1.98
P-BSUBTILIS 0.00+£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
P-BSUBTILIS-E 11.00+2.83 1.91+0.62 1.49+0.53 0.69+0.18 1.09+0.57 15.25+2.51
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