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ABSTRACT

Bugallo, V.; Facciuto, G. 2021. Anatomical
and colorimetric components in flowers of
Passiflora species and hybrids with P. alata.
Horticultura Argentina 40 (102): 14-24.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/pgzc
nfdgb

Among the more than 500 known species of
Passiflora, 19 of them are native to
Argentina. In the framework of a breeding
program to obtain ornamental varieties
from native species, the objective of this
work was to know the anatomical and
colorimetric components that determine
flower color in Passiflora species and their
hybrids. For this, anatomical studies of the
cellular components of the epidermis of the
petals were carried out and the colorimetric
values on the CIEL*a*b* scale were
analyzed in 4 species (P. alata, P.
cincinnata, P. amethystina and P. caerulea)
and 6 hybrids of crosses with P. alata. All
the plants presented intracellular structures

with irregular spindle-shaped to granular
morphology, identified as anthocyanic
vacuolar inclusions (AVIs). AVIs were also
found as colored solid bodies in spherical,
rod and irregularly folded shapes in the
epidermal cells of the petals of P. alata and
with spherical to elongated morphologies in
P. cincinnata and in the P. alata x P.
cincinnata hybrid. These structures were
found in cells with accumulation of pigment
in the vacuole. No correlation was found
between the presence of solid AVIs and the
colorimetric parameters. The presence of
solid AVIs only in the hybrid among the
species with this character, suggests that
inheritance  would be  quantitative,
expressed as a threshold characteristic.

Additonal Keywords: Ornamental
breeding, native plants to Argentina,
interspecific  hybridization, CIEL*a*b*
scale, anthocyanic vacuolar inclusions.

14

Horticultura Argentina 40 (103): Sep. - Dic. 2021. ISSN de la edicién on line 1851-9342.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/pgzcnfdgb



Bugallo, V.; Facciuto, G. - Anatomical and colorimetric components in flowers of Passiflora..

RESUMEN

Bugallo, V.; Facciuto, G. 2021.
Componentes anatémicos y
colorimétricos en flores de especies de
Passiflora e hibridos con P. alata.
Horticultura Argentina 40 (102): 14-24.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/p
gzenfdgb

Entre las mas de 500 especies conocidas
de Passiflora, 19 de ellas son nativas de
Argentina. En el marco de un programa
de  mejoramiento  para  obtener
variedades ornamentales a partir de
especies nativas, el objetivo de este
trabajo fue conocer los componentes
anatdbmicos y colorimétricos que
determinan el color de flor en especies de
Passiflora y sus hibridos. Para ello, se
realizaron estudios anatémicos de los
componentes celulares de la epidermis
de los pétalos y se analizaron los valores
colorimétricos en P. alata, P. cincinnata,
P. amethystina, P. caerulea y 6 hibridos
de cruzamientos con P. alata. Todas las
plantas presentaron estructuras
intracelulares de morfologia irregular

filamentosa a granular, identificadas
como inclusiones vacuolares
antocianicas (AVIs) en las celulas
epidérmicas de los pétalos. También se
encontraron AVIs como cuerpos solidos
coloreados en formas esféricas, de
baston y plegados irregulares en los
pétalos de P. alata y con morfologias
esféricas a alargadas en P. cincinnata y
en el hibrido P. alata x P. cincinnata.
Estas estructuras fueron halladas en las
células con mayor acumulacion de
pigmento en la vacuola. No se encontro
correlacion entre la presencia de AVIs
solidas y los parametros colorimétricos.
La presencia de AVIs sélidas s6lo en el
hibrido entre las especies con esta
caracteristica, sugiere que su herencia
seria cuantitativa y se expresaria como
un caracter umbral.

Palabras claves adicionales:
mejoramiento de ornamentales, plantas
nativas de  Argentina,  hibridos
interespecificos, escala CIEL*a*b*,
inclusiones vacuolares antocianicas.

1. Introduccidn

Entre las mas de 500 especies conocidas de Passiflora, 19 de ellas son nativas de
Argentina (Deginani, 2001). Sus Ilamativas flores, rusticidad y la escasa dificultad para
la hibridacion interespecifica lo convierten en un género candidato para la obtencién de
variedades ornamentales. Entre las especies argentinas mas destacadas se encuentra P.
alata, con grandes flores de color rojo oscuro; P. cincinnata, con pétalos lila-violaceo; P.
amethystina, con corola azul y P. caerulea que, si bien posee flores blancas, aporta gran
rusticidad y tolerancia a bajas temperaturas (Bugallo et al., 2011). La hibridacion
interespecifica ha generado numerosas variedades ornamentales y, algunas de ellas fueron
obtenidas a partir de especies argentinas, como P. “Blue Carnival”, P. “Catherina
Howard”, P. “Jeeny”, P. “Lada”, P. “Linda”, P. “Rinconata” y P. “Vladena” (de
cruzamientos P. cincinnata x P. caerulea), P. “Excel” (de P. edulis f. edulis x P. caerulea)
y P. “Rattana” (de P. edulis f. edulis x P. edulis f. flavicarpa) (Ulmer & MacDougal,
2004).

El color de las flores es el resultado de complejas rutas metabolicas que reflejan la historia
evolutiva de un género (Clegg & Durbin, 2000). Entre los pigmentos vegetales se
encuentran los carotenoides y las betalainas de colores amarillo a rojo. Las antocianinas,
una clase de flavonoides derivados de la fenilalanina, son hidrosolubles y aportan colores
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desde el rojo, pasando por el violeta y hasta el azul. Estas Gltimas pueden modificar su
color segun la presencia de co-pigmentos, iones metalicos y la acidez del medio (Tanaka
et al., 2008).

Las antocianinas cumplen diversas funciones eco-fisioldgicas: proveen indicacion visual
a polinizadores y dispersores de semillas y protegen a las plantas de algunas condiciones
de estres (Pourcel et al., 2010; Grotewold, 2006). Las antocianinas son sintetizadas en
una ruta metabllica por accion de varias enzimas asociadas con el reticulo
endoplasmatico, en el citoplasma de las células y luego son incorporadas en las vacuolas
(van der Kooi et al., 2016; Zhao & Tao, 2015). En general, se encuentran uniformemente
distribuidas en el lumen vacuolar, sin embargo, en algunas especies, se acumulan en
estructuras discretas Ilamadas antocianoplastos o inclusiones vacuolares antocianicas
(AVIs = anthocyanic vacuolar inclusions) (Chanoca et al., 2015; Pourcel et al., 2010;
Zhang et al., 2006).

La presencia de AVIs se ha reportado en unos pocos cultivares ornamentales de Salvia,
Antirrhinum, Dianthus, Eustoma (lisianthus), Sinningia y Delphinium (Markham et al.,
2000). En el género Passiflora, se han encontrado AVIs de formas irregulares en P.
amethystina que, junto con la solucion coloreada dispersa en las vacuolas de algunas
células epidérmicas, explican el color azul de sus pétalos (Bugallo et al., 2017). La
presencia de AVIs poseeria un efecto intensificador del color de las flores o provocaria el
viraje hacia los tonos azules, observados en Eustoma y Dianthus (Markham et al., 2000).
El color de las flores es uno de los caracteres de mayor importancia en el mejoramiento
de plantas ornamentales (Noda, 2018). Si bien las cartas de color son ampliamente usadas
para establecer este parametro, generan errores por la subjetividad del muestreo (Cui et
al., 2019). En el estudio colorimétrico, la escala CIE L*a*b* (CIELAB) es un modelo
cromatico objetivo usado para describir todos los colores perceptibles por el 0jo humano.
Este método, descompone el color en tres parametros que representan la luminosidad de
color (L*), su posicion en una escala entre rojo y verde (a*) y en otra entre amarillo y
azul (b*) (Buckley & Giorgianni, 2015).

En el marco de un programa de mejoramiento para obtener variedades ornamentales a
partir de especies argentinas, el objetivo de este trabajo fue conocer los componentes
anatémicos y colorimétricos que determinan el color de flor en especies de Passiflora y
sus hibridos.

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal:

Se analizaron las flores de 10 genotipos de 4 especies nativas de Passiflora empleadas
como parentales en cruzamientos (1 genotipo de P. amethystina, 3 de P. caerulea, 2 de
P. cincinnata y 4 de P. alata) y 6 hibridos interespecificos correspondientes cruzamientos
de P. alata con las otras especies (2 P. amethystina x P. alata, 2 P. alata x P. cincinnata
y 2 P. alata x P. caerulea). Las flores fueron recolectadas en antesis, en horas de la
marfiana entre 1 y 4 horas después del momento de su apertura, ya que la duracion de cada
flor es de un dia. Los estudios se realizaron en abril y mayo del afio 2017. Todo el material
vegetal analizado pertenece a la coleccion in vivo del Instituto de Floricultura del INTA,
en Buenos Aires. La misma se mantiene bajo invernaculo con temperatura minima de
10°C.

2.2. Estudios anatémicos:
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Para estudiar el sitio celular donde se aloja el pigmento, se realiz6 una diseccién de la
epidermis adaxial de los pétalos de flores de las especies y de los hibridos interespecificos.
Para ello, se corto la superficie de los pétalos con un bisturi y se extrajo la capa superior
con una pinza (peeling). La muestra se montd en agua destilada en un portaobjeto, se
observd bajo microscopio Olympus BX 50 con campo claro y se fotografié con cdmara
digital Olympus C-5060.

A partir de las microfotografias, se analizo la superficie ocupada por cuerpos coloreados
en relacion con la superficie total de la célula que los contenia con el programa ImageJ.

2.3. Colorimetria:

Se tomaron valores del color en la parte central de la cara adaxial de pétalos de flores con
un colorimetro Minolta CR-321. Se registraron los datos en la escala CIELab (L =
luminosisdad, -a/+a = escala de verde a rojo, -b/+b escala de azul a amarillo). Cada
genotipo se evaluo en tres pétalos al azar de cada flor y en tres flores de cada genotipo.

2.4. Analisis de los datos:

Los datos de superficie relativa de cuerpos coloreados sobre total celular y los de
colorimetria se analizaron estadisticamente por medio de ANOVA con contraste entre la
suma de los cuadrados (BSS = between sum of squares), utilizando el programa InfoStat
(version 2013, Universidad Nacional de Cérdoba) (Di Rienzo et al., 2013).

3. Resultados y discusion

El estudio microscopico de las células de la epidermis adaxial de los pétalos exhibid
diferencias entre las especies nativas de Passiflora analizadas en este trabajo. Los
resultados de los andlisis anatdbmicos mostraron que las tres especies con flores de color,
P. alata, P. amethystina y P. cincinnata (Figura 1. a, b y c), poseen acumulacién de
sustancias coloreadas en las vacuolas en algunas de las células epidérmicas de los pétalos.
Las células que reservan sustancias pigmentadas se encuentran intercaladas con otras
incoloras (Figura 1.a1, b1y c1). La especie de flores blancas P. caerulea reservaria sélo
sustancias incoloras (Figura 1.d1, 2 y 3). Sin embargo, se observé que las cuatro especies
estudiadas presentaron estructuras intracelulares de morfologia irregular filamentosa a
granular (Figura 1. a2, b3, c2, d3), identificadas como inclusiones vacuolares antocianicas
(AVIs). En la especie P. amethystina, estas estructuras habian sido reportadas
anteriormente (Bugallo et al., 2017). Ademas, se registro la presencia de cuerpos solidos
coloreados en formas esféricas, de baston y plegados irregulares en las células
epidérmicas de los pétalos en P. alata y con morfologias esféricas a alargadas en P.
cincinnata (Figura 1.a2 y c2). Estas estructuras fueron halladas en las células con mayor
acumulacién de pigmento en la vacuola, pero no se observaron en las incoloras.

Las antocianinas son un grupo de metabolitos secundarios que poseen las plantas,
responsables de coloraciones naranja, rojo, purpura y azul en flores y frutos. Son
sintetizadas en el citoplasma y transferidas activamente hacia el interior de las vacuolas
(Kallam et al., 2017). En este proceso, los agregados de antocianinas sintetizados en el
reticulo endoplasmatico entran en estrecho contacto con la superficie vacuolar y son
fagocitados por lamembrana y liberados en el lumen de la vacuola (Chanoca et al., 2015).
La localizacion de las antocianinas dentro de vacuolas es fundamental para prevenir la
oxidacion y es lo que permite su funcién como pigmentos, reguladas por el nivel de acidez
del lumen (Pourcel et al., 2010).
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Mackon et al. (2021) encontraron dos formas en la presentacion de las antocianinas en
estigmas de arroz: libre en solucion y formando cuerpos o estructuras vesiculares. Ambas
formas se concentrarian dentro del lumen de las vacuolas y no en el citoplasma. Zhang et
al. (2006) describen a los AVIs en forma de vesicula como propios de las células
epidérmicas abaxiales, mientras que las formas irregulares y las de baston serian
caracteristicas de la cara adaxial.

En estudios realizados en pétalos de lisianthus (Eustoma grandiflorum), Markham et al.
(2000) observaron este tipo de estructuras solidas y lograron aislarlas de las vacuolas
celulares por medio de micropipetas. Con este estudio, confirmaron que poseen caracter
estructural y no son meramente una concentracion localizada de antocianinas. En trabajos
anteriores, se habia propuesto que los cuerpos coloreados de forma esférica, encontrados
en pétalos de lisianthus y hojas de repollo colorado podrian ser organelas provistas de
membranas, a las que llamaron antocianoplastos (Small & Pecket. 1982). Por este motivo,
Markham et al. (2000) realizaron observaciones de las estructuras utilizando microscopia
electrénica, y comprobaron que los cuerpos coloreados sélidos presentaban forma
irregular y no poseian membrana. A partir de esta Gltima caracteristica, se descartd la
posibilidad de que se tratara de organelas, favoreciendo la hipdtesis de que se trataria de
otra forma de inclusiones vacuolares antocianicas (AVIs) (Kallam et al., 2017).

La acumulacion de AVIs se correlacionaria fuertemente con la formacion de cianidin-3-
O-grucotsido (C3G) y sus derivados. En plantulas normales de Arabidopsis, las AVIs se
acumulan solo en algunas células mientras que, en mutantes con fallas en la glicosilacién
de las antocianidinas, se forman AVIs en todas las células epidérmicas de los cotiledones
(Pourcel et al., 2010). Este estudio sugeriria que la presencia de pigmento en unas pocas
células estaria controlada genéticamente, pudiéndose alterar este mecanismo mediante la
induccion de mutaciones o la eliminacion de genes, generando variantes para el color de
flor.

Los estudios anatomicos en las epidermis de los pétalos en los hibridos P. amethystina x
P. alata, P. alata x P. caerulea y P. alata x P. cincinnata mostraron la presencia de
sustancias pigmentadas dispersas en las vacuolas de algunas células y, al igual que en las
especies, estructuras intracelulares de morfologia irregular filamentosa a granular (Figura
1.e,fyqg). Sinembargo, sélo se registrd la presencia de cuerpos solidos coloreados (AVIs)
en el hibrido P. alata x P. cincinnata, producto del cruzamiento de las dos especies con
esta caracteristica (Figura 1. f2).

La presencia de AVIs solidas so6lo en el hibrido entre padres con esta caracteristica, y la
ausencia de esta en los otros hibridos de P. alata sugiere que la herencia del caracter seria
cuantitativa. En este tipo de herencia, la variacion fenotipica observada es el resultado de
la interaccion de maultiples genes de efecto reducido. En el caso de las AVIs solidas, su
presencia podria ser explicada si se tratara de caracteres umbral, expresandose s6lo
cuando ambos parentales heredan la caracteristica al hibrido.

En cuanto al tamafio de las AVIs soélidas, se realizaron mediciones sobre las
microfotografias y se observo que el porcentaje de superficie relativa de los cuerpos
coloreados respecto del total celular fue de 0,56+0,37 para P. alata, de 0,45+0,46 para P.
cincinnata y de 0,30+0,39 para el hibrido entre ambas, sin diferencias significativas entre
ellas (p 0,05).

Markham et al. (2000) y Pourcel et al. (2010) afirman que a medida que se condensan las
AVIs, se expresa un cambio en las propiedades del color de las flores en intensidad y
matiz, ambos parametros relacionados con el componente colorimétrico L*.

En la Tabla 1, se presentan los resultados de los analisis colorimétricos, exhibiendo la
media para cada parametro en especies e hibridos, asi como la discriminacion estadistica
de las pruebas BSS (p 0,05). La colorimetria para los pétalos lila-violaceo de P. cincinnata
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difirié de las otras especies en los tres parametros (Tabla 1). Si bien esto podria deberse
a que es la unica de las especies estudiadas con este color, P. alata y P. amethystina, de
flores rojas y azules respectivamente, mostraron valores casi idénticos de luminosidad y
similares en su componente a*. La mayor diferencia en el color de los pétalos entre estas
especies estuvo dada por el componente colorimétrico b* que resulté de valor positivo
(hacia el amarillo) para P. alata y negativo (hacia el azul) para P. amethystina, en la escala
que mide desde el amarillo hasta el azul.

Entre los hibridos interespecificos obtenidos con P. alata se encontraron diferencias en
los valores colorimétricos (Tabla 1). En los cruzamientos en los que P. alata actu6 como
parental femenino (P. alata x P. caerulea y P. alata x P. cincinnata), los componentes
colorimétricos L y a presentaron valores intermedios a los de los padres, mientras que en
la escala b*, los hibridos mostraron herencia transgresiva, con valores fuera del rango
encontrado en sus padres. En el cruzamiento en que P. alata actué como parental
masculino (P. amethystina x P. alata), el componente L* en los hibridos mostr6 un valor
estadistico similar al de ambos padres. Por otro lado, los componentes a* y b* no
mostraron consistencia en el tipo de herencia en los distintos hibridos.

La presencia de AVIs solidas no produjo valores méas bajos de luminosidad (L), ni méas
negativos en el componente colorimétrico b (mas azul) (Tabla 1). Por lo tanto, no se
encontro correlacion entre la presencia de AVIs sdlidas y los parametros colorimétricos.
Ademas de las distintas formas de acumulacién de antocianinas, el pH vacuolar poseeria
gran influencia en la determinacidn final del color de los pétalos. A pH acido, por debajo
de dos, se favoreceria la formacion del ion rojo flavylium, mientras que los incrementos
en este valor convertirian a este en distintos compuestos que harian virar el color hacia
purpuras y azules (Houghton et al., 2021).

En un estudio cromatogréfico, Aizza et al. (2019), encontraron en la corona de P.
coccinea dos de los tres precursores de la antocianidina, la cianidina y la pelargonidina.
Esta especie, de flores rojas, presentaria suprimida la ruta de la delfinidina, por lo cual no
tendria la via a los colores azul o violeta. Estos autores, también analizaron la especie P.
incarnata de flores color violeta, que atribuyeron a la presencia de malvidina y un hibrido
entre ambas, la variedad P. “Lady Margaret”. Sorprendentemente, encontraron que el
hibrido entre P. coccinea y P. incarnata expresaba las rutas metabdlicas de antocianina
de ambos padres, por lo que la herencia de este caracter seria codominante (Aizza et al.,
2019).

A partir de estos estudios, resultaria interesante poder realizar una comparacion de los
compuestos quimicos presentes en los pétalos de las especies argentinas de Passiflora. Se
han generado muchas preguntas relativas a los resultados presentados en este trabajo: ¢ 10s
distintos colores de flor en las especies se producen por el mismo compuesto a diferente
pH o se trata de compuestos diferentes?, ¢cuantos genes estan involucrados en la
determinacion del color de flor en el género?, ¢las AVIs sélidas se deben a la acumulacién
del compuesto diluido en la vacuola o se trata de otra sustancia?, ;qué pasos en la ruta
metabolica determinan un cambio en la seleccion de los polinizadores?. Sera necesario
profundizar en estudios moleculares, histologicos, bioquimicos y citogenéticos para dar
respuesta certera a estos interrogantes.

19
Horticultura Argentina 40 (103): Sep. - Dic. 2021. ISSN de la edicién on line 1851-9342.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/pgzcnfdgb



Bugallo, V.; Facciuto, G. - Anatomical and colorimetric components in flowers of Passiflora..

Table 1. Colorimetric analysis of flower petals of Passiflora species and interspecific
hybrids. CIELab colorimetric scale: L = luminosity, -a/+a =from greentored,-b/+b
from blue to yellow. The numbers in the table indicate the mean value of the colorimetric
parameter for each species or hybrid. Different letters indicate significant differences in
the BSS tests (p 0.05) for each variable. The analyzes were carried out in Buenos Aires
in 2017.

Tabla 1. Andlisis colorimétrico de los pétalos en flores de especies e hibridos
interespecificos de Passiflora. Escala colorimétrica CIELab: L = luminosidad, -a/+a = de
verde a rojo, -b/+b de azul a amarillo. Los nimeros en la tabla indican la media del
parametro colorimétrico para cada especie o hibrido. Letras distintas indican diferencias

33,2
1

significativas en las pruebas BSS (p 0,05) para cada variable. Los anélisis fueron
realizados en Buenos Aires en 2017.

20
Horticultura Argentina 40 (103): Sep. - Dic. 2021. ISSN de la edicién on line 1851-9342.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/pgzcnfdgb



Bugallo, V.; Facciuto, G. - Anatomical and colorimetric components in flowers of Passiflora..

Figure 1. Study of the anatomical components that determine the color of the flowers in
species and interspecific hybrids of Passiflora. Row a: P. alata; b: P. amethystina; c: P.
cincinnata; d: P. caerulea; e: P. amethystina x P. alata hybrids; f: P. alata x P. cincinnata
and g: P. alata x P. caerulea. Column 1: view of the epidermis, bar = 100 um. Columns
2 and 3: details of the epidermal cells. Black arrows indicate irregular, filamentous to
granular anthocyanin vacuolar inclusions. White arrows indicate colored bodies. e: stoma;
v: vacuole; n: nucleus. Column 2, barsata=2 um; b, e and f =20 um; cand d = 10 um;
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and g =5 um. Column 3, bars = 5 um. The photographs were taken in Buenos Aires in
2017.

Figura 1. Estudio de los componentes anatomicos que determinan el color de las flores
en especies e hibridos interespecificos de Passiflora. Fila a: P. alata; b: P. amethystina;
c: P. cincinnata; d: P. caerulea; e: hibridos P. amethystina x P. alata; f: P. alata x P.
cincinnata y g: P. alata x P. caerulea. Columna 1: vista de la epidermis, barra = 100 pm.
Columnas 2 y 3: detalles de las células epidérmicas. Flechas negras indican inclusiones
vacuolares antociénicas irregulares de forma filamentosa a granular. Flechas blancas
indican cuerpos coloreados. e: estoma; v: vacuola; n: nicleo. Columna 2, barras en a = 2
pum; b, e y f=20 um; cyd =10 um; y g =5 um. Columna 3, barras = 5 um. Las fotografias
fueron tomadas en Buenos Aires en 2017.

4. Conclusiones

Los estudios anatobmicos mostraron que las tres especies con flores de color, P. alata, P.
amethystina y P. cincinnata y los hibridos (P. amethystina x P. alata, P. alata x P.
caerulea y P. alata x P. cincinnata), poseen acumulacién de sustancias coloreadas en
solucidn en las vacuolas en algunas de las células epidérmicas de los pétalos, intercaladas
con otras incoloras. Todas las especies e hibridos estudiados presentaron inclusiones
vacuolares antocianicas (AVIs) de morfologia irregular filamentosa a granular. Se
registro la presencia de AVIs sélidas en P. alata, P. cincinnata y en los hibridos P. alata
x P. cincinnata. Su herencia seria cuantitativa expresdndose como caracter umbral, s6lo
cuando ambos parentales heredan la caracteristica al hibrido.

En los andlisis colorimétricos en flores de los hibridos P. alata x P. caerulea y P. alata x
P. cincinnata, mostraron valores intermedios a los parentales en los componentes L y a.
Por otro lado, los componentes a y b no mostraron un patron hereditario consistente en
los hibridos. No se encontro correlacidn entre los parametros colorimétricos y la presencia
de AVIs solidas.

La superficie epidérmica de los pétalos mostré numerosas células sin pigmento, caracter
que resulta de la expresion de uno o pocos genes. Por lo tanto, en el marco del plan de
mejoramiento, la induccidn de mutaciones representaria una posibilidad de alterar genes
que determinan la acumulacién de antocianinas en unas pocas células, lo cual generaria
nuevos colores de flor.
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