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RESUMEN

Se estudio la biologia floral y reproductiva de Passiflora edulis f. edulis en cultivos
ubicados en la Cordillera Oriental en los Andes colombianos (Buenavista, Boyaca).
La flor present6 antesis entre las 6 y las 8 hrs, la longevidad floral promedio fue de
25 hrs. Se reconocieron cuatro fases fenoldgicas: (1) Femenina con hercogamia (2)
Homégama con hercogamia (3) Homoégama sin hercogamia y (4) Senescente. Aunque
el estigma esta receptivo durante todas las fases florales, se obtuvo mayor produccion
de frutos en las fases segunda y tercera. La donacién del polen, en su mayoria ocurrié
en la fase dos con una viabilidad del 96%. El néctar mostr6 una tendencia ascendente
durante la vida floral. Los experimentos de polinizacion indican que la gulupa es una
variedad altamente autocompatible, pero requiere de los polinizadores para producir
una buena cosecha, pues solo el 33% de los frutos se forma sin el acceso de éstos. Los
resultados sugieren que la gulupa tiene una estrategia floral mixta con el potencial
para promover endogamia y entrecruzamiento genético, y que la conservacion de las
abejas polinizadoras es crucial en la productividad de este frutal.

Palabras clave. Gulupa, Passiflora edulis f. edulis, Biologia floral, Biologia
reproductiva, Servicio de polinizaciéon, Colombia.

ABSTRACT

The floral and reproductive biology of Passiflora edulis f. edulis was studied in crops
located at the Cordillera Oriental in the Colombian Andes (Buenavista, Boyaca).
The floral anthesis occurred between 6 and 8 hrs, and the average floral longevity
was of 25 hrs. Four phenological flower phases were recognized: (1) Female with
herkogamy, (2) Homogamy with herkogamy, (3) Homogamy with not herkogamy, and
(4) Senescence. Although the stigmas were receptive during all floral phases, there was
a higher fruit production from pollination carried out at the second and third phases.
Pollen donation occurs at phase 2 with 96% of viability. The production of nectar
showed an increasing tendency through the floral life. Pollination experiments showed
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that although P. edulis f. edulis is highly auto-compatible, it requires of pollinators to
increase fruit harvesting, as indicated by the low percentage (33%) of fruits obtained
without pollinators. Our results suggest that gulupa has a mixed reproductive strategy
promoting endogamy in some floral phases while promoting crossing in others. The
conservation of gulupa’s pollinators in Buenavista is crucial to keep fruit production

as a sustainable activity in the region.

Key words. Gulupa, Passiflora edulis f. edulis, Floral Biology, Reproductive Biology,
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INTRODUCCION

El éxito en la reproduccion sexual de las plantas
con flores se refleja en la cantidad y la calidad
de la descendencia producida. Sin embargo, el
proceso no es trivial, la produccion de nuevos
esporofitos en las plantas con flores implica
complejas interacciones ecologicas entre las
especies y el medio, las cuales se establecen
a partir de la estructura, la fenologia, y la
fisiologia de los vastagos reproductivos. Los
rasgos y el funcionamiento de las flores e
inflorescencias aunque estan, en su mayor
parte, determinados genéticamente son
afectados por factores externos tales como: la
region geografica, la disponibilidad de parejas,
de nutrientes, de agua, de polinizadores y de
dispersores. De acuerdo con Dafni (1992)
el sistema reproductivo de las especies de
plantas puede variar a lo largo de gradientes
altitudinales y ecoldgicos. Por lo tanto, el
conocimiento de la biologia floral y del
sistema reproductivo de las plantas con
flores es fundamental para su manejo local,
en particular, es importante conocer las
variaciones geograficas en el comportamiento
reproductivo de especies promisorias con el
fin de propagarlas y cultivarlas de manera
optima en diferentes regiones.

Numerosas plantas del género Passiflora L.
producen frutos comestibles y se les denomina,
en general, frutas de la pasion, siendo dentro
de este grupo Passiflora edulis Sims la
especie mas importante y conocida (Ulmer
& MacDougal 2004; Ocampo et al. 2007).
Esta especie consiste de dos variedades: el
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maracuya (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Degener) y la gulupa (Passiflora edulis Sims f.
edulis), ambas muy apreciadas por sus frutos
comestibles. La gulupa aunque es originaria
de Brasil, actualmente se cultiva en regiones
tropicales, subtropicales y templadas de:
Sur América, Sur Africa, India, Malasia,
Australia, Nueva Zelanda, Hawai, y Asia.
La gulupa es la forma mas tolerante al frio y
se reproduce bien en elevaciones entre 600
y 2000 m (Cervi 1997; Ulmer & McDougal
2004), y es una variedad autocompatible
(Moncur 1988; Bruckner et al. 1995), factores
que, en parte explican el éxito de esta planta
en su expansion geografica. En Colombia
fue introducida en el afio 1950 y actualmente
crece cultivada o de forma silvestre en las
regiones Andina, Pacifica y Amazoénica en
un rango de elevacion entre 1100 y 2750 m.
Es conocida como gulupa en Cundinamarca
y como curuba redonda en Antioquia, Caldas,
Risaralda y Quindio (Ocampo et al. 2007).
Se siembra en los municipios de La Mesa,
Fusagasugd, Cachipay (Cundinamarca) y
bajo invernadero en la sabana de Bogota
(Avendafio & Quevedo 1989), también en los
departamentos del Huila, Caldas, Santander,
Meta (Alméciga & Herrera 2008) y Boyaca.

El fruto comestible de la gulupa ha generado
una demanda en los mercados internacionales,
ocupando el tercer renglon dentro de las frutas
exportadas de Colombia hacia el mercado
europeo (Pinzoén et al. 2007). Lo anterior
ha despertado el interés por conocer la
biologia de esta planta con el fin de mejorar
la produccion en el pais, pues a pesar de ser



ésta una forma extensivamente cultivada,
el conocimiento de su biologia es escaso
(Alméciga & Herrera 2008).

Existen numerosos estudios sobre la biologia
floral y reproductiva de P. edulis f. flavicarpa
(Nishida 1958; Ruggiero et al. 1976; Hardin
1986; Endress 1994; Magalhaes Souza et al.
2004; Viana et al. 2011 en prensa), pero existe
menos informacion sobre estos aspectos en P,
edulis f. edulis (Gilmartin 1958; Kishore et al.
2010), y en Colombia los estudios realizados
son escasos (Giron van der Huck 1991).
Estudios previos realizados en pasionarias
indican que los polinizadores, y la biologia
floral y reproductiva de estas plantas varia
con la ubicacion geografica, evidenciandose la
labilidad del sistema incluso entre localidades
separadas por pocos kilometros de distancia
(Free 1993; Holland & Lanza 2008). En
Colombia, el gradiente altitudinal en el cual
se cultiva la gulupa es muy amplio, pudiendo
variar el comportamiento reproductivo
de la planta y el tipo de polinizadores de
acuerdo con las condiciones geograficas y
ambientales.

Con el fin de optimizar la produccion de gulupa
en el municipio de Buenavista en Boyaca, en
particular por ser éste un cultivo nuevo para
la region, decidimos estudiar los aspectos
basicos de su biologia floral y reproductiva
en cultivos locales. Las preguntas que guiaron
la presente investigacion fueron: (1) ;Cuales
son las fases fenoldgicas y funcionales que
experimentan las flores de la gulupa a lo largo
de su vida floral? (2) ¢(Requiere la gulupa
de la polinizacion para la produccion de
frutos? Siendo una variedad autocompatible,
cual es su dependencia de los polinizadores
para la produccion de frutos? (3) ;Como
es el patron de produccion de néctar en las
flores de gulupa? (4) ;Cual es el grado de
autocompatibilidad genética en la localidad
estudiada? Estas preguntas fueron abordadas
en el marco de la investigacion: “Manejo de la
polinizacion con abejas en cultivos de gulupa y
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granadilla” del Laboratorio de investigaciones
en abejas (LABUN, Universidad Nacional de
Colombia).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en el municipio de
Buenavista en ¢l departamento de Boyaca,
Colombia, ubicado en las estribaciones
occidentales de la cordillera Oriental. Se
utilizaron dos cultivos de gulupa, el primero
ubicado en la vereda Dominguito, (5°29°29”
N-073°5811" W a 1657 m (C1) con una
extension de 1 he., y el segundo en la vereda
Sabaneta, 5°31°04,6” N-073°56’29,7” W a
2255 m (C2) con una extension de 1.6 he.
La toma de datos se llevo a cabo de mayo a
octubre de 2009.

BIOLOGIA FLORAL

Morfologia floral. Las observaciones se
hicieron directamente en el campo en plantas
vivas, y se complementaron con observaciones
de flores colectadas y fijadas en alcohol al
70% bajo el estercoscopio. La descripcion
siguid la terminologia utilizada en botanica
taxonomica.

Fenologia floral. Las fases florales se
caracterizaron con base en el estado sexual
de la flor y en los cambios fenoldgicos
evidentes con la edad floral. Se realizaron
observaciones continuas desde el momento
de la antesis floral hasta el cierre de la flor,
registrando cambios en posicion, tamafio
y coloracion de los verticilos florales y de
la corona. Las observaciones se realizaron
en C1 debido a la mayor cantidad de flores
en este cultivo al momento de realizar las
observaciones. Para ello se escogieron 15
flores de 15 plantas diferentes, marcadas
individualmente desde ¢l estado de botén
floral. Las variables registradas en la flor
fueron: fecha y hora de apertura, longevidad,
diametro de la flor, posicion de los estigmas
y de los estambres, distancia entre las anteras
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y los estigmas, y angulo formado entre los
estilos con relacion al plano de la corona.
Una vez establecidas las fases fenoldgicas
se evaluaron las funciones sexuales y la
produccion de néctar en cada una de éstas.
Para cada prueba se utilizaron grupos
diferentes de flores. La funcion femenina se
cuantifico con pruebas de receptividad del
estigma, mientras que la funcion masculina se
evaluo registrando el momento en que ocurria
la dehiscencia de las anteras, y cuantificando
la viabilidad del polen liberado por éstas.

Receptividad estigmatica

Se realizaron tres pruebas de receptividad
estigmatica: una histoquimica y dos basadas
en polinizacion manual midiendo la respuesta
de las fases florales en términos de: (a) tubos
polinicos germinados, y (b) desarrollo de
frutos. Estas pruebas se realizaron en los dos
cultivos.

Prueba de reaccion a la peroxidasa: el método
de la actividad de la enzima peroxidasa se
realizd siguiendo a Osborn ef al. (1998). La
respuesta se considerd positiva cuando se
formaron burbujas inmediatamente después
de la inmersion (Fig. 1 A y B). Esta prueba
se realizo con cinco flores de cada fase para
un total de 20 flores muestreadas.

Prueba de crecimiento de tubos polinicos:
Se polinizaron manualmente flores en
cada fase floral con una mezcla de polen
procedente de tres plantas parentales externas
al grupo experimental Las flores estuvieron
embolsadas con malla de nildon antes y
después de efectuada la polinizacion manual;
pasadas 24 horas se recogieron los estilos de
las flores y se fijaron en FAA con el fin de
utilizar el procedimiento descrito por Martin
(1959) para observar los tubos polinicos al
microscopio de epifluorescencia. Se contaron
los tubos polinicos que hubieran alcanzado
un desarrollo, al menos hasta la mitad del
estilo (Fig. 1 C y D). Se examinaron los
tres estilos de la flor en cinco flores de cada
fase fenologica, para un total de 20 flores
muestreadas.
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Formacion de frutos por polinizacion manual.:
se realizo polinizacion manual de la misma
forma que en el caso anterior, las bolsas se
retiraron después del cierre de la flor. Cinco
dias después se verifico la formacion de frutos,
y a los 2 meses se recogieron los frutos. Para
esta prueba se utilizaron 20 flores por fase
floral para un total de 80 flores muestreadas.

Viabilidad del polen. De cada flor se tomd
una muestra de polen sobre una lamina y se
tifid con acetocarmin; luego se cubrid con
una laminilla y se observo en el microscopio
optico. Se consideraron viables los granos
enteros que tifieron de rojo el citoplasma
(Fig. 1 E). Se contaron 500 granos por
flor en campos aleatorios siguiendo el
procedimiento descrito por Dafni et al.
(2005). Para esta prueba se escogieron cinco
flores por fase floral, para un total de 15
muestras representativas de las tres ultimas
fases florales, puesto que en la primera fase
floral las anteras no estan dehiscentes.

Produccion de néctar. A las flores se
les extrajo el néctar hacia el final de cada
fase floral, utilizando para ello capilares
calibrados. Se midieron el volumen y la
concentracion del néctar, esta Gltima con
ayuda de un refractometro de mano. Las
flores, excepto al momento del muestreo,
se mantuvieron embolsadas en malla de
nilon para evitar que los visitantes florales
afectaran la cantidad de néctar disponible. A
partir de estos datos se calcul6 la produccion
de azticar, mediante la ecuacion de regresion
exponencial de Galetto presentada en Galetto
& Bernardello (2005):

1=0.00226+(0.00937x) + (0.0000585x2)

Donde: x= concentracion del néctar
y=mg de azucar por uL de néctar.

Para esta prueba se escogieron 15 flores
por fase floral para un total de 60 flores
muestreadas.
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Figura 1. Respuesta estigmatica de los estigmas sumergidos en peroxido de hidréogeno al
10% (A) superficie estigmatica intacta. (B) Superficie estigmatica receptiva con respuesta de
burbujeo. (C) Grano de polen germinando el tubo polinico, tefiido con anilina azul, y observado
en microscopio de fluorescencia (aumentado 400 X). (D) Tubos polinicos creciendo en el estilo,
teniidos con anilina azul, vistos en fluorescencia (aumentado 100 X). (E) Grano de polen con
citoplasma tefiido con acetocarmin (aumentado 400 X).
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BIOLOGIA REPRODUCTIVA

Con el fin de conocer los aspectos basicos
de la biologia reproductiva de P. edulis
f. edulis se realizaron experimentos de
polinizacion controlada evaluando el efecto
de los diferentes tratamientos de polinizacion
sobre la produccion de frutos y semillas. Estas
pruebas se llevaron a cabo en C2 debido a que
en este cultivo existia mayor disponibilidad
de flores en el momento de estudio. Los
experimentos se llevaron a cabo en 90 flores
pertenecientes a 15 plantas individuales. Se
marcaron seis flores por planta para aplicar
los siguientes tratamientos:

Tratamiento I (Agamospermia = A): se
marcaron y se embolsaron flores desde el
estado de boton floral, apenas abrieron se
emascularon y se embolsaron nuevamente.
Tratamiento II (Polinizacion espontianea =
PE): se marcaron y embolsaron flores desde
el estado de boton evitando la visita de los
agentes polinizadores.

Tratamiento IIT (Polinizacion natural = PN):
se marcaron flores antes de la antesis y se
dejaron expuestas a los polinizadores.
Tratamiento IV (Polinizacidén natural con
flor emasculada= PNE): se marcaron flores
antes de la antesis, se retiraron los estambres
al momento de la apertura floral y se dejaron
expuestas a los polinizadores.

Tratamiento V (Autopolinizacion = AP):
se marcaron y se embolsaron flores desde
el estado de boton floral, se polinizaron
manualmente con polen de la misma flor y se
embolsaron nuevamente.

Tratamiento VI (Cruzada =PC): se marcaron
y embolsaron botones florales; las flores se
emascularon al momento de la apertura floral,
volviéndose a embolsar hasta el momento de
la polinizacion; el tratamiento se realiz6 con
polen proveniente de cuatro plantas donantes.
Una vez realizada la polinizacion la flor fue
embolsada nuevamente.

En los tratamientos que requerian polinizacion
manual, ésta se realizé en la fase fenoldgica
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(F3) debido a que las pruebas preliminares de
receptividad estigmatica in vivo mostraron que
en esta fase de desarrollo floral se forma la
mayor cantidad de frutos. Cinco dias después
de aplicado el tratamiento de polinizacion se
examiné la formacion de fruto y dos meses
después éstos se recogieron. A los frutos
desarrollados se les midio el peso, el tamafio
(la altura y el ancho) y se les contd el nimero
de semillas.

Tratamiento estadistico. Se utiliz6 la
prueba no paramétrica Kruskall-Wallis para
comparar: (1) el nimero de tubos polinicos
desarrollados por fase, (2) la duracion de las
fases fenologicas en los sitios de muestreo, y
(3) las caracteristicas de los frutos recogidos
por tratamiento de polinizacion; en este ultimo
se utilizo la correccion de Bonferroni para hacer
comparaciones pareadas multiples. El nivel de
significancia de las pruebas fue del 95%.

RESULTADOS
BIOLOGIA FLORAL DE LA GULUPA

Morfologia floral. Las flores de gulupa son
perfectas y completas, estdn conformadas
por ocho o nueve verticilos: caliz, corola,
androceo, gineceo, y entre cuatro y cinco
verticilos de filamentos. El caliz es pentamero,
los sépalos son verdes en la cara abaxial
y blancos en la cara adaxial, cada sépalo
presenta un proceso unifacial en su cara
abaxial el cual tiene apariencia de espina,
tomando coloraciones verdes o rojizas. La
corola es pentamera, los pétalos son blancos.
Caliz y corola descansan sobre un receptaculo
floral en forma de copa, el cual tiene un tamano
de 1.3 X 1.2 cm. La corona esta conformada
por cientos de filamentos dispuestos en cuatro
o cinco verticilos, los cuales representan
extensiones del receptaculo, los filamentos
de los dos verticilos externos son liguliformes
de 2.7 cm de longitud, color purpura en una
longitud de 5 mm en la base del filamento el
resto es homogéneamente blanco, creando



en conjunto una imagen de dos anillos
concéntricos diferencialmente coloreados;
los verticilos internos estan conformados por
filamentos reducidos a procesos dentiformes
que toman una coloracion rojiza o violacea.
El opérculo esta situado en el interior del
receptaculo debajo de la corona, consiste de
una pequena membrana circular lisa de 2 mm
que cubre al nectario. La camara nectarifera se
encuentra por debajo del opérculo en la base
del receptaculo. El androceo y el gineceo se
encuentran sostenidos por un androginéforo.
El androceo esta conformado por 5 estambres
libres; el filamento tiene 0.8 cm de longitud,
es verde con puntos violeta, la antera oblonga
es de 1 X 0.3 cm con dos tecas cada una, y
dehiscencia longitudinal; la union entre el
filamento y la antera es dorsifija. El gineceo
es trimero, paracarpico, con placentacion
parietal; el ovario es globoso, 0.6 X 0.4 cm; el
estilo se divide en tres ramas estilares verdes,
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cada una llevando un estigma capitado de 0.5
cm de diametro. El androgino6foro tiene una
longitud de 1.7 cm y es verde con maculas
violaceas (Fig. 2).

Fenologia floral. Las flores de la gulupa son
diurnas, presentaron antesis entre las 6 y las 8
hrs. con una duracion de alrededor de 25 hrs.
(£7, n=15). La fase previa a la antesis floral
se denominé FO y corresponde al estado floral
inmediatamente anterior a la apertura floral.
Se reconocieron cuatro fases fenoldgicas y
éstas fueron facilmente identificables por los
movimientos de: los sépalos los cuales abren,
se reflectan y luego se cierran nuevamente;
los estilos los cuales inician erectos y luego
se recurvan hasta dejar los estigmas en la
misma orientacion de las anteras; y por la
torsion de las anteras. Estos movimientos
florales estuvieron asociados con cambios
en las funciones sexuales de la flor, como se

Figura 2. Estructuras de la flor de la gulupa, Passiflora edulis f. edulis en una vista longitudinal:
(A) pedunculo, (B) epicaliz, (C) pedicelo, (D) sépalo, (E) proceso unifacial del sépalo, (F)
pétalo, (G) camara del néctar, (H) opérculo, (I) androginéforo, (J) procesos dentiformes de la
corona, (K) filamento o radio de la corona, (L) filamento del estambre, (M) antera, (N) estilo,
(O) ovario, y (P) estigma.
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ilustra en la descripcion de las fases florales.
No se observaron cambios notables en la
coloracion, ni se detecto aroma en las flores
desde la apertura hasta el cierre, excepto
algunos cambios en coloracion asociados al
marchitamiento en la fase F4.

Fase FO: pre-antesis

El gineceo, el androceo, la corona, y la corola
se encuentran totalmente cubiertos por el
caliz. En esta fase los sépalos convergen hacia
el centro de la flor practicamente tocandose
por su margen, la distancia entre los procesos
unifaciales entre sépalos opuestos esta en
el rango entre 0 y 1.7 cm. Las estructuras
reproductivas no son visibles (Fig. 3A).
Fase F1: flor femenina con hercogamia
Esta fase tiene una duracion de 29 min (£9,
n=15), la flor inicia su apertura, la distancia
entre los procesos unifaciales de los sépalos
se incrementa paulatina y continuamente
dejando a las estructuras reproductivas

completamente expuestas al medio externo.
Inicialmente los estilos estan erectos y las
anteras introrsas con la dehiscencia orientada
hacia arriba, posteriormente esta orientacion
cambia 180° y la dehiscencia de las anteras
queda orientada hacia la base de la flor. Los
estilos a partir de una posicion erecta en la
cual forman un angulo de 90° con respecto
al plano de la corona, empiezan a inclinarse
hasta alcanzar un angulo aproximado de
40° (Fig. 3B). Durante esta fase la flor es
funcionalmente femenina como lo evidencian
las pruebas de receptividad realizadas en este
periodo (Figs. 4A y 4B) y las anteras estan
indehiscentes. La fase termina cuando los
sépalos alcanzan un angulo de cero grados
con respecto al plano de la corona En esta
fase la flor inicia la produccion de pequenas
cantidades de néctar (X= 2.37 uL + 0.99,
n=15) de concentracion 35.9 % P/P (£2.2,
n=15), con una produccion total de azucar de
0.97 mg (+0.38, n=15) (Fig. 6).

N
ALY

Figura 3. Fases fenologicas de la flor de Passiflora edulis f. edulis. A. Fase FO: pre-antesis,
boton floral cerrado. B. Fase F1: flor abriendo, en estado femenino y con hercogamia,
dehiscencia de las anteras mirando hacia arriba, sin liberacion de polen. C. Fase F2: flor
abierta, en fase de homogamia y hercogamia, las anteras han girado 180°y la dehiscencia mira
hacia abajo, polen funcional. D. Fase F3: estigmas recurvados hacia abajo, la flor presenta
homogamia sin hercogamia. E y F. Fase F4: flor senescente, cerrandose.
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Figura 4. Receptividad estigmatica en las
fases florales de Passiflora edulis f. edulis (A)
numero de tubos polinicos germinados en los
estigmas. (B) porcentaje de frutos formados
por polinizaciones efectuadas en las diferentes
fases florales.

Fase F2: flor homogama con hercogamia

Esta fase tiene una duracion de 182 min (£35,
n=15) en la cual la flor alcanza su méaxima
apertura (didmetro floral X=6.6 cm = 0,25;
n=15). Los estigmas continuan receptivos
(Figs. 4A y 4B) y los estilos continuan
descendiendo; las anteras comienzan la
donacion de polen, el cual en su mayoria
es viable (96 %) (Fig. 5). La corona floral
se extiende en un plano horizontal mientras
que los pétalos y los sépalos se reflectan
acercandose al pedicelo, este tltimo fendémeno
aumenta la separacidén espacial entre los
verticilos estériles y la corona. (Fig. 3C).
Esta fase floral es homo6gama y presenta
hercogamia, con una separacion espacial
entre estigmas y anteras (X = 0.9 cm + 0.28,
n=15). La produccion de néctar en esta fase
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aumenta en volumen a 18.6 uL (£9.19, n=15),
y en concentracion a 38,2% P/P (£9.19,
n=15), reflejandose en un incremento en la
produccion de azucar (8.25 mg, +£4.63, n=15)
(Fig. 6).

Fase F3: Flor homdégama sin hercogamia
Este fase tiene una duracion de 1039 min
(£89, n=12); la hercogamia desaparece, los
estigmas forman un angulo de cero grados
con respecto al plano de la corona y la
distancia vertical entre estigmas y anteras
es cero. De este modo los estigmas y las
anteras toman la misma ubicacion espacial,
quedando orientados en el mismo plano
¢ intercalados (Fig. 3D). Después de este
momento se observd que en algunas flores
los estigmas regresan a la posicidon erecta
inicial. La fase femenina y masculina se
presentan simultaneamente, pues el estigma
continua receptivo (Figs. 4A y 4B) y el
polen estd disponible y viable en un 91%
(Fig. 5). Hacia el final de la fase los sépalos
comienzan a subir nuevamente hasta quedar
en el plano horizontal de la corona. La
produccién de néctar que se acumula en
esta fase es de 77.58 uL (£16.02, n=15),
presentando un incremento neto de cuatro
veces con respecto a la fase anterior, con una
concentracion de 39.2% P/P (£2.6,n=15). La
flor produce la méaxima cantidad de azucar
en esta fase (35.34 mg+5.77, n=15) (Fig. 6).
No todas las flores estudiadas evidenciaron
el patron anteriormente descrito, debido a
que los estilos no descienden. Observaciones
adicionales realizadas para evaluar la
incidencia de este fendmeno, mostraron que
el 13% de las flores tienen estilos que nunca
descienden (n=60).

Fase F4: Flor senescente

Esta fase se caracteriza por el inicio de
la senescencia floral, la cual se evidencia
en el cierre de la flor, y por las sefiales de
marchitamiento de los pétalos, los cuales
se amarillean levemente. Los sépalos y
los pétalos retornan a una posicion erecta,
manteniendo un angulo positivo con relacion
al plano de la corona; los estigmas pueden
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quedar erectos o recurvados hacia abajo. A
pesar de este proceso de marchitamiento
floral la receptividad del estigma y la
viabilidad del polen se mantienen (Figs.
4A, 4B, y 5). Las estructuras reproductivas
estan disponibles a los polinizadores por un
corto tiempo, debido a que el cierre de la
flor va impidiendo la entrada de los mismos
(Figs. 3E y 3F). La produccion de néctar
en esta fase presenta un comportamiento
contrastante en cuanto a los patrones de
volumen y concentracion, en los cuales pese
al incremento de volumen a un valor de
122.05 pL (£23.96, n=15), la concentracion
baja a 24% P/P (+5,4, n=15), por lo tanto la
produccion de aziicar disminuy6 en esta fase
a32.14 mg (£10.35, n=15) (Fig. 6).

Receptividad estigmatica. La prueba de la
peroxidasa fue positiva en todos los casos
indicando que los estigmas estan receptivos

desde la apertura floral hasta el cierre
(n=20). Lo anterior se corrobord con el
resultado obtenido en las otras dos prucbas
de receptividad estigmatica. Con la tincion
fluorescente se observo la formacion de tubos
polinicos en todas las fases (Fig. 4A) y en la
prueba de polinizacién in vivo también hubo
formacion de frutos como resultado de la
polinizacion manual realizada en todas las
fases fenologicas (figura 4B), aunque con
una mayor formacion de frutos en las fases 2
y 3 (Fig. 4B). No se encontraron diferencias
significativas entre el nimero de tubos
polinicos desarrollados por fase (K-W=0.881,
n=20).

Viabilidad del polen. La viabilidad de los
granos de polen vari6 en las diferentes fases
fenologicas, siendo mayor en F2, seguida por
F3 y F4 (Figura 5); estas diferencias fueron
significativas (K-W=0.006; n=15).

Viabilidad del polen (%)
T T T T T T T
Fase 2 Hl + a
Fase 3 H + —
Fase d | —] o —
| s L L 1 s L 1 L L L 1 L L 1 L L L | L L L 1 L |
86 88 90 92 94 96 98 100

%

Figura S. Viabilidad del polen en las fases florales de Passiflora edulis f. edulis. La fase F1 no
se indica debido a que durante esta fase de la fenologia floral no ocurre liberacion de polen.
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Figura 6. Produccion de néctar en las fases florales de Passiflora edulis f. edulis. (A) Volumen.
(B) Concentracion. (C) Produccion de azucar. Las barras corresponden a la desviacion
estandar.
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BIOLOGiA REPRODUCTIVA DE
GULUPA

P edulis f. edulis no formé frutos por
agamospermiay so6lo un 33% por polinizacion
espontanea; los demads tratamientos mostraron
un alto porcentaje de formacion de fruto,
siendo mayor en el tratamiento de polinizacion
natural con flor emasculada (97%), seguido
por los demas tratamientos (polinizacion
natural, autopolinizacién y polinizacién
cruzada) (93%) (Fig.7). No fue necesario
calcular el indice de auto-compatibilidad
porque la produccién de frutos mayor al
90% en los experimentos de autopolinizacion
evidenci6é una alta autocompatibilidad
genética en la gulupa. No todos los frutos
formados sobrevivieron hasta el momento de
la recoleccion, debido al ataque de plagas de
moscas y thrips. Se encontraron diferencias
significativas en todas las caracteristicas de
los frutos formados por tratamiento (Tabla
1). Al realizar comparaciones parecadas
por tratamientos usando la correccion de
Bonferroni, se encontrdé que las diferencias
encontradas en las variables nimero de
semillas, ancho y alto de los frutos son
causadas por los frutos formados en el

100

A PE PN PNE AP PC

Figura 7. Frutos formados en los diferentes
tratamientos de polinizacion en Passiflora
edulis t. edulis (n=30). A= Agamospermia, PE
= Polinizacion espontanea, PN = Polinizacion
natural, PNE = Polinizacion Natural flor
Emasculada, AP = Autopolinizacion, PC =
Polinizacion cruzada.
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tratamiento PE (Fig. 8C). El numero de
semillas formadas por fruto en el tratamiento
PE fue diferente del numero de semillas
en los frutos formados en todos los demas
tratamientos (Fig. 8A). El peso de los frutos
formados en el tratamiento PE fue diferente
del peso de los frutos formados en todos los
demas tratamientos (Fig. 8B). También fue
significativa la diferencia de peso entre los
frutos formados en los tratamientos PNE y
PC (Fig. 8B).
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Figura 8. Frutos obtenidos de los diferentes
tratamientos de polinizacion aplicados
a Passiflora edulis f. edulis (A) Numero
de semillas. (B) Peso. (C). Tamano. AP
= Autopolinizacion, PC = Polinizacion
Cruzada, PE = Polinizacion Espontanea, PN
= Polinizacion Natural, PNE = Polinizacion
Natural flor Emasculada.
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Tabla 1. Caracteristicas de los frutos formados en diferentes tratamientos de polinizacion
aplicados a Passiflora edulis f. edulis. Las cantidades indican la media y la desviacion estandar,
el tamafio de la muestra se sefiala entre paréntesis. PE = Polinizaciéon Espontanea, PN =
Polinizacion Natural, PNE = Polinizacion Natural flor Emasculada, AP = Autopolinizacion,

PC = Polinizacion Cruzada.

Caracteristicas de los Kruskall-
frutos PE PN PNE AP PC Wallis Valor-P
o . *65.2429.5| 161£16.9 | 161.1+11.2 |162.86+25.5| 149.4+31.1

N° semillas/fruto ©) (14) (18) @1 20) 5.18E-05
*26.7+£7.61 | 53.3+£7.34 | *56.8£6.97 | 52.7+9.66 |* 49.05+8.29

Peso del fruto (g) ©) (14) (18) @1 20) 7.77E-06
*

Altura de los frutos (cm) 4'?;)0'45 5'6;2547 5'9;2543 5'%(1)545 5'758549 1.96E-04
*4.1+0.58 5.2+0.34 5.4+0.35 5.2+0.52 5.2+0.33

Ancho de los frutos (cm) ©) (14) (18) @1 20) 1.31E-04

* Diferencias significativas entre los tratamientos usando la correcion de Bonferroni en comparaciones pareadas

DISCUSION
BIOLOGIA FLORAL DE LA GULUPA

La flor de la gulupa (P. edulis f. edulis)
exhibe rasgos florales que sefialan alta
especializacion para la polinizacioén por
abejas grandes. Estos son: un gran tamafio
(6.6 cm en su diametro maximo), perianto
blanco y corona conformada por filamentos
blancos y purpura en la base formando una
guia circular que atrae y guia visualmente
a los polinizadores al opérculo, duracién
floral de un dia, produccion de néctar
abundante y en concentraciones entre 36-
39% valores similares a los reportados para
otras especies de Passiflora polinizadas
por abejas (Koschnitzke & Sazima 1997),
de dificil acceso gracias al opérculo que
evita: el robo por parte de ladrones de néctar
(Endress 1994; Tcherkez 2004) y el acceso
a visitantes oportunistas. El conjunto de
rasgos florales de la gulupa es coherente
con el sindrome de polinizaciéon melitofilo
(sensu Faegri & van der Pijl 1979; Proctor
et al. 1996; Baker & Baker 1983), y la
distancia entre el opérculo y las estructuras
sexuales de la flor, sugiere que la gulupa ha
evolucionado para ser polinizada por una o
varias especies de abejas grandes. En efecto,

durante el estudio de las flores in vivo fueron
frecuentemente observadas visitas por parte
de abejas grandes de los géneros Xylocopa
y Epicharis, Apis mellifera, y colibries.
Medina (2009) provee datos especificos de la
eficiencia de polinizacion efectuada por estos
visitantes en la region de estudio, los cuales
indican que las abejas grandes tienen una
mayor eficiencia, asi: Epicharis sp. (100%),
Xylocopa (73%), mientras que Apis mellifera
es eficiente en s6lo un 53%, y los colibries en
un 8%. Sin embargo, en un estudio realizado
en la India, el mejor polinizador de la gulupa
fue la abeja melifera, pese a la existencia de
abejas xilocopas en la region (Kishore ef al.
2010). Una posible razon para explicar esta
discrepancia podria encontrarse en el estudio
comparativo de varias especies de Passiflora
realizado por Koschnitzke & Sazima (1997)
donde muestran como el tamafio del tipo de
abeja polinizadora de las diversas especies de
plantas, se correlaciona con la longitud del
androgindforo (incluyendo la presencia de
salientes y limen). Esto indica que si existe
variacion interpoblacional en el tamafio
de las flores de la gulupa, ésta tendrd una
mayor plasticidad ecologica para utilizar
polinizadores de diferente tamafio. Los
resultados son coherentes con una vision en
donde las interacciones planta-polinizador
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altamente especializadas se reflejan en
mosaicos ecologicos locales, de maneras muy
diversas. Asi, investigaciones con especies
del género Passiflora realizados en regiones
geograficas diferentes, han mostrado que
la composicion de polinizadores, e incluso
la especie que funciona como polinizador
principal cambia regionalmente (Holland &
Lanza 2008; Kishore ef al. 2010).

Las flores de la gulupa tuvieron una duracion
de 25 hrs., lo cual junto con los movimientos
de las estructuras florales parece corresponder
a una carga genética del género Passiflora,
pues como lo ha sefialado Endress (1994),
todas las especies del género exhiben dichos
movimientos. Las flores abrieron entre las 6 y
las 8 hrs., datos muy similares a los obtenidos
en los estudios de gulupa realizados en India
en donde la mayoria de las flores abren entre
las 6 y la 7 hrs. aunque alli el espectro en la
hora de antesis es mas amplio, ocurriendo
desde las 5 hasta las 10 hrs. (Kishore ef al.
2010).

En las dos primeras fases fenologicas
correspondientes al 2% (F1) y al 12 % (F2)
de la vida floral, las flores de la gulupa
evitan la autopolinizacion, debido a que en
F1 son funcionalmente femeninas y en F2
homogamas pero con hercogamia. En estas
fases la flor produjo néctar para atraer a los
polinizadores y se presentd un alto porcentaje
de formacion de frutos, sefialando que las
flores tienen la capacidad biologica para
promover la reproduccion xendégama. Sin
embargo, debido a que en F1 y F2 los estilos
no han alcanzado la curvatura ideal para la
polinizacion, se requiere obtener informacion
adicional sobre el comportamiento de los
polinizadores en las flores en fase F1 y F2
y verificar si en condiciones naturales los
estigmas de estas fases estan recibiendo polen
xendgamo por parte de sus vectores. En la fase
F3 laflor es bisexual y no presenta hercogamia
(Fig. 3D), produce la mayor cantidad de
azucar en el néctar (Fig. 6C) y tiene la mayor
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duracion (71% de la vida floral); esta es la fase
en que es mas probable que el estigma entre
en contacto con su propio polen, sin embargo
esto no conduce a la interferencia sexual entre
las gametas de la misma planta debido la alta
autocompatibilidad mostrada por la gulupa
(Fig. 7). En esta fase el comportamiento y tipo
de polinizador pueden promover no soélo la
autopolinizacion sino también la polinizacion
cruzada.

Numerosas especies de pasifloras han
desarrollado un sistema de polinizacion
con abejas grandes (Janzen 1968; Corbet &
Willmer 1980; Koschnitzke & Sazima 1997,
Magalhaes Freitas & Oliveira Filho 2001;
Viana et al. 2007) las cuales usualmente tienen
un rango de forrajeo mayor que las abejas
pequeiias, pudiéndose desplazar distancias de
varios kilometros en sus rutas de recoleccion
de alimento (Janzen 1971; Roubik 1989), y de
acuerdo con Janzen (1968) el dorso de estas
abejas puede contener polen de entre 25 y 50
flores donantes, lo cual permite pensar que la
flor de la gulupa en fase F3 se beneficia de la
visita de una abeja grande recibiendo cargas
de polen propio y de diferentes donantes. En
la F4, 1a flor comienza a cerrar, por lo que sus
estructuras reproductivas no estan expuestas
por mucho tiempo (15% de la vida floral),
sin embargo es factible producir frutos y la
hercogamia puede o no ocurrir; también se
mantiene el néctar como recompensa a los
polinizadores, pero mucho mas diluido. Esto
quiere decir que la flor se mantiene fértil hasta
el altimo momento, pudiendo aprovechar
eventos de polinizacion que ocurran incluso en
la fase de senescencia. Este comportamiento
floral es entendible debido a la corta duracion
de la flor y a la alta necesidad de gametas
masculinas para fecundar cientos de dvulos.
La produccion de néctar diluido en la fase de
senescencia deja la incdgnita sobre el valor
funcional de este rasgo en las flores de gulupa
y si existe otro grupo de organismos, diferente
a los reportados en esta investigacion que
estén haciendo uso de dicho recurso.



Resultados similares a los hallados en esta
investigacion han sido reportados para P.
suberosa, otra pasionaria autocompatible, en la
cual la receptividad de los estigmas se presenta
en todos los estados florales incluso antes que
ocurra la dehiscencia de las anteras (Amela-
Garcia 2008) pero difieren de los estudios
que reportan a P. edulis como protandrica
(Cox 1957). Estudios fenologicos realizados
en P. edulis f. flavicarpa han reportado
una alta declinacion de la receptividad
femenina después de 2 hrs. de la antesis floral
(Magalhdes Souza et al. 2004), resultado que
contrasta con nuestros hallazgos en P. edulis
f. edulis, pues si bien registramos un 6ptimo
de receptividad estigmatica para las fases F2
y F3, en la F4 la cual ocurre 20 hrs. después
de la antesis, muestra valores de receptividad
estigmatica aun muy altos, como lo evidencia
la formacion de frutos en 70% de las flores
polinizadas en esta fase (Fig. 4 B).

BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA
GULUPA

La gulupa requiere de la polinizacion y la
fecundacion para reproducirse, pues no
produce frutos por agamospermia (A) (Fig.
7). Es altamente autocompatible, y aunque
es capaz de reproducirse por autopolinizacion
espontanea, requiere de los vectores de
polen para producir un mayor numero de
frutos, pues produjo sélo un 33% de éstos
por polinizacion espontanea, mientras que
en los tratamientos de polinizacion natural
(PN y PNE) y polinizaciéon manual (PC)
alcanzo6 una produccion de frutos mayor al
93%. La ausencia de polinizacion mediada
por un agente de polen no so6lo afectd
la cantidad de frutos formados, también
disminuy¢ su calidad. Los frutos producidos
por polinizacion espontanea (PE) presentaron
menor numero de semillas, menor peso, y
menor tamafio (Fig. 8). Deginani (2001) ha
argumentado que a pesar de la cercania entre
anteras y estigmas en alguna de las fases
florales de las Passifloras la transferencia
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pasiva de polen es rara, posiblemente porque
el grano de polen es pesado y pegajoso lo
que le dificulta su transporte al estigma por
viento, requiriendo de vectores animales para
la produccion de frutos de buena calidad. En
Japodn, en donde no existen los polinizadores
naturales, se emplea la polinizacion manual
(Ishihata 1991), practica que genera costos
adicionales de mano de obra a los productores.
Los datos del peso de los frutos obtenidos
por polinizacién cruzada manual (PC) y
polinizacion natural de flores emasculadas
(PNE ) indican que la participacion de los
polinizadores incrementa el peso del fruto
(Tabla 1) puesto que en el tratamiento PNE
las flores estuvieron expuestas a numerosas
visitas por parte de los polinizadores, mientras
que en PC la polinizacion se efectlio una sola
vez. Este resultado indica que en el caso de
la gulupa y en ausencia de sus polinizadores
naturales, los costos por polinizacién manual
serian atin mucho mas altos pues las flores
tendrian que ser polinizadas varias veces.

A pesar de que P edulis f. edulis tiene
flores especializadas para la polinizacion
bidtica, en condicion silvestre puede afrontar
restricciones para la reproduccion sexual, pues
siendo plantas trepadoras con distribucion
espacial dispersa, pueden mas facilmente
afrontar la limitacion de parejas para la
reproduccion xenégama y de polinizadores
“ruteadores” que las visiten, esto ultimo
especialmente en especies de Passiflora que
carecen de aroma floral para ser localizada
por sus polinizadores. Bajo este escenario
y con incapacidad de reproduccion por
agamospermia, el aseguramiento reproductivo
por autopolinizacion espontanea, le permite
a la gulupa producir al menos 1/3 de la
descendencia potencial (Fig. 7), lo cual
se torna en una gran adaptacion de la
planta para reproducirse incluso en ausencia
de polinizadores. Con la presencia de
polinizadores se incrementa dramaticamente
la produccion de frutos incluso en ausencia
de parcjas xenogamas, y si finalmente
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las condiciones son lo suficientemente
beneficiosas para la planta, contando con
otros individuos en el vecindario para la
reproduccion cruzada, se tiene el beneficio de
incrementar la heterosis en la poblacion.

Los resultados concuerdan con la hipotesis
del aseguramiento reproductivo, la cual
plantea que éste debe mantenerse en plantas
que enfrentan limitaciones de polinizadores
o de parejas para su reproduccion (Darwin
1876). Los datos y la teoria en general
apoyan la hipdtesis que los autocompatibles
son buenos colonizadores (Elle 2004),
la gulupa es una planta introducida que
actualmente crece silvestre, a diferencia
del maracuya, que es autoincompatible y
excepcionalmente se encuentra fuera de los
cultivos (Ocampo et al. 2007). Una de las
ventajas de los autocompatibles es contribuir
con dos copias de genes a cada generacion
producto de autogamia, comparado con
una unica copia que aportan los alogamicos
a la siguiente generacion (Fisher 1941) y
que a partir de un Gnico individuo se pueda
formar una nueva poblacion, sin embargo
el costo de esta estrategia reproductiva, es
la depresion por endogamia la cual puede
disminuir la aptitud bioldgica de la planta de
forma tan severa que muchos hermafroditas
previenen la autopolinizacion mediante una
variedad de mecanismos fisiolégicos de
autoincompatibilidad (Wilson & Harder 2003)
o simplemente con mecanismos dicogamicos o
hercogamicos. Estudios realizados en Clarkia
xantiana sefialan que el aseguramiento
reproductivo es una estrategia adaptativa en
respuesta a las probabilidades de reproduccion
cruzada de los individuos (Fausto et al.
2001). Esta es una hipotesis interesante para
someter a prueba, en poblaciones silvestres
de gulupa expuestas a servicios diferenciales
de polinizacion, y evaluar si la respuesta
poblacional de aseguramiento reproductivo
funciona como una adaptacion ecologica local
y si tiene un componente genético. De acuerdo
con lo expuesto anteriormente y siguiendo
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los criterios de Cruden & Lyon (1989)
(cit. en Kearns & Inouye 1993) el sistema
reproductivo de la gulupa seria xenégamo
facultativo.

En el cultivo de gulupa estudiado, el 13%
de las flores tuvieron estigmas que no se
recurvan permaneciendo siempre erectos.
Segun los estudios de Ishihata (1991), estas
flores no producen frutos, pero si polen viable,
funcionando asi como flores funcionalmente
masculinas y las de estigmas recurvados
como hermafroditas, esto determina a la
planta como funcionalmente andromonoica
(May & Spears 1988). Con base en esto
concluimos que la gulupa estudiada en los
cultivos de Boyaca es 13% andromonoica,
datos que ameritan profundizar el estudio
de esta esterilidad femenina, evaluando si es
un rasgo heredado genéticamente, su valor
funcional, y su efecto en la productividad
del cultivo.

Los resultados de la presente investigacion
deben ser incorporados a los planes de manejo
regional del cultivo de gulupa en el municipio
de Buenavista, porque evidencian que el
67% de la produccion de frutos y la calidad
de éstos, depende de los polinizadores. La
produccion de gulupa como una actividad de
desarrollo regional, sostenible en el tiempo,
requiere de la conservacion y el buen manejo
de sus polinizadores.
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