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El color de las flores es el resultado de
complejas rutas metabolicas reguladas
genéticamente 'y  representa  una
caracteristica relevante en el
mejoramiento de plantas ornamentales.
Este trabajo tuvo como objetivo estudiar
el color de flor en especies e hibridos
interespecificos de Passiflora para
evaluar la posible herencia del caracter.
Para ello se analizaron 5 especies y 5
cruzamientos con P. amethystina. Se
empled un colorimetro Minolta CR-321
para tomar valores de color en las flores
(escala CIELab). Se estimaron los
componentes colorimétricos a partir de la
medicion en tres pétalos por flor y en tres
flores por genotipo, analizando los datos
por ANOVA contrastados por test BSS.
Los resultados en las flores de las
especies mostraron que el valor L
(luminosidad del color), fue
estadisticamente menor en P. amethystina
(40,23) y mayor en P. elegans (90,79), lo
cual indicaria que la primera posee el
matiz méas intenso y la Ultima el més
claro. Tanto en la escala a verde-rojo

RESUMEN

como en la b (azul-amarillo), P. caerulea
(a=-10,69 y b=24,69) y P. amethystina
(a=33,21 y b=-33,33) se posicionaron en
los extremos opuestos. Los hibridos entre
P. amethystina y las otras cuatro especies,
presentaron  valores  colorimétricos
intermedios a los de sus parentales,
excepto P. amethystina x P. elegans. En
los hibridos de eéste cruzamiento los
valores de luminosidad (L=39,7) y la
escala  verde-rojo (a=34,1) fueron
estadisticamente similares a los de P.
amethystina. Los resultados sugeririan
una herencia cuantitativa del caracter con
interaccion genética entre las especies
parentales, alterando la expresion en
hibridos. El color de las flores en P.
amethystina seria el resultado de la
combinacion de la tonalidad del
contenido vacuolar y de la cantidad de
células coloreadas intercaladas con las
que reservan sustancias incoloras, pero
también existiria un aporte de plastidos
con clorofila en el citoplasma de las
células epidérmicas de los pétalos.

Palabras claves adicionales: Hibridos
interespecificos, color de flor, escala
CIELab.
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ABSTRACT

Bugallo, V., Pannunzio, M. J., Facciuto,
G. 2017. Colorimetric analysis in flowers
of species and hybrids of Passiflora.
Horticulture Argentina 36 (90): 5 - 12.

The color of the flowers is the result of
complex metabolic pathways genetically
regulated and represents a relevant feature
in breeding ornamental plants. The aim of
this work is to study flower color in
Passiflora species and to compare them
with interspecific hybrids values to
evaluate the inheritance of this character.
Five parental species of Passiflora and
five interspecific hybrids with P.
amethystina were analyzed. A Minolta
CR-321 colorimeter was used to take
color values in the flowers (CIELab
scale). The colorimetric components were
estimated from three petals per flower and
three flowers per genotype, analyzing the
data by ANOVA and tested by BSS. The
results on the flowers of the species
showed that the L value (color
luminosity) was statistically lower in P.
amethystina (40.23) and higher in P.
elegans (90.79), this would indicate that
the former possesses the most intense and
the latter, the lightest. In both, a-scale

1. Introduccion

(green-red) and b-scale (blue-yellow), P.
caerulea (a = -10.69 and b = 24.69) and
P. amethystina (a = 33.21 and b = -33.33
) were positioned at opposite ends.
Hybrids between P. amethystina and the
other four species presented intermediate
colorimetric values to those of their
parents, except P. amethystina x P.
elegans. In the hybrids of this cross, the
luminosity values (L = 39.7) and green-
red scale (a = 34.1) were statistically
similar to those of P. amethystina. The
results would suggest a quantitative
inheritance of the character with genetic
interaction between the parental species,
altering the expression in hybrids. The
color of the flowers in P. amethystina
would be the result of the combination of
the tonality of the vacuolar content and
the number of colored cells interspersed
with  those that reserve colorless
substances, but there would also be a
contribution of chlorophyll in the
cytoplasm of the epidermal cells of the
petals.

Additional  keywords: Interspecific
hybrids, flower color, CIELab scale.

El género Passiflora, consta de alrededor de 500 especies, entre las cuales 19 son
reconocidas como nativas de Argentina (Deginani, 2001). Las especies nativas cuentan con
gran variabilidad en los colores de sus flores, diferentes tonalidades de blanco, azul y rojo.
Los hibridos interespecificos amplian el abanico incorporando fucsias, rosados y diferentes
tonos de violeta. El color de las flores es el resultado de complejas rutas metabolicas que
reflejan la historia evolutiva de un género (Clegg & Durbin, 2000). La intensidad y el
patrén de color en los pétalos, son caracteres que contribuyeron a la seleccidn por parte de
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los polinizadores y, posiblemente, al aislamiento reproductivo y creacion de nuevas
especies (Friedman, 2015; Greaves et al., 2015; Horn, 2002). Las antocianinas y sus
derivados, responsables de los diferentes colores en las flores, son sintetizadas en el
citoplasma de las células por un complejo multi-enziméatico anclado al reticulo
endoplasmatico (Chanoca et al., 2015) Una vez formadas, son transportadas y acumuladas
en las vacuolas donde expresan su color (van der Kooi et al., 2016; Zhao & Tao, 2015).
Diferentes formas en la acumulacién de antocianinas han sido descriptas: solucion
coloreada uniforme, cuerpos en forma de vesiculas y cuerpos compactos de formas
regulares o irregulares. A estas diferentes formas se las agrupa con el nombre de
Inclusiones Vacuolares Antocianicas (AVIs: anthocyanic vacuolar inclusions) (Chanoca et
al., 2015; Zhang et al., 2006).

En el marco de un programa de mejoramiento para obtener variedades ornamentales a partir
de especies argentinas por hibridacion interespecifica, el objetivo de este trabajo fue
estudiar el color de las flores en el género. Se selecciond a P. amethystina, la Unica especie
nativa de flores azules y la més prolifica en la hibridacion interespecifica, y a los taxones
interfértiles con ella para comparar los valores colorimétricos de sus flores con los de los
hibridos interespecificos y evaluar la posible herencia de este caracter. Ademas, se planted
el estudio del sitio de acumulacion subcelular de pigmento que da como resultado el color
de los pétalos en este género.

2. Materiales y Métodos

Se analizaron colorimétricamente las flores de 12 genotipos de 6 taxones de Passiflora
usados como parentales (1 P. amethystina, 3 P. caerulea, 1 P. edulis f. edulis, 2 P. edulis f.
flavicarpa, 3 P. elegans y 2 P. mooreana) y 19 hibridos interespecificos correspondientes a
6 cruzamientos de P. amethystina con las otras especies (5 P. amethystina x P. caerulea, 1
P. amethystina x P. edulis f. edulis, 1 P. amethystina x P. edulis f. flavicarpa, 10 P.
amethystina x P. elegans y 2 P. amethystina x P. mooreana). Las flores fueron recolectadas
en antesis, en horas de la mafiana. Cabe destacar que, dado que las flores de éstas especies
duran sélo un dia, este estudio se realiz6 con flores de 1-4 horas de su momento de
apertura. Se tomaron valores del color en la parte central y en la cara adaxial de pétalos de
flores con un colorimetro Minolta CR-321 que registra datos en la escala CIELab (L =
luminosidad, -a/+a = escala de verde a rojo, -b/+b escala de azul a amarillo). Cada
genotipo se evalud en tres pétalos al azar de cada flor y en tres flores de cada genotipo. Los
datos se analizaron estadisticamente por medio de ANOVA con contraste por test BSS
utilizando el programa estadistico InfoStat (version 2009, Universidad Nacional de
Cordoba) (Di Rienzo et al., 2010).

Para estudiar el sitio celular donde se aloja el pigmento, se realizé una diseccion de la
epidermis adaxial de los pétalos de P. amethystina cortando la superficie de los mismos con
un bisturi y extrayendo la capa superior con una pinza (peeling). La muestra se mont6 en
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agua destilada en un portaobjeto, se observo bajo microscopio Olympus BX 50 con campo
claro y con fluorescencia y se fotografié con camara digital Olympus C-5060. Todo el
material vegetal analizado pertenece a la coleccion in vivo del Instituto de Floricultura del
INTA.

3. Resultados y discusion

Los resultados del analisis colorimétrico reflejan la variabilidad fenotipica en el color de
flor en los diferentes genotipos de especies e hibridos (Figura 1).

Figura 1: Fenotipos florales de especies e hibridos interespecificos de Passiflora.

a-f: especies, g-r: hibridos interespecificos. a: P. amethystina, b: P. caerulea, c: P. edulis f. edulis, d: P.
edulis f. flavicarpa, e: P. elegans, f: P. mooreana, g-j: P. amethystina x P. caerulea, k: P. amethystina x P.
edulis f. edulis, I: P. amethystina x P. edulis f. flavicarpa, m-p: P. amethystina x P. elegans, g-r: P.
amethystina x P. mooreana.

En los estudios por especie, la luminosidad del color de los peétalos (L) fue
significativamente menor en P. amethystina (40,23) que en las otras especies y mayor en P.
elegans (90,79). Estos valores estarian expresando que la primera posee un color menos
luminoso y la Gltima el mas claro. Tanto en la escala a (verde-rojo) como en la b (azul-
amarillo), P. caerulea (a=-10,69 y b=24,69) y P. amethystina (a=33,21 y b=-33,33) se
posicionaron en los extremos opuestos. Los valores colorimétricos en los hibridos
interespecificos fueron intermedios a los de sus parentales, excepto en la progenie de los
cruzamientos P. amethystina x P. elegans donde se hallaron valores de luminosidad
(L=39,7) y en la escala del verde al rojo (a=34,1), estadisticamente similares a los de P.
amethystina (Tabla 1).

Horticultura Argentina 36 (90): May.-Ago. 2017. ISSN de la edicidn on line 1851-9342



Bugallo, V., Pannunzio, M. J., Facciuto, G. - Analisis colorimétrico en flores de especies. ..

Tabla 1: Evaluacion del color de flores en especies e hibridos interespecificos de
Passiflora. Escala colorimétrica CIELab: L = luminosidad, -a/+a = de verde a rojo, -b/+b
de azul a amarillo. Letras distintas indican diferencias significativas en la media de cada
variable.

n L a b
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. | | | | [ ]

P. amethystina x P. edulis flavicarpa 9 =
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P. amethystina x P. edulis edulis 9 s:m
D
P. caerulea 27 —
D
P. edulis flavicarpa 18 o
P. edulis edulis 9 o
84,02
P. mooreana 18 )

84,29

E
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Los resultados obtenidos responderian a herencia cuantitativa y sugeririan la existencia de
una interaccién genética entre las especies parentales que alteraria la expresion de este
caracter en sus hibridos. Las interacciones genéticas pueden ocurrir entre diferentes alelos
del mismo gen (dominancia) o entre distintos genes (epistasis) y pueden ser detectadas
como una desviacién del valor fenotipico en el hibrido respecto de los expresados por los
parentales (Mackay, 2014; Tornielli et al., 2009; Phillips, 2008). A pesar de la simplicidad
con la que se puede revelar la ocurrencia de interacciones genéticas, conocer el origen de la
variacion cuantitativa es uno de los mayores retos de la biologia contemporanea (Mackay,
2014). Si bien P. amethystina presentd los menores valores de luminosidad entre los
genotipos estudiados, el color expresado en su fenotipo no presentd el menor matiz posible
para esa tonalidad. En la epidermis adaxial de P. amethystina, se pudo observar bajo
microscopio 6ptico, que las células con vacuolas coloreadas estan intercaladas con otras
gue contienen sustancias incoloras (Figura 2 a y b).

Figura 2: Microscopia de la epidermis adaxial de los pétalos de flores de Passiflora amethystina. a y b:
microscopia de campo claro de células con vacuolas coloreadas e incoloras; c: sector de la epidermis con
vacuolas incoloras, las flechas muestran inclusiones vacuolares antocidnicas de forma irregular; d:
microscopia fluorescente de la misma célula que en c, en rojo, cloroplastos emitiendo auto-fluorescencia de la
clorofila (flechas). n = nlcleo; v = vacuola Barraen a =50 pm, en b, c y d = 20 pm.
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El color de flor en esta especie se deberia a las sustancias acumuladas en las vacuolas de las
células y a inclusiones vacuolares antocianicas de formas irregulares (Figura 2 b). Varios
géneros que presentan pétalos blancos con sectores pigmentados han sido estudiados, entre
ellas Ipomoea, Petunia, Eustoma y Antirrhinum (Chanoca et al, 2015; Passeri et al., 2016;
Quattrocchio et al., 2006; Quattrocchio et al.,1999; Schwinn et al., 2006; Zhang et al.,
2006). En Petunia y Antirrhinum, la explicacion a éste fendmeno fue atribuida a factores de
transcripcion (proteinas MYB) involucrados, tanto en la sintesis de antocianinas, como en
la acidificacion de las vacuolas (Quattrocchio et al., 2006; Quattrocchio et al.,1999). En
Ipomoea, las diferencias se atribuyeron a la insercion de transposones que causaban la
disrupcion de genes pertenecientes a la ruta metabolica de las antocianinas (Tiffin et al.,
1998). Teniendo en cuenta que uno de los factores que causa la activacion de elementos
genomicos moviles es la hibridacion interespecifica (Friedman, 2015; Greaves et al., 2015;
McClintock, 1984), la coloracién en los hibridos P. amethystina x P. elegans también fue
afectada por este fendmeno. Se detectaron plastidos en las células incoloras de la epidermis
del pétalo de P. amethystina con auto-fluorescencia en rojo lo que sugiere la presencia de
clorofila. Estos plastidos serian el factor contribuyente a la reduccion en el valor
colorimétrico a (Figura2 c y d).

4. Conclusiones

Se encontraron variaciones en el color de las flores de especies e hibridos interespecificos
de Passiflora en los tres componentes colorimétricos estudiados. Passiflora amethystina y
los hibridos P. amethystina x P. elegans mostraron un matiz del color mas intenso,
diferencidndose de los otros taxones analizados. En los hibridos, los valores colorimétricos
fueron intermedios a los de su parentales excepto en los hibridos de P. amethystina x P.
elegans donde se hallaron valores estadisticamente similares a los de P. amethystina. Los
resultados obtenidos indicarian que el color de flor en Passiflora responde a herencia
cuantitativa y se sugiere la existencia de interaccién genética entre las especies P.
amethystina y P. elegans que afectaria el color de flor en los hibridos. El color de las flores
en P. amethystina se ubica fisicamente en las vacuolas de las células epidérmicas con
presencia de inclusiones vacuolares antocianicas irregulares. EI componente colorimétrico
que expresa la luminosidad del color (L), estaria dado por el tono del contenido vacuolar y
por las células que reservan sustancias incoloras que se encuentran intercaladas con las
coloreadas, mientras que el componente a, tendria aporte de plastidos con clorofila en el
citoplasma de las células epidérmicas de los pétalos.

Si bien a partir de analisis colorimétricos e histologicos sencillos se pudieron elaborar
varias hipotesis para explicar la diferencia en colores y patrones de pigmentacion en las
flores de Passiflora, es necesario profundizar en estudios moleculares, histoldgicos,
bioguimicos y citogenéticos para dar respuesta certera a estos interrogantes.
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