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COMPENDIO
Germinacién y Crecimiento de Plantula en Chincuya (Annona purpurea Moc y
Sessé) y su Relacién con Giberelinas y Acido Abscisico
POR
JULIO CESAR GOMEZ CASTANEDA
MAESTRIA
HORTICULTURA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. OCTUBRE DE 2002

DR. HOMERO RAMIREZ RODRIGUEZ — Asesor-

Palabras Clave: Fisiologia, hormonas, frutal tropical.

Con el propésito de analizar algunos factores que contribuyen a la
deficiencia en germinacion en semillas de Annona purpurea se realiz6 la
presente investigacion. Semillas maduras de esta especie frutal fueron
conservadas durante 5 dias en inmersidn de acido giberélico a concentraciones
de 0, 100, 500 y 1000 ppm y su germinacion y desarrollo de plantula

posteriormente evaluadas en invernadero.



El contenido de giberelinas y acido abscisico en las estructuras anteriores
fue medido con la prueba del hipocotilo de la lechuga, mientras que con la
técnica de espectrometria de masas y cromatografia de gases se identificaron
giberelinas enddgenas.

Los resultados indican que el acido giberélico, en cualquier concentracion
estudiada estimula sustancialmente la germinacion. Mientras el testigo alcanzé
solamente un 8 por ciento de germinacion total, los niveles de AGs produjeron
53.33, 62 y 68 por ciento a 100, 500 y 1000 ppm respectivamente. El desarrollo
de la plantula reflejé los efectos observados en la semilla al mostrar el testigo
un maximo de 0.32 mm de altura en comparacion con 44.44, 65.3 y 71.2 mm
con 100, 500 y 1000 ppm de AGs respectivamente. Se encontré actividad
biolégica de giberelinas y acido abscisico en las semillas analizadas, sin
embargo, esta actividad fue siempre superior en las primeras aunque
insuficientes para causar germinacion. Se identificaron las giberelinas A1, Axy
Ass. Se concluye que la deficiencia en germinacion de Annona purpurea esta

relacionada con bajos niveles de giberelinas en las semillas.



ABSTRACT

Germination and Seedling Development on Chincuya (Annona purpurea Moc y
Seesé) Related to Gibberellins and Abscisic Acid

BY
JULIO CESAR GOMEZ CASTANEDA
MAESTRIA
HORTICULTURA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. OCTOBER DE 2002

DR. HOMERO RAMIREZ RODRIGUEZ — Adviser-

Keywords: Physiology, hormones, tropical fruit.

With the purpose to study the lack of seed germination in Annona purpurea,
mature seed were immersed during 5 days in a solutions of GAz (0, 100, 500
and 1000 ppm). Seed germination and seedling development was evaluated
under greenhouse conditions. Gibberellins and ABA in seeds were measured

using the lettuce hypocotyl bioassay whereas identification of endogenous

vii



"’gibberellins was conducted using the gas chromatography mass spectrometry
technique.

It was found that any concentration of GAs promotes seed germination.
Control seed showed 8 percent of total germination whilst GAs treatments
showed 55.33, 62 and 68 percent at 100, 500 and 1000 ppm respectively.
Seedling development showed the same pattern as in seeds. Control plants
reached a final height of 0.32 mm in comparison with 44.44, 65.3 and 71.2 mm
with 100, 500 and 1000 ppm of GAs respectively. More gibberellin activity than
ABA was found in seeds however, not enough to provoque germination.
Gibberellins A1, Az, and Asz were identified.

It is concluded that the lack of seed germination in Annona purpurea is

related to low levels of endogenous gibberellins in seed.
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INTRODUCCION

La germinacién de las semillas es lo que determina el establecimiento
de cultivos y propagacion de especies, sin embargo, ésta puede verse afectada
por diversos factores. Algunas semillas son capaces de germinar poco tiempo
después de la fecundacion, y mucho antes de su tiempo normal de recoleccion;
otras presentan letargo y requieren de un periodo de reposo o desarrollo
adicional, antes de que la germinacién pueda ocurrir. Dependiendo de la

especie, este periodo puede durar pocos dias o extenderse a varios afnos.

Especies de importancia econémica, tanto de regiones tropicales como
templadas, han presentado problemas de germinacion en mayor o menor
proporcion, que se asocian a la presencia de sus semillas y pudiera decirse que
en semillas recién colectadas. Estos problemas pueden encontrarse
practicamente en todos los grupos o clases de plantas, sean cultivadas o
nativas, en especies de pastos, cereales, leguminosas de semilla pequefa y

grande, hortalizas, flores, arboles y malezas.

La Chincuya (Annona purpurea Moc & Sessé) es una especie que se
encuentra en los estados de Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Veracruz y Campeche;

sin embargo, en la zona centro de Chiapas solo se cultiva en huertos familiares,



los cuales carecen de manejo; sin embargo, su fruto forma parte del
complemento alimenticio y apoya a la economia familiar, ya que la época de su
maduracion y recoleccién coincide con al menor actividad de los agricultores en

las parcelas de maiz, base fundamental de la economia de la zona.

El problema esencial al cual se enfrenta la propagacion de esta
especie, es la escasa germinacion de las semillas recién cosechadas, ya que
presenta; problemas de latencia. Aunque estén aparentemente maduras y las
condiciones ambientales sean 6ptimas, solo germina hasta haber recibido un
estimulo externo especifico o haber transcurrido un tiempo determinado. Esta
deficiencia puede atribuirse a condiciones fisiolégicas adversas reflejadas en

una testa dura o desniveles endégenos hormonales o de orden morfolégico.

Diversos son los factores que intervienen en esta adversidad. Los
reguladores del crecimiento son sustancias que ocurren en forma natural en las
plantas, que pueden estimular o inhibir el crecimiento o regular algun programa
de desarrollo (Arteca, 1998). Las giberelinas son sustancias reguladoras del
crecimiento con implicaciones mas directas en el control y promocion de la
germinacién. El acido abscisico, sin embargo, ha sido sefialado como un
inhibidor de la germinacién de la semilla, que actia como un antagonista natural

de giberelinas (Fosket, 1994).

La presente investigacion se planted bajo los siguientes objetivos e

hipotesis:



Objetivos

Evaluar el comportamiento de la germinacién con tratamientos de acido

giberélico.

L3

Analizar la concentracion de giberelinas y écido abscisico, durante el

proceso de germinacién, en semillas de Annona purpurea.

Identificar cualitativamente las giberelinas en las semillas de Annona

purpurea.

Hipotesis

La deficiencia en germinacién de Annona purpurea se debe a bajos

niveles de giberelinas enddgenas.

Las aplicaciones de acido giberélico influyen directamente en el proceso

de germinacion.



REVISON DE LITERATURA

Importancia de las Anonéaceas

La familia Annonaceae esta integrada por 140 géneros y registra mas
de 2500 especies (Chatrow, 1999). Los frutales de la familia Annonaceae estan
catalogados dentro de las frutas mas deliciosas de América, tienen gran
aceptacion en el mercado, y son ricas en vitaminas y minerales, necesarios en

una dieta bien balanceada (Cervantes, 1983).

Los frutales de la familia Anonaceae que se desarrollan en México
pertenecen al género Annona a excepcion de Rollinia jimenezii Schlecht.
Algunas especies como la guandbana (A. muricata L.), la chirimoya (A.
cherimola Mill.) y la anona (A. reticulata L.) son conocidas en varias partes de
México; pero de otros como el saramuyo (A. squamosa L.), la chincuya (A.

purpurea Moc. & Sessé ex Dunal), se tiene poco conocimiento ( op. cit.).



Descripcién botanica y clasificacion taxonémica

Descripcion botéanica

Originaria de México y Ce‘ntroamérica, es escasamente cultivada. Es un
arbol bajo de follaje espaciado; con un tronco corto de 45 cm de diametro
(Morton, 1987). Las hojas son grandes y delgadas, pubescentes por el enves
cuando son jévenes, elipticas a obovadas, miden de 15 a 30 cm de largo por 10
a 15 cm de ancho. Las ldminas son muy onduladas y los nervios estan
marcadamente hundidos en el haz. Por lo comun los tallos jévenes, peciolos y
nervios de la hoja muestran una pubescencia rojiza (Ledn, 1987). Las flores son
grandes, con los pétalos externos de cuatro a cinco centimetros de largo,
flexibles y amarillentos con manchas violeta en el lado interno; los pétalos
internos son mas cortos, de tres a cuatro centimetros de largo. El receptaculo
conico mide alrededor de dos centimetros de largo por 1.5 cm de ancho; en su
parte inferior estd cubierto de estambres y el gpice por un anillo de carpelos

(Ledn, 1987; Ochse ef al., 1985).

Las flores son grandes, con pétalos externos de 4 a 5 cm de largo,
flexibles y amarillentos con manchas violetas en el lado interno; los pétalos
internos son mas cortos, de 3 a 4 cm de largo. El receptaculo cénico mide
alrededor de 2 cm de largo por 1.5 cm de ancho y en su parte interior esta

cubierto de estambres y el dpice por un anillo de cérpelos (Ledn, 1987). La



(época de floracién en México es de enero a marzo. Con respecto a la biologia
floral de las Anonaceas, las flores de todas las especies del género Annona,
son anatébmicamente hermafroditas y fisiolégicamente autoestériles vy
protoginicas, esto implica que maduran primero los 6rganos femeninos y
después los masculinos, con el gravisimo inconveniente de que el tiempo que
pasa entre una y otra madurez es tan largo, que hace totalmente imposible la
autopolinizacién de las flores. Esta razdn fisiologica aunada a la constitucion
anatémica de las flores en extremo cerradas, no admite que el tiempo favorezca
el transporte de una flor a otra ni tampoco permite que las abejas u otros
insectos mas 0 menos grandes puedan penetrarlas, |0 que obstaculiza su
polinizacion. Esto, bajo condiciones naturales, sélo es posible por la presencia
de ciertos insectos que pueden penetrar por las estrechas separaciones de los
pétalos, llegar hasta el fondo de las flores y recoger el polen de las anteras
maduras en su cuerpo para transportarlo a los estigmas receptivos de otras

especies y polinizarlas (Morton, 1987; Vidal, 1993).

El fruto es de ovoide a esférico, mide de 10 a 14 cm de anchoy 15 a 20
cm de largo y esta cubierto de un tomento amarillo o rojizo, de vellosidad que
sirve de fieltro y de tubérculos angulosos dispuestos densamente. Los carpelos
tienen prominencias piramidales muy desarrolladas, hasta de 2 cm de largo,
con los apices curvos hacia la base de la fruta ( Ledn, 1987; Ochse ef al., 1985).
La pulpa es abundante, dura y va de un color anaranjado brillante a un
anaranjado rojizo, muy perfumada, agradable al olfato, algo insipida y fibrosa.

Ademas, la pulpa esta protegida por una cascara gruesa (Morton, 1987).



Las semillas elipticas, de color café claro, miden de 2.5 a tres
centimetros de largo y es comun encontrar un numero de 80 por fruto (Morton,

1987; Vidal, 1993; Leo6n, 1987; Ochse, ef al., 1985).

Clasificacion taxondmica

La clasificacion botanica de la chincuya (A. purpurea Moc & Sessé ex

Dunal) es la siguiente (Ochse et al., 1985; Ibar, 1983):

Reino: Vegetal
Subreino: Embriophyta
Division: Espermatophyta
Subdivision: Angiospermae
clase: I‘Z)\i&;doneae
Orden: Ranales
Suborden: Magnolineas
Familia: Annonaceae
Género: Annona

Especie: A. purpurea Moc. & Sessé ex Dunal.



Germinacion

La propagacién por semillas es el mejor método de reproduccion de la
naturaleza, y se aprovecha en la agricultura con una alta eficiencia. Una semilla
cuando. se desprende de la planta madre es un évulo maduro; es un embrién
con un almacén de reservas que se encuentra dentro de una cubierta. La
germingcion se puede ser definir como una serie de eventos que toman lugar
cuando semillas secas quiescentes imbiben agua, la cual provoca un
incremento en la actividad metabdlica que causa alargamiento del eje
embrionario, de las estructuras que rodean al embridn y propicia la penetracion

de la radicula (Bewley, 1997; Arteca 1998).

Garciduenas y Ramirez (1999) y Riley (1997) sefalaron que el proceso
de germinacion puede dividirse en los siguientes pasos: a) El agua del medio
entra a la semilla, y tanto las células del embrion como del endospermo se
hidratan y entran en actividad, por lo que la semilla se hincha. b) EI embridn
empieza a producir GA que actua sobre la capa de aleurona que rodea al
endospermo y la induce a éecretar amilasa. c¢) Por acciéon de la amilasa y
maltasa el almidon pasa a glucosa, con lo cual el embrion adquiere energia
para su desarrollo. d) El embridbn empieza a producir citocininas, hormonas que,
junto con el GA, inducen sintesis de enzimas y la aleurona pasa a proteina
soluble. e) Por accién de las citocininas y gracias a la energia de la glucosay a
las proteinas solubles, las células del embrién se dividen activamente; en este

momento se inicia la germinacion al romper la testa el primordio de la raiz



.'principal. f) Las células del endospermo y, posteriormente, las del embridn,
sintetizan auxinas que inducen primero el alargamiento de los meristemos de Ia
radicula y después del talluelo con un réapido crecimiento; las auxinas
determinan también el inicio de Ia diferenciacién de los tejidos, asi como el

crecimiento direccional del talluelo hacia arriba, y el de la raiz hacia abajo.

Para que el proceso de germinacién se lleve a cabo con éxito, se
requiere que la semillas sea viable, o sea, que tenga un embrion vivo, capaz de
crecer, que exista humedad, oxigeno y una temperatura adecuada. No
obstante, es frecuente que aun las semillas no germinen, aun cuando se
encuentren bajo esas condiciones. Esto se debe a que existe un impedimento o
blogueo en alguna parte del proceso de germinacion que evita que se
desarrollen los cambios neéesarios en la semilla (Moreno, 1996; Hartmman y

Kester, 1999).

Condiciones ambientales que afectan a la germinacion.

Es el factor mas importante en la iniciacion de la germinacion y la
sobrevivencia de la plantula una vez que ha emergido (Arteca, 1998). Los
factores mas importantes que afectan la absorcién de agua por Ia semillas son:
la naturaleza de las semillas y sus cubiertas, y la cantidad agua disponible en el

medio circundante. Las semillas tienen gran poder de absorcidén de agua debido
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"ala naturaleza coloidal de sus componentes. La tasa de absorcidén de agua esta
influenciada también por la temperatura, principalmente por las mas elevadas.
Las cubiertas de la semillas también desempefian un papel importante en la
absorcién de agua. Algunas semillas son tan impermeables al agua, que la
germinacién no puede ocurrir hasta que las cubiertas hayan sido alteradas de
alguna forma. La humedad proporcionada a la semilla en germinacién puede
afectar tanto al porcentaje como a la tasa de germinacién. La tasa de
emergencia en un semillero esta influenciada, en particular, por la provision de
agua disponible. Cuando el contenido de humedad en el suelo se encuentra
aproximadamente a la mitad de capacidad de campo y el punto de marchitez

permanente, hay un descenso en la tasa (Hatmann y Kester, 1999).

Temperatura

El segundo requisito par la germinacién es una temperatura favorable.
Se clasifican de acuerdo a sus exigencias de temperaturas de la siguiente
manera: aquélias que germinan con temperaturas relativamente bajas; las que
germinan con temperaturas altas, y las que germinan en una gama de
temperatura frescas y calientes. Las semillas de la mayor parte de las plantas
tropicales requieren temperaturas elevadas. La exigencia de temperatura para
la germinacién de las semilias generalmente se considera con relacion a tres

puntos: minima, maxima y éptima (Trujillo, 1994).
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La temperatura afecta tanto el porcentaje como la velocidad de
germinacion, como lo demostré6 Salomao y Mundim (2000) en semillas de

papaya y Steinmaus et al. (2000), en semillas de nueve especies de malezas.

Oxigeno

Los gases que en el medio de germinacion pueden afectar a la
germinacion de las semillas son el oxigeno, el CO, y posiblemente el etileno. El
oxigeno es esencial par Ioé procesos respiratorios que se efectuan en las
semillas en germinaciéon, y puede medirse poco después que principia la
imbibicion. La tasa de absorcion de oxigeno es un indicador del avance de la
germinacion y se ha sugerido como una indicaciéon del vigor de las semillas. La
mayoria de las semillas germinan en una atmoésfera que contenga 20% de
oxigeno y un bajo porcentaje de bidxido de carbono (0.03 por ciento) (Moreno,

1996).

La luz es uno de los factores principales que controlan la latencia en las
semillas (Pons 1993). Cuando una semilla embebida es expuesta a la luz roja
(660-760 nm), el fitocromo (P) cambia a Pfr, lo que promueve la germinacion,
considerando que la exposicion a rojo lejano (760-800 nm) promueve el cambio
al formulario alternado Pr e inhibe la germinacion. Estos cambios ocurren muy

rapidamente y pueden repetirse muchas veces con el ultimo tratamiento eficaz.
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Las membranas de las testas de la semilla y/o el endospermo actuan como
censores ligeros; el mando ligero, una vez quitado, desaparece (Arteca,1998;

Pekrun et al., 1997).
Los reguladores del crecimiento

Las hormonas son sustancias que aparecen en forma natural,‘muy
eficaces en pequefas cantidades, que estimulan o inhibien el crecimiento, o
regulan algunos programas de desarrollo. En muchos casos las hormonas son
activadas en un tejido especifico diferente a los tejidos donde se producen. Las
auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico y el etileno son las hormonas
que ejercen un efecto poderoso en algun aspecto de crecimiento y desarrollo de
la planta (Salisbury y Ross, 1994; Fosket, 1994; Black and Bucovac, 1996). Es
decir, las auxinas controlan la formacién y el crecimiento de la raiz, las
giberelinas regulan la sintesis de proteinas y alargamiento del tallo; las
citocininas, la diferenciacion de érganos; el etileno la maduracion de los frutos y

el &cido abscisico el biogueo de la germinaciéon (Riley, 1997).

Los reguladores del crecimiento son una herramienta importante en la
produccion de una gran variedad de hortalizas y cosechas agrondmicas. Sus
efectos, particularmente en una situacidn de dosis excesiva, pueden ser
bastante profundos, sin embargo, estos productos pueden usarse sutiimente
en un proceso dado del crecimiento de la planta (por ejemplo: floracién,

crecimiento vegetativo, abscision de frutos). EI valor que representa,
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qparticularmente en la produccion de hortalizas puede ser bastante significativo
y multidimensional. En el mercado actual, las tendencias respecto a la demanda
de calidad de cosechas esta creciendo, lo que incrementa los costos y provoca
el desarrollo de nuevos productos reguladores del crecimiento, que puedan

ayudar a un equilibrio eficaz en el mercado (Reilly, et al., 2002).
Giberelinas

Hay muchos sustancias quimicas estrechamente relacionadas en la
"familia" de las hormonas de planta llamadas giberelinas (Gas). Muchas
especies de la planta contienen Gas diferente. Por otro lado sélo unas Gas
poseen la actividad biolégica significante. El &cido giberélico (GAs) es la GA
ampliamente usado en la horticultura, pero no se encuentra naturalmente en la
mayoria de las plantas superiores. GA; se cree que es la giberelina de
“crecimiento” primario en blantas superiores, pero otras giberelinas tienen la
funcion de controlar la floraciéon, el sistema de elongaciéon y germinacion de

semillas (Tudzynski, 1999; Looney, 1996; Yamaguchi y Kimaya, 2000).

Naturaleza de Giberelinas

Al contrario de la clasificacion de auxinas que se hace en base a la
funcién, las giberelinas son clasificadas a partir de la estructura, asi como de la
funcién. Todas las giberelinas se derivan del esqueleto gibane y son los

compuestos acidos, por consiguiente se denominan también acidos giberélicos
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"‘(GA), con un subindice diferente para distinguir entre ellos. GAz se ha llamado
el acido giberélico histéricamente, pero el término también se usa a menudo
para describir todas las giberelinas. GA esta extendido hasta en plantas con
flores (angiospermas) y no floreciente (gimnospermas), asi como en I0s
helechos. Se han aislado giberelinas en plantas inferiores como los musgos y
algas, en dos especies funginas, y mas recientemente en dos especies
bacterianas. Se han identificado mas de 90 GA de las cuales no es muy
probable su importancia en la planta (Arteca, 1998; Mauseth, 1991; Salisbury y

Ross, 1994).

Biosintesis y metabolismo de giberelinas

Giberelinas son diterpenos sintetizados del acetyl CoA via el &cido
mevaldnico; todos ellos tienen 19 0 20 unidades ‘del carbono, agrupados en
cuatro o cinco sistemas del anillo. Se cree que las giberelinas son sintetizadas
en los tejidos jovenes del brote, y también en semillas en vias de desarrollo. Es
incierto si los tejidos jovenes de la raiz también producen giberelinas. Hay
también alguna evidencia que las hojas pueden ser la fuente de alguna

biosintesis (Sponsel, 1995; Salisbury y Ross, 1994).

Tres moléculas de acetyl CoA son oxidadas por dos moléculas de
NADPH para producir tres moléculas de CoA como un producto lateral del
acido mevalonico. El acido de Mevalénico es, entonces, fosforilado por ATP y

decarboxilado para formar el pirofosfato isopentil. Cuatro de estas moléculas
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forman pirofosfato de geranilgeranil que sirve como el donador de atomos para
todas las giberelinas. Este compuesto se convierte entonces a
copalilpirofosfato, que tiene dos sistemas de anillos. El copalilpirofosfato se

convierte a kaureno, que tiene cuatro sistemas del anillo.

Las oxidaciones subsecuentes revelan el kaurenol, kaurenol y acido
kaurenoico, respectivamente. El acido de Kaurenoico se convierte al precursor

del aldehido de GA+2 por descarboxilacion.

Ciertos quimicos comerciales se usan para impedir el crecimiento al
bloquear la sintesis de las giberelinas. Algunos de estos quimicos son
Phosphon D, Amo-1618, Cycocel (CCC), ancymidol y paclobutrazol. La planta
metabolizara la mayoria del giberelinas por hidroxilacién a inactivo durante el
crecimiento activo, conjugado rgpidamente con la excepcion de GAs (Arteca,

1998,; Sponsel, 1995).

Funciones de giberelinas

Las giberelinas activas muestran muchos efectos fisiolégicos; cada
efecto depende del tipo de giberelina presente asi como de la especie. Algunos
de los procesos fisiologicos estimulados por las giberelinas se indican debajo
(Davies, 1995; Mauseth, 1991, Riley, 1997, Salisbury y Ross, 1994).

o El tratamiento con concentraciones altas de giberelinas es eficaz para

romper la latencia, al provocar una germinacién rapida.
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e Estimula el alargamiento del tallo, induciendo division y alargamiento
celular.

e Induce a la floracion temprana en plantas jovenes.

e Estimula la produccién de la enzima (o-amylasa) para la movilizacién de
reservas de la semilla en la germinacién de granos del cereales.

¢ Induce la masculinidad en flores deciduas (la expresién del sexo).

o Puede causar el partenocarpia en frutos.

e Puede retardar el senescencia en las hojas y frutas del citrico.

Acido abscisico

Naturaleza de Acido de Abscisico

El acido de abscisico es un compuesto contrario a las auxinas,
giberelinas y citocininas. Se lo llam6 le “abscisin originalmente, porque se
pensaba que jugaba un papel mayor en la abscision de frutas. al mismo tiempo
otro grupo lo denominaba el "dormin" porgque pensaban qLue tenia un papel
mayor en la inactividad del brote. El acido de abscisico de nombre (ABA) se
acuidé por un compromiso entre los dos grupos, aunque generalmente se
piensa que ABA juega los papeles principalmente inhibitorios (Arteca, 1998,;

Mauseth, 1991,; Salisbury y Ross, 1994).
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N‘Biosintesis vy Metabolismo de acido abscisico (ABA)

El ABA es un compuesto que ocurre naturalmente en las plantas. Es un
sesquiterpenoide (15-carbono) que se produce parcialmente via la senda del
acido mevalonico en los cloroplastos y otros plastidios donde se sintetiza
parciaimente. Se considera que la biosintesis ocurre principalmente en las
hojas. La produccién de ABA se acentua por las tensiones como la pérdida de
agua y las bajas temperaturas. Se cree que la biosintesis ocurre indirectamente
a través de la produccién de 6arotenoides que son pigmentos de 40 carbones
producidos por los cloroplastos. La interrupcion de estos carotenoides ocurre
por el mecanismo siguiente:

¢ Violaxanthin es un carotenoide que tiene cuarenta carbonos.

e Es isomerizado y entonces se divide via una reaccién de la isomerasa,
seguida por una reaccion de oxidacion.

e Una molecula de xanthonin produce de una molécula violaxanthonin y es
incierto lo que pasa con el biproducto restante.

e La molécula de xanthonin producida es inestable y espontaneamente
cambia al aldehido de ABA.

e Los resultados de la oxidacién son extensos en ABA.

La activacion de la molécula puede ocurrir por dos métodos. En el

primer metodo, puede formarse un ester de ABA-glucosa por la atadura de
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”glucosa a ABA. En el segundo método, la oxidacién de ABA puede ocurrir para

formar acido del faséico y acido del dihidrofaseico.

El transporte de ABA puede ocurrir en xilema y tejidos del floema.
También puede ser translocado a través de las células del parenquima. El
movimiento del acido abscisico en las plantas no exhibe la polaridad como las
auxinas. ABA es de arriba abajo pero puede ser ascendente y descendente en

el tallo (Walton y Li, 1995; Salisbury y Ross, 1994).

Funciones del Acido Abscisico

Lo siguiente son algunas de las respuestas fisiolégicas conocidos que
son asociadas (Davies, 1995,; Mauseth, 1991,; Salisbury y Ross, 1994).

e Estimula el cierre estomatal (la tension hidrica provoca un aumento en la
sintesis de ABA).

¢ Inhibe el crecimiento de brotes pero no tiende a afectar tanto las raices e
incluso puede promover su crecimiento.

¢ Induce las semillas para sintetizar las proteinas de reserva.

e Inhibe el efecto de giberelinas al estimular de la sintesis del novo de a-
amilasa.

e Puede inhibir la accion de las giberelinas y, por consiguiente, la

germinacioén en algunas especies vegetales.
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Latencia

Es el estado en que se encuentra una semilla viable que no germina
aun cuando dispone de condiciones propicias como suficiente humedad para
embeberse, aireacion y una temperaturas que permitan el crecimiento vegetal.
(Lang, 1996). Las semillas con latencia presentan mecanismos morfoldgicos,
fisioldgicos, mecanicos, quimicos y hormonales inhibitorios que impiden la
germinacion en condiciones favorables al crecimiento de los vegetales, por lo
que resulta necesario aplicar un tratamiento para que la germinacion pueda

llevarse a cabo (Baskin and Baskin, 1998).

El acido abscisico y las giberelinas juegan un papel importante en el
proceso de germinacion de semillas latentes, el primero como inhibidor y el
segundo como promotor (Bewley, 1997). Esto ha sido demostrado por Karma
and Al Salem (2001), Debeaujon and Koornneef (2000) y Baskin ef al. (2000),
quienes indican que la aplicacion exdégena de giberelinas indujo el proceso de
germinacion, y el acido abscisico indujo el de latencia. Resultados similares
también se han obtenido con semillas de la misma especie (Hernandez, ef al.

1999) y otras anonaceas, Marroquin et al. (1997) y De Smet ef al. (1999).
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RESUMEN.

Con el propdsito de analizar algunos factores que contribuyen a la deficiencia
en germinacién en semillas de Annona purpurea se realiz0 la presente
investigacion. Semillas maduras de esta especie frutal fueron conservadas
durante 5 dias en inmersion de acido giberélico a concentraciones de 0, 100,
500 y 1000 ppm y su germinacion y desarrollo de plantula posteriormente
evaluadas en invernadero.

El contenido de giberelinas y &cido abscisico en las estructuras anteriores fue
medido con la prueba del hipocotilo de la lechuga, mientras que con la técnica
de espectrometria de masas y cromatografia de gases se identificaron
giberelinas endogenas.

Los resultados indican que el acido giberélico, en cualquier concentracion
estudiada estimula sustancialmente la germinacién. Mientras el testigo alcanzo
solamente un 8% de germinacion total, los niveles de AG3 produjeron 53.33, 62
y 68% a 100, 500 y 1000 ppm respectivamente. El desarrollo de la plantula
reflejo los efectos observados en la semilla al mostrar el testigo un maximo de
0.32 mm de altura en comparacion con 44.44, 65.3 y 71.2 mm con 100, 500 y

1000 ppm de AGs; respectivamente. Se encontré actividad bioldgica de
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Qiberelinas y acido abscisico en las semillas analizadas, sin embargo, esta
actividad fue siempre superior en las primeras aunque insuficientes para causar
germinacion. Se identificaron las giberelinas A1, Ax ¥ Asz. Se concluye que la
deficiencia en germinaciéon de Annona purpurea esta relacionada con bajos
niveles de giberelinas en las semillas.

PALABRAS CLAVE: Fisiologia, hormonas, frutal tropical

GERMINATION AND SEEDLING DEVELOPMENT ON CHINCUYA (Annona
purpurea Moc y Seesé) RELATED TO GIBBERELLINS AND ABA

SUMMARY.

With the purpose to study the lack of seed germination in Annona purpurea,
mature seed were immersed during 5 days in a solutions of GAs (0, 100, 500
and 1000 ppm). Seed germination and seedling development was evaluated
under greenhouse conditions. Gibberellins and ABA in seeds were measured
using the lettuce hypocotyl bioassay whereas identification of endogenous
gibberellins was conducted using the gas chromatography mass spectrometry
technique.

It was found that any concentration of GA;s promotes seed germination. Control
seed showed 8% of total germination whilst GAs treatments showed 55.33, 62
and 68% at 100, 500 and 1000 ppm respectively. Seedling development
showed the same pattern as in seeds. Control plants reached a final height of
0.32 mm in comparison with 44.44, 65.3 and 71.2 mm with 100, 500 and 1000

ppm of GAs respectively. More gibberellin activity than ABA was found in seeds
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Valthough not enough to provoque germination. Gibberellins Aq, Az, and Ass
were identified.

It is concluded that the lack of seed germination in Annona purpurea is related to
low levels of endogenous gibberellins in seed.

KEYWORDS: Physiology, hormones, tropical fruit

INTRODUCCION

La germinacién de semillas es un proceso fisioldgico que integra
armonicamente factorés internos y externos, los cuales permiten la expresion
genética de una especie vegetal (Ramirez et al., 2001). La modificacion adversa
de alguno de esos factores como temperatura, luz, oxigeno, nutrientes u
hormonas enddgenas influenciaran sustancialmente de manera negativa en el
proceso germinativo (Heins et al., 2000; Marroquin et al., 1997).

La semilla de la especie tropical Annona purpurea se caracteriza por
tener un embrién rudimentario que refleja, aparentemente, una diferenciacion
incompleta de los érganos que la forman (Garwood, 1995). Con frecuencia esta
condicion de deficiencia fisioldgica la relaciona el fruticultor mexicano con el
bajo porcentaje de germinacion que presentan los diversos lotes de semilla
utilizados en los viveros del estado de Chiapas, México. Sin embargo,
observaciones de campo demuestran inconsistencia en lo anterior, ya que
experiencias del 2001 indican que semillas totalmente desarrolladas también
presentan un bajo porcentaje de germinacion.

Las hormonas vegetales y, en particular, las giberelinas y el acido

abscisico han sido relacionados directamente con el proceso de germinacion en
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d'iferentes especies vegetales (Looney, 1996); las primeras como estimulantes y
las segundas como inhibidores (Garciarrubio, 1997; Debeaujon y Koornneet,
2000). Por lo tanto, en base a lo anterior, la presente investigacion fue disefiada
con el objetivo de estudiar la deficiencia de germinaciéon de semillas de Annona

purpurea, 'y su relacion con giberelinas y acido abscisico.

MATERIALES Y METODOS
E| presente trabajo se llevé a cabo en el invernadero de alta tecnologia
del Departamento Forestal y laboratorio de Horticultura de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro en Saltillo, Coahuila, México.
En el periodo septiembre-octubre del 2000 se colectaron frutos de
chincuya para la obtencion de semillas, en el municipio de Villaflores, Chiapas,
México (16° 14’ N). Las semillas fueron extraidas del fruto, lavadas, secadas y

seleccionadas para su posterior uso experimental.

Germinacion y crecimiento de plantula.

Un lote de semillas de Annona purpurea fueron conservadas durante
cinco dias en inmersidn de acido giberélico a concentraciones de 0, 100, 500 y
1000 ppm. Posteriormente, el 23 de abril del 2001 se sembraron 10 semillas de
cada tratamiento en charolas de unicel de 60 orificios, con peat moss como
sustrato.. El disefio experimental que se empled fue completamente al azar con
cinco repeticiones, en arreglo factorial. Los efectos de los tratamientos fueron
evaluados diariamente durante 57 dias. Las variables evaluadas fueron: a)

porcentaje de germinacion y b) altura de plantula.
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Los datos obtenidos de las variables fueron transformados mediante la

férmula:

Jx+2 Donde:

x = Dato original

2 = constante

Analisis hormonal

Se hicieron siete lotes de 40 semillas que se colocaron en sustrato de
peat moss; luego fueron retiradas, también a intervalos de siete dias desde el
momento de la siembra, para ponerse de inmediato en congelacion. Una vez
colectadas todas las muestras, se les eliminé la testa, y se liofilizé y pulverizé la

almendra para su andlisis en el laboratorio de Horticultura.

Giberelinas

Al extraer las giberelinas y el acido abscisico, en cada ocasion se utiliz6
una muestra consistente en un gramo de peso seco; se coloco en un matraz
Erlen Meller al cual se agregaron 50 ml de metanol (80%). Las muestras se
conservaron durante 24 horas en congelacion. Posteriormente, se filtré en papel
Wathman 1 a temperatura de 24° C. Esta actividad se repitié con el filtrado en
dos ocasiones con igual cantidad de metanol (100%) cada cuatro horas y a la
misma temperatura. Los tres filtrados integrados en un matraz bola de 250 ml
fueron evaporados a temperatura de 50° C, en evaporador rotatorio con bario

maria. En seguida se procedié a la purificaciéon de giberelinas a través de la
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separacion de impurezas, empleando una capsula para separacion rapida de
hormonas a base de silica gel. Lo anterior se realizé utilizando la técnica
reportada por Ramirez et al. (2001). En seguida, las muestras fueron sometidas
a cromatografia de capa fina (CCF) utilizando silica gel GF254, y como solvente
una soluciéon de alcohol isopropilico (97%) — amoniaco (98%) — agua en una
proporcién de 10:1:1 (v:viv) durante cuatro horas, a temperatura de 20°C. Al
terminar este tiempo las giberelinas en los Rf de cada muestra, fueron
separadas y acondicionadas para la prueba biolégica del hipocotilo de la
lechuga, de acuerdo a la técnica reportada por Ramirez (2001).

La evaluacion estadistica de las muestras se realizd6 empleando la

siguiente férmula:

FeXy
DMS =
No.deRe peticiones

Donde:
DMS = Diferencia minima al 5%
Fc = factor critico (0.47)

Y. = suma de limites entre repeticiones.

Acido Abscisico

Para la cuantificacion del acido abscisico (AAB), se realizé el mismo
procedimiento utilizado en giberelinas, excepto en el proceso de cromatografia,
donde se empled una solucion de acetato de etilo (97%)-cloroformo (98%)—

acido acético (99%), en una proporcion de 15:5:1 (v.v:v).
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Identificacion de giberelinas.

Un lote de 480 semillas de cada tratamiento con AG; fueron preparadas
para identificar en ellas la presencia de giberelinas, mediante la tecnica de
cromatografia de gases y espectrometria de masas. Después de purificados los
extractos de semillas, fueron disueltos en 0.1 ml y metilados con diazometano.
Una porcién del extracto metilado fue disuelto en 0.1 ml de piridina y tratado con
0.1ml de trimetil clorosilano\y exametildisilazano. Alicuotas fueron examinadas
con un separador de membrana de silicon Pye 104 CLC acoplado a un
espectrémetro de masas AElI MS30. En este equipo se instalaron columnas de
vidrio salinizadas (213 x 0.2 cm) con 2% de Se-33, en 80-100 de gas Chrom
Q. La proporcién de flujo fue de 25 ml.min” y la temperatura de la columna fue
programada entre 180° a 280° C a 2°min™. La espectrometria de masas fue
determinada a 24eV en una fuente de temperatura de 190° C y una velocidad
de busqueda de 6.5 s por década de masa. El espectro fue registrado por una
computadora Dec Lin 8. La identificacion fue conducida por comparacion del
indice de Retensién Kovats (KRI) y el espectro de espectrometria de masas de
sus metil ester trimetilsilil eter con sus derivados de las muestras originales

(Ramirez et al., 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de germinacion

La germinacion de la semillas de Annona purpurea se inicid 23 dias
después de la siembra. Los resultados del analisis de varianza en este
parametro indican diferencia altamente significativa para los tratamientos con
acido giberélico. La prueba de medias (DMS P<0.01) muestra que el acido
giberélico, utilizado en cualquier concentracion, estimulé sustancialmente la
germinacion. El testigo alcanzé solamente un 8% de germinacion total, mientras
que los niveles de AGs produjeron 53.33, 62 y 68% a 100, 500 y 1000 ppm
respectivamente (Figura 1). Los resultados demuestran que el acido giberélico
estimula la germinacién en semillas de Annona purpurea. Este efecto también
fue observado en la misma especie por Hernandez et al. (1999). Resultados
similares han sido también obtenidos con AGs a concentraciones que se
encuentran dentro del rango estudiado en la presente investigacion en Annona
diversifolia Saff (Marroquin et al., 1997) y Annona cherimola Mill (De Smet et

al, 1999).

Crecimiento de plantula

El analisis de varianza aplicado en las cinco fechas de muestreo al
crecimiento de plantula de semillas tratadas con acido giberélico, indica que
existe diferencia altamente significativa con respecto a las tratadas con la

hormona. La prueba de medias (DMS P<0.01) refleja los mismos efectos
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‘observados en la semilla, al mostrar el testigo un maximo de 0.32 mm de altura,
en comparacion con 44.44, 65.3 y 71.2 mm con 100, 500 y 1000 ppm de AGs,
respectivamente (Figura 2). Este efecto pudiera deberse a que el acido
giberélico, ademas de estimular la germinacion, promueve un proceso mas
rapido de crecimiento de la plantula. Lo anterior se puede relacionar con el
aumento que origina esta hormona en la division celular, en el apice del tallo,
en especial en células meristematicas basales que conducen a un crecimiento

mas rapido (Looney, 1996; Béngerth, 1997).

Analisis hormonal
Giberelinas

Actividad biologica giberélica. En las semillas de Annona purpurea se
localizé actividad bioldgica de giberelinas con el bioensayo del hipocotilo de la
lechuga en las fechas 7, 14, 21, 28 y 42 dias después de la siembra, se observo
que esta actividad fue mayor en las fechas 7, 21 y 28 (Figura 3). Esta actividad
b‘iolégica fue evidente en la region 0.1 — 0.9 de los Rf evaluados. En base a lo
anterior y considerando el solvente utilizado en el desarrollo de los platos de
cromatografia de capa fina, es posible que esta actividad biologica refleje la
presencia de diferentes giberelinas de acuerdo a su polaridad (Mander ef al.,

1995).

Concentracién de giberelinas y acido abscisico. La figura 4 muestra
el contenido de giberelinas y acido abscisico. Se observa que el nivel de

giberelinas fue superior al del acido abscisico durante las fechas de muestreo.
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La mayor concentracion (5.33 ug) se localizb a los 28 dias después de la
siembra, mientras que la menor ocurrié en el dia 35 (0.33 ng). El acido
abscisico mostré su maximo nivel a los 35 dias de siembra (0.01ug) y su

minimo a los 42 dias (0.0052 pg). La deficiencia de germinacion que posee
Annona purpurea en forma natural en base a los resultados de este estudio, no
parece depender de un efecto de AAB como ha sido demostrado en otras
especies (Le Page et al., 1996). Es posible que esta adversidad pudiera tener
una relacidon mas directa con el sistema de giberelinés, gue son conocidas por
su capacidad para estimular la germinacién cuando se encuentran en los
niveles adecuados (Ramirez, 1994). Ciertamente su efecto en la germinacion
no ocurre cuando la concentracién es inadecuada (Khan, 1996). Es posible que
a pesar de la presencia de estas hormonas en las semillas de Annona purpurea
(Figura 3 y 4), su contenido no sea suficiente para el estimulo de la
germinacién, o bien, que este efecto también dependa del factor cualitativo de

esas substancias (Ramirez et al., 2001).

Identificacion de giberelinas. En las semillas previamente tratadas con
AG; fueron identificadas las giberelinas A¢, Ax Yy Asz con la técnica de
cromatografia de gases y espectrometria de masas (Figura 5). La presencia de
estas hormonas pudiera estar relacionada en el proceso de germinacion de
Annona purpurea. Lo anterior indica que su efecto estimulante en la
germinacion de semilla es el resultado de una accién cualitativa y cuantitativa

como ha sido evidenciado en otras especies (Ramirez 1993, 1995, 1997, 2001;
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Ramirez et al., 2001). Es posible que en esta especie investigada, las
cantidades de giberelinas encontradas no sean lo suficientemente altas para el
estimulo de la germinacion. Esto ya ha sido demostrado en semillas de
manzano (Ramirez et al, 2001). Ademas, la presencia de hidroxilos en la
mayoria de giberelinas, caracteriza su movilidad y efecto fisiologico (Ramirez et
al., 2001). En base a lo anterior, es posible que de las giberelinas encontradas
la GA; pudiera tener mas influencia en el proceso que la AGx y la AGss
(Garcia, 1997), sin embargo, esta situaciéon no ocurrié probablemente por la

baja concentracion observada en este trabajo.

CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos y bajos las condiciones en que se
realiz6 el estudio, se concluye lo siguiente:

El acido giberélico en cualquier concentracién estudiada, estimuila
sustancialmente la germinacién de semillas de Annona purptrea y promueve un
mejor desarrollo de la plantula.

La deficiencia de germinaciéon de Annona purpurea esta relacionada
presumiblemente con los nivéles bajos de giberelinas.

Las semillas de Annona purpurea producen giberelinas A, A y Ass.
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Figura 1. Efecto del acido giberelico sobre la germinacion de Annona purpurea. Medias
con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de DMS P<
0.01.
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Figura 2. Tasa de crecimiento de plantulas de Annona Purpurea generadas de
semillas fratadas con acido giberélico. ** Diferencia estadistica (DMSP< 0.01).
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos y bajos las condiciones en que se

realiz6 el estudio se concluye lo siguiente:

El acido giberélico en cualquier concentracion estudiada, estimula
sustancialmente la germinacion de semillas de Annona purpirea y promueve un

mejor desarrollo de la plantula.

La deficiencia de germinacion de Annona purptrea esta relacionada

presumiblemente con los niveles bajos de giberelinas.

#

Las semillas de Annona purpurea producen giberelinas Ay, A, Y Asa.
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