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RESUMEN

Con el propésito de conocer la existencia de actividad biolégica de giberelinas en la flor de manzano, se realizé un andlisis cuantitativo
de esas hormonas enddgenas en pétalos y saco embrionario de flores en los cultivares Golden Delicious, Rome Beauty y Red
Delicious utilizando la prueba bioldgica del hipocotilo de la lechuga. Con base en la técnica utilizada, se encontro, que la actividad de
giberelinas esta presente tanto en los pétalos como en el saco embrionario en diferentes cantidades; se determind, que en los
cultivares Golden Delicious, Rome Beauty y Red Delicious, el nivel de giberelinas en los pétalos fue de 0.78, 14.47 y 1.8 ug-g" de peso
seco, respectivamente, mientras que en el saco embrionario fue de 0.4, 0.18 y 10.8 ug-g"' de peso seco, en la misma secuencia. Los
resultados permiten concluir que la presencia y niveles de giberelinas varian entre partes florales y entre cultivares.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Fitohormonas, frutal templado, andlisis bioldgico.

BIOLOGICALLY ACTIVE GIBBERELLINSIN FLORAL TISSUE OF APPLE (Malusdomestica Borkh.)

SUMMARY

To study the biological activity of endogenous gibberellins in the apple flower, a quantitative analysis of these hormones in petals and
embryo sac was performed in the cultivars Golden Delicious, Rome Beauty and Red Delicious, using lettuce hypocotyl bioassay. It
was found that gibberellin activity is present in both petals and embryo sacs. However, the concentration varies within floral tissue and
among cultivars. The level of these hormones in petals was 0.78, 14.47, and 1.8 ug-g™, dry weight for Golden Delicious, Rome Beauty,
and Red Delicious, respectively, whereas, in the embryo sac it was 0.4, 0.18, and 10.8 ug-g™” dry weight in the same order. The results

show that the presence and levels of gibberellins vary among floral parts and cultivars of apple.

ADDITIONAL KEY WORDS: Plant hormones, temperate fruit, bioassay.

INTRODUCCION

La formacién de un fruto de manzano, es el resultado
del ensanchamiento del ovario ocasionado por un estimulo
interno cuando se realiza la fecundacién del 6vulo en una
flor polinizada. Sin embargo, existen diversos factores que
pueden modificar e incluso nulificar, que esta etapa de
desarrollo sea llevada a cabo. La temperatura, luz, humedad
y condiciones apropiadas del suelo integradas a los factores
genéticos vy fisiolégicos, son determinantes, para un
desarrollo 6ptimo de flor y fruto, cuyo reflejo se vera en la
produccion (Heins et al., 2000; Khanizadeh et al., 1994).

Poco se conoce de los pétalos, se sabe que son
aparentemente un atractivo para las abejas por su color,
aroma y néctar que desprenden pero que tal vez, la
conexion que los une con el saco embrionario en la base

floral, pueda intervenir en el envio de sustancias nutritivas
u hormonas enddégenas, que participen en el desarrollo del
fruto (Goldwin, 1994).

Los biorreguladores en la fruticultura moderna, estan
siendo empleados para modificar y manejar la fisiologia de
la planta y poder acelerar o retrasar los estadios fenologicos
para obtener los resultados deseados. Las giberelinas,
como parte de ellos, participan o intervienen, induciendo
alargamiento del tallo, partenocarpia y buen desarrollo del
fruto (Bangerth, 1997).

Por tanto, los objetivos de la presente investigacion
fueron: determinar la presencia de giberelinas en los pétalos
y saco embrionario de las flores de manzano, y conocer
cuantitativamente el contenido de ellas.
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MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se llevo a cabo en los laboratorios
de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro en Saltillo, Coahuila, México.

En el periodo inicial de primavera en 1998, se
colectaron flores en estado de botdn floral de los cultivares
Red Delicious, Golden Delicious y Rome Beauty. Estas
muestras se tomaron de arboles de manzano de 20 afios
de edad injertados en MM 106 de un huerto localizado en
Huachichil, municipio de Arteaga, Coahuila, México (25°
15 N).

Las flores fueron transferidas inmediatamente a
nitrégeno liquido. Una vez en el laboratorio, se liofilizaron
y, separaron en pétalos y saco embrionario para
posteriormente determinar su peso seco y prepararlas
enseguida para su analisis giberélico, utilizando la técnica
reportada por Ramirez (1994). El disefio que se empled
fue completamente al azar con tres repeticiones por cultivar.

Analisis hormonal de giberelinas

Extraccion

Cada muestra consistente en 1.0 g de peso seco se
colocd en un matraz Erlenmeyer y se agreg6é 50 ml de
metanol (80 %), conservandose durante 15 h a temperatura
de —12 °C. Posteriormente, se filtré en papel Wathman 1.
El residuo del filtrado fue procesado en dos ocasiones con
igual cantidad de metanol (100 %) durante 3 h a la misma
temperatura. Los tres filtrados integrados en un matraz bola
fueron evaporados a temperatura de 50 °C en evaporador
rotativo con bafio maria.

Purificacion

Al matraz bola conteniendo la muestra se le agregé
100 ml de solucién buffer con pH 8.0 y la solucién transferida
a un embudo de separacion. Para la particion, se agregé
50 ml de éter de petréleo (97 %) y se agité la mezcla durante
30 segundos. Una vez separada la fase de éter de petréleo
del solvente, ésta fue eliminada. La purificacion se repitid
con 50 ml de acetato de etilo (98 %). Inmediatamente
después se filtrd la muestra en papel Whatman 1y se ajusto
a pH 2.5 con acido clorhidrico. Esta solucién se mezclé
con 150 ml de acetato de etilo (98 %) en un embudo de
separacion para obtener en este ultimo las giberelinas.

Cromatografia

Se utilizé la cromatografia de capa fina (CCF) con
silica gel GF254 en 70 ml de agua destilada. Luego del
lavado de las placas cromatograficas, se procedio a la
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aplicacién de las muestras; utilizando 0.1 ml de acetona
(98 %) - metanol (98 %) en la proporcion 50:50 (v:v) por
gramo de muestra. Posteriormente se introdujeron las
placas en un tanque de CCF conteniendo una solucion de
isoproponaol (97 %) - amoniaco (98 %) - agua en una
proporciéon de 10:1:1 (viviv) y se conservaron durante 3
horas en el tanque a temperatura de 20 °C. En este tiempo
ocurrio el ascenso capilar, y se logré una separacion de
giberelinas en la muestra. Inmediatamente después, las
placas fueron retiradas del tanque de CCF y se permitio
que se secaran por completo a la misma temperatura. Se
delimité en cada placa diez Rf, para lo cual se utilizé un
patrén graduado de acuerdo a distancias definidas entre
los mismos. Se procedié después a raspar la silica de las
placas y transferida a un tubo de ensayo de acuerdo al
numero de Rf, repeticion y muestra correspondiente. Las
giberelinas se separaron de la silica con 0.1 ml de acetona-
metanol en la proporcién ya sefialada.

Pruebas biolbgicas

Se utilizé el bioensayo del hipocotilo de la lechuga
(Ramirez, 1994), que consistié en germinar semillas de
lechuga cv. Mesa 659 durante 24 horas a una temperatura
de 25 °C bajo luz fluorecente (120 mmol-m2s-'). Las
muestras de extractos fueron transferidas a cajas petri de
5 cm de diametro, conteniendo papel filtro. Luego de permitir
la evaporacion total de acetona—metanol, se agregd 1 ml
de agua destilada, colocando inmediatamente después 10
semillas germinadas en cada una. Se prepararon
soluciones estandar de AG, a concentraciones de 1, 0.1,
0.01 y 0.001 M incluyendo un testigo con agua; en estas
soluciones también se realiz6 lo mismo. Pasadas 48 horas
bajo las condiciones sefaladas se evalud el crecimiento
del hipocotilo de la lechuga, utilizando una tabla con
cuadricula milimétrica.

Andlisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico del trabajo,
se utilizé el método de Ramirez (1994). Se empled la
siguiente férmula para obtener la diferencia estadistica:

Fc XZ

NUm. de repeticion es

DMS =

Donde:

DMS = diferencia minima significativa al 5 %
Fc= factor critico (0.47)
%= suma de limites entre repeticiones

Los valores obtenidos fueron transformados a ug de
giberelinas por gramo de peso seco con la curva de
calibracion obtenida de los estandares de AG,.



RESULTADOSY DISCUSION

Los resultados analizados estadisticamente indican
que el contenido de giberelinas, varia en cantidad en las
diferentes muestras.

En la muestra de pétalos del cv. Golden Delicious, se
encontré que la actividad bioldgica inicia en el Rf 0.4
Unicamente en cantidades bajas con base en el crecimiento
mostrado por el hipocotilo de la lechuga, para después
presentarse de una manera mas homogénea en los Rf 0.8
a 1.0 (Figura 1). Lo anterior representa equivalencia 0.78
ug de AG, por gramo de peso seco (Figura 7). En cambio
en los pétalos del cv. Rome Beauty, la actividad giberélica
se presenté en casi toda la placa (Figura 2) y cuya referencia
reflejo 14.47 ug de AG, por cada gramo de peso seco de
tejido (Figura 7). En la muestra de pétalos del cv. Red
Delicious, la actividad en cuanto a Rf se refiere, fue similar
de la del cv. Golden Delicious, ya que se presenté en el Rf
0.6 primeramente, y luego en forma continua en los Rf 0.8
— 1.0 (Figura 3). Lo anterior con referencia a un contenido
de 1.8 ug de AG, por gramo de peso seco.

La diferencia en giberelinas encontrada en pétalos
entre los cultivares estudiados (Figura 7), fortalece los
reportes de Looney (1996) quien ha mencionado que la
presencia de hormonas varia en contenido en el mismo
6rgano entre cultivares de una misma especie. En este
trabajo se obtuvo una diferencia significativa (P<0.01) del
cultivar Rome Beauty con ‘Golden Delicious’ y ‘Red
Delicious’. Este hecho puede estar relacionado con la
condicién hormonal que se encuentre en los pétalos de
acuerdo a su madurez fisiolégica como resultado de la
brotacion de yema floral en primavera. La flor en ‘Red
Delicious’ y ‘Golden Delicious’ abre con diferencia de 8 a
10 dias entre ellas; sin embargo, en ‘Rome Beauty’ ocurre
en promedio 30 dias posteriores a floracién plena de ambos
(Ramirez, 2000). Es probable que esta caracteristica
fisiologica refleje el estado de giberelinas en el tejido y por
lo tanto marque la diferencia observada entre los cultivares
estudiados. La presencia e importancia de pétalos en la
flor de manzano esta bien documentada por su contribucion
en el proceso de polinizacion y cuajado del fruto. Ademas
de ser atractivos y aromaticos para las abejas, en afios
recientes se ha analizado su sistema vascular que los
conecta directamente al interior del saco embrionario
(Goldwin, 1994). Con esta base, seria de interés futuro
conocer si las giberelinas encontradas en los pétalos de
los cultivares estudiados en este trabajo son trasladadas a
ese drgano u otro.

La actividad de giberelinas en el saco embrionario
de los cultivares estudiados también fue variable. En el cv.
Golden Delicious fue observada esta actividad solamente
en el Rf 0.9 (Figura 4) con un contenido de 0.4 ug de AG,
por gramo de peso seco (Figura 7). El cv. Rome Beauty
mostré actividad giberélica en el Rf 0.3 (Figura 5),
equivalente a 0.18 ug de AG, por gramo de peso seco. La
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mayor actividad de giberelinas se presentoé en el cv. Red
Delicious en los Rf 0.2 a 1.0 (Figura 6), con un nivel de
10.8 ug de AG, por gramo de peso seco (Figura 7). Esta
cifra fue estadisticamente superior a los cultivares Golden
Delicious y Red Delicious (P<0.01).

Los resultados observados en el saco embrionario
también muestran al igual que en los pétalos, diferencias
entre los genotipos investigados. El mayor contenido de
giberelinas localizado en el saco embrionario del cv. Red
Delicious pudiera relacionarse a su precocidad, en
comparacion a los otros dos cultivares (Ramirez, 2000). El
origen de giberelinas presentes en el saco embrionario de
flores de varias especies frutales se ha relacionado con
los pétalos (Goldwin, 1994; Moore y Ecklund, 1992),
paredes del saco embrionario (Goldschmidt et al., 1997) o
raices (Bangerth, 1997). En la presente investigacion, el
hecho de haber encontrado en el cv. Red Delicious mayor
contenido de giberelinas en el saco embrionario que en los
pétalos al compararse con el cv. tardio ‘Rome Beauty’
(Figura 7), quizé se pudiera considerar como origen de esas
hormonas en los mismos pétalos de ese érgano floral. Lo
anterior quedaria elucidado al analizar el traslado de
giberelinas marcadas de pétalos a saco embrionario. La
presencia de giberelinas en el saco embrionario de la flor
de manzano, indudablemente contribuye en el desarrollo
inicial del fruto (Greene, 1993; Mander et al., 1995; Ramirez,
2000), por tanto, ampliar el conocimiento de la fisiologia de
esas hormonas en la flor permitira conocer mas sobre su
posible mecanismo de accién.
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Figura 1. Actividad biolégica giberélica mostrada con la prueba del
hipocotilo de lechuga en pétalos de manzano del cv.
Golden Delicious en un gramo de peso seco. La parte
sombreada representa la actividad estadisticamente
significativa. Se muestra el valor de las soluciones
estandar de AG,.
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Figura 2. Actividad biol6gica giberélica mostrada con la prueba del

Longitud de hipocotilo (mm)

hipocotilo de lechuga en pétalos de manzano del cv. Rome
Beauty en un gramo de peso seco. La parte sombreada
representa la actividad estadisticamente significativa. Se
muestra el valor de las soluciones estandar de AG,.
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Figura 3. Actividad bioldgica giberélica mostrada con la prueba del

hipocotilo de lechuga en pétalos de manzano del cv. Red
Delicious en un gramo de peso seco. La parte sombreada
representa la actividad estadisticamente significativa. Se
muestra el valor de las soluciones estandar de AG,.
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Figura 4. Actividad bioldgica giberélica mostrada con la prueba del

Longitud de hipocotilo (mm)

hipocotilo de lechuga en saco embrionario de manzano
del cv. Golden Delicious en una gramo de peso seco. La
parte sombreadarepresentalaactividad estadisticamente
significativa. Se muestra el valor de las soluciones
estandar de AG,.
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Figura 5. Actividad biol6gica giberélica mostrada con la prueba del

hipocotilo de lechuga en saco embrionario de manzano
del cv. Rome Beauty en una gramo de peso seco. La parte
sombreada representa la actividad estadisticamente
significativa. Se muestra el valor de las soluciones
estandar de AG,.
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Figura 6. Actividad biol6gica giberélica mostrada con la prueba del
hipocotilo de lechuga en saco embrionario de manzano
del cv. Red Delicious en unagramo de peso seco. La parte
sombreada representa la actividad estadisticamente
significativa. Se muestra el valor de las soluciones
estandar de AG,.
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Figura 7. Niveles de giberelinas en pétalos y saco embrionario de
tres diferentes cultivares de manzano. Cada valor
representa el promedio de 3 repeticiones. **: P<0.01; P:
Pétalos; SE: Saco Embrionario.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y bajo las
condiciones en que se realizé el estudio, se concluye lo
siguiente: Los pétalos y saco embrionario de flores de
manzano presentan giberelinas que varian en contenido
entre tejido floral y cultivares.
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