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RESUMEN

Con el propésito de analizar algunos factores que contribuyen a la deficiencia de germinacién en semillas de Annona purpurea Moc y
Sessé se realiz6 la presente investigacion. Semillas maduras de esta especie frutal se mantuvieron durante cinco dias en inmersién
de &cido giberélico a concentraciones de 0, 100, 500 y 1,000 mg-litro, su germinacién y desarrollo de plantula fue posteriormente
evaluadas en invernadero. El contenido de giberelinas y acido abscisico en las semillas fue medido con la prueba del hipocétilo de la
lechuga, mientras que con la técnica de cromatografia de gases y espectrometria de masas se identificaron giberelinas endégenas.
Los resultados indican que el acido giberélico, en cualquier concentracién estudiada estimula sustancialmente la germinacion. Mientras
el testigo alcanzé solamente un 8 % de germinacion total, los niveles de 100, 500 y 1,000 mg-litro* de AG, produjeron 53.3, 62y 68
%, respectivamente. El desarrollo de la plantula reflej6 los efectos observados en la germinacion de semilla, al mostrar el testigo un
maximo de 0.32 mm de altura en comparacion con 44.4, 65.3 'y 71.2 mm con 100, 500 y 1,000 mg-litro™* de AG,, respectivamente. Se
encontré actividad biologica 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 A,, A,y A,,. Se concluye que
la deficiencia en germinacion de Annona purpurea Moc y Sossé esta relacionada con bajos niveles de giberelinas en las semillas.
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GERMINATION AND SEEDLING DEVELOPMENT
OF SONCOYA (Annona purpurea Mocy Sessé) IN RELATION TO GIBBERELLINS
AND ABSICIC ACID LEVELS

SUMMARY

With the purpose to study the lack of seed germination in Annona purpurea Moc y Seesé, mature seeds were immersed during five
days in a solutions of GA, (0, 100, 500 and 1000 mg-liter?). 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 and mass spectrometry technique. It was found that any
concentration of GA, promotes seed germination. Control seed showed 8 % of total germination whereas GA, treatments showed 55.3,
62 and 68 % at 100, 500 and 1,000 mg-liter? respectively. Seedling development showed the same pattern as in seeds germination.
Control plants reached a final height of 0.32 mm in comparison with 44.4, 65.3 and 71.2 mm with 100, 500 and 1,000 mg-liter* of GA,,
respectively. More gibberellin activity than ABA was found in seeds although not enough to provoke germination. Gibberellins A , A, ,
and A, were identified. It is concluded that the lack of seed germination in Annona purpurea Moc. Sossé is related to low levels of
endogenous gibberellins in seeds.
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INTRODUCCION vegetal (Ramirez et al., 2001b). La modificacion adversa

L ) L de alguno de esos factores como temperatura, luz, oxigeno,
La germinacion de semillas es un proceso fisiol6gico  ,trimentos y hormonas endégenas influenciaran

que integra arménicamente factores internos y externos,  sybpstancialmente de manera negativa en el proceso
los cuales permiten la expresion genética de una especie  germinativo (Heins et al., 2000; Marroquin et al., 1997).
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La semilla de la especie tropical Annona purpurea
Moc y Sessé 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 indican
gue semillas totalmente desarrolladas también presentan
un bajo porcentaje de germinacion (Hernandez et al., 1999).

Las hormonas vegetales y, en particular, las
giberelinas y el acido abscisico han sido relacionados
directamente con el proceso de germinacién en diferentes
especies vegetales (Looney, 1996); las primeras como
estimulantes y las segundas como inhibidores (Garciarrubio
et al., 1997; Debeaujon y Koornneet, 2000). Por lo tanto,
con base en lo anterior, la presente investigaciéon fue
disefiada con el objetivo de estudiar la deficiencia de
germinacion de semillas de Annona purpurea Mocy Sessé
y su relacion con el nivel de giberelinas y acido abscisico.

MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se llevé a cabo en el invernadero
de alta tecnologia del Departamento Forestal y Laboratorio
de Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Anto-
nio Narro en Saltillo, Coahuila, México.

El material experimental consistié de semillas
extraidas de frutos de chincuya colectados de varios arboles
en el periodo septiembre — octubre de 2000 en una huerta
localizada en el municipio de Villaflores, Chiapas, México.
Las semillas fueron lavadas en agua potable, secadas y
seleccionadas por su uniformidad en tamafio y forma para
su posterior uso experimental. Este estudio se dividié en
tres experimentos descritos a continuacion:

Experimento 1
Germinacion y crecimiento de plantula

Un lote de semillas de Annona purpurea Moc y Sessé
fueron mantenidas durante cinco dias en inmersion con
acido giberélico a concentraciones de 0, 100, 500 y 1000
mg-litro’t. 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. Los
efectos de los tratamientos fueron evaluados diariamente
durante 57 dias. Las variables evaluadas fueron: porcentaje
de germinacion y altura de plantula. El disefio experimen-
tal que se empled fue completamente al azar con cinco
repeticiones, en arreglo factorial. Con el propésito de
mantener el coeficiente de variacion dentro de los niveles
normales, los datos obtenidos de las variables referidas,
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fueron transformados mediante la formula: \f, . > (x=dato
original; 2= constante).

Experimento 2
Actividad biologica de fitohormonas

Se hicieron siete lotes de 40 semillas cada uno que
se colocaron en sustrato de “peat moss”; luego un lote fue
retirado cada siete dias desde el momento de la siembra,
para ponerse de inmediato en congelacién. Una vez
colectadas todas las muestras, se les eliming la testa, se
liofilizé y pulverizé la almendra para su andlisis de
fitohormonas en el laboratorio de Horticultura. En cada
fitohormona estudiada, se utiliz6 un disefio completamente
al azar con tres repeticiones por lote en cada prueba
biol6gica realizada.

Giberelinas y acido abscisico

Al extraer las giberelinas y el &cido abscisico, en cada
ocasion se utiliz6 una muestra consistente en un gramo
de peso seco de semillas; se colocé en un matraz Erlenme-
yer al cual se agregaron 50 ml de metanol (80 %). Las
muestras se conservaron durante 24 horas en congelacion.
Posteriormente, se filtré en papel Whatman 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 bafio
maria. En seguida se procedi6é a la purificacion de
giberelinas a través de la separaciéon de impurezas,
empleando una capsula para separacion rapida de
fitohormonas a base de silica gel. Lo anterior se realizé
utilizando la técnica reportada por Ramirez et al. (2001a).
En seguida, las muestras fueron sometidas a cromatografia
de capa fina (CCF) utilizando silica gel GF254, y como
eluyente una solucion de alcohol isopropilico (97 %)—
amoniaco (98 %)—agua en una proporcion de 10:1:1 (v:v:v)
durante cuatro horas, a temperatura de 20 °C. Al terminar
este tiempo las giberelinas fueron identificadas por su Rf
de cada muestra, separadas y evaluadas con la prueba
biolégica del hipocétilo de la lechuga, utilizando la técnica
descrita por Ramirez et al. (2001b). Esta, consistié en
germinar semillas de lechuga del cultivar Mesa 659 du-
rante 24 horas a una temperatura de 25 °C bajo luz
fluorescente (120 mmol-m2-s?t). Las muestras de extractos
fueron transferidas a cajas Petri de 5 cm de diametro,
conteniendo papel filtro. Luego de permitir la evaporacién
total de acetona—metanol, se agreg6 1 ml de agua destilada,
colocando inmediatamente después 10 semillas
germinadas en cada una. Se prepararon soluciones
estandar de acido giberélico a concentraciones de 1, 0.1,
0.01 y 0.001 M incluyendo un testigo con agua destilada.
Pasadas 48 horas bajo las condiciones sefialadas se evalu6



el crecimiento del hipocétilo de la lechuga, utilizando una
tabla con cuadricula milimétrica.

Para la cuantificacion del acido abscisico (ABA), se
realiz6 el mismo procedimiento utilizado para las
giberelinas, excepto en el proceso de cromatografia, donde
se empled una solucidon de acetato de etilo (97 %)-
cloroformo (98 %)-acido acético (99 %), en una proporcion
de 15:5:1 (v:v:v), como eluyente.

La evaluacion estadistica de las muestras se realizo
empleando la siguiente férmula: DMS = FCXX/NUmero de
repeticiones [DMS=diferencia minima al 5 %; Fc=factor
critico (0.47); Z=suma de limites entre repeticiones].

Experimento 3
Identificacion de giberelinas

Un lote de 480 semillas de cada tratamiento con acido
giberélico (100, 500 y 1000 mg-litro*) fueron preparados
para identificar en ellas la presencia de giberelinas,
mediante la técnica de cromatografia de gases y espectro-
metria de masas. Se utilizo un disefio completamente al
azar con tres repeticiones por tratamiento de de acido
giberélico. Después de purificados los extractos de semi-
llas, fueron disueltos en 0.1 ml de acetona (98 %) -metanol
(98 %) en la proporcién 50:50 (v:v) por gramo de peso
seco de muestra y metilados con diazometano. Una porcion
del extracto metilado fue disuelto en 0.1 ml de piridina y
tratado con 0.1 ml de trimetil clorosilano y hexametildisi-
lazano. Alicuotas fueron examinadas con un separador de
membrana de silicon Pye 104 CLC acoplado a un
espectrometro 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 pro-
porcién de flujo fue de 25 ml-min? y la temperatura de la
columna fue programada entre 180 a 280 °C a 2 °C-min.
La espectrometria de masas fue determinada a 24eV en
una fuente de temperatura de 190 °C y una velocidad de
bldsqueda 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 retencién
Kovats (KRI) y el espectro de espectrometria de masas de
sus metil ester trimetilsilil éter con sus derivados de las
muestras originales (Ramirez et al., 2001b).

RESULTADOSY DISCUSION

La germinacion de la semillas de Annona purpurea
Moc y Sessé se inicié 23 dias después de la siembra. Los
resultados del analisis de varianza en esta variable indican
diferencia altamente significativa para los tratamientos con
acido giberélico. La prueba de medias mostré que el acido
giberélico, utilizado en cualquier concentracion, estimuld
sustancialmente la germinacion. El testigo alcanzé
solamente un 8 % de germinacion total, mientras que los
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niveles de AG, produjeron 53.3, 62 'y 68 % a 100, 500 y
1000 mg-litrot, respectivamente (Figura 1). Los resultados
demuestran que el acido giberélico estimul6 la germinacién
en semillas de Annona purpurea Moc y Sessé. Este efecto
también fue observado en la misma especie por Hernandez
et al. (1999). Resultados similares han sido también
obtenidos con AG, a concentraciones que se encuentran
dentro del intervalo estudiado en la presente investigacién
en Annona diversifolia Saff (Marroquin et al., 1997) y en
Annona cherimola Mill. (De Smet et al., 1999).

La respuesta de chincuya al tratamiento con acido
giberélico es valorable tomando en consideracién que es
una especie poco domesticada y que su germinacion en
ocasiones toma meses sin tratamientos pregerminativos
(Hernandez et al., 1999).

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 el regulador
de crecimiento. La prueba de medias reflejo los mismos
efectos observados en la semilla, al mostrar el testigo un
maximo de 0.32 mm de altura, en comparacién con 44.4,
65.3 y 71.2 mm con 100, 500 y 1,000 mg-litro™ de AG,,
respectivamente (Figura 2). Este efecto pudiera deberse a
gue el acido giberélico, ademas de estimular la germinacion,
promueve un crecimiento mas rapido de la plantula. Lo
anterior se puede relacionar con el aumento que origina
este regulador de crecimiento en la division celular, en el
apice del tallo, en especial en células meristeméaticas
basales que conducen a un crecimiento mas rapido
(Looney, 1996; Bangerth, 1997).

La Figura 3, muestra la actividad biologica de
giberelinas en semillas de Annona purpurea Moc y Sessé
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Figura 1. Efecto del &cido giberélico sobre lagerminacion de Annona
purpurea Moc y Sessé. Cada valor representa la media de
cinco repeticiones * error estandar. Medias con la misma
letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la
prueba de Tukey a una P<0.01
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Fiigura 2. Tasa de crecimiento de plantulas de Annona purpurea
Moc y Sessé generadas de semillas tratadas con acido
giberélico (AG,). Cada punto representalamediade cinco
repeticiones + error estandar. *, **; diferencia significativa
a una P<0.05y 0.01, respectivamente.

segun la prueba del hipocétilo de la lechuga (Ramirez et
al., 2001b). De las fechas estudiadas, se observo la
presencia de estas fitohormonas a los 7, 14, 28 y 42 dias
de la siembra. Esta accion fue mayor en las fechas 7, 21y
28 dias en donde la actividad bioldgica fue evidente en las
muestras obtenidas en la regi6on 0.1-0.9 de los Rf
evaluados. Estos resultados indican la existencia de
giberelinas en las semillas de chincuya durante sus
primeros dias bajo condiciones de pregerminacién. Este
comportamiento también ha sido observado en semillas
de otras especies como manzano (Ramirez et al., 2001b).
Considerando que la prueba del hipocétilo de la lechuga
solo refleja actividad giberélica (Ramirez et al., 2001a), la
distribucion en actividad bioldgica observada en la regién
0.1-0.9 de los Rf evaluados pudiera estar relacionada con
la presencia de diferentes giberelinas de acuerdo a su
polaridad (Mander et al., 1995).

Se observo que el nivel de giberelinas fue superior al
del acido abscisico durante las fechas de muestreo (Figura
4). La mayor concentracion de giberelinas (5.3 mg) se
localizé a los 28 dias después de la siembra, mientras que
la menor ocurrié en el dia 35 (0.3 mg). El acido abscisico
mostré su méaximo nivel a los 35 dias de siembra (0.01
mg) y su minimo a los 42 dias (0.005 mg). La deficiencia
de germinacién que posee Annona purpurea Moc y Sessé
en forma natural con base en los resultados de este estudio,
no parece depender de un efecto de ABA como ha sido
demostrado en otras especies (Le Page et al., 1996). Es
posible que esta adversidad pudiera tener una relacién mas
directa con el sistema de giberelinas, que son conocidas
por su capacidad para estimular la germinacion cuando se
encuentran en los niveles adecuados (Ramirez, 1993).
Ciertamente su efecto en la germinacién no ocurre cuando
la concentracién es inadecuada (Khan, 1996). Es posible
gue a pesar de la presencia de estas hormonas en las
semillas de Annona purpurea Moc y Sessé (Figuras 3y 4),
su contenido no sea suficiente para el estimulo de la
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Figura 3. Actividad bioldgica giberélica en extractos de semillas de
Annona purpurea Moc y Sessé segun la prueba del
hipocétilo de lalechuga. Los dias posteriores ala siembra
son indicados. Cada valor representa la media de tres
repeticiones. Las areas sombreadas indican significancia
P<0.05

germinacion, o bien, que este efecto también dependa del
factor cualitativo de esas substancias (Ramirez et al.,
2001a).

En las semillas previamente tratadas con cualquier
concentracién de acido giberélico (100, 500y 1,000 mg-litrot)
fueron identificadas las giberelinas A, A, y A, 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 germinacién de Annona
purpurea Moc y Sessé al manifestar su actividad bioldgica
observada en las placas de cromatografia de capa fina
(Figura 3). 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; Ramirez et al.,
2001b). 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
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Figura 4. Niveles end6genos de giberelinas (GAs) y acido abscisico
(AAB) en semillas de Annona purpurea Moc y Sessé. Cada
punto representa la media de tres repeticiones * error
estandar. **; diferencia significativa a unha P<0.05

(Ramirez et al., 2001a). Ademas, la presencia de hidroxilos
en la mayoria de giberelinas, caracteriza su movilidad y
efecto fisioldgico (Ramirez, 1993). Con base en lo anterior,
es posible que de las giberelinas encontradas la AG, pudiera
tener mas influencia en el proceso que la AG, y la AG,,
(Garcia, 1997); sin embargo, esta situacion no ocurrid
probablemente por la baja concentracion observada en este
estudio. Cuando la semilla de chincuya fue tratada con el
acido giberélico, la germinacion fue evidente (Figura 1), lo
gue pudiera reflejar un estimulo en la sintesis endégena
de las giberelinas A, A,  y A, (Figura 5), y su accién en
ese proceso Yy en el crecimiento de la plantula (Figura 2),
como ha sido observado en manzano, durazno y cerezo
(Looney, 1996).

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y bajo las
condiciones en que se realizé el estudio, se concluye lo
siguiente:

El acido giberélico en concentraciones de 100, 500 y
1000 mg-litro?, estimula sustancialmente la germinacion
de semillas de Annona purpurea Moc y Sessé y promueve
un mejor desarrollo de la plantula.

La deficiencia de germinacién de Annona purpurea
Mocy Sessé esta relacionada con los niveles de giberelinas.

Las semillas de Annona purpurea Moc y Sessé
producen las giberelinas A, A, , Y A,,.
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