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La zeatina fomenta la germinacion de semillas de anén
(Annona squamosa L.)
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RESUMEN

En Colombia el anén es propagado sexualmente, ya que el método asexual no ha alcanzado resultados 6pti-
mos. Sin embargo, debido al bajo e irregular potencial germinativo, este método es poco efectivo y los cultivos
extensivos son escasos. En semillas de anén comtn provenientes de Apulo (Cundinamarca), se evalué el efec-
to de cuatro concentraciones de zeatina (0,25 mg L'; 0,5 mg L'!; 1 mg L'l y 4 mg L!) sobre la germinacion,
para lo cual las semillas fueron imbibidas 48 horas en zeatina comercial y posteriormente llevadas a pruebas
de germinacién en un fitotrén a 35°C. Con el uso zeatina se obtuvieron mejores porcentajes de germinacién
(69,6% con 1 mg L), mayores velocidades de germinacién (1,91 semillas germinadas/dia con 0,25 mg L) y
menores tiempos de germinacién (9 dias con 0,25 mg L?).
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ABSTRACT

In Colombia, the sugar apple is propagated sexually because the asexual method has not reached optimal
results. However, due to its low and irregular seed germination potential, this method is ineffective and crops
are scarce. Using sugar apple seeds from Apulo (Cundinamarca), the effects of four zeatin concentrations
(0.25 mg L1, 0.5 mg L', 1 mg L'}, and 4 mg L'!) on germination were evaluated by soaking seeds for 48
hours in commercial zeatin, which were then tested for germination in growth chambers at 35°C. The seeds
with zeatin had a higher germination percentage (69.6% with 1 mg L), average germination speed (1.91

germinated seeds/day with 0.25 mg L'1), and lower average germination time (9 days with 0.25 mg L'1).

Additional key words: Annonaceae, dormancy, cytokinins, pregerminative treatments.
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INTRODUCCION

La familia Annonaceae se distribuye pantropi-
calmente bajo los 2.000 msnm, comprende apro-
ximadamente 2.500 especies en 140 géneros. Los
géneros cultivables mds importantes son Annona
y Rollinia (Sanjinés et al., 2006), y el género Anno-
na que agrupa 150 especies, donde se encuentran
las especies de mayor importancia econémica
que son Annona squamosa L., A. muricata L., A.
cherimola Mill. y el hibrido atemoya (A. squamosa
X A. cherimola); estos frutos son buena fuente de
vitamina A, hierro y calorias (Guerrero y Fischer,
2007), producen aceites esenciales y medicina-
les, y actualmente se ha aislado de ellos compo-
nentes antitumorales relacionados con céncer de
préstata y seno (Ojeda, 2009).

El anén (A. squamosa L.) tiene muchos nombres
comunes, en Colombia se conoce con esta deno-
minacién, pero en otros paises puede encontrar-
se como rinén (Venezuela), saramuya o chirimo-
ya (Guatemala) (Geilfus, 1994).

No se conoce con exactitud el centro de origen
del anén. Inicialmente fue situado en la India,
pero datos histéricos y filogenéticos lo ubican
en las regiones tropicales de Centroamérica o
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las Antillas. Annona squamosa es la especie del
género Annona més ampliamente distribuida en
el mundo (Guerrero y Fischer, 2007). En Colom-
bia hay poco conocimiento sobre de las anona-
ceas, los primeros indicios sobre esta familia en
el pais fueron publicados por Lotero (1976) que
realizé un estudio donde registré la existencia
de 72 especies distribuidas en 17 géneros; poste-
riormente Sdnchez (1987) revisé 11 especies de
Guatteria de la seccién Chasmanta, y Murillo
y Restrepo (2000) revisaron 94 especies y 19
géneros que crecen en la regién de Araracuara
(Amazonfa).

El anén crece desde el nivel del mar hasta los 1.000
msnm (Hoyos, 1989), no requiere de periodos frios,
por lo que se desarrolla y crece bien en condiciones
relativamente estables de temperatura (George y
Nissen, 1987), en Colombia se encuentra en las zo-
nas secas de los valles interandinos en los departa-
mentos de Valle, Caldas, Tolima, Cundinamarca y
los Santanderes (Guerrero y Fischer, 2007).

La temperatura minima media, conveniente para
su cultivo, se encuentra en unos 15°C y la maxi-
ma entre 22 y 28°C (Guerrero y Fischer, 2007).



LA ZEATINA FOMENTA LA GERMINACION DE SEMILLAS DE ANON

11

Es la anonédcea maés resistente al frio, junto con
la chirimoya (Navarro, 2001), aunque los arbo-
les j6venes no toleran temperaturas bajo 0°C, los
arboles adultos muestran cierta tolerancia a las
heladas (Campbell y Phillips, 1994). El anén so-
porta periodos prolongados de sequia y es una
de las anondceas més tolerantes a esta (Guerrero
y Fischer, 2007); requiere de una precipitacién
anual entre 750 y 1.200 mm (Guerrero, 2012).

La germinacién de las semillas es un proceso
que inicia con la imbibicién en agua de las se-
millas (Bewley y Black, 1994) y se desarrolla en
tres etapas principales, durante las cuales el me-
tabolismo celular se incrementa, en condiciones
favorables la radicula del embrién penetra las ca-
pas adyacentes hasta que se presenta protrusion
radicular, signo visible de la finalizacién de la
germinacién (Bewley, 1997).

Algunas semillas no germinan debido a dos ra-
zones: la quiescencia, cuando el medio no es fa-
vorable para el crecimiento vegetativo por baja
humedad o temperaturas no adecuadas; o a la
latencia, un bloqueo al proceso de la germina-
cién de semillas intactas y viables, incluso bajo
condiciones favorables (Baskin y Baskin, 2004).

Los diferentes tipos de latencia determinan las
condiciones que necesitan las semillas para po-
der germinar: la latencia exégena o de cubierta,
se produce porque la testa puede ser muy dura, o
impermeable, o puede estar acumulando sustan-
cias inhibidoras de la germinacién (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006). La latencia morfold-
gica se relaciona con embriones inmaduros, que
son rudimentarios o no estan desarrollados por
lo que requieren tiempo para madurar antes de la
germinacién (Baskin y Baskin, 2001).

Otro tipo de latencia, es la interna que es contro-
lada en el interior de los tejidos por dos fenéme-
nos independientes: la presencia de una cubierta
semipermeable y un mecanismo fisiolégico inhi-
bidor (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).
También existen la latencia morfofisiolégica,

que se presenta cuando el embrién no esté desa-
rrollado en su totalidad y ademds existen meca-
nismos fisiolégicos fuertes que inhiben la germi-
nacién (Baskin y Baskin, 2004).

Para superar la latencia, existen algunos trata-
mientos que se efectGan antes de la germina-
cién, por lo que son denominados tratamien-
tos pregerminativos: la estratificacién, permite
superar la latencia proveniente de un embrién
inmaduro que es incapaz de germinar con nor-
malidad (Baskin y Baskin, 2001; Chien ez al.,
1998), debido a que promueve el incremento
transitorio de la concentracién de giberelinas
y citoquininas en las semillas (Solis, 2006). La
escarificaciéon que incluye cualquier proceso
que rompa, raye o ablande la testa o cubierta
seminal para hacerlas permeables al agua o a
los gases: puede ser de tipo mecénico, donde las
semillas son lijadas, cortadas o punzadas, tam-
bién puede ser con agua a temperaturas entre
los 70 y 100°C, o de tipo quimico que incluye el
uso de acidos altamente concentrados, este tra-
tamiento se emplea para semillas con latencia
de cubierta (Fang et al., 2000).

Otros tratamientos comdnmente empleados
son: la lixiviacién, que permite eliminar inhi-
bidores; la combinacién de varios tratamientos
para semillas que presentan mds de un tipo
de latencia, y el uso de hormonas y otros es-
timulantes quimicos como el nitrato de potasio
(KNO,), el etileno, las citoquininas y el acido
giberélico que en algunos casos puede reempla-
zar la estratificacién (Finch-Savage y Leubner-
Metzger, 2006).

Las citoquininas son importantes en todas las
etapas del desarrollo vegetal, desde la divisién
celular hasta la elongacién de las células, por lo
cual se encuentran en mayor concentracién en
los meristemos de embriones y frutos inmadu-
ros, en donde normalmente se encuentra en con-
centraciones inferiores a la mayoria de fitohor-
monas y el efecto fisiolégico que genera depende
de la especie (Smith y Atkins, 2002).
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Durante el desarrollo temprano de las semillas,
las citoquininas se acumulan principalmente en
el endospermo (Mok y Mok, 2001), y se ha pro-
puesto que desde alli se moviliza la concentracién
necesaria para promover la divisién celular en el
embrién (Fischer-Iglesias y Neuhaus, 2001). En-
sayos conducidos en Arabidopsis, muestran que el
incremento de la concentracién de citoquininas
puede actuar de forma antagonista en la sintesis
de 4cido abscisico (ABA) y por tanto revertir el
efecto inhibitorio en la germinacién de las semi-
llas (Jeon et al., 2010). En los granos de sorgo su
contenido es alto en el embrién y bajo en el en-
dospermo, aunque durante la imbibicién esta re-
lacién cambia, hasta que se produce la protrusién
de la radicula en donde las citoquininas alcanzan
la mé&s alta concentracién, asociada con la acu-
mulacién de a-amylasa (Dewar et al., 1998). Este
incremento revierte casi completamente el efecto
inhibitorio del ABA en la sintesis de a-amilasa y el
crecimiento del coledptilo en la semilla, por lo que
el efecto de esta hormona puede ser considerado
antagonista-permisivo: antagonista sobre el ABA
y permisivo con la accién del GA, (gibberellic acid)
(Khan, 1968). Por lo que participa activamente en
la regulacién de la divisién celular y la elongacién
de la rafz. Posteriormente la fitohormona se redis-
tribuye dentro del embrién a las regiones donde
dirige el crecimiento de la raiz (Kuceraer al., 20095).

La germinacién de las semillas de A. squamosa se
presenta en dos etapas consecutivas: la ruptura
de la testa y la posterior ruptura del endosper-
mo (Martinez, 2012), y este proceso tarda entre
1y 3 meses, las semillas presentan un embrién
pequefio e inmaduro, que necesita tiempo para
su desarrollo después de la dispersion (Setten
y Koek-Norman, 1992; Hayat, 1963). Respecto
a la latencia, en la familia Annonaceae existen
indicios de latencia morfofisiolégica (Baskin y
Baskin, 2001), y especificamente en A. squamosa
reportaron latencia morfolégica varios autores,
citados por Baskin y Baskin (2001).

En Brasil se han realizado estudios con el fin de
establecer qué métodos pregerminativos son Uti-
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les para potenciar la germinacién de anén. Fe-
rreira et al. (2002) reportaron que la aplicacién de
giberelinas en una concentracién de 250 mg L,
permitié porcentajes de germinacién del 77%;
un afio después, Stenzel et al. (2003) alcanzaron
porcentajes de germinacién en A. squamosa del
75% mediante escarificacién con lija de las semi-
llas en el extremo basal seguido por la aplicacién
de giberelinas en concentraciones de 50 mg L.

Estudios realizados en otras annonéceas como
chirimoya y guandbana, indican que se puede
superar el periodo de latencia con la aplicacién si-
multénea de estratificacién caliente en un perio-
do mayor a 90 d y giberelinas (Lobo ez al., 2007).
Pinto (1976) alcanzé mayores porcentajes en la
germinacién de semillas de guandbana con apli-
cacién de 300 mg L! de 4cido giberélico. Hernan-
dez (1993) logré que la germinacién de chirimo-
ya se incrementara a través de la imbibicién con
GA,, 100 mg L' mientras Da Silva et al. (2007)
describieron un efecto promotor del GA sobre
la germinacién de semillas de Annona crassiflora.

Dado que el principal método de propagacién del
anoén es por via sexual y que actualmente exis-
te poca informacién sobre tratamientos preger-
minativos que mejoren este proceso a través del
rompimiento de latencia; en esta investigacién
se evalu6 qué efecto causa la aplicacién de dife-
rentes concentraciones de citoquininas sobre la
germinacién de semillas de A. squamosa, y qué
concentraciones resultan mas adecuadas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizé en el Laboratorio de
Fisiologia de Cultivos de la Facultad de Agrono-
mia de la Universidad Nacional de Colombia,
Bogota; empleando semillas de anén (Annona
squamosa L.), obtenidas de frutos cosechados de
las accesiones C2AS224, C2AS225 y C2AS226
(C: Cundinamarca; 2: cédigo de municipio; AS:
especie Annona squamosa L.; 224: nimero de con-
secutivo) que forman parte de las accesiones co-
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lectadas para el desarrollo del proyecto del Ban-
co Colombiano de Germoplasma de Anén, en el
municipio de Apulo (Cundinamarca).

Frutos maduros y blandos al tacto fueron selec-
cionados y lavados con agua a temperatura am-
biente para remover hongos, tierra o cualquier
residuo presente en su superficie; se separé el pe-
ricarpio del mesocarpio y se retiré manualmente
la semilla de la pulpa y el arilo; posteriormente,
las semillas fueron lavadas y secadas en toallas
de papel absorbente durante 3 d a temperatura
ambiente (media: 18,7°C; méaxima: 22,9°C; mi-
nima: 17,3°C).

Como sustrato se usé turba rubia (Klassmann®)
que fue desinfectada con Benomyl 50® (1 g L)
y Vitavax® 300 (2 g L'!), con el fin de evitar la
presencia de hongos o bacterias. Las semillas
también fueron desinfectadas con inmersién en
hipoclorito al 1% durante 9 minutos, lavado con
agua destilada y etanol al 96%, y finalmente una
limpieza con agua destilada para retirar el etanol
que pudiera quedar en la semilla.

Para evaluar el efecto de las citoquininas sobre
la germinacién, se configuraron los tratamien-
tos en un diseflo completamente aleatorio con
cinco repeticiones de 25 semillas, que fueron im-
bibidas durante 48 h en cuatro concentraciones

de zeatina (Z0164-Zeatin, Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO) (0,25 mg L'; 0,5 mg L; 1 mg Ly
4 mg L.

Los tratamientos se ubicaron en un fitotrén Con-
viron CMP3244 (Winnipeg, Canadd) a 35°C y
se realizaron observaciones cada 5 d durante 30
d, registrando como semillas germinadas aque-
llas con protrusién de la radicula.

Posteriormente, mediante la metodologia de
tincién con Tetrazolio (ISTA, 1996), se deter-
miné la viabilidad de las semillas. Esta evalua-
cién se realiz6 mediante el corte longitudinal
ventral de las semillas, y sumersién en Tetra-
zolio al 1% durante un periodo mayor a 24 h en
completa oscuridad a 32°C y 60% de humedad
relativa.

Luego de las evaluaciones se calcul el porcen-
taje de germinacién (PG), la velocidad media de
germinacién (VMG), el tiempo medio de germi-
naciéon (TMQG) y la frecuencia de germinacién
(tabla 1).

Se realizé un Anova y una prueba de comparacién
de medias multiples de Tukey, con un 95% de con-
fianza. Para el procesamiento y andlisis de los datos
se usaron los paquetes estadisticos Statistica v.10 y
Origin Pro 8.5.1 SR2 (OriginLab Corporation).

Tabla 1.

Formulas utilizadas en el calculo de variables de estudio.

Variable Formula

# semillas germinadas

Porcentaje de germinacion (PG) PG =  semilos oubadas
P1/T1 + P2/T2+.....+Pn
Velocidad media de germinacion (VMG) VMG = Tn
((x1d1)+ (x2d2)+ ... (xndn))
Tiempo medio de germinacion (TMG) TMG = o
. o F X
Frecuencia de germinacion recuencia = 0

P = nlmero de semillas germinadas; T = tiempo germinacion; n = dfa dltimo contral; x1, x2, x15 = semillas germinadas dfa 1, 2,...n; d1, d2,... dn
= dias incubacion, Xi = semillas germinadas por dfa de revision y Xn = niimero total de semillas germinadas el Gltimo dia de control (Ranal y Garcia,

2006).
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RESULTADOS

La aplicacién de zeatina tuvo un efecto signi-
ficativo sobre las variables PG, VMG y TMG
(P=<0,05). EI1 PG se incrementé de 24% en el testi-
g0 a 69,6% con el tratamiento zeatina 1,0 mg L.
La prueba de Tukey no mostré diferencias signi-
ficativas entre los PG de las semillas sometidas
a los diferentes tratamientos aplicados, aunque
si fueron diferentes comparados con el testigo
(figura 1).

La VMG se comport6 similar al PG, las semillas
germinaron més rdpidamente con la aplicacién
de zeatina 0,25 mg L' con un VMG de 1,91 se-
millas germinadas/dfa, mientras que sin la apli-
cacién de esta citoquinina la velocidad fue de
0,56 semillas germinadas/dia (figura 2). El TMG
también se redujo en respuesta a la aplicacién
de 0,25 mg L de zeatina, las semillas del tra-
tamiento testigo tardaron en promedio 13 d en
germinar mientras que el tratamiento mencio-
nado redujo el tiempo a 9 d (figura 3). En ambos

casos la prueba de Tukey indicé que existian di-
ferencias entre los tratamientos y el testigo pero
no entre los tratamientos (figuras 2 y 3).

La aplicacién de cualquier concentracién de zea-
tina redujo la frecuencia de germinacién de las
semillas, que germinaron en su mayoria antes de
los 20 d, a diferencia del control, que germiné has-
ta los 30 d (figura 4). La viabilidad presentada por
las semillas de este ensayo estuvo entre 80-88%
y no varfa con la aplicacién de los tratamientos.

DISCUSION

Previamente se reporté que el anén presentaba
latencia morfolégica (Baskin y Baskin, 2001);
pero resultados obtenidos por Martinez (2012)
demostraron cémo el tejido endospermaético y
la testa restringen el crecimiento de un embrién
poco desarrollado y con bajo potencial de creci-
miento. Asi mismo, la respuesta positiva obteni-
da sobre la germinacién, mediante tratamientos

100

PG (%)

Zeatina 0,25

Zeatina 0

Zeatina 0,5

Tratamiento (mg L)

Zeatina 1,0 Zeatina 4,0

Figura 1. Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de zeatina sobre
el porcentaje de germinacion (PG) de semillas de anon (A. squamosa L.).
Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segtin la prueba de
Tukey (P<0,05). Las barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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Zeatina 0 Zeatina 0,25 Zeatina 0,5 Zeatina 1,0 Zeatina 4,0

Tratamiento (mg L")

Figura 2. Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de zeatina sobre la
velocidad media de germinacion (VMG) de semillas de anén (A. squamosa L.).
Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segtin la prueba de
Tukey (P<0,05). Las barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

TMG (dias)

Zeatina 1,0 Zeatina 4,0

Zeatina 0 Zeatina 0,25 Zeatina 0,5
Tratamiento (mg L)

Figura 3. Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de zeatina sobre el
tiempo medio de germinacion (TMG) de semillas de andn (A. squamosa L.).
Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segtin la prueba de
Tukey (P<0,05). Las barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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de estratificacién fria y caliente en A. squamosa
(Moreno, 2011), parecen indicar que las semillas
presentan latencia morfofisiolégica compleja no
profunda.

Para que ocurra la germinacién, debe debilitarse
el endospermo con el objeto de reducir las res-

tricciones mecdnicas al crecimiento radicular y
para liberar carbohidratos que proporcionaran la
energfa necesaria para el desarrollo del embrién
(Martinez, 2012). En anén este debilitamiento
puede estar relacionado con la accién de enzi-
mas hidroliticas como la endo-B-mannanasa y
la B-1,3-glucanasa, que debilitan el endospermo
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squamosa L.). (Contin(ia en la siguiente pagina)

Figura 4. Efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de zeatina: A. 0 mg L (testigo), B. 0,25 mg L™,
C.0,5mgL", D.1mgL"yE. 4 mgL" sobre las frecuencias de germinacion de semillas de anén (A.
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mediante la digestién de las membranas celula-
res, facilitando la protrusién radicular (Leubner-
Metzger y Meins, 1999; Bewley, 1997).

La sintesis de estas enzimas se ve inhibida por la
accién del ABA, que retarda tanto su acumula-
cién como la consecuente degradacién del endos-
permo. Por esto la aplicacién de una giberelina
como el GA, que revierte parcialmente la accién
del ABA (Chrispeels y Varner, 1967), permite la
germinacién de las semillas de anén y de otras

anondceas (Pinto, 1976; Herndndez, 1993; Fe-
rreira et al., 2002; Stenzel et al., 2003; Da Silva et
al., 2007; Lobo et al., 2007).

Por otro lado, previamente se reporté el papel
antagénico de las citoquininas en la sintesis de
ABA, y frente al efecto inhibitorio del ABA en la
sintesis de diversas enzimas como la a-amilase
(Khan, 1968), lo que puede ocurrir de forma si-
milar en el proceso de sintesis de f-mannanasa y
la B-1,3-glucanasa en la semilla, que también re-
sultan inhibidas por la accién del dcido abscisico.

La aplicacién exdgena de zeatina en las semillas
de anén, permitié que se superara el efecto inhi-
bitorio del dcido abscisico, confirmando que esta
fitohormona puede ser usada como tratamiento
pregerminativo en esta especie; en el ensayo, las
diferentes concentraciones de zeatina emplea-
das superaron en todas las variables analizadas
al control: el PG se incrementa a 69,6%, la velo-
cidad media alcanza 1,91, y el tiempo medio se
reduce a 9 dias; aunque no se presentaron dife-
rencias entre los tratamientos (figura 1).

Finalmente, se concluye que pueden obtenerse
mejores porcentajes de germinacién, mayores
velocidades y menores tiempos de germinacién
tanto con la aplicacién de zeatina en una con-
centracién de 0,25 mg L'como de 1 mg L.
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