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RESUMEN

En esta investigacion se estudid el efecto de la estratificacién sobre la germinacién de semillas de anén, pro-
venientes de cultivos ubicados en Apulo, Cundinamarca. Se evalué el efecto de la estratificacién himeda fria
(8°C) (EHF) y la estratificacién himeda fria seguida de estratificacién himeda caliente (25°C) (EHF+EFC)
durante 15, 30 y 45 dias para cada tratamiento. Posterior a la aplicacién de estos tratamientos se realizaron
pruebas de germinacién en fitotrones a 30 y 35°C para determinar el efecto de la temperatura de estratifi-
cacién sobre la germinacién. Las semillas presentaron mayores porcentajes de germinacién (PG) y velocidad
media de germinacién (VMG) con la aplicacién del tratamiento de EHF durante 45 dias a 35°C con PG de
65,6%. La germinacién a 30°C tardé més y mostré PG y VMG mas bajos que la mayoria de los tratamientos a
35°C. A partir de los resultados se determiné que las semillas de anén mejoran su germinabilidad a temperatu-
ras de 35°C; adicionalmente, la respuesta de las semillas a los tratamientos de estratificacién himeda en frio
y calor (EHF y EHF+EHC), podria indicar la presencia de latencia morfofisiolégica en este tipo de semillas.
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ABSTRACT

This research evaluated the effect of stratification on the germination of sugar apple seeds from Apulo,
Cundinamarca. The effects of wet, cold stratification (8°C) (WCS) and wet, cold stratification followed by
wet, warm stratification (25°C) (WCS+WWS) were evaluated for 15, 30 and 45 days for each treatment.
After the application of these treatments, germination was tested in growth chambers at 30 and 35°C to
determine the temperature effect on germination. The seeds had a higher germination rate (GR) and mean
velocity of germination (MVG) with the application of WCS for 45 days at 35°C with a GR of 65.6%. The
seeds kept at 30°C germinated later and showed a lower GR and MVG than germination at 35°C. Based on
these results, it can be concluded that the temperature of 35°C improved the germination of sugar apple
seeds. The response of sugar apple seeds to stratification (WCS and WCS+WWS) could indicate the presence

of morpho-physiological dormancy.

Additional key words: temperature, dormancy, pregerminative treatments.
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INTRODUCCION

La familia Annonaceae comprende aproximada-
mente 140 géneros y 2.500 especies con distribu-
cién pantropical por debajo de los 2.000 msnm.
Tres géneros producen frutos comestibles, pero
los géneros cultivables mdas importantes son A#n-
nona y Rollinia (Sanjinés et al., 2006). El género
Annona agrupa 150 especies, aunque las de ma-
yor importancia econémica son A. squamosa L.,
A. muricata L., A. cherimola Mill. y el hibrido ate-
moya (A. squamosa x A. cherimola); estos frutos
son fuente de vitamina A, hierro y calorfas (Gue-
rrero y Fischer, 2007).

No se conoce con exactitud el origen del anén
(A. squamosa L.). Inicialmente fue situado en la
India, pero los datos histéricos y filogenéticos lo
ubican en las regiones tropicales de Centroamé-
rica o las Antillas. Annona squamosa es la especie
del género Annona més ampliamente distribui-
da en el mundo, en Colombia se encuentra en
las zonas secas de los valles interandinos en los
departamentos de Valle, Caldas, Tolima, Cun-
dinamarca y los Santanderes (Guerrero, 2012).

El andén crece desde el nivel del mar hasta los
1.000 msnm (Hoyos, 1989). El cultivo prospera
bien a una temperatura minima media de 15°C
y una maxima entre 22 y 28°C (Guerrero y Fis-
cher, 2007). Soporta ademads periodos prolonga-
dos de sequia y es probablemente la anonéacea
mas tolerante a esta. Para su desarrollo requiere
de una precipitacién anual entre 750 y 1.200 mm
(Guerrero, 2012). El cultivo del anén en Colom-
bia es poco tecnificado, los cultivos extensivos
establecidos son escasos y el sistema de propaga-
cién predominante es via sexual. La germinacién
de las semillas de anén tarda entre 1y 3 meses
y sus porcentajes de germinacién normalmente
son bajos (Hayat, 1963).

El proceso de germinacién de semillas presenta
tres etapas, durante las cuales el metabolismo
celular se incrementa y el embrién reanuda su
crecimiento activo, forzando el rompimiento de
la cubierta seminal permitiendo la emergencia
de la plantula (Bewley, 1997). En la etapa inicial
se produce el proceso de imbibicién, donde se fa-
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cilita la entrada del agua a la semilla, se activan
las enzimas presentes y el sistema de sintesis de
proteinas, lo que permite la formacién de sus-
tancias necesarias para el desarrollo de la semilla
(Chen et al., 2011).

Durante la segunda etapa, la absorcién de agua
y la respiracién son procesos constantes (Bewley
y Black, 1994), simultdneamente se hidrolizan el
almidén, los lipidos y las proteinas del endosper-
mo en azucares, acidos grasos y aminoécidos, que
son compuestos simples solubles y movilizables.
Posteriormente, estas sustancias se movilizan ha-
cia los puntos de crecimiento del eje embrionario,
donde son usadas en los procesos de crecimien-
to (Sierra, 2005). En la etapa final de la germi-
nacién, se produce el crecimiento del embrién
por expansién celular y divisién mitdtica, hasta
la aparicién de la radicula y la plimula (Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006).

La no germinacién de las semillas se debe basi-
camente a dos razones: la quiescencia, que obe-
dece a factores externos no favorables (por baja
humedad o temperaturas no adecuadas) para la
germinacién o por lalatencia, que es inherente a
factores intrinsecos de la semilla e independien-
te de las condiciones del medio (Baskin y Baskin,
2004).

Los tipos de latencia existentes son: exdgena o
de cubierta, se produce porque la testa puede
ser muy dura, o impermeable, o por la presen-
cia de sustancias inhibidoras de la germinacién
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La
morfoldgica, que se relaciona con la presencia
de embriones inmaduros, o rudimentarios poco
desarrollados por lo que requieren tiempo para
madurar antes de la germinacién (Baskin y Bas-
kin, 2001). Otro tipo de latencia es la interna
que es controlada en el interior de los tejidos
por dos fenémenos independientes: la semi-
permeabilidad de la cubierta de la semilla y la
presencia de un mecanismo fisiolégico inhibidor
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Igual-
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mente se puede encontrar la latencia morfofi-
siolégica, que se presenta cuando el embrién no
estd desarrollado en su totalidad y ademas exis-
ten mecanismos fisiolégicos fuertes que inhiben
la germinacién (Baskin y Baskin, 2004). En la
familia Annonaceae existen indicios de que las
semillas presentan latencia morfolégica y fisio-
légica (Baskin y Baskin, 2001), y especificamen-
te en A. squamosa se ha reportado latencia mor-
folégica (diversos autores, citados por Baskin y
Baskin. 2001).

Algunos tratamientos que se efectian antes de
la germinacién y que permiten superar la laten-
cia, son denominados pregerminativos. La estra-
tificacién, permite superar la latencia relaciona-
da con la presencia de un embrién inmaduro que
es incapaz de germinar con normalidad (Baskin
y Baskin, 2001), debido a que promueve el incre-
mento transitorio de la concentracién de gibere-
linas y citoquininas en las semillas (Solis, 2006).
El aumento de las giberelinas endégenas, como
resultado de la estratificacién, estimula la germi-
nacién de semillas y ademads se ha reportado que
favorece la reduccién de acido abscisico (ABA)
(Bewley y Black, 1994). La estratificacién en al-
tas temperaturas (entre 22 y 30°C) o a bajas tem-
peraturas (entre 0 y 8°C) consiste en colocar las
semillas en un sustrato himedo durante un pe-
riodo de tiempo que sea adecuado para la especie
(Baskin et al., 2002). Generalmente la estratifica-
cién en frio consiste en disponer las semillas jun-
to a un medio que conserve la humedad, arena o
turba, y almacenarlas en un recipiente plastico
con tapa al frfo, durante un periodo de tiempo
que varfa de unas pocas semanas a unos meses.

La temperatura es considerada uno de los facto-
res mas importantes en la germinacién de la ma-
yorfa de las especies vegetales (Probert, 2000).
Los resultados sugieren que la estratificaciéon en
frio actia como un promotor de la germinacién
y se puede deber a adaptaciones al ambiente na-
tural, en los cuales, se origind la especie (Manj-
khola ez al., 2003).
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En Brasil se han realizado estudios con el fin de
establecer que métodos pregerminativos son Gti-
les para potenciar la germinacién de A. squamosa;
Ferreira et al. (2002) reportaron que la aplicacién
de giberelinas en una concentracién de 250 mg
L1, permitié porcentajes de germinacién de las
semillas del 77%; Stenzel et al. (2003) alcanza-
ron porcentajes de germinacién en A. squamosa
del 75% mediante escarificacién mecanica con
lija en el extremo basal de las semillas, seguido
por la aplicacién de 50 mg L de giberelinas.

En anén existe poca informacién sobre trata-
mientos pregerminativos que mejoren la germi-
nacién a través del rompimiento de latencia, en
esta investigacién se evalué el efecto de la estra-
tificacién como tratamiento pregerminativo so-
bre la germinacién de semillas de A. squamosa.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realiz6 en el laboratorio de
Fisiologia de Cultivos de la Facultad de Agrono-
mia, Universidad Nacional de Colombia, Bogo-
ta. Se emplearon semillas de anén (Annona squa-
mosa L.), obtenidas de frutos cosechados de las
accesiones denominadas C2AS224, C2AS225 y
C2AS226 procedentes de cultivos ubicados en la
regién de Apulo, Cundinamarca, a 674 msnm.
Los frutos maduros cosechados, se lavaron con
agua a temperatura ambiente. Se retiré manual-
mente la semilla de la pulpa, posteriormente la-
vadas y colocadas en toallas de papel absorbente
para secarlas a temperatura ambiente (media:
18,7; maxima: 22,9; minima: 17,3) durante 72 h.

La siembra de las semillas a tratar se hizo sobre
turba rubia Klassman® sin nutrientes, caracteri-
zada por su alta retencién de agua y su capacidad
de aireacién. Con el fin de evitar la presencia de
patégenos, tanto la turba como las semillas fue-
ron desinfectadas. La desinfeccién de la turba se
realiz6 con Benomyl (1 g L) y Vitavax (2 g L.
Las semillas se desinfectaron por inmersién en
hipoclorito de sodio al 1% durante 9 min, lavadas

con agua destilada y etanol al 96%, finalmente
fueron lavadas con agua destilada para retirar el
etanol que pudiera quedar en la semilla.

Para evaluar el efecto de la estratificacién sobre
la germinacién se realizé un ensayo en un di-
sefo completamente aleatorizado en un arreglo
factorial de 2 x 3 x 2 donde los factores son dos
tipos de estratificacion (frio y frio+caliente), tres
tiempos (15, 30 y 45 d) y dos temperaturas (30
y 35°C) en dos fitotrones (Conviron CMP3244,
Winnipeg, Canadé), en oscuridad total, con cin-
co repeticiones y 25 semillas por tratamiento. En
el control no se realizé ningln tipo de estratifi-
cacién, cinco repeticiones de 25 semillas fueron
llevadas a dos fitotrones Conviron CMP3244
con dos temperaturas (30 y 35°C) (tabla 1).

Se realizaron observaciones cada 5 d durante 30
d, ya que las semillas germinadas después de este
periodo pueden considerarse latentes (Baskin y
Baskin, 2001). Seregistraron comosemillas germi-
nadas aquellas en las que hubo protrusién radicu-
lar y alargamiento de la radicula mayor de 3 mm.

Tabla 1. Diseo de tratamientos de estratificacion
himeda fria (EHF) y frio mas caliente
(EHF+EHC) a diferentes tiempos, para
semillas de anon.

30
Control
35
15 30
35
30 30
EHF
35
45 30
35
15 30
35
30 30
EHF + EHC
35
45 30
35
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Las semillas no germinadas se clasificaron como
viables y no viables mediante la metodologia de
tincién con tetrazolio (ISTA, 1996), esta evalua-
cién se realizé6 mediante el corte longitudinal
ventral de las semillas no germinadas, sumergi-
das en tetrazolio al 1% durante un periodo ma-
yor a 24 h en completa oscuridad a 32°C y 60%
de humedad.

Luego de las evaluaciones se calculé el porcentaje
de germinacién (PG), la velocidad media de ger-
minacién (VMQG), el tiempo medio de germina-
cién (TMG) y la frecuencia de germinacién (ta-
bla 2). Las variables respuesta PG y VMG, fueron
transformadas con raiz cuadrada, debido a que
los datos no se distribufan normalmente segiin
prueba Shapiro-Wilks (P<0,05).

Se realizé un Anova y una prueba de compara-
cién de medias mdaltiples de Tukey, con un 95%
de confianza, para cada factor que presenté di-
ferencias en la prueba de Anova. Para el proce-
samiento y andlisis de los datos se usaron los
paquetes estadisticos Statistica v.10 y Origin Pro
8.5.1 SR2 (Origin Lab Corporation).

RESULTADOS

Los tratamientos pregerminativos de estratifi-
cacién incidieron significativamente tanto en el
porcentaje de germinacién (PG) como en la ve-
locidad media de germinacién (VMG). Compa-
rados con el testigo, los tratamientos EHF 45 y
EHF+EHC 30+30 a 35°C, incrementaron el PG

de 23,2% a 65,6% y 45,6% respectivamente. Por
otro lado, las semillas sometidas a tratamientos de
30°C mostraron PG maés bajos que la mayoria de
aquellas con tratamientos a 35°C, sin presentar
diferencias significativas con el testigo (figura 1).

Las mayores velocidades de germinacién se alcan-
zaron con los tratamientos EHF 45 y EHF+EHC
30+30 con temperaturas de 35°C, con valores de
1,28 y 1,32 respectivamente, comparados con el
testigo que tuvo una VMG de 0,56. Los trata-
mientos a temperaturas de 30°C no mostraron
diferencias significativas con el testigo (figura 2).

El analisis de varianza realizado para la variable
tiempo medio de germinacién (TMG), indicé que
la temperatura incide directamente en el tiempo
necesario para que germinen las semillas. Cuando
la temperatura utilizada fue de 35°C se reduce sig-
nificativamente el tiempo de germinacién de las
semillas respecto a los tratamientos a 30° (figura
3). Las frecuencias de germinacién (figura 4) de
los tratamientos desarrollados a 30°C muestran
que a diferencia del testigo, todos los tratamientos
incrementan su germinacioén cerca o sobre los 30
d, lo que indica que la germinacién posiblemente
contintia més alla del tiempo de evaluacién. Las
pruebas de viabilidad realizadas al finalizar este
ensayo tomaron valores entre 60% y 88%.

DISCUSION

Dentro de los factores ambientales que afectan
la germinacién de las semillas, la temperatu-

| Tabla 2. Formulas utilizadas para el calculo de variables de estudio. |

Variable Formula

Porcentaje de germinacion (PG)

PG = No. de semillas germinadas/ No. de semillas incubadas

Velocidad media de germinacion (VMG)

(VMG) = P1/T1 + P2/T2+....+Pn/Tn

Tiempo medio de germinacion (TMG)

(TMG) = ((x1 d1)+ (x2 d2)+ ... (xn dn))/Xn

Frecuencia de germinacion

Frecuencia = Xi/ Xn

Donde: P = niimero de semillas germinadas; T = tiempo germinacion; n = dia Gltimo control; x1, x2, x15 = semillas germinadas dia 1, 2,...n; d1, d2,...
dn = dias incubacion, Xi = semillas germinadas por dia de revision y Xn = nimero total de semillas germinadas el dltimo dia de control. Fuente: Ranal y

Garcia De Santana, 2008.
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g0 | Ms0°c M35 A

60 AB
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PG (%)

. BCDE

CDEF BCD

Control EHF 15 EHF 30 EHF 45  EHF + EHC EHF + EHC EHF + EHC
15+15 30+30 45+45

Tratamiento

Figura 1. Efecto de la estratificacion himeda fria (EHF) y himeda fria + hameda
caliente (EHF+EHC) sobre el porcentaje de germinacion (PG) de semillas
de anén. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segtn la
prueba de Tukey (P<0,05); mayusculas para los tratamientos a 35°C y minGsculas
para los tratamientos a 30°C. Las barras sobre las columnas indican desviacion
estandar.

M3cc M3s5C

VMG (semillas germinadas/dia)

Control EHF 15 EHF 30 EHF 45  EHF + EHC EHF + EHC EHF + EHC
15+15 30+30 45+45

Tratamiento

Figura 2. Efecto de la estratificacion himeda fria (EHF) y himeda fria + himeda caliente
(EHF+EHC) sobre la velocidad media de germinacion (VVIG) de semillas de anon.
Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segln prueba de Tukey
(P<0,05); mayusculas para los tratamientos a 35°C y mindsculas para los tratamientos a
30°C. Las barras sobre las columnas indican desviacién estandar.
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ra es quizé el factor mds importante (Baskin y
Baskin, 2003), y su efecto puede ser evaluado a
partir de los cambios que ocasiona sobre el por-
centaje, la velocidad y el tiempo de germinacién
(Alves et al., 20006).

En este estudio se encontré que la temperatura
afecté de forma positiva la germinacién de las
semillas, especialmente aquellas establecidas a
temperatura de 35°C, donde sin importar el tra-
tamiento al que fueron sometidas, se incremen-
t6 el porcentaje y la velocidad de la germinacion,
a la vez que se redujo el tiempo de la misma; por
otro lado, las semillas establecidas a 30°C tarda-
ron al menos 16 d en germinar y solo alcanzaron
porcentajes de germinacion inferiores al 20%.
Autores como Bewley y Black (1994) concluyen
que la germinacién de las semillas solo se pre-
senta en limites bien definidos de temperatura,
y que estos limites son caracteristicos de cada es-
pecie, por lo que se requiere determinar las tem-
peraturas minima, éptima y maxima, siendo la

temperatura 6ptima aquella donde se alcanza el
maéximo porcentaje de germinacién en menor
tiempo (Vilar et al., 2005). En semillas con buen
vigor las temperaturas maximas incrementan la
velocidad de germinacién (Nassif y Perez, 2000).
Por otro lado, las temperaturas minimas reducen
la velocidad de germinacién y afectan los por-
centajes de germinacién (Carvalho y Nakagawa,
2000). A pesar de que los resultados obtenidos
indican que la temperatura de 35°C es mds ade-
cuada para la germinacién de las semillas de
anén comparada con 30°C, en la literatura se
reportan porcentajes de germinacién superiores
al 75% a 25°C e incluso a temperaturas alternas
de 20-30°C (Ferreira et al., 2002; Stenzel et al.,
2003). Considerando las respuestas observadas
a 35°C y la no reduccién del porcentaje de germi-
nacién, no se puede inferir que esta sea la tempe-
ratura maxima en la que el anén puede germinar
(Nassif y Pérez, 2000). Estos resultados corrobo-
ran que el proceso germinativo, es un aspecto
dependiente de la especie, del genotipo dentro

M3c M3s5C

TMG (dias)

Control EHF 15 EHF 30

EHF 45

Tratamiento

EHF + EHC EHF + EHC EHF + EHC

15+15 30+30 45+45

Figura 3. Efecto de la estratificacion himeda fria (EHF) y himeda fria + himeda caliente
(EHF+EHC) sobre la tiempo medio de germinacion (TMG) de andn. Promedios
con letras distintas indican diferencia significativa segin prueba de Tukey (P<0,05);
mayusculas para los tratamientos a 35°C y minGsculas para los tratamientos a 30°C. Las
barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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de cada taxén y del conjunto de condiciones en
las cuales se incuba la semilla (Lobo et al., 2007).
Dado que existe una gran variabilidad genética
dentro de esta especie (Guerrero y Fischer, 2007),
y que las semillas de A. squamosa obtenidas en la
poblacién de Apulo, corresponden genomas dife-
rentes a los utilizados en Brasil.

Las semillas establecidas a 30°C incrementan
su porcentaje de germinacién hacia el final del
periodo de evaluacién, lo que indica que a esta
temperatura las semillas podrian alcanzar ma-
yores valores de germinacién y que se requiere
un mayor tiempo de evaluacién. Estudios rea-
lizados en otras anonéceas como chirimoya y
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Figura 4. Efecto de los tratamientos de estratificacion (EHF y EHF+EHC) sobre las frecuencias de germinacion de
semillas de anon establecidas a 30°C. A. Control, B. EHF 15. C. EHF 30, D. EHF 45, E. EHF + EHC 15+15, F.
EHF + EHC 30+30 y G. EHF + EHC 45+45. (Continta en la siguiente pagina)
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Figura 4. Efecto de los tratamientos de estratificacion (EHF y EHF+EHC) sobre las frecuencias de germinacion de
semillas de andn establecidas a 30°C. A. Control, B. EHF 15. C. EHF 30, D. EHF 45, E. EHF + EHC 15+15, F.
EHF + EHC 30+30y G. EHF + EHC 45+45.

guandbana, indican que la latencia puede supe-
rarse con la aplicacién simultdnea de estratifi-
cacién himeda caliente en un periodo mayor a
90 d y adicién exdgena de giberelinas (Lobo et
al., 2007). Contrario a lo reportado por Baskin
y Baskin (2001), el efecto positivo de los trata-
mientos de estratificacion EHF 45 y EHF+EHC

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

30430 en esta investigacién podria indicar la
presencia de una latencia morfofisiolégica y
no Unicamente morfolégica. La estratificacién
causa cambios metabdlicos y fisiolégicos en la
semilla que involucran tanto al embrién como
a las capas que lo recubren (Leubner-Metzger,
2005). Chien et al. (1998) reportaron que la es-
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tratificacién calida induce la maduracién de los
embriones poco desarrollados lo que permite su-
perar la latencia morfolégica. Mientras tanto, la
estratificacién fria promueve el crecimiento del
embrién, reduce la sensibilidad y el contenido de
acido abscisico y simultdneamente incrementa
la concentracién y sensibilidad de las semillas al
acido giberélico (AG,) lo que supera la latencia
fisiolégica (Bewley y Black, 1994).

Finalmente, se concluye que la temperatura
de germinacién de 35°C incrementé el porcen-
taje y velocidad de la germinacién y redujo el
tiempo de la misma. Por otro lado, la estrati-
ficacién himeda fria durante 45 d y la estrati-
ficacién himeda fria por 30 d seguida por 30
d de estratificacién himeda céalida, permiti6
obtener mayores porcentajes y velocidades de
germinacion.
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