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RESUMEN

Este trabajo fue realizado para determinar los factores
fisioldgicos que afectan la germinacién de la semilla de
guandbana. Se estudid la ontogenia de la semilla para identificar
y determinar el origen de la testa, del endospermo ruminado y
de los diferentes tejidos del endospermo. Se efectuaron
observaciones en cuatro estados de desarrollo de la semilla:
muy tierna, tierna, juvenil y madura, en los cuales se realizaron
cortes transversal basal, transversal media, longitudinal basal y
transmediano mediante un microtomo de congelacién cryostat a
cinco p de espesor. Los cortes mostraron que la testa estd
conformada por fibras longitudinales, transversales y oblicuas,
por lo cual actia como una capa impermeable. El endospermo
ruminado esta distribuido alrededor del embrion a manera de un
sisterna de irrigacién. La semilla presenta una cavidad hilar que
actia como una valvula higroscépica para regular la humedad
interna de la semilla y, ademds, presenta un tapén micropilar
que permite una proteccion al embrién y a la oxidacién del
endospermo. En el endospermo, se encuentran lipidos,
amilodextrina, amyloide, proteinas y azucares; ademas, los
lipidos, se determinaron en las diferentes etapas de desarrollo
de la germinacion, encontrandose un porcentaje del 33%.
Palabras claves: Mesotesta, micrépilo no conspicuo, Tapdn
estreofilar, amilodextrina, xiloglucano.

Abreviaturas: M; mesotesta; E: Exotesta; Hv: haz vascular; C:
Collarete; Ch: Cavidad hilar;, Tm: Tapdén micropilar; Om:
Orificio micropilar; En: Endospermo; R: Ruminaciones; F:
Fibras; A: Amilodextrina; Am: Amiloide; Cr: Cristales; L:
Lipidos; P: Proteinas; Em: Embridn.

SUMMARY

This study was carried out to determine the physiological
factors affecting seed pgermination of custard apple. The
ontogeny of the seed was studied looking for identification and
determination of the seed coat, ruminated endosperm, and
endosperm tissues. Four development stages of the seed were

considered: very tender, tender, juvenile, and mature. Cross
longitudinal, longitudinal medium, cross basal, and longitudinal
basal sections were done using the cryostat microtome. Portions
of cross sections of seed coat showed the transversal and
oblique fibers of this tissue, which constitutes an impermeable
layer in the seed. Medium longitudinal sections showed the
distribution of the ruminated tissue and the micropilar stopper
and the hilum cavity rounded by the collarette were observed.
This cavity is the only structure that allows water diffusion
through the seed. It was found that the hilum cavity is
communicated with the endosperm through little crevices that
are formed by the non vascular ruminated tissue, The miniature
embryo which is embedded within the endosperm is surrounded
by the ruminated tissue, The qualitative chemical composition
of the mature endosperm showed the distribution of proteins,
starch, lipids, and sugar content. A high content of lipid was
detected in these seeds (33%) using the soxlhet extraction
method.

Key words: Mesotestal, non conspicuous micropylar,
micropylar stopper, amilodextrin, xiloglucan.

INTRODUCCION

La semilla constituye la unidad biolégica mas importante y
definitiva de las plantas superiores. La vitalidad de las semillas
varia notablemente con la especie y depende, entre otras cosas,
de la cantidad y calidad de sustancias quimicas contenidas en el
embrion y en los tejidos de reserva, lo mismo que de las
estructuras que las protegen para su conservacion; cada planta
produce sus propias semillas, cuya composicién quimica,
constitucién genética y organizacién estructural varian con la
especie, (Niembro, 1990).

Las diferentes sustancias quimicas contenidas en la semilla son
de naturaleza estructural, funcional y de reserva, variando en
cantidad, composicion y propiedades que son genéticamente
determinadas por la planta (Mayber y Poljakiff, 1963 y Mayber,
1963). Las causas que originan el deterioro de dichas sustancias
y que conllevan a la perdida de vigor y de germinabilidad de las
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semillas son muy diversas y atin no se conocen por completo
{(Niembro, 1990).

La guanibana (Annona muricata L.) presenta una gran
biodiversidad en Colombia y Brasil. La forma mdis conveniente
de propagacion es por semilla con porcentajes de germinacién
cercanos al 60% (Casas e al, 1989). Durante la presente década
entre otros factores, ¢l bajo porcentaje de germinacion ha sido
un limitante para el desarrollo y expansion de huertos
comerciales en Colombia.

En la fisiologia de semillas, existen dos grandes grupos,
semillas ortodoxas y recalcitrantes. Las semillas de la familia
Annonaceac, posiblemente, pertenecen a este ultimo grupo, por
presentar un alto contenido de lipidos y no admitir una
reduccion en ¢l contenido de humedad para minimizar
respiracion, evitar oxidacion de los lipidos y, por consiguiente,
reducir 1a perdida de viabilidad (Niembro, 1990).

Annona muricata L. no ha sido clasificada en variedades y es
asi como, se encuentran diferentes ecotipos o bidtipos, tanto de
plantas, como de frutos y de semillas, se han determinado y los
tamarios de estas ultimas estin entre 5 y 20 mm de longitud con
un peso promedio de 0,477 g. La semilla de A. muricata L.
proviene de  ovulos  anatropos, crasinucelados y
bitegumentados, por lo cual se considera como una especie
primitiva (Comer, 1976; Niembro, 1983). Comer (1976),
Niembro (1983) y Kooiman (1960) mencionan que
caracteristicas estructurales y de composicién, tales como la
testa, el endospermo de tipo ruminado, alto contenido de
lipidos, compuestos como xiloglucanos, vélvula higroscépica
manejada por tapon estrofiolar son indicadores de simientes
primigenias.

El estudio de la semilla de guanabana es de gran utilidad para
comprender, en detalle, los procesos asociados con la fisiologia
de la germinacién y, para ello, se establecieron los siguientes
objetivos: Determinar, describir ¢ identificar los tejidos que
conforman la semilla de guandbana, asi como determinar la
composicidn quimica del endospermo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas frescas de diferentes tipos de guanabana,
provenientes de arboles de cuatro afios de edad bajo
polinizacion natural. Los arboles fueron previamente
seleccionados en la finca la Esperanza, ubicada en el municipio
del Guamo (Tolima) a una altura de 300 m, precipitacién
pluvial promedia de 1400 mm/afto, temperatura promedio anual
29 °C y una Humedad Relativa del 76%.

Se analizd el desarrollo de la semilla con el fin de identificar y
determinar los tejidos seminales asi,: Conformacion de la testa,
origen y formacién del tejido ruminado, opérculo micropilar,
hilo, collarete, endospermo y el embridn, sobre cuatro estadios
de desarrollo de la semilla: muy tierna, tierna, joven y madura.
En cada estado, se realizaron cortes medianos, transmedianos,
transversal basal y medio. Esos cortes se realizaron con un
microtomo de congelacion, cryostat, calibrado a cinco micras
de grosor, realizando tinciones con Fast green, Tionina, Lugol,
Floruglucina, Azul de metileno, para resaltar los diferentes
tejidos (Johansen 1940), Posteriormente fueron analizados al

microscopio  Gptico,
respectivas mediciones.
La determinacion quimica del endospermo se hizo en semillas
maduras secas y en imbibicidn para resaltar proteinas, grasas,
almidon, azucares, con reactivos como lugol, sudan I11, picrico
- eosina, reactivo de Shif y se determind el contenido de lipidos
en el desarrollo de la germinacion, mediante el método de
extraccion etérea, soxlhet.

tomando microfotografias para las

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que la semilla de Annona muricata L.
se encuentra en un fruto que se deriva de un gineceo apocirpico
de una flor con numerosos pistilos, ubicados sobre un
recepticulo grande y cammoso, lo cual es caracteristico de un
fruto agregado. La semilla es de color pardo oscura , lignificada
y con alto contenido de taninos, su forma es oblongoeliptica,
obovoide de tamaiio variable desde 5*5*2 mm a 20*10*5 mm
de largo*ancho*grueso, similar a lo reportado por Comer
(1976) y Niembro (1983).

En un fruto se encuentran numerosas semillas y su cantidad es
variable segiin el tipo y, en promedio, se hallaron 93 semillas
por kilogramo de fruta, con un peso que vario entre 0,3395 g. y
0,5432 g., en concordancia con lo reportado por Aecio de
Castro, (1984),

La semilla presenta una posicion pendular unida a una
placenta por un funiculo bastante fuerte, con haz vascular
bastante visible, el cual se proyecta para formar la rafe
(figura 1AB y C). Al desconectarse la semilla de la planta,
se forma una depresion bastante prominente en el hilo,
rodeada por una coronula (collarete) denominada hendidura
hilar, Las células de la corénula son fibroesclercidas de
lumen estrecho, surcadas por células parenquimaticas de
lumen amplio y bastante ricas en lipidos (figura 1D). El
micrépilo no es conspicuo; en la semilla se presenta en un
tapdn piramidal formado por células esclerenquimaticas, tipo
braquisclereidas, segin Esau (1959). El tapon presenta un
fino canal que comunica el endospermo con la cavidad hilar,
el cual recibe el nombre de tapdn u opérculo micropilar
(Figura 1E y F). La rafe y el antirafe se encuentran entre los
tejidos de la cubierta seminal. La rafe es la region
comprendida entre el funiculo y la cdlaza, ubicada
periféricamente y en un plano mediano, contiene més de un
haz vascular que finaliza en la céalaza (Figura 2a y 2b).
Existen, ademds, trazas vasculares poscalazales, por lo cual
la semilla esta rodeada de una banda vascular ubicada en la
periferia. Dicha banda se extiende desde el funiculo hasta la
calaza y de ésta hasta el micrdpilo, lo cual, caracteriza a
semillas denominadas pericalazales. (Corner, 1976;
Boesewinkel y Boumann, 1984).

La cubierta seminal procede del desarrollo de dos tegumentos
presentes en el udimento seminal. Basicamente, 1a cubierta se
deriva del tegumento externo y, por lo tanto, es una semilla
testal. La capa mecdnica que da dureza y rigidez a la cubierta de
la semilla madura se ubica en Ja mesotesta, la cual procede de la
capa media del tegumento externo. La capa mecanica esta
constituida por fibras esclerenquimaticas de pared gruesa y



lumen muy estrecho, dispuestas en dos paquetes, a veces tres,
orientadas perpendicularmente entre si, las cuales se lignifican
progresivamente en la medida que la semilla crece y cstas
caracteristicas son las que le dan la rigidez a la cubierta
seminal. (figura 2). El tegumento intemo se observa en semillas
ticrnas y jovenes y esta constituido por tres capas que conticnen
taninos, las cuales, al madurar la semilla, se aplastan y no se
visualizan (figura 2E y F). La cpidermis externa esta constituida
por células de pared delgada mis o menos cuboidales 6
tangencialmente mas alargadas. La semilla, al secarse, presenta
una delgada capa transparente (papelillo) que la cubre y estd
conformada por la exatesta y restos de fruto.

-_ gl e PR _j 1 AN 5 o i&:"’_:
Figura 1. Semilla de guandbana, Annona muricata L. A:
Adherencia de la semilla al fruto 9.9X. B:
Funiculo adherido a la semilla 13.2X. C: Cavidad
hilar de la semilla 13.2X. D: Microfotografia del
collarete 400X. E: Tapdn u opérculo micropilar
13.2X. F: Microfotografia del tapdn micropilar,
coloracion Fast green 40X,

La semilla presenta un endospermo albuminoso, abundante,
masivo y parenquimatoso, que rodea completamente el
diminuto embrion, con paredes celulares poco gruesas y su
consistencia ¢s de tipo comeo, caracterizado por tener reservas
de hemicelulosa (figura 3). El endospermo presenta
agrictamientos, denominados ruminacioncs, debido a la
penetracion de fos tegumentos de la cubierta seminal (figura 3C
y D). Las ruminaciones estan formadas por el tégmen o tejidos
mesotestales y sc lignifican de igual forma que la testa.

El endospermo ruminado tipo annona cs tipico de las anonaceas
segiin Boesewinkel y Boumann, (1984). Caracterizado por no
tener vascularizacién y porque circunda perfectamente el
diminuto embridn, simulando un sistema biolégico de
irrigacion que merece futuras investigaciones sobre esta
peculiar distribucién y funcién (figura 3F). Las ruminaciones
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comienzan a observarse desde estados muy tempranos de su
desarrollo.

Figura 2. Caracteristicas internas de la semilla de
guandbana, Annona muricata L. A: Corte
longitudinal de la testa en una semilla joven. Fast
green, 100X. B: Corte transmediano de una
semilla joven, 13.2X. Cy D: Corte longitudinal de
la testa de una semilla madura, Tionina, 400X. E:
Corte longitudinal de la testa de una semilla tiema,
lugol 200X. y F: Corte longitudinal de una semilla
tierna 200X,

El endospermo de A. muricata esta compuesto por
amilodextrina, especialmente en las células periféricas de las
ruminaciones del endospermo y, ademds, se¢ determino
presencia de amiloides, lipidos, cristales de calcio y proteinas
en el mismo. Estas determinaciones coinciden con lo reportado
por Kooiman, (1967)., quien encontr, principalmente,
amiloide, un xiloglucano compuesto por galactosa, xilosa y
glucosa, bastante resistente y formando la parte principal de las
paredes celulares y, ademds, se observa la presencia de
galactomananas, sin presencia de material amilaceo y los
lipidos son un componente muy importante representando un
33% del peso seco del embrion (figura 4ABC y D). Se
establecié una cscala de crecimiento de la plintula desde
Imbibicién hasta la liberacién de los residuos de la semilla, asi:
T: Semilla en imbibicién; A: Salida de la punta de la radicula;
B: Salida del hipdcotilo; C: Crecimiento de raices sccundarias;
D: Elongacién del hipdcotilo; E:. Salida de la base de los
cotiledones y F: Liberacién o caida de la testa y exposicién de
la primera hoja; para la determinacién de lipidos. La figura 5
presenta el consumo de lipidos por parte de la plantula y el
remanente de lipidos confirman lo reportado por Kooiman
acerca del annona amyloid como generador del gran porcentaje
de grasas (27%) en las paredes celulares del endospermo. Los
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lipidos estdn compuestos por 4cidos saturados en un 24.26% y
dcidos grasos insaturados en un 75.72%, principalmente oleico
y linoleico (Aecio de Castro, 1984).

Figura 3. Endospermo ruminado de la semilla de Amtona
muricata L. A: Vista superficial del endospermo
con diferentes agrictamientos, 13.2X. B:
Panorama del tejido ruminado en corte mediano
13.2X. C: Microfotografia de la penetracidn del
tejido mesotestal en el endospermo en una semilla
tiema, 200X. D: Células del tejido ruminado,
1000X. E: Microfotografia del tejido ruminado en
una semilla madura 400X. y F: Microfotografia
del corte mediano del endospermo maduro, 40X.

- 45
A 40
+ 35

Estados

[——JDias I Peso ==#==Porcentaje

Figura 5. Estados de desarrollo durante el proceso de
germinacion de a. muricata l. y consumo de lipidos

El embridn se encuentra en la parte basal central hacia la zona
hilar, protegido de corrientes de aire o agua por el tapon

micropilar. Es pequefio, mide 3 mm, lineal, recto, con dos
cotiledones delgados y folidceolanceolados. Se encuentra
embebido en el endospermo. Los cotiledones estan separados
por una capa delgada de levulosa, semejante a lo reportado por
Hayat (1963) en A. squamosa. Los cotiledones se van
desarrollando dentro del endospermo a medida que se forma la
pliantula, no son fotosintéticos y son como haustorios para el
embrion, los cuales caen junto con la cubierta seminal al
formarse la plantula (figura 4E y F). En el embridn,. se
diferencian, perfectamente, radicula, hipdcotilo y cotiledones;
su consistencia es carnosa y se desprende facilmente del
endospermo hidratado; sus células son circulares, sin una
distribucién uniforme, con paredes formadas por amiloide y
altos contenidos de lipidos.

Figura 4. Microfotografia del endospermo de Annona
muricata L. resaltando las principales sustancias A:
Amilodextrina, 400X. B: Amyloide y cristales de
calcio. 1000X. C: Lipidos, 200X. D: Proteinas,
1000X. E y F: Caracteristicas del embridn sin y
con imbibicién, 13.2X.
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