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La funcién de las giberelinas sintetizadas en las semillas
del fruto para el control de la floracién en monzanos™——

G V. HOAD** H. RAMIREZ***

ABSTRACT

Diffusates collected frone apple fruitlets duving the period prior to flower
initiation have shown that mtore gibberelling move out of biennial flowering cultivars
thai from those which flower regnlarly Within any one cultivar the amonnt of
cibberellin iy diffusates was dependent on the nmumber of seeds in the fruit, but
between cultivars this was not the case Applying iritiated gibberelling to seeds of
frait attached to ithe tice confirm that in Laxtonw’s Superl, a strongly biennial
Hlowering cultivar, niore pibberellin moves ont of the fruit than in the more re-
gular bearing "Cox’s Ovange Pippi’ The possible involvenrent of gibberelling dif-
fusing from fruity in the inbibition of flawer initiation is discussed.

Intieduccicn

A fisiclogia de Ia floracién en pomdceas y en

especial el fendmeno de vecerin o alternapilidad

ha sido ampliamente estudiado (1, 2, 9, 12, 14)

En algunos cultivares de manzano y peral, es co-

min observar la reduccidn de iniciacion floral cuando

existe la presencia en el drbol de un gran ndmero de

frutos, lo cual induce a la tendencia de producciones
irregulares afio tras afio (2)

Se ha comprobado que se precisa de semiflas den-
tro del fruto para que éste antagonice el proceso de
iniciacidn floral. Esto es evidente al observarse una
floracién normal en manzanos cuyos frutos son par-
tenocirpicos (1). Por otra parte, se sabe de la inhi-
bicidon de lormacion de flores en manzano cuando los
drholes han sido tratados con giberelinas (7)) Se ha
demostrado también la presencia de altos niveles de
piberelinas en semillas de esta especie frutal durante
Ins diferentes fases de su desarrollo {12).

Se ha postulado que el efecto inhibidor debido 2
las semillas del fruto en el proceso de iniciacidn fio-
ral, ocuree cvando las giberelinas contenidas en éstas
emigran del fruto, y pasando por el pedicelo de éste,
Hegan al dardo donde se Jocaliza la yema meriste-
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midtica, inhibiendo su capacidad de convertisse en ye-
ma floral (11).

Aunque se ha comprobado que el material radio-
activo incorporado a semillas de frutos adn adheridos
al dardo es transportado hasta los tejidos del mis-
mo (6), fa informacién sobre el transporte de hor-
monas fuera det fruto es adn muy lmitada (35).

El hecho de demostrar una relacion inversa entre
los niveles de giberelinas emigradas de las semillas
del fruto hasta el darde y la capacidad de floracién,
permiticd hasta cietto punto explicar el efecto de inhi-
bicidon en Ia iniciacidén floral causado por frutos con
semillas en manzano Sobre esta base, ¢l objeto del
presente trabajo fue estudiar el transporte de hormo-
nas fuera del fruto utilizando cipsulas con agar pasa
recogerias por difusion. Para confirmar si este expe-
rimento refleja fo que en realidad sucede en el sis-
tema, fueron incorporadas hormonas radioactivas a
semillas de frutos en cultivazes con alternabilidad y con
produccién regular y se estudié su transporte desde
la semilla hasta el dardo.

Materiales y Métodos

Cultivares de Manzaio

Los cultivares empleados fueron: con alternabilidad,
Taxton's Superb/MM 106" y 'Tremlett's Bitter/Crab
C' en plantaciones de 17 y 27 afios respectivamente;
con produccion mids regular 'Cox’s Oange Pippin/
MM 106, "Worcester Pearmain/M 2°, Laxton’s Epi-
cure/MM 106" y "Spencer Seedless/MM 106" en plan-
taciones de 13, 19, 13 y 10 afios respectivamente
Debido o que este Gltimo cultivar muestra caracte-
risticas partenocirpicas, algunos drboles fueron poli-
nizados manualmente, con el propésito de incremen-
tar el admero de semillas por fruto
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Material enddgeny y semillar Purificacién

El material enddgenc para analizar giberelinas fue
extraido de frutos en desarrollo recogidos en el pe-
riodo comprendido entre floracion y 12 semanas des-
pués de la misma Después de In toma de muestras
de los frutos, las semillas de estos fueron extraidas
para examinar su contenido de giberelinas. Para la
extraccion de material enddgeno, se utilizaron cipsu-
las “Taab" de polipropileno lenas con una solucidn
de t por ciento de agar (i6nico); estas fueron in-
sertadas en cada uno de los pedicelos de 30 frutos
inmediatamente  después de separarlos de los drbo-
les de cada cultivar empleade Los frutos con las
capsulas fueron transferidos a un cuarto obscuro con
temperatura de 20° C donde se conservaron pog 24
horas. Postertormente, mediante la técnica del vacio,
el agar fue extraido de las cipsulas y congelado por

24 horas, a una temperatura de -18° C. (10). Las
semillas extraidas de los frutos fueron almacenados a
la misma temperatura

Para separar las hormonas del agar, una vez des-
congelado este, se mezclé con metanol al 80 por cien-
to agitando Ia solucidn cada mediz hora durante un
lapso de 6 horas (este paso se repitid tres veces en
cada muestra); posteriormente fue filtrada y se obtu-
vieron fas hormonas dentro de la fase metilica La
fase metilica fue enseguida convertida a fase acuosa
usande un evaporador rotativo “Buchi”, las semillas
fueron posteriormente congeladas en seco, pulveriza-
das y las hormonas separadas con dicloto metano y
cloroformo (123,

La purificacion de In fase acuosa y de los extrac-
tos de semillas se efectuaron por decantacion con sol-
ventes, segin el siguiente procedimiento:

Fase acuosa y extractos de semillas

L

Combinada (por 3) con
ACOET y H.O (pH 3)

Fase AcOFET
f (A)

Combinada {por 3) con AcOET
y solucion buffer de fosfato
{pH 80)

f

f

!

Fase acuosa
{climinada)

|
i
lFase AcQET
(B)

Fase baffer

Ajustada a pH 30y
combinada con AcQET (por 3)

Fase AcOI'T

(O

Las giberelinas presentes en fas fases A, B y C
tueron nuevamente purificadas, esta vez por croma-
tografia de capa fina (Kieselgel G) utilizando isopro-
penol: amoniaco: agua (10:1:1 v/v/v) como solvente
Experimentos preliminares mostraron que la activi-
dad bicldgica en este solvente se localiza en la zona
que corresponde & Rf's de 03 - 09,

Enrayos bioldgicos

Cada uma de Ias muestras obtenidas en la croma-
togsafia de capa fine, fue analizada para la identifi-
cacién cuantitativa de giberelinas, para lo cual se uti-
lizaron los bicensayos de la elongacion del hipocotilo
de lechuga (Lactwea rativa L, cv "Arctic King') de-

1
) !
Iase acuosa

(climinada)

sarrollada por Frankland y Wareing () o bien los de
la senescencia de la hoja de Rumex obtisifolins 1. {15).

Aplicacion de  piberelinas sadicactivas a semillas de
frutor en desarrollo

Iste proceso se Hevé o cabo durante 10 semanas
después de la floracion Las giberelinas ["HIGA,,
["H]-GA, y [PHjGA, fueron disueltas en 50 por
ciento etanol y aplicadas (2,5,Ci/fruto) a las semi-
lfas del fruto (2 por dardo) previamente expuestas
separando [a parte media baja del frato. Las hormonas
fueron inyectadas en un ul de lis soluciones ya men-
cionadas Después de fa aplicacion, Ia mitad del fruto
anteriormente separada fue puesta nuevamente en su
lugar uniéndola al resto del fruto con cinta adhesiva
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Posteriormente a un periodo de 48 horas, los dardos fue-
ron separados del 4rbol; las hojas y los frutos puestos
aparte, para Juego dividitlos en yema meristemitica
y resto del dardo. La radioactividad en cada uno de
estos tejidos fue separada con 80 por ciento de meta-
nol y analizada cuantitativamente por sentelle (13).

Resultados y discusin

La actividad bioldgica obtenida en las muestras co-
rrespondientes 2l material endbgeno recogido del fruto
mediante la técnica de difusidon en los distintos cul-
tivares se presenta en [as Figs. 1-3. Los histogramas en
la Fig. 1 muestran que aunque semanzlmente hubo
variacion ea la actividad de giberelinas en cadz cul-
tivar durante el periodo anterior a iniciacidn floral,
se encontrd una mayor actividad bioldgica en las mues-
tras del cultivar con alternabilidad Laxton's Superb’ que
en las del cultivar mds regular 'Cox’s Orange Pippin’.
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Fig. 1ewActividad Lioldgica de lus gibsrelinas nbtenidas en ol material
enddgeno por difusién de los frutos recogidas de los 1z, Cox's
Crange Pippin (€. G. P.) y Laxtan's Sﬂfdl'l’t (L. §.) Los bis-
fogramat mueitean la actividad (ensayo bioldgico del Rumex)
1obre la cromatografia de capa fina correspondiente a los
Rf't 0.3 - 0.9. Las fechur de recogida de muestras (seatanar
despruén de floracién) tambiin ge indican

En el cultivar apétalo ‘Spencer Seedless’, las mues-
tras obtenidas de frutos cuyas flores fueron polini-
zadas manualmente, mostraron mayor actividad biolg-
gica de giberelinas que en aquellos con polinizacién
abierta (Fig. 2). Fl namero de semillas por fruto fue
respectivamente de 3,0 -= 0,4 y de 1,1 == 0,2 para
los polinizados manual y abiertamente. Estos resulta-
dos reflejan una correlacidn positiva entre al aumento
de giberelinas transportadas fuera del fruto y el ni-
mero de semillas para este cultivar.
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Fig 2medctividad bioldgica de giberelinas (pruchs del Rumex) an
material enddgeno obtenido por difusidn en frutor del cv. Spen-
cer Seedless  polinizadoes artificialmente  (histogramas en o
izquierda) o dejados con polinizacidn paterad (hintogramas er
Lo derechs). El peviode de recoleccidn de muertras fue emire
f 5 O semauas posteriores a Horacidn Puara oirer detalles viasc
u Fig

La actividad biolégica de giberelinas en el mate-
rial enddégeno en frutos de los cultivares "Worcester
Pearmain’, ‘Tremiett's Bitter' y "Laxton's Epicure’ son
presentados en la Fig. 3. Se puede observar que la
actividad biolégica de estas hormonas fue mayor en
“Tremlett's Bitter' (con mayor alternabilidad) mientras
que la menor la tuvo el cultivar "Worcester Pearmain’.
La actividad total en ‘Laxton’s Epicure’, caracterizado
por su gran nimero de semillas, fue relativamente
menor a la encontrada en "Tremlett's Bitter',
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Fig 5 —detividud biologica de giberelingg {pracks del Rumex} en wma.
terinl enddgeno obtenido por difusién en frator de los cus
“Faxton's Epicure' (L E.), "¥remleu's Bither' (T. B} y "Wer-
cester Pearmain' (W) Lo toma de muestras se efectnd eniee
Iy 11 semavtas pasteriores o flaracidn  Pura otros detalles
réare I Fip 1.
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De las giberelinas radioactivas aplicadas a los dar-
dos de manzano, fa GA, no se ha identificado en-
dégenamente en semillas, mientras que las GA, y
GA, han side ya mencionadas utilizando cromato-
grafin de gases y cspectroscopia de masas (8, 13)
El Cuadre 1 muestra mayor transposte de [SHI]-GA,

Las diferencias en fn cantidad de giberelinas teans-
portadas fuera del fruto entre Taxton's Supetb’ y
‘Cox's Orange Pippin’ (Tig. 1) no se pueden expli-
car con base en la diferencia en los niveles de estas
hormonas en las semillas del fruto. Como se poded
observar en el Cuadro 2, los niveles de giberelinas

Cuadro 1 —Actividad radioactiva en tejidos de dardes 48 horas después de la aplicacién de 2,5,Ci de [*HI-GA,
o ["H]}-GA; a semillas de frutos de los cvs. Laxton's Superb y Cox's Orange Pippin.

Conteos/min /100 mg ps = cs
H3-GAz "H1-GA
yema Resto del T FEma Resto el ,
meristematica darda Tl eristemiticn dardn Tatal
Laxton's Supesb g6 * 14 364 & 460 80k {81 = 12 361
Cox s Orange Pippin a3 ® 10 126 & 159 7TEG 213 & 14 285
ns wa * ns B

Entre columnas las diferencias significativas 2l P=001(**} 0 no significativas

y ["H] Ga, en el ov. Laxton's Superb’ gue en 'Cox's
Orange Pippin'  Estos resultados coinciden con los
encontrados en el material enddgeno (Fig 1) Los
tejidos det dardo cn los que ["HI-GA, fue inyectado
a las semillas, no mostraron ninguna radioactividad,
incluso después de 72 horas Fstos resultados y los de
otro investigador {Hoad, sin publicar) sugieren que
paa que se active ef transporte de esta hormona es
necesario que ocured primero una hidroxilacién en su
molécula,

Cuadro 2 —Niveles de giberelinas en semillas de los
cvs. Cox's Orange Pippin y Laxton's Su-
perh. ¥

Toma de muestras
Semanis
posterinres
a flotacién

p&. equiv. GA2/10 fratos

Cox's Orange Pippin  Lastea § Superh

3 0,00 0,00
5 0,00 0,00
6 006 0,08
7 0,03 0.09
8 0,12 0,14
9 1,04 1,01
10 1,20 1,24
1t 1,02 1,25

* Lus resultados fueron obtenides al ealeular Ln actividad bioldgics
{prucha del hipocatilo de fa lechuga) con base en la curva de o
Libracion de dcido gibesélico preparada can anterioridad.

sayo del hipocotilo de la lechuga) fue muy similar

Sin embargo, otro factor importante que podsia
influir en lu cantidad de giberelinas transportadas
fuera de! fruto hacia los tejidos del dardo, es In
longitud del sistema vascular entre la base de la se-
milla y el dardo En el Cuadro 3 se muestra la lon-
gitud del sistema vascular y el nimeto de semillas
en los frutos de los cultivares utilizados en este tra-
bajo Se poded obsetvar en estos resultados que a
pesar de ln mayor longitud en el sistema vascular
del ‘Laxton's Superb’ comparado al de 'Cox’s Orange
Fippin' (significativo al 59) y ambos estadistica-
mente iguales en el niumero de semillas, mayor can-
tidad de giberelinas son transportadas fuera de los
frutos del primer cultivar que del segundo (Fig. 1)
Lo mismo ocurre al comparar "Tremlett’s Bitter' con
"Worcester Pearmain’ (Fig 3). El cultivar ‘Laxton’s
Epicure’ presenta un sistema vascalar largo y un gran
nimero de semilias en el fruto; es posible que el he-
cho de tener un pedicelo largo aumente la resisten-
cia y per lo tanto disminuya la capacidad en el flujo
parz el transpoite de las giberelinas desde las semi-
Has hasta los tejidos del dardo

Por lo tanto, entre cultivares no se encontsd una
cerrelacidn entre el ntmero de semillas o la longitud
del pediceio del fruto y el flujo de giberelinas Sola-
mente en el cultivar "Spencer Secdless’ se obtuve una
correlacidn positiva entre el nimero de semillas y la
cantidad de giberelinas transportadas fuera del fruto

Los resultados obtenidos en este trabajo, compa-
rados con los expuestos por otros autores (i, 3, 14),
indican lo siguiente:

En cultivares de manzano en fos que la forma-
cibn de yemas florales es baja, o nuia cuando existe
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Cuadro 3 —Longitud del tejido vascular entre Ia se-
milla y el dardo. Nimero de semillas por
fruto en varios cultivares de manzano.

- Longitud Ne semiilas

Cultisar vascular {mm} ror fruto
Flovacidn ron alternabilidad

‘Fremlett s Bitter 17,1 £ 0,3 4,9 £ 0,

Laxton s Superb 220 %09 4,5 £ 0,6

Spencer Scedless® 14,2 %903 3,0 * 00

(265 de frutos con semilin}

Flosacion regular

Worcerter 189 £ 0,8 6,4 =01
Cex's Orange Pippin 153 %= 0,3 3,803
Laxton s Epicure 35,6 £ 1,1 01 %=9,7
Spencer Seedless 14,5 % 0, 1,1 £0,2

(18% de frutes con semilla)

% Polinizados artificialmente para sumentar el aumero de frutas can
semitlas

en el 4tbol la presencia de frutos con semilla, los
tejidos del dardo de cultivares con alternabilidad reciben
mayor cantidad de giberelinas a través del pedicelo,
que en aquellos cuya capacidad de produccidn es mis
regular. Debido a que se ha demostrado que los tra-
temientos de dcido giberélico a édrboles de manzano
y peral inhiben la formacién de yemas florales (3),
cs posible que las gibereiinas enddgenas transportadas
al tejido del dardo funcionen en una forma seme-
jante.
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