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RESUMEN

Las heliconias se propagan asexualmente a través de rizomas y en
consecuencia hay pocos estudios sobre la biologia de sus semillas, las
cuales son necesarias para generar variabilidad genética. En esta inves-
tigacion se estudio la constitucion interna de las semillas, los contenidos
de acido abscisico y de nutrimentos, y la germinacion en cuatro especies
de heliconias: Heliconia bourgaeana, H. collinsiana, H. latispatha y H.
psittacorum. En semillas de H. collinsiana y H. latispatha analizadas al
microscopio, los embriones aparecen sin danos después de un aiio de
almacenamiento, mientras que en H. bourgaeana y H. psittacorum se
observaron alteraciones del tejido embrionario. En las cuatro especies
se detectaron taninos y almidon en endospermo, con mayor presencia
de taninos en H. bourgaeanay H. psittacorum. El contenido de ABA fue
mayor en H. collinsiana (7.8 pg g’ MS) que en las demas especies que
presentaron 0.26 ug g’ MS o menos. El mayor contenido de B, Ca, Mg,
Mn, Fe y Zn también se registré en H. collinsiana, y las menores concen-
traciones de B, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P y Zn las presentd H. psittacorum.
A 85 d después de la siembra la germinacion in vitro fue de 18, 30, 3 y
32 % para H. bourgaeana, H. collinsiana, H. latispatha y H. psittaco-
rum, respectivamente. Se concluye que las semillas de las cuatro espe-
cies de heliconias analizadas difieren en niveles de consumo de sustan-
cias de reserva del endospermo, en presencia de taninos y de almidén,
en contenido de ABA y nutrimentos, y en porcentaje de germinacion.

Palabras clave: Heliconia spp., embrion, endospermo, acido abscisico,

nutrimentos.

SUMMARY

Heliconias are asexually propagated through rhizomes and thus only
few studies on their seed biology have been carried out so far. In this
research we studied the anatomy of seeds and determined their abscisic
acid and nutrient content, as well as their in vitro germination in four
heliconia species: Heliconia bourgaeana, H. collinsiana, H. latispatha
and H. psittacorum. The microscopical analyses of H. collinsiana and H.
latispatha showed that, the seeds embryos appear without damages af-
ter a year of storage; conversely, the embryonic tissues of H. bourgaeana
and H. psittacorum presented alterations. In these species we detected
the presence of tannins and starch in endosperm, with tannins being
more abundant in H. bourgaeana and H. psittacorum. ABA content was
much higher in H. collinsiana (7.8 pg g"' DM) than in the other species
which had 0.26 pug g' DM or less. Contents of B, Ca, Fe, Mg, Mn and
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Zn were also higher in H. collinsiana, whereas the lowest contents of
B, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P and Zn were found in H. psittacorum. At 85 d
after sowing the in vitro germination was 18, 30, 3y 32 % in H. bourgae-
ana, H. collinsiana, H. latispatha and H. psittacorum, respectively. We
conclude that the four species vary in the level of reserve consumption
from endosperm, in the presence of tannins and starch, in ABA, and
macro and micronutrients contents and in the percentage of in vitro
germination.

Index words: Heliconia spp., embryo, endosperm, abscisic acid, nutri-
ents.

INTRODUCCION

Las heliconias pertenecen a la familia Heliconiaceae, del
orden Zingiberales. El tnico género de esta familia, Helico-
nia, esta representado por cerca de 200 especies (Marouelli
et al., 2010). La gran mayoria de estas especies (98 %) se
distribuyen en Centro, Sudamérica y el Caribe, y México
es el centro de origen y diversidad genética de 16 de ellas
(Jerez, 2007). Estas especies desempefian un papel impor-
tante en los ecosistemas como pioneras en procesos de re-
generacion natural de la vegetacion y de restauracion de
suelos degradados, y mantienen relaciones benéficas con
animales, plantas y microorganismos (Bruna, 2002; Bruna
y Ribeiro, 2005).

Mas alla de su valor ecologico, las heliconias tienen tam-
bién un valor comercial importante como flores de corte,
plantas para maceta, y uso de hojas para preparar alimen-
tos; sus inflorescencias poseen un alto precio unitario por
su larga vida en florero, su tamarfio y sus exdticas formas y
colores, ademds de proyectar una imagen innovadora en los
sitios donde se colocan (Rodrigues, 2005).

Las heliconias se reproducen principalmente de forma
asexual por medio de rizomas, y su alto valor en el mercado
ha provocado saqueo de estas especies en sus habitats
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naturales, lo que estd deteriorando estos ecosistemas,
desprotegiendo al suelo y erosionando la biodiversidad,
por lo que es necesario ofrecer alternativas de propagacion,
como el uso de semillas. Sin embargo, las semillas de
las heliconias generalmente presentan problemas para
germinar (Gutiérrez-Baez, 2000), pues el embriéon no se
encuentra bien diferenciado cuando madura la semilla, y
ésta contiene una testa muy dura que impide la absorcién
de agua (Kress et al., 2004). La germinacidn es lenta pues
puede tardar desde tres meses hasta tres afos (Berry y
Kress, 1991; Kress et al., 2004), por lo que para programas
de propagacion mediante semillas se recomienda utilizar
frutos bien maduros y evitar los que se hayan secado dentro
de las bracteas.

Si bien se han reportado algunas caracterizaciones basi-
cas de las semillas de algunas especies de heliconia (Simao
y Scatena, 2003), no se han hecho estudios detallados sobre
la estructura de sus tejidos, su contenido de fitohormonas
y nutrimentos, ni se han establecido relaciones entre éstos
y la germinacién in vitro, conocimientos que son necesa-
rios para los programas de reproduccion sexual de estas
especies y que permitan lograr una mayor variabilidad
genética en los progenies. Por ello, esta investigacion tuvo
como objetivo analizar la anatomia de semillas maduras y
los embriones de cuatro especies de heliconias (Heliconia
bourgaeana Petersen, H. collinsiana Griggs, H. latispatha
Bentham y H. psittacorum L. f.), determinar sus contenidos
de acido abscisico y nutrimentos, y evaluar sus porcentajes
de germinacion in vitro. Las tres primeras especies tienen
su centro de origen y diversidad genética en el sureste de
México, en tanto que la ultima es de origen sudamericano
(Gutiérrez-Béez, 2000; Marouelli et al., 2010).

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Se utilizaron semillas almacenadas en oscuridad durante
un ano previo a su andlisis, en frascos ambar de vidrio de
1 L de capacidad, cerrados herméticamente a temperatura
ambiente (25 °C). Las semillas provenian de frutos maduros
de huertos de heliconias establecidos y en produccién de la
zona Cérdoba-Orizaba en el Estado de Veracruz, localiza-
dos a 646 m de altitud, 96° 51" de LN y 18° 51’ de LO. Las
semillas se extrajeron manualmente, y se lavaron con agua
corriente y jabén por 20 min con la ayuda de un agitador
magnético. Posteriormente se trataron con el fungicida Da-
conyl® (i. a. Clortalonil) aplicado a3 g L.

Estudios microscopicos

Los analisis microscopicos de semillas y embriones se hi-
cieron en 15 semillas de cada especie, las cuales se incuba-
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ron por una semana en tubos de ensayo que contenian 30
mL de agua destilada, a temperatura ambiente (25 °C). Se
hicieron cortes transversales y longitudinales con la técnica
del corte fino (Montuenga-Badia et al., 2009), y las prepara-
ciones se observaron con microscopios de diseccion y opti-
co para detectar la presencia de taninos y almidon.

Determinacion del contenido de acido abscisico

Para la extraccion del 4cido abscisico (ABA) se pesaron
90 g de semillas de cada especie y se trituraron con la ayu-
da de nitrégeno liquido. Las muestras pulverizadas fueron
sumergidas en 4 mL de acetona 90 % y puestas en agitacién
por 12 min a 10 °C. Los extractos fueron separados por cro-
matografia de capa fina (thin layer chromatography, TLC)
y luego analizados por cromatografia liquida de alta reso-
lucién (high performance liquid chromatography, HPLC)
conforme al protocolo descrito por Olivella et al. (2001).

Analisis del contenido de nutrimentos

En las semillas de las cuatro especies se determinaron las
concentraciones de N por el método micro-Kjeldahl (Cha-
pman y Pratt, 1973). Los nutrimentos B, Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, P y Zn se determinaron por el procedimiento descri-
to por Alcantar y Sandoval (1999), en muestras que fueron
sometidas a digestion himeda del material seco con una
mezcla bidcida; los extractos obtenidos se leyeron en un
equipo de espectrometria de emision atomica de induccion
por plasma (ICP-AES, Varian® modelo Liberty II).

Germinacion in vitro

En frascos de vidrio de 500 mL de capacidad que conte-
nian 40 mL de medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) 50 %, adicionado con 30 g de sacarosa como fuen-
te de carbono, se colocaron cinco semillas desinfectadas y
mantenidas en condiciones controladas (temperatura de
25 + 2 °C, densidad de flujo fotosintético de fotones de 25
pumol m? s y fotoperiodo de 16 h de luz d'). En total se
establecieron 100 semillas de cada especie. Una semilla se
consideré germinada cuando se observé la apariciéon del
protdfilo y de la raiz primaria. El porcentaje de germinacion
se evalud por 85 d.

Diseiio experimental y analisis estadistico de datos

Las especies evaluadas se aleatorizaron en un disefio ex-
perimental completamente al azar. En el ensayo de germi-
nacion se tuvieron 20 unidades experimentales consistentes
en un frasco con cinco semillas. En los analisis de conte-
nidos de ABA y nutrimentos se tuvieron tres repeticiones.
Con los resultados obtenidos se hicieron analisis de varian-
zay prueba de comparacion de medias por Tukey (P <0.05)
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con el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas microscopicas

Heliconia bourgaeana. Su embrion es alargado con for-
ma de torpedo (Figuras 1A y 1B), y presenta dafios atribui-
bles al almacenamiento de un ailo en el que se mantuvieron
las semillas (Figura 1A). La semilla ya habia consumido
parte de sus reservas porque habia un espacio entre el em-
briéon y el endospermo (Figura 1B). Un estrato de células
teflidas en rojo es indicador de la presencia de taninos en
endospermo y embrién, en tanto que los puntos obscuros
indican la presencia de almidén en endospermo (Figuras
1Ay 1B).

Heliconia collinsiana. Su semilla muestra un embrién
bien desarrollado, alargado, sin estructuras dafiadas (Figu-
ras 1C y 1D). Los compuestos de reserva habian sido con-
sumidos por el embridn, y hay presencia de taninos en la
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region epidérmica del endospermo, aunque en menor fre-
cuencia que en H. bourgaeana; también se observa almidoén.

Heliconia latispatha. La semilla de esta especie presenta
un embrién alargado, bien desarrollado, sin dafios en sus
estructuras (Figuras 1E y 1F). Se compone de un estrato
con células aplanadas y bordes poco definidos. Un estrato
de células tenidas en rojo es indicativo de la presencia de
abundantes taninos; también se observa gran cantidad de
almidén y un ligero consumo de reservas del endospermo.

Heliconia psittacorum. Entre el embrién y el endos-
permo de las semillas de esta especie hay un espacio que
indica consumo de compuestos de reserva (Figuras 1G y
1H), lo cual podria tener repercusiones en el porcentaje de
germinacion de semillas si dicho consumo ocurrié antes de
la germinacidn, ya que los embriones contarfan con menor
cantidad de reserva para que el proceso se dé adecuada-
mente. Su contenido de taninos y almidén es menor que en
las otras tres especies analizadas.

Embriéon

N

Embrién

Embrion

Embrion

Embrion

Embrion

Figura 1. Cortes anatomicos de semillas de heliconia. A y B corresponden a H. bourgaeana; C
y D a H. collinsiana; Ey F a H. latispatha; G y H a H. psittacorum.
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En el Cuadro 1 se presenta un resumen de los contenidos
de taninos y almidén observados en las semillas analizadas
al microscopio. La presencia de taninos indica la existencia
de mecanismos de proteccién ante el ataque por organis-
mos, pero estos compuestos también actiian como inhibi-
dores de la germinacién al impedir el crecimiento inducido
por giberelinas y paralelamente provocan una reduccién
en la sintesis de enzimas hidroliticas en el endospermo,
tales como amilasa y fosfatasa acida (Laynez-Garsaball y
Méndez-Natera, 2007). Sin embargo, Wang y Chen (2008)
indican que la funcién de los taninos en semillas en contro-
versial, tal vez porque estos compuestos son muy variables
en su estructura quimica y sus efectos difieren con las con-
diciones del ambiente (Skopec et al., 2004; Bergvall y Lei-
man, 2005; Bergvall et al., 2006). En este sentido, mientras
Shimada et al. (2010) reportan que el contenido de taninos
no afecta ni la dispersion ni la sobrevivencia de semillas,
An (2005) considera que los taninos pueden actuar como
inhibidores 0o como estimuladores de la germinacién, en
funcién de sus contenidos en el tejido vegetal.

Cuadro 1. Abundancia relativa de taninos y almidon en semillas de
cuatro especies de heliconia.

Especie Taninos Almidon
H. bourgaeana +4+T 4+
H. collinsiana ++ ++
H. latispatha +++ 4+
H. psittacorum + +

TAbundancia relativa (+++ > ++ > +) observada al microscopio.

Los resultados encontrados en esta investigaciéon permi-
ten inferir que la presencia de taninos difiere de una espe-
cie a otra, ya que se encuentran en mayor cantidad en H.
bourgaeana y H. latispatha que en H. collinsiana 'y H. psitta-
corum. También se observé que sus embriones difieren en
tamafio y en consumo de sustancias de reserva; el mayor
consumo se observo en H. collinsiana y H. psittacorum,
en tanto que el menor se observé en H. latispatha, lo cual
podria indicar que en esta tltima especie el embridn tuvo
menor actividad fisioldgica. Adicionalmente, se observd
que los embriones presentan diferentes grados de deterioro,
atribuibles a variacion genética en sus respuestas a los pro-
cesos de estrés abiotico relacionados con su almacenamien-
to; el embrion mas danado se observé en H. bourgaeana, en
tanto que los mejor conservados fueron los de H. collinsia-
na y H. latispatha.

Contenido de acido abscisico

Las semillas de las cuatro especies de heliconias presen-
taron contenidos diferentes de dcido abscisico enddgeno
(P <0.05). La mayor concentracion (7.8 ug g' MS) se ob-
servo en semillas de la especie H. collinsiana, seguidas de H.
psittacorum (0.26 pug g' MS) y H. latispatha (0.25 ug g MS).
Los menores niveles de esta fitohormona los presentaron las
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semillas de H. bourgaeana (0.15 pg g'* MS).

En Arabidopsis thaliana, Ali-Rachedi et al. (2004) encon-
traron que en comparacién con las semillas que no pre-
sentaban latencia, las semillas latentes mostraban mayores
contenidos de ABA. Al tratar las semillas para reducir su
dormancia, los contenidos de ABA disminuyeron a niveles
muy similares a los encontrados en las semillas no latentes.
Finkelstein y Lynch (2000) comprobaron que la supresion
del efecto inhibitorio del ABA inducida por la glucosa es
dependiente de la luz y se limita iinicamente al proceso de
la emergencia de la radicula. Resultados similares fueron
registrados por Price et al. (2003) y Barrero et al. (2009)
y parecen relacionados con los encontrados en el presente
estudio, pues en H. collinsiana el mayor contenido de ABA
se asocid con un mayor porcentaje de germinacién y con
contenidos intermedios de almidén, el cual constituye una
fuente de reservas para la germinacion.

Concentracion de nutrimentos

Las semillas de las especies estudiadas presentan
contenidos diferentes de macro y micronutrimentos
(Figuras 2 y 3). En estudios preliminares sobre nutrimentos
en semillas, Ikeda et al. (1984) determinaron que el
contenido de proteina soluble total decrece a medida que
avanza la germinacion, pero el contenido de N permanece
estable; en tanto, Hall et al. (1982) encontraron que la
deficiencia de N provoca una disminucion significativa
en la germinacién de semillas de Amaranthus retroflexus,
debido a que el N juega un papel determinante en el inicio
del desarrollo de las plantulas y en la germinacién en si,
cuya presencia es garantizada por las proteinas de reserva
que constituyen almacenes de N para la germinacién (Youle
y Huang, 1981). Entre los escasos reportes sobre contenidos
nutrimentales en semillas de heliconias, Auerbach y Strong
(1981) encontraron 1.76 % de N en follaje de H. imbricata'y
3.01 % en H. latispatha.

Especies del género Musa (también del orden Zingibera-
les) logran acumular mas de 3 % de N en su follaje, niveles
superiores a los encontrados en las semillas de heliconia.
En especies no emparentadas con las heliconias, pero que
pueden aportar datos comparativos, Kala y Mohan (2010)
determinaron que semillas de tres accesiones de Mucuna
pruriens var. pruriens son ricas en nutrimentos como Ca,
Fe, K, Mn y P. En estudios similares, Kalidas y Mohan
(2011) reportaron que cinco accesiones mas de esta legumi-
nosa mostraron niveles elevados de Ca, K, Mg, Na y P. Sin
embargo, no se encuentran reportes sobre el contenido de P
en semillas de heliconias; solamente se ha reportado que la
deficiencia de N, P o K durante el desarrollo del cultivo de
la var. ‘Golden Torck’ (H. psittacorum x H. spathocircinata),
ocasiona reducciones significativas del diametro y longitud
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del tallo, asi como del tamano de la inflorescencia (Castro
et al., 2007), lo que hace suponer que también afectaria las
concentraciones de estos nutrimentos en las semillas.

En general, los mayores contenidos de los cinco micro-
nutrimentos evaluados (B, Cu, Fe, Mn y Zn) se observa-
ron en semillas de H. collinsiana, en tanto que los menores
niveles se registraron en H. psittacorum. Las otras especies
(H. bourgaeana y H. latispatha) presentaron valores inter-
medios de estos micronutrimentos (Figura 3).

Las menores concentraciones de B, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn
y Zn se registraron en H. psittacorum, especie que tuvo el
mayor porcentaje de germinacion in vitro y la mayor con-
centracion de K.

Porcentaje de germinacion

En la Figura 4 se muestra el porcentaje de germinacion
de semillas de las especies de heliconias a los 85 d después
de la siembra. Al término de la evaluacion, el mayor por-
centaje de germinacion se observé en H. psittacorum (32
%), y el mas bajo en H. latispatha (3 %). Segun Kress et al.
(2004), la germinacion de semillas de heliconias ocurre de
manera espontdnea en periodos de tres meses a tres afios,
lo cual depende de caracteristicas inherentes a las semillas
y del ambiente en donde se siembren (Berry y Kress, 1991).
A este respecto, Criley y Broschat (1992) sostienen que el
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efecto del almacenamiento de las semillas previo a su siem-
bra no se conoce a fondo.

Los embriones pueden presentar periodos de madura-
cién mas lentos que los frutos, por lo que un periodo de
almacenamiento en condiciones 6ptimas después de su
cosecha podria permitir que los embriones alcanzaran su
desarrollo pleno. El almacenamiento en frascos de semillas
de H. stricta por dos semanas previas a su siembra estimu-
16 la velocidad y el porcentaje de germinacion, en compa-
racién con semillas cosechadas y sembradas en fresco. Sin
embargo, en un experimento similar con H. aurantiaca no
se encontraron diferencias en la germinacion entre semillas
conservadas por dos semanas o sembradas inmediatamente
después de su cosecha (Kress et al., 2004).

En esta investigacion, el almacenaje aumentd el porcenta-
je de germinacion en tres de las cuatro especies estudiadas,
en comparacion con otro estudio similar (Gémez-Merino
et al., 2010), en el cual la siembra de semillas fue hecha di-
rectamente después de su cosecha en fresco. Dado que las
semillas de estas especies germinan lentamente, es posible
postular que con periodos mas largos de evaluacién de la
germinacion se pudieran haber obtenido porcentajes mas
altos que los aqui observados, pues la evaluaciéon duré me-
nos de tres meses y en tres de las cuatro especies se observo
una tendencia a incrementar este porcentaje en la ultima
fecha de registro.

35 _
—<— H. bourgaeana
30 —— H. collinsiana
—2&— H. latispatha
25 4
: —<— H. psittacorum
=
220
E
&
<
2 15 4
<
g
=
£ 10 -
5 |
0 __@ w W

40 45 50 55 60 65 75 80 &

Dias despuésde la siembra

Figura 4. Porcentaje de germinacion de semillas de cuatro especies de heliconia. Los puntos representan medias de veinte

repeticiones.
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CONCLUSIONES

Los estudios microscopicos revelaron que en H. collinsia-
nay H. latispatha los embriones se encuentran bien desa-
rrollados, y que se observa en H. psittacorum el mayor con-
sumo de sustancias de reserva. Todas las semillas contienen
taninos y almidon; los primeros fueron mas abundantes en
H. bourgaeana y H. latispatha. E1 ABA presente en las se-
millas fue mucho mayor en H. collinsiana que en las otras
tres especies estudiadas, lo cual demuestra que esta fitohor-
mona no esta directamente relacionada con los problemas
de germinacién aqui encontrados, pues H. collinsiana fue
una de las especies que tuvo mayores porcentajes de ger-
minacién.

Los contenidos de N encontrados en las semillas fueron
bajos en comparacién con otras especies, en tanto que
los demds nutrimentos analizados muestran valores
normales o altos. En general, H. psittacorum fue la especie
que tuvo el mayor porcentaje de germinacion in vitro y
también los valores mas bajos tanto de macro como de
micronutrimentos, con excepcién del N y K. Dado que las
determinaciones fueron hechas con semillas almacenadas
por un ano, es necesario también hacer ensayos con semillas
frescas y almacenadas por periodos e intervalos mas
cortos de tiempo, para verificar el consumo de sustancias
de reserva, el desarrollo del embrion y los contenidos de
fitohormonas como d4cido abscisico, y de aleloquimicos
como los taninos.
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