Viabilidad en tetrazolio de semillas de caléndula gneldd
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COMPENDIO

Se realizaron pruebas con diferentes concentrazidae2, 3, 5 Cloruro de Tetrazolio y
varios tiempos de exposicion de las semillas aalites temperaturas. Igualmente, con el
fin de generar patrones topologicos se evalud lkcitn de la viabilidad con plantulas
normales, anormales y semillas no germinadas yaerembra de estructuras con lesiones
intencionales para determinar su viabilidad. Laepeu de viabilidad demostr6 que la
solucion de tetrazolio al 1% por 1 hora a 400C duiciente para lograr tincion en las
estructuras esenciales del embriorCdefficinalis mientras que parA. graveolenso fue
una solucién de tetrazolio al 0.5% por una hor®@C4 Se establecieron los protocolos
para la prueba de viabilidad y se ilustraron losgrees topolégicos para cada accesion.
Existen indicaciones que la seccion mas sensibl€.enfficinalis la constituye el eje
embrional (meristemo apical caulinar, hipocoétilmmgristemo sub-apical radical), mientras
que pard. graveolenso es la totalidad del embrion.

Palabras clave: viabilidad, semilla, tetrazol@glendula officinalis, Anethum graveolens,
protocolo, patrones topoldgicos.

ABSTRACT
Viability in tetrazolium in Calendulaand Anethumseeds. Tests were carried out with
different concentrations of 2, 3, 5 Chloride of fegblium and several times of exposition
from the seeds to different temperatures. Equealit)) the objective to generate topological
patron, the relationship of viability with normabnormal and not germinated plants and
sowing structures with intentional lesions to detieke their viability was evaluated.
The viability test demonstrated that with the tetlaum solution of 1% for 1 hour at 400C
its was enough to achieve tint in the essentiaktires of the seed @. officinalis while
that for A. graveolendat was enought with a tetrazolium solution of 0.566 one hour at
400C. The protocols for viability test were estsiid and the topological patron are
illustrated for each accession. They exists inehoat that the more sensitive part in tDe
officinalis constitutes its embrional axis (caulinar apical istem, hipocotil and radical
sub-apical meristem), while f@. graveolendt is the complete embryo.
Key words: viability, seed, tetrazolium, protoctapological patronCalendula officinalis,
Anethum graveolens.
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INTRODUCCION
La produccién agricola depende, en su gran maydeitas semillas como insumo de
multiplicacion, por lo que es importante el desésroontinuo y progresivo de esta area
con la investigacion y apropiacion de conocimiersoBre la gran diversidad de especies
cultivadas mundialmente. Sin embargo, la invesiigase ha enfocado en pocos cultivos
importantes econdmicamente (cultivos comercialesh el desarrollo de pruebas para
evaluar la calidad de las semillas por parte déslaciacion Internacional para Pruebas de
Semillas — ISTA (1985, 1999). Las pruebas requiex@aptacion para semillas de otras
especies vegetales cultivadas a menor escala paydatinamente han venido adquiriendo
mayor importancia. Tal es el caso de las espeaselicinales.
La siembra, produccion, comercializacién y utilibac de plantas medicinales ha
adquirido auge notable durante los ultimos afiosival regional por ejemplo, el mercado
se basa en la produccion en fresco de 10 espeatieslas cuales sobresalen la caléndula,
Calendula officinalis L,y el eneldo, Anethum graveolens LLa explotacibn se ha
incrementado, pero con limitantes de tipo agronémidno de ellos lo constituye la
semilla. Ademas de la agrotecnologia para su poidluc se desconocen aspectos
fundamentales para la medicion de la calidad, clamevaluacion de la viabilidad (Posso,
1996; Martinez, Bernal y Caceres, 2000). La didpbdad y correcta aplicacion de
protocolos son basicos para la evaluacion de igdes de calidad y para el establecimiento
de programas de control de calidad tanto de losnisgos certificadores del Estado, como
de las empresas o entidades que suministran lakesef@uque, 2001; Cardozo, 2003).
Una de las pruebas bioquimicas utilizadas paradhuacion de la viabilidad emplea la
sal de tetrazolio (cloruro de 2, 3, 5, - trifemtrazolio), que en los procesos de reduccion
de las células vivas toma el hidrogeno liberado lasrenzimas deshidrogenasas y forma
una sustancia roja, estable y no difusible, eknilfformazan. Ademas de las semillas
viables, completamente coloreadas, y de aquella®liooeadas (muertas), pueden aparecer
semillas parcialmente coloreadas. Se establecenedies grados de tincién en regiones
esenciales (radicula, plumula, eje embrional yieddnes entre otros) y se relacionan con
presencia o ausencia de germinacion. La viabilelamtesa el potencial de una semilla para
germinar (ISTA, 1999).
La investigacion busca contribuir al conocimienéolals recursos genéticos en plantas
medicinales y aromaticas con los siguientes olgstiv
» Generar el protocolo para la realizacion de pagate viabilidad en tetrazolio en semillas
de caléndul&. officinalis L.y eneldoA. graveolens L.

» Establecer modelos o patrones topoldgicos gqumitmr la evaluacién confiable de la
viabilidad en las semillas de estas dos accesiones.

» Comprobar la confiabilidad del protocolo mediad& relacion de mediciones de
viabilidad con pruebas de germinacion.



METODOLOGIA

La investigacion se realizd en el Laboratorio dsididgia Vegetal y en el Centro
Experimental - CEUNP de la Universidad NacionalCidombia Sede Palmira, ubicado en
el municipio de Candelaria, corregimiento de Vilargona, Valle del Cauca.

Definicion del protocolo para la prueba de viabilicad

a). Concentraciones de la solucion, tiempo y teatpes de exposicion.

Se efectuaron varios ensayos exploratorios consdasillas a dos concentraciones de
solucién de tetrazolio (0.5% y 1%), 4 tiempos deaesicion y diferentes temperaturas (1
hora a 40 0C, 2 horas a 40 0C, 3 horas a 40 0Chptsé a temperatura ambiente).

b). Desarrollo de patrones topoldgicos.

Se utilizé el siguiente procedimiento:

1. Germinacion y viabilidad de semillas con les®deliberadas

Se realizaron heridas o cortes intencionales &dasllas, en estructuras esenciales, para
observar el comportamiento durante la germinaciédeterminar la viabilidad. Se
efectuaron dos repeticiones por corte de 10 seswadda unéCuadro 1, Figs. 1y 2)

2. Relacién de plantulas normales, anormales y llssmno germinadas obtenidas en
pruebas de germinacién con los porcentajes estsndelwiabilidad

Se tomaron como referentes cuatro pruebas de garidimcon 4 repeticiones de 25
semillas cada una.

Una vez definido el protocolo para la prueba déilidad, se efectuaron ensayos de
germinacion y de comprobacion de viabilidad, aaado 100 semillas.

Los resultados de plantulas normales de la germdingmstituto Nacional de Semillas

y Plantas de Vivero, 1999) se relacionaron con l&snviables (patron topologico de

tincion rojiza en todos los componentes del ejeramhbl y cotiledones). Los patrones

topologicos de tinciones intermedias se relaciamaomn porcentajes de plantulas
anormales.



Cuadro 1. Descripcion de los cortes o lesiones intencionales ocasionados a embriones y semillas

Calendula officinalis

Numero Descripcion Seccion sembrada
Corte en:
1 sif1 corte Embrién completo
2 seccion final de los cotiledones Eje embrional v 80 % de cotiledones
3 seccion media de los cotiledones Eje embrional v 50% de los cotiledones
4 seccion inicial de los cotiledones Eje embrional v 20% de cotiledones
5 mesocdtilo (umdn de los cotiledones) Eje embrional sin cotiledones
6 menstemo apical caulinar (plamula) Hipocotilo v meristemo sub-apical radical (radicula)
7 menstemo apical caulinar (plamula) Meristemo apical caulinar v cotiledones
8 seccion media del hipocotilo Seccion final del hipocotilo v radicula
9 seccion media del hipocotilo Seccion inicial del hipocatilo, plimula v cotiledones
10 seccion final del hipocotilo Seccion final del hipocotilo v radicula
11 seccion final del hipocotilo Seccion wnicial del hipocotilo, plomula v cotiledones
12 seccion inicial de un cotiledsn Eje embrional, un c_:otil}edc':n completo y 80% del
cotiledon restante
13 ceccion media de un cotiledén Eje embrional. un t_:otilaedc':n completo y 50% del
cotiledon restante
14 seccidn micial de un cotiledon Eje embrional v un cotiledén completo
Anethum graveolens
Numero Descripcion Seccion sembrada
Corte en:
1 semilla sin corte Semilla completa
2 radicula Semilla sin radicula
3 radicula Radicula
4 seccion media del hipocdtilo Seccidn nicial del hipocdtilo, plimula v cotiledones
5 seccion media del hipocdtilo Seccion final del hipocdtilo, radicula
6 seccion inicial de los cotiledones 20% de cotiledones v endospermo
7 seccidn inicial de los cotiledones 80% de los cotiledones, plumula, hipocétilo y radicula
8 seccion media del endospermo Seccién apical del endospermo
9 seccion media del endospermo Embrion completo con algo de endospermo
10 70% del endospermo Embrion completo v 70% de endospermo
11 seccion final del endospermo Embrnion completo v 80% de endospermo




Eigm_l.mmlns cortes en embriones de C, offficinalis. Las lineas representan los cortes ¥ 1a seccion oseura la estructura sembrada,
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Figura 2. Detalle de los cortes en embriones de A. graveolens. Las lneas representan los cortes v Ia seccion oscura la estructura sembrada.



RESULTADOS Y DISCUSION

C. officinalis

a). Concentraciones de la solucion, tiempo y teatpea de exposicion

En los casos donde se utiliz6 solucion de tetrazalli0.5%, a diferentes tiempos y
temperaturas de exposicion, solo se logro la tmcié los cotiledones, 6rganos donde se
concentra la mayor actividad metabdlica una vezidda la imbibicion de la semilla. La
respiracion, y por tanto, la presencia y concerinacde deshidrogenasas en el eje
embrional, fue tan baja que no alcanzé a reacciooaruna concentracion del 0.5% de
solucion de tetrazolio.

En los tratamientos con tetrazolio al 1% se logrtiricion adecuada de la totalidad del
embrion, indicativo de viabilidad.

b). Desarrollo de patrones topolégicos

1. Germinacion y viabilidad de semillas con les®deliberadas

La germinacion o no de la estructura o parte destauctura con lesion, ofrece certeza
acerca de la interpretacion de viabilidad de lgsorees tefidas.

La coloracion oscura en las fotografias equivalma tincion rojiza real. El extremo
inferior del embrién (apice), siempre presenta m@@@n amarilla que no sufre
modificaciones con el proceso bioquimico que ingxdda prueb#Figs. 3y 4).
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Figura 3. Patrones topologicos en embriones viables de ©. officinalis



La interpretaciéon de los patrones topoldgicos esgjaiente:
* No. 1. Viable:Embrién con tincién rojiza total.

* No. 2. Viable: Embrién con ausencia de tincion en la parte supdecambos
cotiledones. El resto de las estructuras con tinagiza.

* No. 3. Viable: Ausencia de tincién en la mitad superior de andmtgedones.
El resto de las estructuras con tincién rojiza.

* No. 4. No viable:Ausencia de tincion en la mayor parte de ambosedatnes.
El resto de las estructuras con tincién rojiza.

* No 5. No viable:Ausencia de tincion en ambos cotiledones. Meristapical
caulinar e hipocotilo con tincion rojiza.

* No. 6. No viable: Ausencia de tincidon en el meristemo apical caulindos
cotiledones. Hipocotilo y meristemo sub-apical caticon tincion rojiza.

* No. 7. No viable:Ausencia de tincion en el hipocétilo y meristernb-gpical
radical. Meristemo apical caulinar y cotiledonen tiacion rojiza.

* No. 8. No viable: Ausencia de tinciéon en la mitad superior del hgtibc.
Meristemo apical caulinar, cotiledones y mitad iimfle del hipocotilo y
meristemo radical con tincion rojiza.

* No. 9. Viable: Ausencia de tincion en la mitad inferior del hiptiooy
meristemo radical. Mitad superior del hipocoétilo,enstemo caulinar y
cotiledones con tincion rojiza.

* No. 10. No viable: Ausencia de tincion en la mayor parte del hipdgoti
meristemo apical caulinar y cotiledones. Parte riofedel hipocotilo y
meristemo radical con tincion rojiza.

* No. 11. Viable: Ausencia de tincién en el meristemo sub-apicaiceddEl
hipocatilo, el meristemo caulinar y los cotiledomes tincion rojiza.

* No. 12. Viable: Ausencia de tincion en la parte superior de unlexliin. El
resto de las estructuras con tincion rojiza.

* No. 13. Viable: Ausencia de tincion en la mitad de un cotiledonrdsto de
estructuras con tincion rojiza.

* No. 14. Viable: Embrién con ausencia de tincidon en un cotileddrre&o de
las estructuras con tincion rojiza.
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Figura 4. Patrones topologicos en embriones no viables de C. afficinalis,

2. Relacion de plantulas normales, anormales y Kasnino germinadas con
porcentaje de viabilidad

En la prueba de germinacion 1, de 100 semillas smtab se obtuvieron 89 plantulas
normales. Al realizar la prueba de viabilidad 1tit&ion rojiza completa se obtuvo solo en
45 semiillas, lo cual indica que las que presentpadrones de tincion intermedios poseen
la capacidad de originar plantulas normales, es,dam viableJCuadro 2). Respecto a
las semillas que no presentaron tincién (10), puedéacionarse con las 9 semillas no
germinadas. Las pruebas 2, 3 y 4 mostraron el m@mportamiento, es decir, la tincién
total y la ausencia de la misma se pueden relaciooa viabilidad y no viabilidad
respectivamente.
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Cuadro 2. Relacion de plintulas normales, anormales y semillas no germinadas con porcentajes de viabilidad en C. officinalis

Parametro Pruebas
Descripeion Unidad 1 2 3 4
Humedad ¥ 10 3 2 0
Germinacion
Total de semillas # 100 100 100 100
Plantulas normales # go 28 20 2
Plantulas anormzales # 2 4 4 £
Semillas no gemunadas # g 8 & 7
Viahbilidad
Total de semillas # 100 100 100 100
Semillas viables (rotal) # B4 84 2z 26
Tincicn rojiza total # 45 30 43 33
Tincion en cotiledones, menstemo apical caulinar v mutad supenor
del hipocatila # 25 18 22 20
Tincidn de cotiledones, meristemo apical caulinar v seccion final
del hipoconlo # 4 16 12 11
Semillas ne viables (total) # 6 16 12 14
St tincion # 0 10 7 8
Tincion en cotiledones # 3 3 2 3
Tincidn en eje embrional # 2 1
Tincicon en meristemo apical caulinar y cotiledones # 1 1
# 0 1

Tincion en lnpeconlo

Protocolo pruebas de viabilidad con tetrazolio en semillas de C. officinalis

Previo analisis de pureza fisica, descartaro$rutanos, con dafios por plagas y
enfermedades, incompletos o en estado de descandposi

. Embeber los frutos por un periodo de 12 a 24sor
. Realizar un corte longitudinal sobre el costddosal del fruto siguiendo el eje central

con el fin de extraer el embridrigura 5).

. Descartar de manera aleatoria la mitad del @mbri
. Sumergir los embriones cortados en soluciénsecde Cloruro 2, 3, 5 trifenil Tetrazolio

al 1%. El pH de la solucién debe estar entre &3y

. Someter los embriones cortados a 400C duramtdora o colocar en un lugar oscuro a

temperatura ambiente (240C) por 24 horas.

. Sumergir los embriones en agua destilada paranar adherencias superficiales de la

sal.

. Evaluar bajo el estereoscopio con un aumenfxde
. Cuantificar los embriones viables y no viablegim patrones topolégicos establecidos.

Los resultados se expresaran en porcentajes ddasewmiables. El porcentaje medio se
aproximara al nUmero entero mas cercano.



Figura 5. Corte dorsal en ¢l fruto
de C. gfficinalis para la prueba de
viahilidad

({Fotografia del autor, 2005).

A. graveolens
a). Concentraciones de la solucién, tiempo y teatpes de exposicion

En los ensayos con solucién de tetrazolio al 0.5e%ogré la tincion completa de la
semilla. Con estos ensayos exploratorios se Idgafuste de la concentracion de tetrazolio
y el tiempo de exposicion para producir la colaiadileseada en el embrién, indicativo de
su viabilidad.
b). Desarrollo de patrones topoldgicos
1. Germinacion y viabilidad de semillas con les®deliberadas

Se establecieron los siguientes patrones topolsgiema pruebas de viabilidad con
semillas deA. graveolensLa coloracion oscura en las fotografias equigalicion rojiza
real(Figs. 6y 7).

No. 1.+ Embrién con tncion  No. 9.+ Embricn con tncion  No. 10.+ Embrion con dncion No. 11.- Embrion con fncion

Tojiza toal, rofiza total Endeospermo sin  mojizamial. 70% delendospermo  Tojiza total. 0% del endospermio
TnCica. #n fncidn. sin dneidm.

Figura 6. Patrones topologicos en semillas viahles de A. graveslens



No. 2. - Embrion con ausenciade No. 3. - Embrion con tincion Mo, 4. - Ausencia de tneidni en No. 5. - Tincidn de Iz seccion
tincion en 1a radicula rojiza en la radicula 1a seccidn media inferior del media inferior del hipoccdle ¥

hipocatlo y rmdicula radicula
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W, 6. - Tincion en la seccion final Wo. 7. - Ansencia de incionen la No. 8. - Ausencia de tincion en
de los cotiledones seccion final de los cotledones Ia totalidad del embricn

Figura 7. Patrones topologicos en semillas no viables de A. graveolens

* No. 1. Viable: Embridn con tincién rojiza en los cotiledones, istemo apical
caulinar, hipocotilo y meristemo sub-apical radical

e No. 2. No viable:Embrién con ausencia de tincién en el meristemeagital
radical (radicula). El resto de las estructurastouion rojiza

* No. 3. No viable:Embrién con tincion rojiza solo en la radiculaslégemas
estructuras sin tincién

¢ No. 4. No viable:Ausencia de tincion en parte media inferior debbbtilo y
radicula. El resto de las estructuras con tincijiza

* No. 5. No viable:Solo la parte media inferior del hipocétilo y kdfcula con
tincion rojiza. El resto de las estructuras sigitin

* No. 6. No viable:Tincién solo en la seccién final de los cotiledorlsresto
de las estructuras sin tincion

* No. 7. No viable:Ausencia de tincién en la seccion final de losledtnes. El
resto de las estructuras con tincién rojiza



* No. 8. No viable:Ausencia de tincion rojiza en la totalidad del eidor

* No. 9: Viable. Tincion rojiza en la totalidad del embrion. Endespo sin
tincion

 No. 10: Viable. Ausencia de tincibn en la seccion media superidr de
endospermo. Las otras estructuras con tincidnaojiz

* No. 11: Viable. Tincion rojiza en la totalidad del embrion. Endespo sin
tincion en la seccion apical de la semilla.

2. Relacion de plantulas normales, anormales y Kk&snino germinadas con
porcentaje de viabilidad

En la prueba de germinacién 1 se obtuvieron 93tyl@s normales. En la prueba de
viabilidad 1 también se obtuvo tincion rojiza coetpldel embridén en 93 semillas. Existio
relacion directa de plantulas normales con tinc@iza completa del embriéfCuadro 3).
Los patrones de tincion intermedia del embridnedacionaron con plantulas anormales.
Los embriones sin tincién correspondieron a semill@germinadas.

Las 4 pruebas mostraron que la tincion total dddrein fue indicativo de viabilidad;
cualquier variante topolégica significa la no viatad de la semilla.

Protocolo pruebas de viabilidad con tetrazolio emdlas de A. graveolens

1. Previo andlisis de pureza, descartar semillasasjacon dafios por plagas y
enfermedades, incompletas o en estado de descaidposi

2. Embeber las semillas durante 12 — 24 horas

3. Realizar un corte longitudinal a un costado ejel central de la semilla sobre la cara
ventral (concavafFigura 8).

Cuadro 3. Relacion de plantulas normales, anormales y semillas muertas con porcentajes de viabilidad en 4. graveolens

Parametro Pruebas
Descripcion Unidad 1 2 3 4
Humedad % 11.8 50 2.0 11.8
Germinacion
Total de semullas # 100 100 100 100
Plantulas normales # 93 93 91 92
Plantulas anormales = 2 2 3 3
Semillas muertas 5 5 6 5
Viabilidad
Total de senullas = 100 100 100 100
Semillas viables (total) N 3 o3 02 20
Tincidén rojiza total # 03 05 92 00
Semillas no viables (total) # 8 5 8 10
Sin tincion # 4 4 4 6
Tinciones intermedias # 4 1 4 4




Figura 8. Corte longitudinal en
la semilla de A. graveclens para
Ia prueba de viabilidad
(Fotografia del autor, 2005,

4. Descartar la mitad mas pequefia de la semilla.

5. Sumergir la mitad de la semilla en solucion aaude Cloruro 2, 3, 5 trifenil Tetrazolio
al 0.5%. El pH de la solucion debe estar entrey@.%

6. Someter las mitades de las semillas cortada30& $or una hora o colocar en lugar
oscuro a una temperatura ambiente (240C) por Zshor

7. Lavar las semillas en agua destilada para einadherencias superficiales de la sal.
8. Evaluar bajo el estereoscopio con un aumen8xde

9. Cuantificar los embriones viables y no viablegls patrones topoldgicos establecidos y
expresar el resultado en porcentaje de semillableda El porcentaje medio se
aproximara al numero entero mas cercano.
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