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1. Introduccién.

El uso de la semilla de arveja de alta calidad, asociado a buenas practicas de siembra
asegura el establecimiento de una poblacion de plantas vigorosas con un potencial de
alto desempefio agronomico y en cantidades adecuadas, constituyendo la base para el

éxito del cultivo y contribuyendo a alcanzar las maximas productividades.

En nuestro departamento de Tarija el uso de semillas de baja calidad origina plantas
débiles, de bajo desempefio agronémico, lo que compromete la obtencion de una
poblacién adecuada de plantas influyendo directamente en la productividad del

cultivo.

Es por esto que en Tarija es necesario obtener semillas de buena calidad para mejorar
la produccidén y obtener un andlisis rapido de semillas, por esta razén que hoy en dia

se puede optar por la prueba de tetrazolio.

La prueba de tetrazolio fue desarrollada para proporcionar un correcto analisis de
calidad de las semillas, permitiendo identificar las causas de descarte de sus lotes
debido a la baja germinacion en la prueba de laboratorio y planteando posibles

soluciones para los problemas encontrados.

La Prueba Topografica por Tetrazolio es una prueba bioquimica que permite estimar
de forma rapida y eficiente la viabilidad de las semillas y, ademas, facilita la
identificacion de factores que afectan la calidad de las semillas, como dafos
mecanicos, dafios por chinches y dafios causados por el ambiente de produccion,
brindando datos Utiles para diagnosticar las posibles causas de pérdida de calidad de

las semillas.



Las pruebas de evaluacion de calidad fisioldgica de semillas que demandan un
periodo de tiempo relativamente corto son aquellos relacionados con las actividades

enzimaticas y respiratorias de las semillas (Bhéring, 2006).

En la Prueba Topogréfica por Tetrazolio se pone especial atencidn en todas las partes
de cada semilla, particularmente en las caracteristicas internas del embrién (Hampton
y Tekrony, 2005).

La evaluacion de la calidad de las semillas a través de la Prueba Topogréafica por
Tetrazolio se basa en un cambio de coloracién de los tejidos vivos en presencia de
una solucion de la sal de cloruro de 2, 3,5-trifenil Tetrazolio. En presencia de la
solucién de la sal de tetrazolio, se expresa la actividad de las enzimas respiratorias
deshidrogenadas en los tejidos vivos de las semillas.

Estas enzimas catalizan la reaccion de los iones H+ liberados por la respiracién de los
tejidos vivos con la sal de tetrazolio, formando una sustancia estable, no difusible, de
coloracion rosada — rojiza, denominada trifenil formazan que permite distinguir en las
semillas a las areas vivas (&reas de color rojo) de las areas muertas que no poseen

coloracion.

Las evaluaciones de vigor pueden hacerse en base a la identificacion, localizacion, y
observacion de los tejidos de la semilla (Hampton y Tekrony, 2005).

1.1. Justificacion.
El presente trabajo va dirigido especialmente a la industria de semillas ya que

requiere métodos de andlisis rapidos; para determinar la viabilidad de las semillas lo

cual indica la capacidad potencial de germinacidn, es en este aspecto el método ideal.



La prueba de tetrazolio posiblemente haya sido uno de los mas grandes
descubrimientos en analisis de semillas en la ultima centuria, y aun es poco
aprovechado (SEED news, 2015).

La prueba de tetrazolio puede ser utilizado sin importar el grado de dormicion de las

semillas, tornandose muy importante para especies con este problema.

La prueba de tetrazolio constituye una herramienta de gran utilidad para productores
de semilla, clasificadores y comerciantes ya que puede ayudar en decisiones que
deben ser tomadas rapidamente.

Durante los meses de verano, inmediatamente a la cosecha, muchas semillas de
gramineas forrajeras y leguminosas poseen un alto nivel de dormicién; y para
completar un ensayo de poder germinativo se necesitan alrededor de cuatro semanas

para romper dicha dormicion y que se logre la germinacion.

En contraste, La prueba de tetrazolio puede ser completada en uno o dos dias,
creando asi la posibilidad de tomar decisiones sobre la base de este ensayo (SEED
news, 2015).

El presente trabajo se lo realiza con la finalidad de conocer una prueba rapida como
es la prueba de tetrazolio para determinar las concentraciones adecuadas para realizar

o0 determinar la viabilidad en semillas de arveja.

Este trabajo se lo realizara en laboratorio de semillas y asi determinar el porcentaje

de viabilidad en lotes de semillas de arveja.



1.2. Objetivos.
1.2.1. Objetivo General.
e Evaluar el efecto de tres concentraciones de sal de tetrazolio para determinar
la viabilidad de las semillas de arveja (Pisum sativum L.) en el laboratorio de

semillas de INIAF-Tarija.

1.2.2. Objetivos Especificos.

Establecer el protocolo y procedimiento a seguir para realizar la prueba de

tetrazolio en la determinacion de la viabilidad de las semillas de arveja.

e Determinar la concentracion de la solucién de sal de tetrazolio mas adecuada

para realizar la prueba.

e Establecer o determinar la tincién que adopta el tejido vivo y muerto de la

semilla de arveja.

e Determinar si existe asociacion entre la prueba de tetrazolio y la prueba de

germinacion directa.
1.3. Hipdtesis.
La viabilidad por medio de la prueba de tetrazolio para las semillas de arveja tiene la

misma confiabilidad, reduciendo el tiempo con relacion a la obtenida en germinacién

directa.
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2.1. Origen de la Arveja.

La arveja es una de las plantas cultivadas méas antiguas, encontrandose referencias
escritas de haber sido ya utilizada por pueblos neoliticos del Cercano Oriente, 7.000 a
6.000 afos a.C.

Su cultivo se expandié a regiones templadas y zonas altas de los trépicos de todo el
mundo, siendo hoy ampliamente cultivada y consumida, ya sea como hortaliza fresca
o como semilla seca, en casi todos los paises, siendo Estados Unidos, India, Rusia,
Francia y Gran Bretafia, los mayores productores de arveja verde del mundo (Joice,
2009)

La arveja como planta cultivada se origina probablemente en Etiopia de donde se
difundi6 a la region mediterranea y de ahi al Asia a las zonas templadas de todo el
mundo. A América fue traida por los espafioles (Joice, 2009).

La arveja es una planta leguminosa ampliamente cultivada en el mundo, tanto por su
valor nutricional como por sus distintas formas de consumo y por utilizarse como un
cultivo de rotacién. Siendo un cultivo de clima frio posee una amplia adaptacion a

diversos climas y es importante en los habitos de consumo en América del Sur.

Estd considerada como una de las principales hortalizas y esta ampliamente

distribuida, desde el nivel del mar hasta los 3500 m.s.n.m.



Uno de los factores limitantes para la siembra de arveja en la costa es la alta
temperatura, mientras que en la sierra es la disponibilidad de agua en época seca y las
heladas (Riojas, 2006).

2.1.1. Clasificacion taxonémica.

Segun Pefia M (2009) la clasificacion taxondmica es la siguiente:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Familia: Fabaceae

Género: Pisum

Especie: P. sativum

Nombre binominal: Pisum sativum L.

2.1.2. Descripciéon morfoldgica.

Pertenece a la familia de las Leguminosas; su nombre botanico es Pisum sativum. Es

planta anual herbacea (Agro, 2011).

Los tallos son trepadores y angulosos; respecto al desarrollo vegetativo existen unas
variedades de crecimiento determinado y otras de crecimiento indeterminado, dando
lugar a tres tipos de variedades: enanas, de medio enrame y de enrame. Las hojas
tienen pares de foliolos y terminan en zarcillos, que tienen la propiedad de asirse a los

tutores que encuentran en su crecimiento (Agro, 2011).

2.2. La semilla de la arveja.

La semilla es una unidad reproductiva compleja, caracteristica de las plantas

vasculares superiores, que se forma a partir del 6vulo vegetal, generalmente después



de la fertilizacion. Se encuentra en las plantas con flores (angiospermas) y en las
gimnospermas. En las angiospermas los 6vulos se desarrollan dentro de un ovario; en
tanto que en las gimnospermas la estructura que los contiene es muy diferente, pues
no constituye una verdadera flor; sin embargo, la estructura de las semillas de estas

plantas es basicamente similar a la de las plantas con flores (Espafia, 2007).

Para entender la ontogenia de la semilla, es decir, su formacion y desarrollo, se
requiere cierto conocimiento de la estructura de las flores y de los drganos
reproductivos masculinos y femeninos, En términos generales, las flores consisten de
varias capas de hojas modificadas que constituyen, de afuera hacia adentro, los

sépalos, los pétalos, los estambres y el ovario.

Hay grandes variaciones entre especies en la forma, tamafio y disposicion de estas
estructuras. Hay también plantas que producen flores con sexos separados, ya sea

masculinas con estambres o femeninas con ovarios.

Los estambres producen granos de polen que contienen los gametos masculinos, y el
ovario contiene los 6vulos que produciran a las semillas. Los évulos de las plantas
superiores son estructuras pluricelulares, relativamente complejas. En su interior, el
ovulo contiene al saco embrionario y éste a su vez contiene varias células haploides,
no claramente delimitadas, cuyo numero varia entre los diferentes grupos

taxondmicos (Espafia, 2007).

2.3. Las semillas.

El termino semilla se usa generalmente con un sentido funcional y significa unidad de
reproduccion. La semilla consiste en un pequefio embrion viviente que es alimentado
y almacenado en el endospermo con sus respectivas cubiertas protectoras. Al
germinar la semilla, el embrion utiliza reservas almacenadas para obtener energia

hasta el momento en que sus hojas comiencen a producir carbohidratos mediante la



fotosintesis. EI embrion tiene uno o dos cotiledones que seran las primeras hojas de
una nueva planta (Moreno, 2004).

Las semillas maduras estan generalmente formadas por una cubierta protectora con
dos capas: la cubierta externa que tiene diferentes formas (testa) y la interna como de
papel (el tegumento). Dentro de la semilla estard la planta potencial (embridn),

formada por el ovulo fertilizado (Moreno, 2004).

En algunas especies de angiospermas el embrion puede ser pequefio y estar rodeado
por un tejido nutritivo (endosperma), o puede que haya endosperma y en tal caso el

embrién llena toda la semilla.

En la semilla de las gimnospermas, el tejido nutritivo no se Illama endosperma, sino
que recibe el nombre de gametofito femenino, ya que el origen del tejido es diferente

al endosperma de las angiospermas (Moreno, 2004).

2.4. Anatomia y fisiologia de la semilla.

2.4.1. Latesta.

Los rudimentos de las angiospermas presentan uno a dos tegumentos; sin embargo,
en la mayoria de las semillas, gran parte del tejido tegumentario se destruye y es
absorbido por otros tejidos seminales. La cubierta o testa protege al embrion contra
muchos factores como desecacion, dafios mecanicos y pudriciones causadas por
hongos (Martinez, 2008).

2.4.2. El endosperma.

El tejido endospermatico de una semilla en desarrollo puede ser constituido por

células de paredes finas con grandes vacuolas que no contienen sustancias de



reservas; un endosperma asi sera parcial o totalmente absorbida por el embrion que
crece, ya que este contiene carbohidratos, lipidos y proteinas, que al ser
metabolizados proveen energia para diferentes procesos en la semilla (Martinez,
2008).

2.4.3. Embrion y pléantula.

El embridn es la parte funcional de la semilla que origina una nueva planta y para que
este fendmeno ocurra, el embrion debe estar completo. Con la germinacion de la
semilla, la testa se rompe junto al extremo micropilar de la radicula emerge, el
embrion comienza a crecer en forma acelerada, dando origen a lo que se denomina

una plantula (Martinez, 2008).

El embrién como tal consiste de los cotiledones (hojas), que pueden ser uno, dos o
maés dependiendo de la division o clase de planta, los cotiledones estan unidos a un
tallo corto que tiene dos partes: por arriba de los cotiledones se encuentra el epicotilo
que termina en la plumula o punto de crecimiento de las futuras hojas, y por debajo
de los cotiledones, el hipocotilo que termina en la radicula (raiz potencial).

En las semillas sin endosperma, los cotiledones son grandes y carnosos. Todas las
partes son por lo general de color blanco o crema, aunque algunos cotiledones son

verduzcos (Martinez, 2008).

2.5. Tamario de las semillas.

El tamafo de las semillas entre diferentes especies de plantas varia en una forma
impresionante, a pesar de que se trata de un 6rgano vegetal cuyo origen ontogenético
es constante y que tiene una funcién bien definida. Hay aproximadamente 11 érdenes
de magnitud de diferencia en tamafio entre las semillas mas pequefias y las mas

grandes que existen en la naturaleza (Trujillo, 2005).
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Las semillas de una orquidea pueden pesar 0.1 mg, en tanto que la palma de coco
doble del Pacifico produce semillas de 10 kg de peso. En una comunidad natural el
rango de variacion es menor pero es aun muy amplio; por ejemplo, en la selva

tropical, éste es de aproximadamente seis ordenes de magnitud (Trujillo, 2005).

Las semillas grandes se producen en menor nimero y frecuentemente se diseminan a
distancias mas cortas, pero cuentan con mayor cantidad de recursos para iniciar su
crecimiento y establecimiento en lugares con escasez de recursos, por ejemplo en la
sombra de los bosques, ya que producen plantulas méas grandes y resistentes, con

mayor superficie de raices y de hojas.

2.6. Produccién de las semillas.

2.6.1. Fenologia.

Las plantas presentan frecuencias de floracion y de subsecuente fructificacion que
van desde la produccion continua de frutos a lo largo del afio, como ocurre en
algunos pioneros, a la produccion sincrénica de frutos dentro de una generacion de

plantas a intervalos de méas de un siglo, como ocurre en algunas especies de bambd.

Entre estos extremos existen varios patrones de produccion de semillas. Uno muy
frecuente es la fructificacion anual de duracion relativamente fija; sin embargo, el
tamafio de la cosecha de semillas de la poblacion de una especie, o de ésta, entre

plantas individuales, puede variar (Vazquez, 2007).

Las especies de plantas compiten entre ellas para atraer polinizadores de flores y
dispersores de semillas, por lo cual han desarrollado comportamientos que
minimizan la sobre posicidn fenoldgica con otras plantas que dependen del mismo

vector animal en cada comunidad vegetal.
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El periodo de fructificacion cambia entre diferentes localidades, incluso dentro de
una misma region. Esta variabilidad se debe a variaciones en la disponibilidad de
recursos para la reproduccion o a los ciclos endogenos que diferencian distintos

niveles de esfuerzo reproductivo entre afios (Vazquez, 2007).

2.6.2. Cosecha de semillas.

La fotosintesis genera compuestos organicos que son invertidos en gasto respiratorio,
crecimiento, reposicion de partes, tejidos y 6rganos, y finalmente en la reproduccion,
por lo que la cantidad de semillas producidas por cada planta individual, en
proporcidn a su biomasa total y al rendimiento fotosintético anual, es muy variable

entre especies y poblaciones.

Las plantas anuales colocan gran parte de su productividad fotosintética anual en
biomasa reproductiva porque tienen una sola oportunidad en la vida de dejar
descendientes, pero la mayoria de las plantas lefiosas producen propagulos muchas
veces durante su vida, por lo que esta produccion se logra normalmente utilizando

una menor proporcion de la productividad fotosintética anual (Ortega, 2006).

2.7. Germinacion de las semillas.
2.7.1. Caracteristicas generales de la germinacion de semillas.

La germinacion en términos generales constituye los eventos que inician con la toma
de agua por parte de la semilla y termina con la elongacién de la radicula. Durante
estas etapas ocurren varios eventos como hidratacion de proteinas, cambios
estructurales, cambios celulares, respiracion, sintesis de macromoléculas y elongacion

celular (Angelovici y colaboradores, 2010).

Durante el proceso de germinacion se presentan las siguientes fases: La primera fase

hace referencia a la imbibicion, proceso esencial para el ingreso de agua a las
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semillas. El agua es absorbida a través de las aberturas naturales de la cubierta y
difundida hacia el tejido interno. Es el primer paso para el inicio del crecimiento del
embrion y es un proceso que rompe periodos de dormancia y quiescencia (Bewley,
2007).

En la segunda fase, el potencial hidrico de la semilla se equilibra con el del medio.
Después de un tiempo el ingreso de agua se hace mas lento hasta que se vuelve nulo.
Durante este momento se mantienen activos los sistemas enzimaticos y los procesos
metabdlicos como la respiracion y la sintesis de proteinas. Durante la tercera fase
ocurre la elongaciéon de la radicula, turgencia celular y debilitamiento de tejidos

externos (Bewley, 2007).

2.7.2. Factores que influyen en la germinacion de las semillas.

La germinacion es afectada tanto por factores internos como externos:

En el caso de los factores internos se conoce que la viabilidad del embrién es uno de
los factores indispensables para la germinacién, ya que si el embridn no es viable es
claro que la semilla nunca germinard. Este factor indica si una semilla esta

metabdélicamente activa o no.

La viabilidad se determina mediante la prueba topografica por Tetrazolio (sal cloruro
de 2,3,5-trifenil tetrazolio); que utiliza la actividad de las enzimas deshidrogenasas

como un indice de la tasa respiratoria y la viabilidad de las semillas (Ortega, 2006).

Otro factor que define la calidad fisioldgica e incide en la germinacion de las
semillas, es el contenido de humedad, a medida que las semillas estén mas maduras el
contenido de humedad serd inferior, la semillas tendran un maximo de peso seco y su
potencial osmdtico serd muy negativo, garantizando el ingreso de agua por 0smosis

para la reactivacion del metabolismo (Hodson, 2008).
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El Gltimo factor a mencionar es el vigor de la semilla, este pardmetro se define como
la sumatoria total de propiedades que determinan el nivel de actividad y capacidad de
germinacion. Es un factor clave para establecer las semillas en un ambiente
determinado, dependiendo del alto o bajo vigor germinativo. Para la medicién de este
factor se emplea un conductimetro, el cual permite estimar la cantidad de osmolitos
que se encuentran en el medio causados por la lixiviacion de las membranas de la
semilla, por lo tanto los valores altos de conductividad eléctrica sefialaran semillas de
baja calidad. En el caso de los factores externos, la humedad del medio es uno de los
factores indispensables para la germinacion, si la humedad no es la apropiada para la
especie, la semilla no germina ya que no se inicia el proceso de reactivacion del
metabolismo (Hodson, 2008).

2.8. Viabilidad de las semillas.

Es la fraccion de semillas que estan vivas en las que se dan los procesos metabdlicos,
aunque en forma lenta. Algunas veces la viabilidad se emplea como sinénimo de
vigor para indicar la habilidad del embrién para germinar y continuar el desarrollo.

2.8.1. Germinacion.

La germinacion de las semillas comprende tres etapas sucesivas que se superponen

parcialmente:

a) La absorcion de agua por imbibicion, causando su hinchamiento y la ruptura final

de la testa.

b) el inicio de la actividad enzimética y del metabolismo respiratorio, translocacion y

asimilacion de las reservas alimentarias en las regiones en crecimiento del embrién.



14

c) el crecimiento y la division celular que provoca la emergencia de la radicula y
posteriormente de la plimula. En la mayoria de las semillas el agua penetra
inicialmente por el micropilo y la primera manifestacion de la germinacion exitosa es

la emergencia de la radicula.

2.8.2. Latencia.

Una vez que la semilla ha completado su desarrollo se inician los cambios que daran
lugar al establecimiento del reposo en las semillas. Este reposo o reduccion del
metabolismo se denomina quiescencia cuando la causa de que no ocurra la
germinacion es fundamentalmente la falta de agua, como es el caso de las semillas
almacenadas en condiciones artificiales, por ejemplo un frasco con frijoles en la
alacena o las semillas que permanecen en los frutos unidos a la planta madre por

largo tiempo (Trujillo, 2005).

En cambio, el reposo de las semillas se denomina latencia cuando la semilla no
germina a pesar de encontrarse en un lugar 6ptimo en cuanto a la temperatura y la
humedad. Las causas por las que no germinan pueden deberse a la existencia de un
periodo cronoldgicamente regulado de interrupcién del crecimiento y de disminucion

del metabolismo durante el ciclo vital.

En las plantas superiores puede existir latencia o interrupcion del crecimiento en el
tejido meristematico, por ejemplo en las yemas de crecimiento de las ramas, asi como
en las semillas (Trujillo, 2005).

2.8.3. Dormancia.

Estado fisiolégico en el que una semilla dispuesta para germinar no lo hace, aun en la

presencia de condiciones ambientales favorable.
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En ocasiones los factores que intervienen en la germinacion no son los adecuados
para la reactivacion del metabolismo de las semillas causando el estado de dormancia,
un estado en el cual el desarrollo de la semilla se encuentra detenido por factores
estructurales y fisiologicos. Esta fase se reconoce por fallas temporales en la
capacidad germinativa de semillas sembradas en condiciones adecuadas (en cuanto a
luz, temperatura, agua, oxigeno y humedad) para su germinacién (Trujillo, 2005).

2.9. La Prueba Topografica por Tetrazolio.

2.9.1 Historia de la prueba de tetrazolio.

“El éxito del desarrollo del test de tetrazolio es resultado de la conquista de varias
etapas en la historia de la investigacién en tecnologia de semillas y de la obtencién de
nuevos conocimientos sobre la vida de la semilla.” (Moore, 2005). Revisiones méas
detalladas sobre la historia del test de tetrazolio han sido publicadas por Lakon (2003)

y colaboradores.

Una sintesis de los principales hechos que contribuyeron para su desarrollo se detalla

a continuacion.

El desarrollo de métodos de analisis rapidos, con el proposito de determinar la calidad
fisiologica de las semillas, ha sido uno de los principales objetivos de los tecnélogos
de semillas durante varios afios, principalmente a partir del final del siglo pasado,
cuando el sistema de produccion de semilla comenzd a ser organizado en diversos

paises de Europa.

Con el objetivo de realizar una evaluacién répida de la viabilidad de las semillas
diversos métodos de analisis, basados en la observacion de la coloracion, en el
aspecto, en el peso volumétrico y en la velocidad de imbibicion de la semilla fueron

utilizados inicialmente, no obstante, sin ninguna precision.
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A inicios de la década de 1920, la determinacion de la actividad de ciertas enzimas,
como peroxidasas, catalasas, oxidasas, reductasas y fenolasas, recibieron especial
atencion, sin embargo, la falta de éxito de tales métodos se debié al hecho de que la
actividad enzimatica no se determinaba en forma individualizada. En esa misma
época, diversos colorantes, tales como o carmin indigo, azul de metileno, rojo neutro

y verde de malaquita, fueron ensayados.

La falta de precision resulto en el fracaso de la adopcion de tales métodos. Como fue
mencionado por Moore (2009), las primeras tentativas con éxito en la evaluacion de
la viabilidad de las semillas con bio-colorantes fueron realizadas por Turina, en
Yugoslavia, en 1922, y por Neljubow, en Rusia, en 1925. Turina trabajé con la
reduccion de sales de telurio y de selenio en las células de las semillas y Neljubow

menciond algunos casos exitosos con la utilizacion del carmin indigo.

A inicio de los afios 30, Hasegawa, en Japon, trabajando con semillas arbdreas,
perfecciond la aplicacion de las sales de telurio y de selenio para la coloracion de
embriones de semillas. Gran parte de sus trabajos fueron publicados en japonés,
tornando sus avances inaccesibles para la comunidad cientifica. Algunos de sus
estudios fueron ampliamente divulgados después de la publicacién de algunos de sus
resultados en inglés (Hasegawa, 1935) y aleman, después de una reunion de la ISTA

(Associacion Internacional de Analisis de Semillas) en Europa.

El griego, Georg Lakon, trabajando en Hohenhein, Alemania, desde inicio de la
década del 20 se dedicaba, con gran interés, a realizar trabajos en el area de fisiologia
de semillas. El perfeccioné el método del selenio, desarrollado por Hasegawa y
Eidmann, culminando con el desarrollo del método topografico del selenio para la
determinacion de la viabilidad de semillas (Lakon, 2000).

Cuando tomé conocimientos de los efectos toxicos del selenio para los analistas de

semillas, Lakon buscé una sal similar, pero no toxica, que podria ser utilizada con la
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misma finalidad. Con esta orientacién Lakon ensay0 varias formas de estas sales y
concluyo que el 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio era el més apropiado para el
ensayo topografico. Lakon desarroll6 métodos para semillas de varias especies de

cereales y también para maiz.

Moore (1976), menciond la existencia y los méritos del test de tetrazolio, que se
realizd por primera vez en los Estados Unidos en 1945, mediante investigaciones
realizadas por el ejército norteamericano, después de la Il Guerra Mundial, sobre
actividades que habian permanecido veladas por el régimen, en Alemania, hasta

entonces.

El primer trabajo realizado con el test en los Estados Unidos fue publicado por Porter
(1947), de la Universidad Estatal de lowa. Otros estudios pioneros, realizados en ese
mismo pais, segin Moore (2006), fueron publicados por Flemion y Poole, del
Instituto Boyce Thompson de Nueva York; por Goodsell, de la compafiia de semillas
de maiz Pioneer, de Johnston, lowa; y por Bennett, de la Universidad Estatal de lowa.

Avances significativos sobre el test ocurrieron en los afios 50.

Varios investigadores alcanzaron resultados basicos importantes. Entre éstos, se
destacan Isely, Bass, Smith y Throneberry, de la Universidad Estatal de lowa, y

Parker, de la Universidad de Idaho.

En la década del 60, progresos significativos relativos a la aplicacion practica del test,
fueron obtenidas por Delouche, Still, Raspet y Leinhard, de la Universidad Estatal de
Muisisipi, los que publicaron el primer manual sobre el método. Este manual abordaba

la metodologia para un gran nimero de especies.

Jensen, Pierpoint, Hayes y Grabe, del Laboratorio de Semillas de la Universidad
Estatal de Oregon y Copeland, Bruce y Midyette, de Virginia, también contribuyeron

para mejorar el test.
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En 1970, debe ser destacado otro marco importante. La utilizacién del test fue
aceptada por la AOSA (Associacion Oficial de los Analistas de Semillas), a través de
la publicacion del Manual del Test de Tetrazolio (Grabe, 1970). En 1983, la AOSA
publicé el Manual de Ensayos de Vigor (AOSA, 2001), que abordaba la metodologia

del ensayo para soja, algodén, maiz y trigo.

Un reconocimiento especial debe ser dado al Dr. Robert P. Moore del Laboratorio de
Semillas de la Universidad Estatal de Carolina del Norte. Entre 1943 y 1987, Moore
publicd 230 trabajos sobre el método y edité el Manual del Test de Tetrazolio
(Moore, 2005), publicado por la ISTA. Tal publicacion contiene detalles sobre los

métodos utilizados en el test para mas de 650 especies.

El test de tetrazolio fue también adoptado con éxito en diversos paises. En Brasil, el
método fue introducido por diversos profesionales, que recibieron entrenamientos en
la Universidad Estatal de Misisipi. EI método fue mejorado para la soja por los
investigadores del Centro Nacional de Investigaciones en Soja de la Embrapa, que

publicaron tres manuales especificos para soja.

Hoy, el ensayo es rutinario en todos los laboratorios de andlisis de semillas que

trabajan con soja, en Brasil.

2.9.2. La prueba de tetrazolio.

Es una prueba bioguimica que permite estimar de forma répida y eficiente la
viabilidad de las semillas y, ademas, facilita la identificacion de factores que afectan
la calidad de las semillas, como dafios mecéanicos, dafios por chinches y dafios
causados por el ambiente de produccion, brindando datos Gtiles para diagnosticar las

posibles causas de pérdida de calidad de las semillas (Bhéring, 2006).
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Las pruebas de evaluacion de calidad fisiolégica de semillas que demandan un
periodo de tiempo relativamente corto son aquellos relacionados con las actividades

enzimaticas y respiratorias de las semillas.

El uso del Tetrazolio para la prueba de vigor es una extensién de los estudios de los
patrones de tincion desarrollados originalmente por (Lakon 1950), quién describi6 a
esta prueba como un test de vigor para cereales en general y posteriormente fue

presentada para semillas de trigo por Perry (1987).

Dichos patrones de tincion fueron luego desarrollados en Europa por Steiner y Werth,
(1974) y en Estados Unidos por Moore, (1976) y posteriormente, esta prueba fue
usada para un amplio rango de especies incluyendo soja, maiz, algodén, pino y
tréboles (AOSA, 2007).

En la Prueba Topogréafica por Tetrazolio se pone especial atencion en todas las partes
de cada semilla, particularmente en las caracteristicas internas del embrién (Hampton
y Tekrony, 2005).

La evaluacién de la calidad de las semillas a través de la Prueba Topogréafica por
Tetrazolio se basa en un cambio de coloracién de los tejidos vivos en presencia de
una solucion de la sal de cloruro de 2, 3,5-trifenil Tetrazolio. En presencia de la
solucién de la sal de tetrazolio, se expresa la actividad de las enzimas respiratorias
deshidrogenadas en los tejidos vivos de las semillas.

Estas enzimas catalizan la reaccion de los iones H+ liberados por la respiracion de los
tejidos vivos con la sal de tetrazolio, formando una sustancia estable, no difusible, de
coloracion rosada — rojiza, denominada trifenil formazan que permite distinguir en las
semillas a las areas vivas (areas de color rojo) de las areas muertas que no poseen

coloracion.
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Las evaluaciones de vigor pueden hacerse en base a la identificacion, localizacion, y
observacion de los tejidos de la semilla (Hampton y Tekrony, 2005).

Entre los métodos empleados durante el proceso de control de calidad contamos con

las siguientes pruebas:

e Primer Conteo (conocida como Energia Germinativa).

e Conteo Final (conocida como Poder Germinativo).

e Prueba Topogréfica por Tetrazolio (TZ), utilizada fundamentalmente para

determinar la Viabilidad.

La prueba de viabilidad nos revela una serie de aspectos esenciales para conocer no
solamente la calidad del lote, sino que también puede servir de guia para identificar
otros factores que pueden estar afectando a las semillas; entre ellos la dormicion, que
suele ser la causa de una menor germinacién, pero que no debe confundirse con mala

calidad.

2.9.3. Principios del test de tetrazolio.

El test de tetrazolio se basa en la actividad de las enzimas deshidrogenasas (AOSA,
2001), las cuales catalizan las reacciones respiratorias en las mitocondrias, durante la
glicdlisis y el ciclo de Krebs. Estas enzimas, particularmente las deshidrogenasas del
acido malico, reducen la sal de tetrazolio (2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio o TCT)

en los tejidos vivos.

Cuando la semilla de la soja es inmersa en la solucion incolora de tetrazolio, esta se

difunde a través de los tejidos, produciéndose en las células vivas la reaccidon de
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reduccion que da como resultado la formacion de un compuesto rojo, estable y que no

se difunde, conocido por trifenilformazéan.

Cuando el TCT se reduce, formando el trifenilformazan, indica que existe actividad
respiratoria en las mitocondrias, esto significa que hay viabilidad celular y del tejido.
El color resultante de la reaccion es un indicador positivo de la viabilidad a través de
la deteccion de la respiracion a nivel celular. Tejidos no viables no reaccionan y

consecuentemente no se tifien.

Cuando el tejido es vigoroso, se formaré el color rojo carmin claro; si el tejido esta en
proceso de deterioro, un rojo mas intenso serd formado, en virtud de la mayor
intensidad de difusién de la solucidon de tetrazolio por las membranas celulares

comprometidas de tales tejidos.

Si el mismo no es viable, la reduccion de la sal no ocurrira, y el tejido muerto

contrastard, blanco (no tefiido) con el tejido tefiido, viable.

La observaciéon de tales diferencias de color, juntamente con el conocimiento de
diversas caracteristicas de las semillas, permiten la determinacion de la presencia,
localizacion y naturaleza de los disturbios que pueden ocurrir en los tejidos

embrionarios (Moore, 2003).

2.9.4. Ventajas del método.

* Rapida determinacion de la viabilidad del lote de semillas, importante para la toma

de decisiones rapidas en la industria de semillas.

» Adecuada evaluacion de la capacidad germinativa potencial, especialmente para

lotes con elevada cantidad de semillas dormidas.
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« Util para estudiar la biologia de las semillas y procesos de deterioro (Vankus, 2007).
2.9.5. Desventajas del método.

* La interpretacion visual de la tincion es subjetiva y requiere experiencia,
especialmente en semillas pequefias (Howarth y Stanwood, 2003). Esta necesidad de
entrenamiento y experiencia, posiblemente haya sido la razon por la cual se lo ha
utilizado poco en el pasado.

+ Labor intensiva que implica al tener que cortar y evaluar las semillas.

* Puede no detectar dafios menores, presencia de infeccion fangica o dafios por
insecticidas (Vankus, 2007).

2.9.6. El tetrazolio es una prueba bioguimica.

En los embriones de las semillas, diferencia los tejidos vivos de los muertos sobre la
base de la actividad de enzimas deshidrogenasas (enzimas de la respiracion).

Al ser hidratadas las semillas, la actividad de las deshidrogenasas incrementa,
resultando en la liberacion de iones hidrégeno, lo que reduce a la solucién de

tetrazolio —2,3,5- trifenil tetrazolio en incoloro- a formazan — color rojo.

El formazan tifie a las células vivas de color rojo, en tanto que las muertas

permanecen sin colorear.

La viabilidad de las semillas se determina en funcion del patron de tincion del

embrion y la intensidad de la coloracion.
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Que una semilla sea viable, nos indica que es capaz de germinar y producir una
plantula normal, sin embargo podria estar dormida, y en ese caso no germinaria
inmediatamente (ISTA, 2007).

2.9.7. Procedimiento de analisis.

2.9.7.1. Hidratacioén.

Las semillas deben embeberse para iniciar la actividad de las enzimas
deshidrogenasas; ademas asi se ablandan los tejidos, y es mas facil cortarlos.

2.9.7.2. Corte o pinchazo.

Permite el contacto del TZ con los tejidos del embridn. En algunas especies, por

ejemplo alfalfa, el corte no es necesario, y el TZ es adicionado a la semilla intacta.
2.9.7.3. Tincion.

Las semillas se sumergen en la solucion de TZ al 0,5 0 1% (a veces es necesario un
buffer para balancear el pH) por un cierto periodo de tiempo, que puede oscilar de 2 a
18 h depende las especies. Durante este tiempo, los tejidos vivos se tifien, mientras
que los muertos no.

2.9.7.4. Evaluacion.

En base al patrén de tincion e intensidad. El analista debe estar familiarizado con la
anatomia de la semilla de la especie que esté evaluando (ISTA, 2007).
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CAPITULO 11l

MATERIALES Y METODOS.

3.1. Localizacion y Ubicacion.

El presente estudio se realizd en el laboratorio de las semillas del Instituto Nacional

de Innovacion Agropecuaria y Forestal (INIAF) localizada en Cercado-Tarija.

3.2. Materiales.

3.2.1. Material Vegetal.

- Semillas de Arveja.

3.2.2. Material de Laboratorio.

- Sal de Tetrazolio (cloruro de 2,3,5 trifenil)
- Vasos de precipitado pequefios
- Toallas de Papel

- Bolsa de polietileno

- Estufa

- Agua destilada

- Cajas de Petri

- Bisturi

- Lupa

- Pinzas

- Agua

- balanza de precision.

- probetas.
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3.2.3. Material de Escritorio y de Apoyo.

- Libreta de Apuntes
- Camara Fotografica
- Computadora

- Impresora

3.3. Metodologia.

El presente trabajo se desarrollé en diferentes etapas, las cuales nos permitieron ir

paso a paso para obtener los mejores resultados.

Se tomaron 3 lotes de semillas de arveja de 2016 de la misma variedad, Las semillas
utilizadas fueron previamente germinadas entre papel, obteniendo porcentajes de
germinacion y a cada una se realizd la prueba de tetrazolio con 3 diferentes

concentraciones de la sal de tetrazolio:

- Al0.075%
- Al0.1%
- Al05%

Estas concentraciones fueron basadas en concentraciones utilizadas en semillas de
soja, se realiz6 2 repeticiones de cada concentracion en los 3 lotes de semillas de
arveja, haciendo un total de 6 repeticiones por concentracion y en total se obtuvo 18

muestras con 3 concentraciones de solucion de sal de tetrazolio.

3.3.1. Preparacion de la solucion de tetrazolio.

Para la preparacion de la solucién al 0,075% se utilizé primeramente 1gr de sal de

tetrazolio diluida en 100 ml de agua destilada, de cual se sacd 75 ml de la solucion
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preparada, diluyendo esta en 925 ml de agua destilada obteniendo asi la solucion
necesaria al 0,075 %.

Para la preparacion de la solucion al 0,1% se utilizo 1gr de sal de tetrazolio diluida en
1000 ml de agua destilada.

Para la preparacion de la solucion al 0,5 % se utilizé 1 gr de sal diluida en 200 ml de

agua destilada.

El agua utilizada en la preparacion de la solucién de trabajo puede ser destilada o de

la red de abastecimiento, mientras tenga su pH entre 6 y 7, 0 no sea salobre.

3.3.2. Preparacion de las semillas.

Muestreo / NUmero de Semillas

Para el desarrollo del trabajo se utiliz6 2 repeticiones de 50 semillas en 3 lotes
diferentes.

3.3.3. Acondicionamiento.

Las semillas fueron embaladas en papel de germinacion humedecido y mantenidas en
estas condiciones por un periodo de 16 horas, a 25°C.

Para evitar la pérdida de humedad, los embalajes permanecieron en camaras

himedas, también se puede utilizar bolsas plasticas, en germinador.

El tegumento oscuro de las semillas, generalmente, no permite la difusion de la
solucion de tetrazolio. Por lo tanto, debe ser retirado de las semillas antes del proceso

de tincion.
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3.3.4. Coloracioén.

Después del acondicionamiento previo, las semillas fueron colocadas, totalmente

inmersas en la solucion de tetrazolio al (0,075% - 0,5 % — 0,1%), en cajas Petri.
Las semillas permanecieron entre 35°C por aproximadamente entre 3 a 1 hora de
acuerdo a la solucién utilizada. Esta temperatura puedo ser obtenida ya que se utilizé

una estufa.

Para evitar el deterioro del tetrazolio se guardd las muestras en completa oscuridad ya

que este reactivo es sensible a la luz.

3.3.5. Tiempos de Tincién.

Una vez sumergidas las semillas en las soluciones de sal de tetrazolio se las llevd a la

estufa a una temperatura de 35°C.
Los tiempos de tincion fueron:
- Solucion al 0,075% por un tiempo de 3 horas a 35°C.
- Solucion al 0,1% por un tiempo de 2 horas a 35°C.
- Solucion al 0,5% por un tiempo de 1 horas a 35°C.
3.3.6. Lavado de la muestra.
Una vez que se alcanzo la coloracion ideal, las semillas fueron retiradas de la estufa a

35°C y a continuacion son lavadas con agua comdn, se mantuvieron sumergidas en

agua hasta el momento de la evaluacion.
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Se tomo la decision de guardar las semillas en refrigerador para que pudieran ser
analizadas inclusive después de 12 horas.

3.3.7. Interpretacion.

Para una correcta interpretacion de los resultados se han tomado en cuenta, los

conocimientos técnicos segun las coloraciones de las semillas.

La precision del test dependié del conocimiento de todas las técnicas y

procedimientos involucrados en el test.

Se ha clasificado en la evaluacion de las semillas segln los objetivos, que son:

a) Se determind el potencial de germinacién de un lote de semillas en las condiciones

mas ideales posibles.

b) Se Clasifico las semillas en viables y no viables.

Los dos objetivos pueden ser alcanzados por la interpretacion de cuatro caracteristicas
basicas después de la coloracién: condicion, color de los tejidos, localizacion vy el

tamario de las lesiones.

Para dicho diagnostico se ha reconocido los sintomas tipicos de los diferentes tipos de

dafos que han ocurrido en las semillas.

3.3.8. Interpretacion de los 3 lotes de semillas de arveja.

Las semillas fueron analizadas una a una, seccionandolas longitudinalmente a través

del centro del eje embrionario con ayuda de un bisturi.
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En los casos en que el corte no fue bien centralizado, la evaluacion de la condicion
del eje embrionario se realizé en la mitad que contenia la mayor parte del eje,

exponiéndose su cilindro central, después de los cortes adicionales.

Después de seccionadas las semillas, las dos mitades fueron separadas, habiendo
removido el tegumento para que la superficie externa de los cotiledones sea expuesta.

De ese modo se pudo observar la superficie externa e interna de los cotiledones,

determinando todas las formas de dafos.

Cuando se observo que ocurri6 algun dafio en el eje, pero no fue lo suficientemente

profundo para dafiar el cilindro central, la semilla fue, entonces, considerada viable.

Los casos en que el dafio alcanz6 el cilindro central, la semilla fue considerada no
viable. Se analizé que de las observaciones antes mencionadas, el cilindro central es
una region importante en la semilla de arveja, habiendo observado con mucha

atencion dicha region.

Puesto que a través de esta region pasan los vasos que conectan el eje embrionario a
los cotiledones, siendo, por lo tanto, de suma importancia para el transporte de
materiales de reserva de los cotiledones a la plantula en desarrollo, en las fases

iniciales de germinacion y emergencia.

De esta observacion se determiné los siguientes grados de deterioro en la viabilidad

de las semillas:

- rosado oscuro: tejido vivo y vigoroso
- rojo vivo fuerte: tejido deteriorandose

- blanco lechoso: tejido muerto



30

La presencia de rojo intenso es caracteristica de tejidos en deterioro, que permiten
mayor difusion de la solucion de tetrazolio a través de sus membranas celulares ya

comprometidas.

El blanco identifico tejidos muertos, que no presentan actividad enziméatica necesaria

para la produccién de formazan.

Tejidos muertos normalmente fueron flacidos y presentaron coloracion blanco-opaca,
pero en algunas ocasiones pueden ser amarillentos, cenizas o verdosos,

principalmente cuando han sufrido dafios causados por chinches.

Puesto que en raras oportunidades, los tejidos muertos pueden presentar manchas
rojizas, causadas por la actividad de ciertos hongos o bacterias. Entretanto, tales
tejidos son facilmente diferenciados de los tejidos viables.

Observando que después del seccionamiento de las semillas, las superficies internas
de los cotiledones son normalmente decoloradas (blancas), se lo analizé como semilla

viable.

Se caracterizd que los tejidos viables, que no adquirieron color, como normalmente

turgentes, brillantes, presentando tonalidades blanco-rosadas o blanco-amarillentas.

La posicion y la extension de los dafios que ocurrieron en las semillas fueron

caracteristicas de importancia crucial para la correcta evaluacion de las mismas.

Una vez terminando de identificar los 3 lotes de semillas de arveja se clasifico en 2

grupos semillas viables y semillas no viables.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Protocolo establecido.

De acuerdo al trabajo realizado con la prueba de tetrazolio se establecié el siguiente

protocolo para determinar la viabilidad de semillas de arveja.

4.1.1. Protocolo a seguir en la prueba de tetrazolio para determinar la viabilidad

en semillas de arveja.

La siguiente prueba debe ser realizada en laboratorio de semillas con las condiciones
adecuadas para dicho trabajo.

Material necesario.

- Semillas de Arveja.

- Sal de Tetrazolio (cloruro de 2,3,5 trifenil)
- Vasos de precipitado pequefios
- Toallas de Papel

- Bolsa de polietileno

- Estufa

- Agua destilada

- Cajas de Petri

- Bisturi

- Lupa

- Pinzas

- balanza de precision.

- probeta.
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Descripcion del trabajo.

El presente trabajo se desarrollara en diferentes etapas:

Preparacion de la solucion.

Para la preparacion de la solucién al 0,075% se utilizara primeramente 1gr de sal de
tetrazolio diluida en 100 ml de agua destilada, de cual se sacara 75 ml de la solucion
preparada, diluyendo esta en 925 ml de agua destilada obteniendo asi la solucion

necesaria al 0,075 %.

El agua utilizada en la preparacion de la solucion de trabajo puede ser destilada o de

la red de abastecimiento, mientras tenga su pH entre 6 y 7, 0 no sea salobre.

Preparacion de las semillas.

Para el desarrollo del trabajo se utilizara 2 o 3 repeticiones de 50 semillas de arveja.

Acondicionamiento.

Las semillas deberan ser embaladas en papel de germinacion humedecido vy

mantenidas en estas condiciones por un periodo de 16 horas, a 25°C.

Para evitar la pérdida de humedad, los embalajes permaneceran en camaras

himedas, también se puede utilizar bolsas plasticas, en germinador.

Coloracion.

Después del acondicionamiento previo, las semillas deben ser colocadas, totalmente

inmersas en la solucion de tetrazolio al 0,075% en cajas Petri.
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Las semillas permaneceran entre 35°C por aproximadamente entre 3 horas en estufa.

Para evitar el deterioro del tetrazolio se debe guardar las muestras en completa

oscuridad ya que este reactivo es sensible a la luz.

Lavado de las semillas.

Una vez que se alcance la coloracién ideal por 3 horas, las semillas seran retiradas
de la estufa a 35°C y a continuacion se lavara con agua comun, y mantenerse
sumergidas en agua hasta el momento de la evaluacion.

Lectura de las semillas.

Para una correcta interpretacion de los resultados se tomara en cuenta, los

conocimientos técnicos segun las coloraciones de las semillas.

Se Clasificara las semillas en viables y no viables.

Para dicha clasificacion se tomara en cuenta cuatro caracteristicas basicas después de

la coloracion: condicidn, color de los tejidos, localizacion y el tamafio de las lesiones.

- rosado oscuro: tejido vivo y vigoroso
- rojo vivo fuerte: tejido deteriorandose

- blanco lechoso: tejido muerto

La presencia de rojo intenso es caracteristica de tejidos en deterioro, que permiten
mayor difusion de la solucion de tetrazolio a través de sus membranas celulares ya

comprometidas.
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El blanco identifica tejidos muertos, que no presentan actividad enziméatica necesaria

para la produccién de formazan.

Tejidos muertos normalmente seran flacidos y presentaron coloracion blanco-opaca,
pero en algunas ocasiones pueden ser amarillentos, cenizas o verdosos,

principalmente cuando han sufrido dafios causados por chinches.

Puesto que en raras oportunidades, los tejidos muertos pueden presentar manchas
rojizas, causadas por la actividad de ciertos hongos o bacterias. Entretanto, tales
tejidos son facilmente diferenciados de los tejidos viables.

Las semillas deberan ser analizadas una a una, seccionandolas longitudinalmente a

través del centro del eje embrionario con ayuda de un bisturi.

Después de seccionadas las semillas, las dos mitades seran separadas, habiendo

removido el tegumento para que la superficie externa de los cotiledones sea expuesta.

Se clasificara las semillas en viables y no viables de acuerdo a la lectura y
conocimiento del encargado de dicha prueba.
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TABLA N° 1 Porcentaje de germinacion de semillas de arveja

N° DE SEMILLAS

N° DE SEMILLAS

PORCENTAIJE DE

LOTE REPLICAS VIABLES NO VIABLES | GERMINACION

I 89 11

1 I 88 12 89%
1 90 e
I 86 14

5 I 89 11 87%
1 86 &
I 80 20

; : 21 15 82%
1 84 46

Porcentaje de germinacion basado en el resultado obtenido de germinacion directa

entre papel, de los 3 lotes de semillas de arveja certificados por el Laboratorio de

INIAF Tarija.

En este cuadro se muestra el porcentaje de germinacién de los tres lotes de semillas

de arveja, obteniendo el lote 1 un mayor porcentaje de germinacion que equivale al

89% de viabilidad.

Segun (ISTA, 2004); La germinacion de una semilla es la emergencia y desarrollo de

las plantulas, hasta un estado en el cual el aspecto de sus estructuras esenciales indica

si sera posible que se desarrollen como plantas normales, bajo condiciones favorables

de suelo.



4.2.1. Demostracion del porcentaje de germinacion.

GRAFICO N° 1 Demostracion de la germinacion Entre Papel
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4.2.2. Tiempo de tincion de acuerdo a la concentracion de tetrazolio.

TABLA N° 2 Tiempo de tincion

CONCENTRACION
DE TETRAZOLIO

TEMPO DE TINCION | TEMPERATURA

0,075% 3 horas 35°C
0,1% 2 horas 35°C
0,5% 1 hora 35°C

En la tabla N° 2 se muestra los tiempos de tincion que fueron necesarios para cada

concentracion de sal de tetrazolio.

Con la concentracion al 0,075% se necesité 3 horas de reposo en la solucion de

tetrazolio a una temperatura de 35°C.

Con la concentracion al 0,1% se necesitd 2 horas de reposo en la solucion de

tetrazolio a una temperatura de 35°C.

Con la concentracion al 0,5% se necesitd 1 horas de reposo en la solucién de

tetrazolio a una temperatura de 35°C.

Llegando a la conclusién que a mayor concentracion de tetrazolio menor es el tiempo

de tincion de la semilla.

En las semillas de arveja se pudo observar que con la concentracion al 0,075 % se
pudo observar mejor los tejidos de la semilla y por lo tanto necesariamente se debe
esperar 3 horas para la tincion y para obtener mejores resultados en la lectura de
viabilidad.
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4.3. ldentificacién del color de la reaccion a la sal de tetrazolio con 3 diferentes

concentraciones.

CUADRO N° 1 Identificacion de la coloracion de sal de tetrazolio

CONCENTRACION

SEMILLA EMBRION Y COTILEDONES
DE TETRAZOLIO

Se muestra tefiido de color rosado

0,075% intenso (se puede observar con mayor| Tefiidos de color rosado intenso
claridad)
0,1% Se muestra tefido de color rojo vivo Tefiidos de color rojo vivo

Se muestra tefido de color guindo . .
0,5% . ., Tenidos de color guindo
(con mayor dificultad de observacion)

En cuadro N° 2 se muestra las diferencias de coloracion de las semillas de arveja con

la reaccion a la sal de tetrazolio.

Concentracion al 0.075%

Utilizando una concentracion de 0,075 se pudo observar claramente los tejidos de la
semilla tanto como el embrion como los cotiledones, que son los 6rganos principales

para determinar la viabilidad de la semilla.

Con esta concentracion se observd mucho mas facil la embridn ya que presento una

tincion de color rosado intenso que facilito la lectura.
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De acuerdo con Moore (1985), tejidos vigorosos tienden a adquirir la coloracion
gradual e uniformemente cuando son embebidos en tetrazolio, y se presentan

turgentes.

Concentracion al 0,1 %

Con esta concentracion de igual manera se observo los tejidos de la semilla tanto

embrién como cotiledones.

La semilla obtuvo una tincion de color rojo y con ayuda de una lupa se pudo lecturar

los lotes se semilla de arveja.

Concentracion al 0,5 %

Claramente se observd una tincién de color guindo, lo cual dificulto al momento de
realizar la lectura de las semillas, ya que con esa coloracion fue un poco dificil poder

diferenciar con claridad tanto a las semillas viables como a las no viables.

La concentracion de tetrazolio para leguminosas debera ser en un porcentaje menor al

1% de acuerdo al tipo de semilla a examinar (Vasquez, 2008).
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CUADRO NF° 2 Identificacion de las semillas viables

CONCENTRACION
DE TETRAZOLIO

SEMILLA

EMBRION

Tefido de color rosado intenso, en el

Completamente sin tefiir, el cual

0,075% cual se puede observar claramente .
. ) muestra ser viable
los tejidos vivos
0.1% Tefiido de color rojo vivo, en el cual | Sin tefiir, por lo que se observa que es
(o) q .
’ se puede observar que esta vivo viable

Tefido de color guindo, en el cual se | Tefidos de color rojo claro, de igual

0,5% puede observar con mayor dificultad | manera se observa pero con mayor

que esta vivo

dificultad que es viable

En el cuadro N° 3 se muestra la coloracion que obtuvieron las semillas viables:

Con la concentracion de 0,075 % con una tincion de color rosado intenso le embrion

quedo completamente sin tefiir el cual nos indica que la semilla es viable.

Con la concentracion de 0,1 % la semilla se tifio de color rojo y mostro el embrion

completamente sin tefiir el cual nos indico que la semilla es viable.

Con la concentracion de 0,5 % la semilla se tifio de color guindo y con ayuda de una

lupa se observé que el embridn se tifio de color rojo claro el cual también indico que

la semilla es viable.
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La diferencia de coloracion se debe a la concentracion utilizada, en estos ensayos se
observo claramente como diferenciar las semillas viables, teniendo en cuenta que el
embrion quede completamente libre de dafio, solo asi se lo clasifico como semilla

viable.

Segun (Moore, 2003); La observacion de tales diferencias de color, juntamente con el
conocimiento de diversas caracteristicas de las semillas, permiten la determinacion de
la presencia, localizacion y naturaleza de los disturbios que pueden ocurrir en los

tejidos embrionarios.

La viabilidad de las semillas se determina en funcién del patrén de tincion del

embrion y la intensidad de la coloracion.

Que una semilla sea viable, nos indica que es capaz de germinar y producir una
plantula normal, sin embargo podria estar dormida, y en ese caso no germinaria
inmediatamente (ISTA, 2007).
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CUADRO N° 3 Identificacion de las semillas no viables

CONCENTRACION
DE TETRAZOLIO

SEMILLA

EMBRION

Tenido de color rojo, en el cual se

Completamente tefiido de color rojo,

los tejidos muertos

0,075% puede observar claramente los tejidos .
el cual muestra ser no viable
muertos
Tefiido de color rojo vivo, en el cual . .
. Completamente tefiido de color rojo
0,1% se puede observar los tejidos . .
vivo, el cual muestra ser no viable
muertos
Teiido de color guindo, en el cual se Teiidos de color guindo, de igual
0,5% puede observar con mayor dificultad [ manera se observa pero con mayor

dificultad que son tejidos muertos

En el cuadro N° 4 se muestra la coloracion que obtuvieron las semillas no viables:

Con la concentracion al 0,075 % se observé que las semillas se tifieron de color

rosado intenso, quedando el embrion tefiido de color rojo el cual muestra que es una

semilla no viable.

De igual manera con la concentracion de 0,1 % el embrion quedo tefiido de color rojo

el cual se lo identifico como no viable.

Con la concentracion de 0,5 % tanto la semilla como el embridn quedaron tefiidos de

color guindo, y con ayuda de una lupa se pudo observar que el embridén tomo un color

guindo oscuro, el cual determino ser no viable.
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También se encontr6 semillas que no tuvieron coloracion quedando blancas pero con
el embrién totalmente tefiido de color rojo intenso identificadas como semillas

muertas o no viables.

Cuando el embrion presento un poco de dafio en su eje central de igual manera fue

considerado no viable.

Segun (Hampton y Tekrony, 2005); En la Prueba Topogréafica por Tetrazolio se pone
especial atencién en todas las partes de cada semilla, particularmente en las

caracteristicas internas del embrion.
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4.6. Primer ensayo: concentracion al 0,075 % de tetrazolio.

TABLA N° 3 Concentracion al 0,075 % de tetrazolio

CONCENTRACION
N° ENSAYO | VIABLES | NO VIABLES
DE TETRAZOLIO
1 0,075% d 2o 4
b 98 2
2 0,075% a £ 14
b 82 18
3 0,075% d E2 LS
b 82 18
GRAFICO N° 3

SEMILLAS AL 0,075% DE TETRAZOLIO
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En la tabla N°3 se muestra la comparacion de las semillas viables y no viables con la
concentracion al 0,075 % de sal de tetrazolio.



45

Obteniendo mejor resultado al momento de realizar la lectura de las semillas ya que
con esta concentracion se observa con mayor claridad tanto los tejidos vivos como los

muertos.

El tiempo de tincion que se necesito para el remojo en la concentracion de 0,075% de
tetrazolio fue de 3 horas a temperatura de 35°C.

De los 3 lotes analizados se observo que el lote 1 presento mayor viabilidad que se

observd 97% de semillas viables y un 3% de semillas no viables.

En el lote 2 se observa un 84 % de semillas viables y un 16 % de semillas no viables.

En el lote 3 se observa un 82 % de semillas viables y 18 % de semillas no viables.

Teniendo en cuenta que se utilizaron 3 lotes de semillas de arveja con porcentajes de
germinacion diferentes de acuerdo a al lote 1 la prueba de germinacién nos dio un
porcentaje de 89% de viabilidad, con la prueba de tetrazolio el porcentaje de
viabilidad es un 97% con la concentracion de 0,075% se puede decir que se obtuvo

un buen resultado en la lectura de semillas viables y no viables.



4.7. Segundo ensayo: concentracion al 0.1 % de sal de tetrazolio.

TABLA N° 4 Concentracion al 0.1 % de sal de tetrazolio

CONCENTRACION
N° ENSAYO VIABLES NO VIABLES
DE TETRAZOLIO
1 0,1% a 98 2
b 94 6
) 0,1% a 86 14
b 80 20
3 0,1% a 76 24
b 80 20
GRAFICO N° 4

SEMILLAS AL 0,1% DE TETRAZOLIO
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En la tabla N° 4 y en el grafico N° 4 se observa de igual manera la comparacion de

las semillas viables y no viables en los 3 lotes de semillas de arveja utilizando la

concentracion de sal de tetrazolio al 0,1 %.
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Aqui se pudo observa una coloracion rojo vivo en las semillas con el cual se

distinguio las semillas vivas de las muertas.

El tiempo de tincion para esta concentracion al 0,1 % de sal de tetrazolio fueron 2

horas a temperatura de 35°C.

De los 3 lotes analizados se observo que el lote 1 presento mayor viabilidad que se

observo un 96 % de semillas viables y un 4 % de semillas no viables.

En el lote 2 se observa un 83 % de semillas viables y un 17 % de semillas no viables.

En el lote 3 se observa un 78 % de semillas viables y 22 % de semillas no viables.
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4.8. Tercer ensayo: concentracion al 0,5 % de sal de tetrazolio.

TABLA N° 5 Concentracion al 0,5 % de sal de tetrazolio

CONCENTRACION
N° ENSAYO VIABLES | NO VIABLES
DE TETRAZOLIO
1 0,5% a 84 16
b 86 14
) 0,5% a 76 24
b 86 14
3 0,5% a 86 14
b 86 14
GRAFICON°5

SEMILLAS AL 0,5% DE TETRAZOLIO
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En la tabla N° 5 y en el grafico N° 5 se observa de igual manera la comparacién de
las semillas viables y no viables en los 3 lotes de semillas de arveja utilizando la

concentracion de sal de tetrazolio al 0,5 %.
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Aqui se pudo observa una tincién de color guindo en las semillas con lo cual con

ayuda de una lupa se observo las semillas vivas de las muertas.

El tiempo de tincion neceario para esta concentracion al 0,5% fue de 1 hora a una

temperatura de 35°C.

De los 3 lotes analizados se observé que el lote 1 presentd mayor viabilidad

observando un 85 % de semillas viables y un 15 % de semillas no viables.

En el lote 2 se observa un 81 % de semillas viables y un 19 % de semillas no viables.
En el lote 3 se observa un 86 % de semillas viables y 14 % de semillas no viables.

En este caso la concentracion al 0,5 % no nos facilitd la lectura correcta de las
semillas ya que estas obtuvieron una tincion de color rojo muy intenso en cual
dificulto mucho en la lectura.

Ya dicho anteriormente se utilizaron 3 lotes de semillas de diferentes porcentajes de
germinacion en el cual se observa que en el lote 3 no se relaciono con el porcentaje de

germinacion directa que tuvo la semilla anteriormente.

Pudiendo decir que la concentracion al 0,5 % de sal de tetrazolio no es aconsejable
para la determinacion de viabilidad de las semillas de arveja.
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4.9. Tabla general del porcentaje de semillas viables y no viables con las 3

concentraciones.

TABLA N° 6 Porcentaje de semillas viables y no viables

con las 3 concentraciones

CONCENTRACION
N° ENSAYO | VIABLES | NO VIABLES
DE TETRAZOLIO
1 0,075% a % 4
b 98 2
2 0,075% a 8 14
b 82 18
3 0,075% a 82 18
b 82 18
1 0,1% a 98 2
b 94 6
, 0.1% a 86 14
b 80 20
5 0.1% a 76 24
b 80 20
) 0.5% a 84 16
b 86 14
3 0.5% a 76 24
b 86 14
5 0.5% a 86 14
b 86 14

En la tabla N° 6 se muestra el porcentaje general de las 3 concentraciones de sal de

tetrazolio, realizada en los 3 lotes de semillas con 2 repeticiones de cada lote. Ya que

las semillas que se utilizaron fueron del laboratorio de INIAF los 3 lotes contaban con

rendimiento de viabilidad mayor a 80% de germinacion.

Es por esto que se observa un mayor rendimiento de semillas viables en comparacion

con las no viables.
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4.10. Gréafico general del porcentaje de semillas viables y no viables con las 3

concentraciones.
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En el grafico N° 6 se muestra el porcentaje general de las 3 concentraciones de sal de
tetrazolio realizada en los 3 lotes de semillas con 2 repeticiones de cada lote. Ya que
las semillas que se utilizaron fueron del laboratorio de INIAF los 3 lotes contaban con

rendimiento de viabilidad mayor a 80% de germinacion.

Es por esto que se observa un mayor rendimiento de semillas viables en comparacién

con las no viables.

Teniendo en cuenta que el lote 1 contaba con mayor rendimiento de germinacion.
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4.11. Evaluacion de las 3 concentraciones de sal de tetrazolio en 3 diferentes lotes
de semillas de arveja.

Concentracion de la sal de tetrazolio:

C1=0,075%

C2=0,1%

C3=0,5%

Lotes de semillas de arveja de diferente procedencia:
L1=Lotel

L2 = Lote 2

L3 =Lote 3

TABLA N° 7 Disefio experimental completamente al azar

REPLICAS MEDIAS

TRATAMIENTOS | | TOTALES %
T1(L1C1) 96 98 194 97
T2(L1C2) 98 94 192 96
T3(L1C3) 84 86 170 85
T4(L2C1) 86 82 168 84
T5(L2C2) 86 80 166 83
T6(L2C3) 76 86 162 81
T7(L3C1) 82 82 164 82
T8(L3C2) 76 80 156 78
T9(L3C3) 86 86 172 86

770 774 1544

Como se observa en la tabla N° 7 el tratamiento que obtuvo mayor porcentaje de
viabilidad de semillas de arveja con las diferentes concentraciones tenemos, al T1
(L1C1) con 97%, seguido por el T2 (L1C2) con 96%, el T9 (L3C3) con 86%, y
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finalmente el T8 (L3C2) obtuvo un 78% de viabilidad, por el cual se observa que con
la concentracion C1 (0,075%) y C2 (0,1%) se obtiene mejor resultados al aplicar la

sal de tetrazolio

4.12. Tabla de ANOVA para calcular si existe diferencias entre las 3

concentraciones de tetrazolio.

TABLA N° 8 ANOVA

FUENTES DE gl SUMADE | CUADRADO F F TABULADA
VARIACION CUADRADOS MEDIO CALCULADA 5% 1%
TRATAMIENTO 8 679,11 84,89 7,14** 3,44 6,03
ERROR 8 95,11 11,89

TOTAL 17 775,11

En la obtencion de resultados se llega a la conclusion que si existen diferencias
significativas entre los tratamientos utilizados, ya que la F calculada es mayor a la F

tabulada, por lo cual se realizé la prueba de TUKEY al 5%.
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4.13. Prueba de TUKEY para determinar el mejor tratamiento para la
viabilidad de las semillas de arveja con tetrazolio.

TABLA N° 9 Tabla de Valores

T1(97) T2 (96) T9 (86) T3(85) T4 (84) T5(83) T7(82) T6(81)
T8(78) * * ns ns ns ns ns ns
T6(81) * * ns ns ns ns ns ns
T7(82) * * ns ns ns ns ns ns
T5(83) * * ns ns ns ns ns ns
T4 (84) * * ns ns ns ns ns ns
T3(85) * * ns ns ns ns ns ns
T9 (86) * * ns ns ns ns ns ns
T2(96) ns ns ns ns ns ns ns ns

Como se observa en la tabla N°9 de los valores, se puede apreciar que existen
diferencias significativas entre los primeros tratamientos, lo cual se demuestra en la
siguiente tabla (N°10)

TABLA N° 10 TUKEY

TRATAMIENTOS MEDIAS

En la tabla de TUKEY se puede observar con las letras las diferencias que existen en
los tratamientos, donde se obtuvo mayor rendimiento en los T1 Y T2, los demas

tratamientos no muestran diferencias significativas.
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GRAFICO N° 7 Promedios de la Viabilidad de las semillas de arveja
con aplicacion de sal de tetrazolio
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Como se puede observar en el gréfico, los tratamientos que difieren segln la prueba
de TUKEY son, T1 (L1C1) y T2 (L1C2) con 97% y 96% respectivamente, mientras

que los demas tratamientos no difieren entre ellos.
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4.14. Asociacion entre la prueba de tetrazolio y la prueba de germinacion
directa.

TABLA N° 11 Asociacion entre germinacion y tetrazolio

PRUEBA DE PRUEBA DE
LOTES GERMINACION| TETRAZOLIO

(%) AL 0,075% (%)
1 89 97
87 84
3 82 82

Para la determinar si existe asociacion en la prueba de germinacion directa y la
prueba de tetrazolio en semillas de arveja se utiliz6 los resultados de los porcentajes
obtenidos en la germinacién directa y los porcentajes obtenidos de la prueba de

tetrazolio.

Los resultados obtenidos muestran que en la prueba de germinacién directa, en el
Lote 1 se obtuvo el 89% de germinacion directa, mientras que en la prueba de sal de
tetrazolio al 0,075%, se obtuvo un 97% de viabilidad, existiendo una diferencia de
8% de viabilidad en ambas pruebas. Mientras que en el Lote 2, se obtuvo mayor
viabilidad con la prueba de germinacion directa con 87%, siendo superior a la prueba
de tetrazolio con un 84%. Finalmente en el Lote 3 se obtuvieron resultados iguales en
ambas pruebas con 82%, por lo cual queda demostrado que al utilizar una
concentracion de 0,075% de sal de tetrazolio en semillas de arveja, se obtienen

lecturas mas precisas para determinar la viabilidad.

Por lo cual se demuestra que existe una asociacion entre la prueba de germinacion
directa y la prueba de sal de tetrazolio al 0,075%. Ya que existe una diferencia menor
al 10% entre ambas pruebas, el mismo que esta dentro del parametro de aceptacion,

segun el Laboratorio de semillas INIAF.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones.

Se establecio el protocolo a seguir para realizar la prueba de viabilidad réapida de

tetrazolio en semillas de arveja.

Se comprob6 que con la prueba de tetrazolio a una concentracion de 0,075 % de sal
de tetrazolio facilita la lectura, obteniendo mejores resultados para determinar la

viabilidad en semillas de arveja.

Con la prueba de viabilidad con tetrazolio, es posible obtener un valor de viabilidad
que no se diferencia del obtenido por pruebas de germinacion directa.

Con las pruebas de tetrazolio en semillas de arveja se demostré6 que es posible
utilizar, para obtener resultados mas rapidos ya que es una prueba confiable con
respecto a la prueba de germinacion directa.

Con una concentracion de 0,5 % de sal de tetrazolio no se obtiene buenos resultados
al momento de realizar la lectura, ya que toma una coloracibn muy oscura

dificultando la lectura.
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5.2. Recomendaciones.

Utilizar pruebas de tetrazolio para determinar de forma mas rapida la viabilidad en

semillas de arveja.

Para determinar la viabilidad en semillas de arveja, se recomienda utilizar la prueba

de tetrazolio que no requiere de conocimientos muy técnicos para su aplicacion.

Antes de aplicar la prueba de tetrazolio, se recomienda colocar las semillas en
remojo, por un periodo de 16 horas para obtener mejores resultados.

Para determinar la viabilidad en semillas de arveja se debe utilizar una concentracion

al 0,075 % de sal de tetrazolio por un tiempo de 3 horas a una temperatura de 35°C.

Para obtener mejores resultados se debe realizar como minimo 2 repeticiones por lote

de semillas de arveja.

No utilizar frascos metalicos, porque puede haber reduccion de la solucion de

tetrazolio, en formacion, cuando entra en contacto con ciertos metales.



