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RESUMEN

Pocos trabajos han estudiado la calidad de semilla en pastos nativos de zonas semiaridas. El objetivo fue
validar metodologias publicadas para otras Poaceae, para pruebas de viabilidad por Tetrazolio (TZ) en
cariépsides (Cs) de Bouteloua curtipendula, Leptochloa dubia, Digitaria californica, Setaria macrostachya
y Pennisetum ciliare; lo anterior, considera tiempo de imbibicién, concentracion de TZ y tipo de corte del
Cs y muestra los patrones de tincién de tratamientos. Viabilidad y vigor se expresaron en porcentaje y se
transformaron al arcoseno. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial:
A) tiempo de imbibicion antes del corte; B), tipo de corte; C), concentracién de TZ (V:V) y Tukey (P<0.05)
para comparar medias. El corte longitudinal fue mas adecuado (P<0.05), permite observar estructuras
embrionarias y determinar sitios dafiados. Cariépsides de D. californica y S. machrostachya son
permeables a TZ y no requieren seccionado, lo que facilita su evaluacién. Los protocolos ISTA para
viabilidad en Poaceae no son directamente aplicables para las especies evaluadas, no consideran tiempo
de imbibicién de Cs; el cual, fue de 3 a 4 horas. Se recomienda usar concentracién de TZ al 0.5% y evaluar
12 horas después del contacto entre la Cs y la solucién de TZ para las especies aqui evaluadas.
Palabras clave: dafio embrionario, ISTA, propagulos, semilla beneficiada, vigor de semilla.

ABSTRACT
Few studies have evaluated seed quality in native to semi-arid zones’ grasses. The objective was to validate
published methodologies to carry out viability tests using Tetrazolium (TZ) test for caryopses (Cs) of
Bouteloua curtipendula, Leptochloa dubia, Digitaria californica, Setaria macrostachya and Pennisetum
ciliare, considering the imbibition time, TZ concentration and cut in the Cs. In addition, showing staining
patterns according to evaluated treatments. Viability and vigor data was expressed as percent and hence
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transformed to arcsine. A completely randomized experimental design was carried out using a factorial
arrangement: A) imbibition time before cutting; B), type of cut; C), TZ concentration, and Tukey's test
(p<0.05) for mean comparisons. The Cs longitudinal cut was the most adequate (P<0.05), it allows
observing Cs’ embryonic structures and determining damaged sites; however, the Cs of D. californica and
S. machrostachya are permeable to TZ and it was not necessary to section the Cs, which facilitates its
evaluation. The ISTA protocols for viability in Poaceae are not directly applicable for the species evaluated,
because the imbibition time for these species is not considered, which was 3 to 4 hours. It is recommended
to use a 0.5% TZ concentration and evaluate 12 hours after the imbibition time between Cs and the TZ
solution.

Keywords: embryonic damage, ISTA, propagules, benefited seed, seed vigor.

INTRODUCCION

Debido a la degradacién del pastizal se requiere el establecimiento de praderas en
temporal semiarido con especies nativas (Quero & Flores, 2023). Existen pocos estudios
sobre la calidad de semilla en pastos para condiciones de secano de zonas aridas (ISTA,
2016); lo anterior, a pesar del registro institucional de variedades (SNICS- CNVV, 2023).
Existe amplia diversidad de propagulos utilizables para siembra de praderas en
agostaderos y es indispensable conocer la calidad fisica, genética, sanitaria y fisiologica
del propagulo a utilizar (Quero et al., 2017). La industria semillera requiere técnicas
efectivas de analisis, que permitan determinar calidad en lotes de semilla y dar certeza a
la toma de decisiones de siembra y almacenamiento. La prueba con Tetrazolio (cloruro
de 2,3,5 trifenil tetrazolio; TZ), es una prueba rapida que se utiliza para determinar
viabilidad y vigor asociado a la capacidad germinativa, especialmente para lotes de
semilla que presenten elevada latencia; sin embargo, tiene algunas desventajas: la
interpretacion de tincion es visual (subjetiva) y requiere entrenamiento, especialmente en
semillas pequefias (Lopez et al, 2017). Evaluar con TZ implica cortar y calificar Cs bajo
microscopio estereoscopico. La viabilidad se determina acorde al patron de tincion e
intensidad de coloracion del embrion. Una semilla viable indica que es capaz de producir
una plantula normal (ISTA, 2016). Al evaluar Cs, se elimina la latencia por bracteas
accesorias a esta; sin embargo, en campo, el propagulo utilizado durante la siembra es
la espiguilla o ramilla; por tanto, se espera que la germinacion sea lenta y menor. Esta
prueba discrimina, sobre el eje embrionario, tejido vivo y muerto, en base a actividad
enzimatica (deshidrogenasas), que aumenta al hidrolizarse durante la imbibicién,
produciendo liberacién de H* y, con ello, la reduccion quimica de la solucion de TZ
(incoloro) a formazan (color rojo).

La viabilidad se determina en funcién del patron de tincién del eje embrionario e
intensidad de coloracién: Cs vivas y vigorosas, presentaran coloracion rojo intenso y, las
muertas, no colorean. Para la prueba de TZ, por hidratacion, se induce en la Cs, actividad
deshidrogenasa y ablande de tejidos para facilitar el corte (longitudinal, transversal o

puncion) y asi, permitir contacto TZ- tejidos del embrién. Las Cs se sumergenen TZy se
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mantienen en obscuridad, la lectura puede realizarse de 2 al8 h después (ISTA, 2016),
segun la especie evaluada. Un problema en Cs de Banderita Bouteloua curtipendula
(Michx.) Torr., Gigante Leptochloa dubia Kunth, Punta blanca Digitaria califérnica (Benth.)
Henrard, Tempranero Setaria macrostachya Kunth y Buffel Pennisetum ciliare (L.) Link)
y otras Poaceae, radica en obtener material adecuado (Cs) para la prueba; la cual, debe
ser representativas de la muestra a analizar; ademds, estas especies no estan incluidas
en procedimientos propuestos (ISTA, 2012); a excepcién de Buffel, incluido en Hojas de
Trabajo de Tetrazolio (ISTA, 2003). El objetivo fue validar protocolos publicados para
Poaceae, como Avena sativa, Hordeum vulgare, Secale cereale, Triticum aestivum,
Megathyrsus maximus y C. ciliaris, esta ultima se incluyé como testigo para proponer
especificaciones, al utilizar la prueba de TZ en Cs de Banderita, Gigante, Punta Blanca y
Tempranero para: tiempo de imbibicién, concentracion de TZ y tipo de corte a aplicar en
la Cs y mostrar patrones de tincién de acuerdo a los tratamientos realizados.

MATERIAL Y METODOS

La semilla se cosecho en el Colegio de Postgraduados en 2017, se almaceno en bolsa
de papel a 25°C de temperatura y 15% de humedad constante hasta su valoracion. Se
evaluaron cariopsides (Cs) obtenidas por escarificacion fisica de flosculos, ramillas y/o
espiguillas de Banderita, Gigante, Punta Blanca, Tempranero y Buffel, eliminandose Cs
rasgadas o dafiadas, apoyados en microscopio estereoscopico (Zeiss, Modelo 464002—
9901). Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial: A)
tiempo de imbibicion antes del corte (1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 y 12 h); B) tipo de corte
(longitudinal, transversal y sin corte; es decir, Cs completa); C) porcentaje de
concentracion de TZ (1, 0.5y 0.1 %; V:V), 72 combinaciones o tratamientos. La unidad
experimental estuvo formada por un vaso de precipitado con 25 Cs, con diez repeticiones.
Los resultados se analizaron mediante Analisis de Varianza (ANAVA) con arreglo factorial
(SAS, 2013) y Tukey (P <0.05). Para tiempo de imbibicion, las Cs se colocaron en vasos
de precipitado con agua destilada, hasta cubrirlas por completo. Al término de cada
tiempo de imbibicidn, las Cs se cortaron, segun tratamiento, se adiciond solucién de TZ
a la concentracién a evaluar hasta cubrirla completamente, en obscuridad a temperatura
ambiente (25° = 2 °C) por 12 h; posteriormente, se retiraron las Cs de la solucién de TZ,
para evaluar tincibn, como se recomienda para Cs pequefas (ISTA, 2016). Las piezas
de eje embrionario se enjuagaron con agua corriente y colocaron sobre papel absorbente,
previamente humedecido, lo que evita la deshidratacién. Se documentaron los patrones
de tincion de Cs, con la consideracion de tipo de corte (TC), concentracion de TZ (CTz)
y tiempo de imbibicién (h). Se analiz6 intensidad y sitio de pigmentacion sobre el eje
embrionario: a) ausencia de coloracion (sin color), b) coloracion inicial (tono rosa), c)
coloracion débil (rosa fuerte), d) coloracion adecuada (rojo) y e) rojo intenso. Se
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documento por fotografias de Cs en microscopio estereoscépico y camara de teléfono
celular. Las Cs se clasificaron como viables (viable vigorosos y viables vigor medio) y no
viables, segun tincién en tejidos embrionarios y como referencia, protocolos publicados
de viabilidad (ISTA, 2016; ISTA, 2003) y se agruparon por interpretacion (Delouche y
Baskin, 1973; ISTA, 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron patrones de tincién y las estructuras de importancia a considerar en Cs
viables, sin defectos (Fig. 1). La coloracion observada guarda similitud con ISTA (2003),
aunque no expresan la totalidad de dafios observables en Cs.

~ “'—_____._- \ Capa del pericarpio

Endospermo

Escutelo
Coleoptilo

Plumula
Meristemo apical

Mesocaotilo
Radicula
Coleorriza

Micrépilo

Figura 1. Cariopsides viables de Bouteloua curtipendula (izquierda) y Setaria macrostachya
(derecha), tefiidos completamente con Tetrazolio. Se muestran las partes sobre el eje embrionario, para
determinacion de viabilidad.

Para facilitar la evaluacion de Cs, se definieron tres clases acorde al area e intensidad de
tincion como indicador del vigor: Clase 1. Embriones viables y vigorosos. Tejidos firmes,
sin lesiones visibles y coloracién uniforme del rosa a rojo brillante. Dafios superficiales
ligeros localizados en parte externa del endospermo (Fig. 2). Clase 2. Embriones viables
con vigor medio. Color rosa, con tejidos firmes. Eje embrionario con dafios internos ligeros
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y superficiales, radicula y plumula descoloridas, con menos de 50% de tejido muerto
(color blanco; Fig. 2). Clase 3. Embriones no viables. Radicula y plumula no tefiidas.
Embridn con lesiones o areas muertas en el eje embrionario. Incluye embriones con areas
mayores del 50% de tejido muerto (Fig. 2).

Figura 2. Caridpsides completas
y con corte longitudinal. Se
observa distintos tejidos del eje
embrionario muertos (sin
coloracion; F, L, Q, U, Y). A-F) Cs
de Banderita; G-L) Cs de pasto
Gigante; M-Q) Cs de Punta Blanca,;
R-U) Cs de Tempranero; V-Y)
pasto Buffel.
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Banderita Botueloua curtipendula (Michx.) Torr. EIl ANAVA en base a patrones de
tincién para las concentraciones de TZ, corte (0o no) del eje embrionario y tiempo de
imbibicion mostro diferencias (P < 0.0001) entre factores para Cs viables y vigorosas, con
vigor medio y no viables. Las interacciones dobles mostraron diferencias (P < 0.0001)
para TC x CTz, TC x h, CTzx h, para todas las variables. La triple interaccion TC x CTz
x h, fue significativa (P < 0.0001). Concentraciones de TZ de 0.5%, resultaron en 56% de
Csviables y vigorosas y con 1y 0.1%: 51.8 y 44.3% (Cuadro 1). Al analizar tipos de corte
en Cs, se observo que las Cs son semipermeables a TZ, ya que en Cs intactas mostraron
39.8% de Cs viables y vigorosas; por tanto, es necesario realizar corte para la evaluacion
(P<0.05). En relacion a tiempo de imbibicion de Cs, Banderita incrementa el nimero de
semilla viable y vigorosa a mayor tiempo de imbibicién (P<0.05). A una hora de imbibicion,
se observd 48%, que contrasta a las 4 y 12 h (52.9 y 53.1%) de embriones viables y
vigorosos. Se recomienda embeber por 4 h y posteriormente, realizar el corte.

Cuadro 1. Respuesta (%) a concentraciones de Tetrazolio (TZ), corte y tiempo de imbibicion (h) en
cariopsides de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr.

Variable Concentracion de TZ (%)
1 0.5 0.1 Media DMSH
VV (%) 51.8° 56.0% 44.3° 50.7 1.76
VVM (%) 18.3° 20.8% 9.8° 16.3 1.58
NV (%) 29.9° 23.2° 45.82 33.0 2.21
Corte en cariopside
Entero Longitudinal Transversal Media DMSH
VV (%) 39.8° 57.92 54.5P 50.7 1.76
VVM (%) 13.3¢ 15.5° 20.22 16.3 1.58
NV (%) 47.0% 26.6° 25.3 33.0 2.21
Horas de imbibicién
1 2 3 4 6 8 10 12 Media  DMSH
VV (%) 48.0" 47.9° 51.6% 52.92 50.73> 50.0% 51.7% 53.12 50.7 3.73
VVM (%) 11.7¢ 14.7% 15.0% 16.6%° 19.0° 18.72 17.8% 17.2% 16.3 3.36
NV (%) 40.32 37.4% 33.4% 30.6° 30.3° 31.3° 30.6° 29.7¢ 33.0 4.68

+ Medias con la misma letra en cada hilera son estadisticamente iguales (Tukey p< 0.05). VV= Viables
vigorosos; VVM= Viables vigor medio; NV= No viable

Gigante Leptochloa dubia (Kunth) Nees. EIl ANAVA mostré diferencias (P < 0.0001)
entre factores para Cs viables y vigorosas, con vigor medio y no viables. Las interacciones
dobles mostraron significancia (P < 0.0001) para TC x CTz, CTzx h para todas las
variables y para la interaccion TC x h (P < 0.005). La triple interaccion TC x CTz x h fue
significativa (P < 0.0001). La viabilidad y vigor de Cs mostraron que concentraciones de
TZ de 1%, se obtuvo 65.9% de Cs viables y vigorosas; mientras que, con el 0.5y 0.1%,
se obtuvo 63.2 y 54.3%, respectivamente (Cuadro 2). Se observé moderada
permeabilidad del pericarpio al TZ; en Cs intactos, se obtuvo 51.7% de semillas viables
y vigorosas y 73.6 y 58% en Cs con corte longitudinal y transversal, respectivamente. El
corte longitudinal resulta en la correcta evaluacion en esta especie (P<0.05). A una hora
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de imbibicidon se observo el 39.5%; mientras que a 4, 6 y 12 h: 68.6, 12.4 y 68.9% (P<
0.05) de embriones viables y vigorosos, respectivamente.

Cuadro 2. Respuesta (%) a diferentes concentraciones de Tetrazolio (TZ), corte y tiempo de
imbibicién (h) en cariépsides de Leptochloa dubia (Kunth).

Variable Concentracion de TZ (%)

1 0.5 0.1 Media DMSH
VV (%) 65.92 63.2° 54.3° 61.1 1.8
VVM (%) 12.2¢ 16.72 17.0% 15.3 1.8
NV (%) 21.9° 20.1° 28.7% 23.6 2.1

Corte en cariopside

Entero Longitudinal Transversal Media DMSH
VV (%) 51.7¢ 73.6% 58.0° 61.1 1.8
VVM (%) 19.9° 10.1° 16.0° 15.3 1.8
No viables (%) 28.42 16.3° 26.0° 23.6 2.1

Tiempo de imbibicion (horas)
1 2 3 4 6 8 10 12 Media DMSH

VV (%) 39.5° 42.8° 65.0° 68.6%° 68.92 68.1% 67.7%° 68.4%° 61 3.9
VVM (%) 24.12 19.2° 11.6¢ 12.4% 12.0% 15.8" 16.6° 10.9¢ 15 3.9
NV (%) 36.4% 38.0% 23.4° 19.0% 19.1°¢ 16.1¢ 15.8¢ 20.7% 23 4.4

+ Medias con la misma letra en cada hilera son estadisticamente iguales (Tukey p< 0.05). VV= Viables
vigorosos; VVM= Viables vigor medio; NV= No viable

Punta blanca Digitaria californica (Benth.) Henrard. EI ANAVA de tincion mostro
diferencias (P < 0.0001) entre factores evaluados para Cs viables y vigorosas, con vigor
medio y no viables; lo anterior, excepto para TC (P>0.05). En interacciones dobles TC x
CTz (P =0.006), TC x h (P <0.03), para Cs vivas y vigorosas CTzx h y (P < 0.0003) para
Cs viables vigor medio. La triple interaccion TC x CTz x h, fue significativa (P < 0.0001).
La viabilidad y vigor de Cs a CTz de 1% fue de 83.2% de Cs viables y vigorosas; mientras
gue, con 0.5y 0.1%, se obtuvieron 80.4 y 72.4%, respectivamente (Cuadro 3). Los cortes
en Cs mostraron 76.6% de semilla viable y vigorosa, 4.2 y 2.5% menor respecto a Cs
enteras y corte transversal; lo anterior, permite el uso Cs completas (P<0.05). Se requiere
monitorear la permeabilidad de testa a TZ, dado que podria relacionarse con el vigor.
Tempranero y Punta blanca mostraron menor viabilidad a mayor tiempo de imbibicion:
Cs con una hora de imbibicién mostraron 93.8% y a 4, 8 y 12 h: 83, 70 y 61% de
embriones viables vigorosos, respectivamente.

Tempranero Setaria macrostachya (Kunth). EI ANAVA de patrones de tincién
obtenidos al evaluar CTz y h de imbibicién mostro diferencias (P < 0.0001) excepto para
TC (P =< 0.0243) para Cs viables y vigorosas, con vigor medio y no viables. Las
interacciones dobles mostraron significancia (P < 0.0001) para TC x CTz, CTzx h, no asi
para TC x h (P <0.0007, 0.0327 y 0.0009 para Cs viables y vigorosas, con vigor medio y
no viables, respectivamente). La triple interaccion TC x CTz x h, fue significativa (P <

0.0007; P = 0.0175, para Cs viables y vigorosas, con vigor medio), pero fue altamente
7


mailto:abanicoveterinario@gmail.com

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario 3\

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

significativa para Cs no viables. La viabilidad y vigor de Cs mostraron diferencias (P<
0.02) a concentraciones de TZ de 0.5%, con 6.7 y 8.3% mayor cantidad de Cs viables y
vigorosas, en comparacion con 1y 0.01% de concentracién de TZ (Cuadro 4). El mismo
comportamiento se observo para Cs de viabilidad y vigor medio, con coloracion rosa débil
y tejido tefiido en su totalidad sobre el eje embrionario. Al evaluar tipos de corte de Cs,
se obtuvieron diferencias (P< 0.0001) y se observo que la Cs de esta especie es
permeable a TZ. En Cs completas, se obtuvo 31.1% de semilla viable y vigorosa, tan solo
1.9y 1.3% superior a Cs sometidas a corte longitudinal y transversal; por tanto, es posible
realizar la prueba en Cs intactas. Respecto a imbibicion de Cs se observaron diferencias
(P< 0.0001), al sumergir las Cs en agua destilada por 4, 8 y 12 h, se registraron 28.9,
15.4 y 9.6% de embriones viables y vigorosos, en comparacion con aquellos sometidos
a una hora de imbibicion, con 58.3% de embriones viables y vigorosos. A mayor tiempo
de imbibicion las Cs muestran aborto del embrion. Es importante mencionar que esta
semilla es especialmente delicada y susceptible a escarificacion manual, lo que dificulta
la obtencion de Cs intactas para pruebas; por tanto, Cs intactas es buena alternativa.

Cuadro 3. Respuesta (%) a diferentes concentraciones de Tetrazolio (TZ), corte y tiempo de
imbibicién (h) en cariépsides de Digitaria califérnica (Benth.) Henrard.

Variable Concentracion de TZ (%)
1 0.5 0.1 Media DMSH
VV (%) 83.22 80.4° 72.4° 78.7 1.8
VVM (%) 11.0° 8.8° 14.42 11.4 1.7
NV (%) 5.88° 10.9° 13.22 10.0 1.9
Corte en cariopside
Entero Longitudinal Transversal Media DMSH
VV (%) 76.6° 81.0% 78.4° 78.7 1.8
VVM (%) 11.52 11.42 11.22 11.4 1.7
NV (%) 12.07 7.8° 10.22 10.0 1.9
Tiempo de imbibicién (horas)
1 2 3 4 6 8 10 12 Media DMSH
VV (%) 93.82 90.7% 87.6° 82.9¢ 76.7¢ 69.7¢ 67.4° 60.6" 78.65 3.76
VVM (%) 2.9° 4.2% 7.0« 10.0° 9.8° 15.4° 18.9° 22.72 11.36 3.64
NV (%) 3.3° 5.1° 5.4° 7.1° 13.6° 14.9° 13.72 16.8° 9.99 3.94

+ Medias con la misma letra en cada hilera son estadisticamente iguales (Tukey P< 0.05). VV= Viables
vigorosos; VVM= Viables vigor medio; NV= No viable

Buffel (Pennisetum ciliare (L.) Link. EI ANAVA de los patrones de tincion observados
mostraron diferencias (P < 0.0001) entre factores evaluados para Cs viables y vigorosas,
con vigor medio y no viables. Las interacciones dobles mostraron alta significancia (P <
0.0001) paraTC x CTz, TC x h, CTzx h para todas las variables. Pero no asi para la triple
interaccibn TCx CTz x h (P <0.0117; P <0.0004; P <0.0003; para Cs viables y vigorosas,
con vigor medio y no viables, respectivamente). La viabilidad y vigor en Cs de Buffel
muestran que con TZ al 0.5%, se obtuvo 30.5% de Cs viables y vigorosas; mientras que,
con 1y 0.1%, 27.7 y 30.1%, respectivamente (Cuadro 5). Al analizar distintos cortes de
8
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Cs, se observo que la testa no es permeable a TZ; por tanto, se puede realizar cualquier
tipo de corte para la correcta evaluacion (P< 0.05). El tiempo de imbibicion de la Cs resulta
importante para esta especie, a una hora de imbibicion, se observo el 21.4%; mientras
que, a 12 h, 37.2% de embriones viables y vigorosos. Por tanto, doce horas establecidas
para realizar la lectura, permite la correcta evaluacion.

Cuadro 4. Respuesta (%) a diferentes concentraciones de Tetrazolio (TZ), corte y tiempo de
imbibicidn (h) en cariépsides de Setaria macrostachya (Kunth).

Variable Concentracion de TZ (%)
1% 0.5 % 0.1% Media DMSH
VV (%) 28.3° 35.0% 26.8° 30.0 1.6
VVM (%) 15.8° 21.32 14.9° 17.4 1.8
NV (%) 55.9° 43.7° 58.3% 52.6 2.3
Corte en cariopside
Sin corte Longitudinal Transversal Media DMSH
Viables vigorosos (%) 31.12 29.2° 29.8% 30.0 1.7
Viables vigor medio (%) 21.62 16.1° 14.3¢ 17.4 1.8
No viables (%) 47.3° 54,72 55.92 52.6 2.3
Tiempo de imbibicion (h)
1 2 3 4 6 8 10 12 Media DMSH
VV (%) 58.3% 52.3° 40.0° 28.99  24.2¢ 154 11.49 9.69 30.0 35
VVM (%) 13.8%  16.9% 23.1° 27.1*  18.1°  15.3%e 12.8° 11.7¢ 174 3.8
NV (%) 27.9f 30.8f 36.9° 44.0° 57.7° 69.2° 75.82 78.82 52.6 4.9

+ Medias con la misma letra en cada hilera son estadisticamente iguales (Tukey p< 0.05). VV= Viables
vigorosos; VVM= Viables vigor medio; NV= No viable.

Cuadro 5. Respuesta (%) a diferentes concentraciones de Tetrazolio (TZ), corte y tiempo de
imbibicion (h) en cariopsides de Pennisetum ciliare (L.) Link.

Variable Concentracion de TZ (%)
1 0.5 0.1 Media DMSH
VV (%) 27.7° 30.52 30.12 29.5 1.7
VVM (%) 8.2¢ 15.07 10.3° 11.2 1.5
NV (%) 64.12 54.5° 59.5° 59.4 2.0
Corte en cariopside
Entero Longitudinal Transversal Media DMSH
VV (%) 0.0° 44.82 43.62 29.5 1.7
VVM (%) 1.2¢ 17.6° 14.7° 11.2 15
NV (%) 98.8% 37.6° 41.7° 59.4 2.0
Tiempo de imbibicion (horas)
1 2 3 4 6 8 10 12 u DMSH
VV (%) 21.49 22.49 24.8% 26.4° 30.0° 36.17 37.22 37.22 295 35
VVM (%) 17.22 13.8° 10.2% 11.8*  11.6™ 8.7¢d 7.24 9.0 11.2 33
NV (%) 61.3°  63.8% 65.0% 61.8%°  58.4% 55.2¢¢ 556  53.8¢ 59.4 43

+ Medias con la misma letra en cada hilera son estadisticamente iguales (Tukey p< 0.05). VV= Viables
vigorosos; VVM= Viables vigor medio; NV= No viable
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Para concentraciones de TZ evaluadas los embriones adquieren tonalidades adecuadas
para conteo final, en ninguna concentracion probada se observo rojo intenso en tejidos
embrionarios que hayan impedido identificar dafios en estructuras embrionarias. Las Cs
expuestas a concentraciones de TZ de 0.1, 0.5y 1% por 12h, mostraron ser adecuadas,
dados los resultados similares, ya que tejidos vivos y vigorosos adquieren coloracién
uniforme; lo anterior, indica que tejidos en contacto con TZ reaccionaron con los H*
producto de la respiracion celular, lo que facilita la coloracion rosa rapida y uniforme; por
esta razon, la prueba de TZ es considerada un método colorimétrico confiable, ya que
indica la presencia de enzimas activas: peroxidasa, esteresa y deshidrogenasa (Carvalho
et al., 2013); sin embargo, esto contradice lo encontrado en cebada donde se observo
coloracion débil independiente del tiempo de imbibicién (Lopez et al., 2017).

En Poaceae, forrajeras como: Urochloa spp., Chloris gayana, Dactylis spp., Panicum spp.
y B. gracilis, entre otras, las reglas ISTA (ISTA 2003; ISTA, 2012) establecen que
espiguillas sin Cs (semilla verdadera) deben considerarse no viables, pero no especifica
como expresar flosculos vacios al realizar la prueba de viabilidad por TZ. Algunos autores
han expresado que ISTA demanda, para la evaluacion de pureza, determinar porcentaje
de flésculos llenos, con cariopside en su interior (Aguero et al., 2017). Se sugiere, previo
a la tincion, realizar cortes en la Cs, de tal manera que se expongan los tejidos al TZ
(ISTA, 2012); sin embargo, no hace referencia al tiempo 6ptimo de imbibicion de la Cs
para el reblandecimiento del tejido (testa y endospermo) para realizar un corte certero y
por tanto una metodologia estandarizada, correcta y repetible. Para Cs pequefias se debe
realizar el corte longitudinal o transversal; sin embargo, no se considera la posibilidad de
gue algunas especies posean testas permeables a TZ; lo anterior, dado que el corte
permite evaluar y diferenciar semillas muertas de aquellas latentes (Navarro et al., 2015).
Diversos factores pueden influir los resultados en la prueba de TZ, muchos relacionados
con la metodologia empleada; ademas, la concentracion de TZ en la solucién, tiempo y
temperatura de exposicion a TZ y criterios de interpretacion (Lopez et al., 2017; Pereira
et. al., 2017; Steinbrecher & Leubner, 2017). Por tanto, determinar correctamente
patrones de coloracion (Fig. 2 a Fig. 8) en la Cs, a diferentes concentraciones de tincion
y tiempos de imbibicion, aplicables para evaluar las estructuras del eje embrionario con
base a la coloracién obtenida, permitir4 establecer de forma rapida la calidad del lote de
semilla. En condiciones de campo una mayor tasa de imbibicién puede ser ventaja para
la semilla debido a que el endospermo toma mas tiempo para hidratarse que el embrion
(Carvalho et al., 2013; Lopez et al., 2017). Los protocolos de Panicum (ISTA, 2012) no
son aplicables a Banderita, Gigante, Punta Blanca, Tempranero y Buffel; lo anterior,
debido a que el tiempo de imbibicidén es especifico de especie. Realizar cortes correctos
en la Cs implica entrenamiento; lo cual, permite observar estructuras muertas o
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necrosadas sobre el eje embrionario, lo que concuerda con Agtero et al. (2017) para
Buffel. Dependiendo de especie y tamafio de Cs seran las concentraciones de TZ. Para
Solanum licopersicum y Mimosa bimucronata esta es de 0.075% (Salazar et al., 2020;
Ferreira et al., 2020), en 17 especies altoandinas, se encontré que la mejor condicion de
evaluacion fue 1 a 1,5% TZ, 40°C y 24 horas de exposicién a la soluciéon (Mancipe et al,
2018); mientras que, para Cebada se recomienda preacondicionar semilla en inmersion
directa en H20 y tincidn por inmersién en concentracion al 0.1% o al 0.5% de TZ o bien,
realizar tincion sobre papel filtro humedecido con TZ al 1.0% (Lopez et al., 2017). En trigo
se recomienda realizar pre acondicionamiento de semilla en toallas de papel por 18 horas,
a 20°C y posteriormente, la tincidbn con TZ puede ser eficiente desde 0.075 hasta 1.0%
(Carvalho et al., 2013). En Cucumis anguria se recomienda realizar la prueba de
viabilidad a 0.05% de concentracion por seis horas a 35 °C o cuatro horas a 40 °C (Pereira
etal., 2017). Lo anterior muestra la importancia de proponer especificaciones de acuerdo
a la especie de interés, pues todas responden a concentraciones de TZ diferentes.

CONCLUSIONES

Los protocolos ISTA para viabilidad en Poaceae no son directamente aplicables para B.
curtipendula, L. dubia, D. californica, S. macrostachya y C. ciliaris. El tiempo de imbibicion
para estas especies es de 3 a 4 h, se recomienda usar TZ al 0.5% y evaluar 12 h post-
inicio del contacto Cs-TZ. El corte longitudinal completo es adecuado para una correcta
evaluacion de estructuras embrionarias en estas especies. Punta Blanca y Tempranero
poseen testa permeable a TZ, por lo que es posible realizar la evaluacion con Cs intactos.
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