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Determinacion del vigor por
tetrazolio en semillas de mani

(Arachis hypogaea L.) bajo distintas
condiciones de almacenamiento

Pérez, M.Ay J.A. Arglello

RESUMEN

Para el analisis de vigor por tetrazolio en semillas de mani aun no se dispone de
patrones de evaluacién adecuados.

El objetivo de este trabajo fue elaborar un patrén de tincién para la determinacion
del vigor en semillas de manf, sometidas a diferentes condiciones de almacena-
miento en relacién con la emergencia de plantulas a campo.

En los ensayos se utilizaron semillas de manf cv. Florman almacenadas con y sin
cdascara, las que fueron sometidas a condiciones de envejecimiento acelerado a
fin de ampliar la variabilidad en la calidad, y en las que se llevaron a cabo ensa-
yos de germinacién, vigor por tetrazolio y ensayos de emergencia a campo.
Las evidencias experimentales muestran que el ensayo de tetrazolio es un mé-
todo sensible para evaluar calidad en lotes de semillas de manl, ya que estable-
ce diferentes niveles de vigor. Estos pueden determinarse de acuerdo a las va-
riaciones de color, tanto en intensidad como ubicacién en eje embrionario y
cotiledén. Asf semillas de alto vigor muestran embriones de color rojo carmin, de
aspecto brillante, con tejidos firmes al corte.

El patrén de tincién propuesto permite estimar la emergencia a campo en lotes
de semilias de manl.
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SUMMARY

At present seed analysts do not have suitable test patterns to analyse vigor in pea-
nut seed by Tetrazolium.The aim of this work was ton prepare a dye pattern to de-
termine the vigor of peanuts cv. Florman using various storage conditions in co-
rrelation with field test assays. The peanut cv. Florman seeds were stored with
and without shell submitted to ageing accelerated conditions in order to enlarge
the variability of the quality, the variables maesured were percentage of germina-
tion, percentage of vigorous viable seeds, less vigorous, non viable and percen-
tage of emergent plantles at fisld.

The results revealed that the Tetrazolium test is a suitable method to evaluate the
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quality of seed lots of peanuts cv. Florman, since different vigour levels can be
estableshed these can be determined according to color variation, its interesity
and position on embrionary apex and cotyledon. Thus, high vigour seeds show
bright red carmine embryos and steady tissue when cut. The proposed dye pat-
tern allowes to estimate emergence of peanut seeds at field condition.
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INTRODUCCION

El &rea manisera argentina se encuentra ubica-
da en un 98% en la provincia de Cérdoba, siendo el
cv. Florman el de mayor difusién (Giandana, 1992
a). Es de destacar, la importancia que tiene la “ca-
lidad de la semilla” a emplear como factor determi-
nante, a fin de optimizar la siembra de mani (Gian-
dana, 1992 b). En lo que hace a la determinacion de
“calidad”, los analistas adn no cuentan con patro-
nes de evaluacién adecuados para el analisis de vi-
gor por tetrazolio en semillas de mani.

Entre los ensayos para estimar calidad de semi-
llas, el ensayo de tetrazolio ha sido ampliamente
aceptado como una técnica répida y segura para
determinar la viabilidad en otras especies (Pasha &
Das, 1982, Bulan, 1988). Desde el punto de vista
agronémico, las estimaciones logradas por este en-
sayo facilitan tanto la comercializacién como el ma-
nejo de los lotes, dado que es una técnica sencilla
y de rapida ejecucién (Bulan, 1988).

Al respecto Hathayatham (1988) sostiene que la
tincion diferencial con tetrazolio estaria determina-
da por el grado de deterioro de las semillas. Al res-
pecto, Gitali Das & Swati Sen-Mandi (1992) y Vaug-
han & Moore (1970) sostienen que los procesos
respiratorios que tienen lugar en el embrién, son de-
terminantes en la aparicién del color rojo sobre los
tejidos vivos de éste.

El ensayo de tetrazolio, ademas de determinar
viabilidad, puede ser usado para estimar el vigor
(Vaughan & Moore, 1970; Yaklich & Kulik, 1979; AO-
SA, 1983). Si bien Frezzi (1967) y Vaughan & Moo-
re (1970) realizaron estudios con tetrazolio en mani,
no existen antecedentes de andlisis por tetrazolio de
semillas de mani cv. Florman en relacion al vigor. La
diterencia fundamental para que el ensayo de tetra-
zolio sea interpretado como indicador de viabilidad
o de vigor, est4 dada en que ciertas areas tefidas
en las semillas que resultan no ser criticas al juzgar

para viabilidad, pueden ser determinantes al esta-
blecer su vigor (AOSA, 1983; ISTA, 1995). La obser-
vacién debe ser detallada en todas las partes cons-
tituyentes de la semilla en cuanto a la coloracién y
turgencia de los tejidos, teniendo en cuenta las con-
diciones del embrion (Pasha & Das, 1982; Vaughan
& Moore, 1970) ya que es la parte méas sensible (Pé-
rez & Arguello, 1995).

El objetivo de este trabajo fue elaborar un patrén
de tincién para la determinaciéon del vigor en semi-
llas de mani sometidas a diferentes condiciones de
almacenamiento, en relacion con la emergencia de
pléntulas a campo.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

En los ensayos de calidad se utilizaron semillas
de mani (Arachis hypogaea L. cv. Florman) aimace-
nadas con y sin cascara (descascarado mecanico)
provenientes de la E.E.A Manfredi (Cérdoba, Argen-
tina). Las condiciones de almacenamiento durante
un afio fueron de 20 °C + 5y HR 50% + 10. En todos
los casos las semillas previo a los ensayos, se trata-
ron con Thiuram (1g/kg).

Posteriormente y a fin de ampliar la variabilidad
en la calidad de las muestras con y sin cascara, par-
te de las mismas se sometieron a condiciones de
envejecimiento acelerado. Para ello se utiliz6 la me-
todologia de McDonald & Phaneendranath (1978).
En ensayos preliminares se ajustaron las condicio-
nes, para el material biolégico estudiado, a 45°Cy
100% HR, durante 3 dias de acuerdo a Pérez & Ar-
glello (1995).

Ensayo de germinacién: se llevaron a cabo en-
sayos de germinacién estandar con 3 repeticiones
de 50 semillas cada una, a las condiciones propues-
tas por ISTA (1996) en arena, a 20 °C (16 hs.) y 30
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°C (8 hs). A los 10 dias desde la siembra se deter-
miné el porcentaje de plantulas normales, anorma-
les y semillas muertas (ISTA, 1979).

Ensayo con Tetrazolio: Se colocaron a embe-
ber 3 repeticiones de 50 semillas cada una por tra-
tamiento, entre toallas de papel humedecido con
agua destilada durante 16 horas a 10 °C. Posterior-
mente se retiraron en forma manual los tegumentos,
separando los cotiledones. Aquellos con el eje em-
brionario adherido se sumergieron en solucion de
Tetrazolio (clorurc 2, 3, 5, trifenil tetrazolio Sigma) al
0.5% a 30 °C durante 2 horas en oscuridad, segun
experiencias previas. Posteriormente se los enjua-
g6 con agua corriente.

De acuerdo a la localizacién e intensidad de te-
flido se establecieron categorias que posteriormen-
te se combinaron en forma aditiva. A las combina-
ciones con “t" mas bajo (Student, p < 0.05) se las
considerd con mas factibilidad de integrar el grupo
de semillas viables de alto vigor, viables de bajo vi-

gor o0 no viables, segun correspondiere (Pasha &
Das, 1982).

Ensayo a campo: La siembra a campo se reali-
26 el 3 de enero en 2 localidades: Manfredi (L1) en
el Dpto. Rio Segundo y Ascochinga (L2) en el Dpto
Colon, ambas en la provincia de Cérdoba. El por-
centaje de humedad del suelo a una profundidad de
10cmfue de 22% + 9.2en L1y de 30% £ 6enl2.
La temperatura del suelo fue de 27 °C (minima 20.3)
en L1y 30 °C (minima 25 °C) en L2. Las parcelas es-
taban constituidas por 2 surcos distanciados 0.7 m,
sembrandose a mano 50 semillas por surco, con 4
repeticiones por tratamiento.

A los 30 dias desde la siembra se evalué el por-
centaje de plantulas normales emergidas.

Disefio experimental y andlisis estadistico

En todos los casos el disefio experimental fue
totalmente aleatorizado. Para cada variabie se lle-
varon a cabo el ensayo de Shapero Wilks para nor-
malidad y el ensayo grafico y de Levene para ho-

Tabla 1. Categorias de tincién con Tetrazolio en semillas de mani cv. Florman almacenadas sin cascara
(s.c) y con cdscara (c.c), sin Envejecimiento Acelerado (s/E.A) y con Envejecimiento Acelerado (c/E.A).

Categorias de tincién

Porcentajes de semillas en cada categoria

o s.C s.c c.c c.c
Grupos Descripcion de las categorias SEA CEA SEA C/EA
Embrién totalmente teflido 70 30 77 72
Viables Areas irregulares y superficiales sin 13 30 7 4
vigorosas tedir a nivel del cotiledoén (1%)
Extremo de la radicula rojo intenso 0 0 11 9
Extremo de la radicula sin terir
o rojo cereza (hasta 2 mm) 7 7 5
Viables poco  \ss del 50% del cotiledon sin tefir 2 4 0
vigorosas
Area del coliledon blanca o rojo cereza 4 2 0 3
circundante al eje, < 50% del cotiledon.
Eje embrionario blanco o rojo 0 1 0 0
cereza. Cotiledén tenido
Eje embrionario blanco o rojo cereza, 4 10 0 3
i areas del cotiledén sin tefir
No Viables
Eje embrionario blanco, area central 0 8 0 0
del cotiledon sin tenir
Embridn totalmente blanco, 0 6 0 0

marrén o blanco amarillento
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mocedasticidad. El analisis de las medias se rea-
liz6 usando el test de Tukey (p < 0.05). En todos
los casos cada ensayo fue repetido al menos tres
veces,

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a ta condicién de almacenamiento
ensayada (cony sin E.A), con y sin cascara, se ob-
tuvieron diferentes categorfas de tincién con tetra-
zolio (Tabla 1). De la asociacién de las categorias
de tincion surgen los grupos: viables de alto vigor,
viables de bajo vigor y no viables. Las categorias en
forma aditiva, se convirtieron en combinaciones cu-
yos valores porcentuales se asimilaron a la emer-
gencia a campo (Tabla 2).

Las evidencias experimentales muestran la sen-
sibilidad del ensayo en respusesta al deterioro sufri-
do. es decir a su nivel de vigor. Resultados simila-
res tueron encontrados por Gitali Das & Sen Mandi
(1992) en trigo y Yaklich & Kulik (1979) en soja. Asi,
las semillas vigorosas, o sea poco deterioradas (Fi-
g.1A), presentan un tejido firme, tifiéndose superfi-
cialmente de color carmin a nivel de cotiledén y eje
embrionario. En tanto los tejidos més profundos, que
permanecen firmes, presentan color mas claro, da-
do por el menor grado de penetracién del tetrazolio
(Pasha & Das, 1982). Asi mismo, semillas que pre-
sentan, a nivel del cotiledén, pequenas areas blan-
cas superficiales (1%), son consideradas vigorosas
(Fig.1 B), de acuerdo a la relacién entre las catego-
rias de viables de alto vigor y la emergencia a cam-
po (Tabla 2).

Semiilas que presentan color que se asemeija al
rojo cereza son consideradas de bajo vigor, ya que
la pérdida de la integridad de membranas facilita la
entrada del tetrazolio (Bulan, 1988). Al respecto

Vaughan & Moore (1970) sostienen que la respira-
cidén estd aumentada, por lo que el tetrazolio se re-
duce méas facilmente observandose el color rojo ce-
reza. Por otra parte el color blanco se debe a células
muertas que no respiran (AOSA, 1983; ISTA, 1995).
Consecuentemente semillas de mani que presentan
areas de color rojo cereza y/o blancas se conside-
ran deterioradas.

De acuerdo a o propuesto por Frezzi (1967), se
debe tener en cuenta el grado de tincién del cotile-
dén. Esto permitira, segun este autor, establecer el
nivel de deterioro en las semillas como consecuen-
cia de las condiciones de almacenamiento o dafios
mecdanicos . Por (o tanto, zonas blancas o rojo cere-
za (Fig. 1 dela E aial) que abarcan menos del 50%
de! total del cotileddn corresponden a la categoria
viables de bajo vigor. Mientras que semillas con zo-
nas deterioradas (blancas o rojo cereza) cercanas
al eje embrionario (Fig.1F), se consideran de bajo
vigor, ya que perjudicara su crecimiento posterior.
Al respecto las evidencias experimentales de los en-
sayos a campo (Tabla 2) respaldan esta afirmacion,
concordando con o encontrado por Frezzi (1967)
en semilla de mani Colorado y Bianco.

En la evaluacién de semillas de mani con tetrazo-
lio se reconoce un 4rea critica que corresponde al
eje esmbrionario, de acuerdo a lo propuesto por Frez-
2i (1967) y Vaughan & Moore (1970). Esto es debi-
do a que el eje embrionario resulta ser la porciéon de
la semilla de mani méas susceptible al deterioro (Pé-
rez & Arguello, 1995). Ademas, es una parte esen-
cial para el crecimiento de una plantula normal de
mani, y dada su morfologia, deja expuesta la radi-
cula, la que puede ser dafdada mecéanicamente
(Frezzi, 1967). Por lo tanto, a nivel de gje, sélo da-
fios muy superficiales, que no afecten al sistema
vascular, podran ser tolerados para considerarlo vi-

Tabla 2. Tetrazolio, germinacién y emergencia a campo de semillas de mani cv. Florman almacenados sin
cascara (s.c) y con céascara (c.c), sin Envejecimiento Acelerado (s/E.A) y con Envejecimiento Acelerado

(c/E.A), en dos localidades (L1y L2).

Tratamientos Tetrazolio Germinacion (%) Emergencia a campo (%)
Viables vigorosas(%) Normales  Anormales Muertas L1 L2

s.c s/E:A 83 ab 89 ac 7 4 79b 86 ab

s.cc/EA 60 ab 40a 30 30 50¢ 56 b

c.cs/EA 95a 93a 7 0 89a 94 a

c.c c/E.A 85a 83a 13 4 86 a 82 a

Cada valor representa la media de tres repeticiones. Letras iguales indican diferencias no significativas (p < 0.05) de

acuerdo al test de Tuckey.

» - —
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Figura 1: Categorias de tincién con Tetrazolio en semillas de mani cv. Florman almacenados con y sin cascara sometidos a Envejecr
miento Acelerado (E.A). Las areas blancas representan zonas no tefidas o rojo cereza.

A. Embnion totalmente tefiido. B. Areas irregulares sin tefiir (1%), superficiales a nivel de cotiledén. €. Extremo de la radicula rojo intenso.
D. Extremo de la radicula sin tefiir (> 2mm). E. Porcién distal del cotiledén sin tedir, < 50%. F. Area del cotileddn blanca o rojo cereza cir-
cundante al eje, < 50% del cotileddn. G. Extremo de radicula blanca, porcion distal del cotiledén sin tefir { < 50%). H-I. Extremo de radi-
cula blanca, < 50% del cotiledén sin tertir. J. Eje embrionario blanco, cotiledén tefido, . K. Eje embrionario blanco, reas del cotiteddn sin
tefiir (< 50%). L. Eje embrionario blanco, &rea central del cotileddn sin tefiir. M. Eje embrionario blanco, mas del 50% def cotileddn sin te-
fir N. Embrién totalmente marrén o blanco amarillento. O. Cotiledédn blanco, eje embrionario marrén o blanco amarillento

goroso. En tal sentido Hathayatham (1988) sugiere
que, en arveja, ejes con areas deterioradas con una
profundidad de no mas de un cuarto de diametro de
la radicula pueden ser considerados vigorosos. En
base a lo expuesto se deduce que el eje embriona-
rio de mani debe presentar un color rojo carmin, de
aspecto brillante, y al corte el tejido debe ser firme,
para considerar a una semilla como vigorosa.

En algunos casos se presentan semillas vigorosas
que tienen el extremo de la radicula color rojo intenso
(Fig 1C). Esta caracteristica no corresponde a un sig-
no de deterioro, si no mas bien una muestra evidente
de que la germinacién ha comenzado, coincidente-
mente a lo observado en poroto por Bulan (1988). Es-
te autor sostiene que el tejido meristematico de la ra-
dicula se vuelve mas activo durante el crecimiento y
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la solucién de tetrazolio que penetra se reduce mas,
dando una coloracién mas intensa.

Radiculas con su extremo blanco de aproximada-
mente 2 mm (Fig.1D), evidencian dafo mecanico tal
lo expuesto por Vaughan & Moore (1968) en mani.
Esta caracteristica se corresponde al total de plan-
tulas anormales en el ensayo de germinacion (Tabla
2)y al tipo de anormalidades observadas, localizan-
dose éstas principalmente a nivel de radicula.

Los valores porcentuales totales de semillas via-
bles de alto vigor (Tabla 2), que surgen de la com-
binacién de las categorias establecidas, fueron com-
parados con la emergencia a campo y el ensayo de
germinacién, sin que se observaran en general di-
ferencias significativas (p < 0.05). A partir de los re-
sultados obtenidos, es claro que el porcentaje de
semillas vigorosas y la emergencia a campo en am-
bas localidades ensayadas presentaron una estre-
cha asociacion.

El ensayo de tetrazolio refleja las variaciones en el
vigor de semillas de mani cv. Florman, por lo que se
transforma en un método conveniente para estimar
la emergencia a campo. Ademas, esta metodologla
permiti6 establecer claramente el efecto beneficioso
del almacenamiento de semilla de manf con cascara
(Tabla 2), mencionado por Frezzi (1967) y adoptado
como técnica de manejo poscosecha.

Mediante el ensayo de tetrazolio normalizado y
con la ayuda del patron de tincién propuesto (Fig.1),
el analista entrenado de un laboratorio de semillas
puede obtener resultados estimativos rapidos y con-
fiables sobre la calidad de lotes de semillas de ma-
nf cv. Florman.
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