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RESUMEN

Hibiscus cannabinus L. es una especie anual cultivada por sus fibras. Se
profundizé la descripciéon morfoldgica de las semillas de los cultivares ‘Endora’
y ‘Tainung 1, se adecud y ajusté un procedimiento de prueba de tetrazolio y
se clasificaron los embriones segun su viabilidad y vigor. En la coloraciéon y
ornamentacion de las semillas participan células de las capas del episperma.
Se identificaron la tapa de imbibicién y el istmo y se analizé su funcién. Se
reconocieron lipidos y proteinas en el mesofilo de los cotiledones y la ausencia
de aréolas en la epidermis. Mediante la prueba de tetrazolio se establecieron
patrones de tincién para clasificar las semillas segun su viabilidad. Ambos
cultivares presentaron valores de viabilidad aceptables. La prueba de
germinacion respaldé la metodologia propuesta para tetrazolio. Se realizan
aportes novedosos sobre la morfologia de las semillas y se proponen relaciones
estructura-funcién para el ingreso de agua. Las semillas de ambos cultivares
comparten caracteristicas morfolégicas fundamentales para establecer los
criterios de evaluacion en la prueba bioquimica de tetrazolio. La adaptacion
del protocolo de la prueba de viabilidad por tetrazolio permitié la clasificacion
de las semillas como viables en tres categorias (vigor alto, medio y bajo) y no
viables.
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ABSTRACT
Hibiscus cannabinus L. is an annual species cultivated for its fibers. The
morphological description of the seeds of the cultivars ‘Endora’ and ‘Tainung
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1" was broadened, a tetrazolium test procedure was adapted and adjusted,
and the embryos were classified according to their viability and vigor. Cells
from the seed coat layers participate in the seed coloration and ornamentation.
The imbibition cap and the isthmus were identified, and their function was
analyzed. Lipids and proteins were recognized in the mesophyll of cotyledons
and the absence of areoles in the epidermis. Using the tetrazolium test, staining
patterns were established to classify the seeds according to their viability. Both
cultivars presented acceptable viability values. The germination test supported
the proposed methodology for tetrazolium. Novel contributions are made to
seed morphology, and structure-function relationships for water intake are
proposed. The seeds of both cultivars share the morphological characteristics
that are fundamental to the establishment of evaluation criteria in the tetrazolium
biochemical test. The adapted tetrazolium viability test protocol allowed the
seeds classification as either viable into three categories (high, medium, and
low vigor) and non-viable seeds.
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INTRODUCCION

Hibiscus cannabinus L. Malvaceae, conocida
como ‘“‘kenaf’, es una especie anual originaria
de Africa, tradicionalmente cultivada por las
propiedades mecanicas de las fibras de sus tallos,
y actualmente utilizada como biocombustible en el
desarrollo de productos tecnoldgicos renovables
para la industria textil y automotriz (MUssig, 2010;
Monti y Alexopoulou, 2013). Los principales
productores son China, India y Tailandia, y si
bien en Argentina no esta registrado su cultivo,
segun datos del Censo Nacional Agropecuario
realizado en el afio 2018 (INDEC, 2021), existen
antecedentes en los cultivares ‘Endora’ y ‘Tainung
1" que contemplan los aspectos agroecolégicos
para su adaptacion en el pais (Acreche et al., 2005;
Pascualides et al.,, 2013; Falasca et al.,, 2014).
Por otro lado, en relacion con la morfologia de las
semillas de las Malvaceae, Boesewinkel y Bouman
(1984) describieron caracteristicas anatémicas
generales y también se realizaron descripciones
anatémicas en Gossypium spp. “algodéon” y en
Abutilon theophrasti por Hayward (1953), Winter

(1960), Moreira de Carvalho y Nakagawa (1988), y
estudios taxonémicos de las Malvaceae por Abid et
al. (2016). Ademas, los aspectos relacionados a la
dormicion de esta familia fueron mencionados por
Baskin y Baskin (2014). Entre los antecedentes del
género Hibiscus, se destaca el estudio monografico
de H. esculentus (Abelmoschus esculentus (L.)
Mey) realizado por Olteanu (1933), en el que
se detalla la anatomia de la semilla; mientras
que Martin (1946), describid y clasificéd trece
especies de Hibiscus segun las caracteristicas
del embrién y endosperma, tales como la forma,
el tamano y la posicion relativa. En relacion a H.
cannabinus, Corner (2009) presenté la descripcion
del episperma de esta especie junto con las
caracteristicas seminales de otras Malvaceae.

En cuanto a los métodos para el analisis de
calidad de semillas, en las Reglas Internacionales
para Andlisis de Semillas (ISTA) se menciona
la metodologia en laboratorio del ensayo de
germinacion de H. cannabinus, pero no se incluye
la metodologia correspondiente al andlisis de
tetrazolio (TZ). Tampoco se encuentra en las
Hojas de Trabajo de la Prueba de Tetrazolio (ISTA,
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2003). A nivel de género, Hibiscus esta citado
en el Manual de la Prueba de Tetrazolio de ISTA
(Moore, 1985), con cuatro metodologias a seguir
sin mencionar las especies evaluadas; idénticas
metodologias se proponen en las Reglas para
Andlisis de Semillas (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Abastecimiento de Brasil, 2009). Por
otro lado, metodologias diferentes para esta prueba
se describen en las Hojas de Trabajo de la Prueba
de Tetrazolio (ISTA, 2003), para cuatro géneros
de Malvaceae: Abutilon, Gossypium, Hibiscus y
Malva, mientras que, en Association of Official Seed
Analysts (AOSA, 2010), se presenta un método
de analisis para aplicar tanto en Altea, como
en Gossypium, Hibiscus, Malva y Sphaeralcea.
Ademas, McCarty y Baskin (1978) desarrollaron una
prueba de tetrazolio para Gossipyum hirsutum L.

Al comparar las pruebas de germinacion vy
tetrazolio, esta Ultima presenta ventajas sobre el
ensayo de germinacion, ya que permite obtener
resultados en menor tiempo y establecer las
causas de la pérdida de viabilidad (Delouche et al.,
1962; Moore, 1962). En este sentido, Franca Neto
et al. (1988) realizaron estudios en Glycine max(L.)
Merr. “soja” y determinaron que la diferencia entre
los resultados de ambas pruebas no debe exceder
el 5% para garantizar la eficacia de la prueba de
tetrazolio.

En un trabajo reciente, Bornand y Beltramini
(2021) caracterizaron la semilla de H. cannabinus'y
estudiaron la influencia del almacenamiento sobre
la viabilidad de los cultivares ‘Endora’ y ‘Tainung
1. Sin embargo, se desconocen particularidades
morfoldgicas que merecen especial atencion sobre
las caracteristicas del epispermay la presencia de
zonas predeterminadas para el ingreso del agua,
la naturaleza de las sustancias de reserva y la
existencia de areas especializadas en el embrion
para la transferencia de nutrientes.

En base a lo expuesto, se estudiaron
comparativamente y desde la perspectiva de la
tecnologia de semillas los cultivares ‘Endora’ y
‘Tainung 1" de H. cannabinus, con los objetivos
de profundizar la descripcion morfolégica de las
semillas, adecuar y ajustar un procedimiento de
prueba de tetrazolio y clasificar los embriones
segun su viabilidad y vigor.

MATERIALES Y METODOS

Material estudiado

Los estudios se realizaron en semillas de los
cultivares ‘Endora’ y ‘Tainung 1° de Hibiscus
cannabinus L., cosechadas en mayo de 2015, de

parcelas ubicadas en un predio al noroeste de la
ciudad de Codrdoba, Argentina (31°24'08.1"S y
64°15’0). Los frutos se cosecharon vy trillaron en
forma manual, y las semillas limpias de impurezas
fueron almacenadas en bolsas de papel kraft a
temperatura ambiente (20 = 3 °C) durante treinta
meses. El porcentaje de humedad al momento de
realizar los ensayos fue para ‘Endora’ 9,4 = 0,05
y para ‘Tainung 1’ de 9,5 + 0,05; se determind el
peso de mil semillas en cada cultivar, con ocho
repeticiones de cien semillas (ISTA, 2021).

Descripciéon morfolégica de la semilla

Para determinar el color de la superficie seminal
se empled el codigo de colores establecido
en 1927 por el Instituto Aleman de Garantia
de Calidad y Etiquetado: ReichsausschuBB fur
Lieferbedingungen und Gutesicherung (RAL, por
sus siglas en aleman), de la carta de colores RAL
Classic (RAL, 2024), mediante un microscopio
estereoscopico marca Zeiss modelo Stemi
DV4. Se utilizé también este instrumento para
observar semillas enteras y cortadas en los planos
transversal y sagital y para describir el indumento,
el patrén de ornamentacién, la forma de la
semilla y el episperma en vista superficial. Estas
caracteristicas se analizaron segun los criterios y la
terminologia propuestos por Werker (1997), Endo y
Ohashi (1998), Font Quer (2001), Kirkbride, Gunn
y Weitzman (2003), Evert (2008) y Corner (2009).
Se identificaron zonas predeterminadas de ingreso
del agua en el episperma, mediante la observacion
bajo microscopio estereoscopico de semillas,
previamente sumergidas en agua durante 48 h. La
descripcion del endosperma y embrion, se realizd
segun Martin (1946). Se analizaron las variables,
ancho del episperma, endospermay embrion. Para
determinar el ancho del episperma y endosperma,
se realizaron preparados temporarios de cortes
transversales de la parte media a nivel de la rafe,
en quince semillas de cada cultivar, las mediciones
se tomaron con micrémetro ocular de microscopio
optico marca Nikon modelo Eclipse E 400 vy los
valores se expresaron en micrones. Mientras
que, para determinar el ancho del embrién, se
realizaron cortes transversales en la zona media a
nivel de la rafe en quince semillas de cada cultivar
y las mediciones se tomaron con un calibre digital
Marca Bahco, expresadas en milimetros. Las
medidas del ancho del episperma, endosperma y
embridn se compararon entre cultivares.

Para la descripcion anatdmica se aplicaron

las metodologias clasicas de la histologia
vegetal mediante la elaboracion de preparados
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temporarios para microscopia oOptica, con las
técnicas descriptas por Zarlavsky (2014). Para
ablandar los tejidos de las semillas, estas se
colocaron entre papel humedecido con agua
destilada por 8 h; se realizaron cortes a mano libre
con hoja de afeitar en la zona media de la semilla
y a nivel de la rafe en el plano transversal; como
medio de montaje se utilizd una solucién acuosa
de glicerina 50% v/v. Para la coloracién de los
tejidos, las secciones se tifieron con safranina (1
g de safranina disuelta en 100 mL de solucion
hidroetandlica 50% v/v) y solucién acuosa de
azul astral (0,5 g de azul astral disuelto en 100
mL de agua). La caracterizacion se complementé
con pruebas histoquimicas para determinar la
naturaleza de las sustancias de reserva: reactivo
de Lugol para almidén, solucién saturada de
eosina para proteinas, Sudan IV a saturacion en
alcohol etilico 70° para lipidos y sulfato férrico en
formol 10% p/v para taninos. Se describieron los
tejidos del episperma y se interpretd la influencia
de las capas mas externas en el disefio de la
ornamentacion y el color de la superficie seminal.
En el estudio de los tricomas se describieron las
caracteristicas citolégicas y su disposicion, se
midieron las variables numero de tricomas por
grupo vy el largo de los mismos, tomados de dos
grupos de tricomas en diez semillas de cada cultivar
analizado. Para la longitud de los tricomas, se tomd
el de mayor longitud y el de menor longitud de
cada grupo y se calculé el promedio entre ambos
valores. Para estas determinaciones se utilizd un
microscopio 6ptico marca Nikon modelo Eclipse E
400 con micrémetro ocular para el registro de las
mediciones. El nimero de tricomas por grupo y el
largo se compardé entre cultivares. Se detallaron las
variaciones del episperma en la zona de la calaza
y se establecieron relaciones con sus funciones
en relaciéon a la entrada de agua. Se analizaron
las caracteristicas citolégicas del endosperma
y embrion. Para reconocer aréolas, se siguid la
metodologia propuesta por Perissé y Tourn (2015),
se sumergieron las semillas en solucion al 1% de
cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio (TZ) durante 24 h
a temperatura ambiente, se retird el epispermay se
observaron bajo microscopio estereoscoépico. Se
tomaron registros fotograficos como complemento
de los ensayos.

Ajuste de la prueba de tetrazolio

El disefio de la prueba de tetrazolio de H.
cannabinus se baso en los protocolos de viabilidad
de McCarty y Baskin (1978) realizados en G.
hirsutum, en el Manual de la Prueba de Tetrazolio
para lo establecido en el género Hibiscus (Moore,

1985), en las Hojas de Trabajo de la Prueba de
Tetrazolio (ISTA, 2003) y en el Manual de Prueba de
Tetrazolio de AOSA (2010). Ademas, se consultaron
las Normas de analisis de semillas del Ministerio
de Agricultura, Pecuaria y Abastecimiento de
Brasil (2009), en las que se cita la metodologia de
Moore (1985) con mencion a Hibiscus spp. A partir
de estas metodologias, se elabord un protocolo
particular para este caso de estudio.

Implementacion de la prueba de tetrazolio y
clasificacion de los embriones segtn su viabi-
lidad

La metodologia propuesta para la prueba de
tetrazolio cuyo fin es evaluar viabilidad, se aplicé
en las semillas de los cultivares ‘Endora’ y ‘Tainung
1’. Para estimar la viabilidad se observaron los
embriones en vista externa: cotiledones y el eje
radicula-hipocétilo (Figura 1) y se categorizaron
las semillas en viables y no viables segun la
localizacion, extension y naturaleza del tejido
tefido.

Evaluacion de la prueba de tetrazolio

Como parametro de referencia del test de TZ,
se realizaron ensayos de germinacion estandar,
en los que se colocaron cien semillas, entre papel
marca Valot Supreme humedecido 2,5 veces su
peso con agua destilada. Los rollos se ubicaron
en bandejas de pléastico y estas se envolvieron en
bolsas de polietileno para mantener la humedad.
Se acondicionaron en camara de germinacion
con temperatura alternante de 20-30 °C, con un
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad de
acuerdo a normas internacionales (ISTA, 2021). Al
octavo dia, se determin¢ el porcentaje de plantulas
normales, plantulas anormales, semillas duras,

Figura 1. Embrién de H. cannabinus. A: vista lateral; B: vista
inferior. Abreviaturas: cep: cotiledén externo plegado, cip:
cotileddn interno plegado, ehr: eje radicula-hipocétilo. Escala= A
y B: 3 mm.
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semillas frescas y semillas muertas (ISTA, 2018).
La determinacion se realizo por cuadriplicado para
cada cultivar. Los resultados se compararon con
los obtenidos de la prueba ajustada de tetrazolio
y se determind la eficacia segun Franca Neto et
al. (1988).

Clasificacion de las semillas segun su vigor

Las semillas viables se clasificaron segun la
intensidad de la coloracion, la extension del area
embrional tefiida y la localizacion de los tejidos
necroticos con tres niveles de vigor (vigor alto,
medio y bajo), siguiendo los lineamientos de
McCarty y Baskin (1978) en Gossypium hirsutumy
por ISTA (2021) en Glycine max.

Disefo experimental y analisis estadistico

Las caracterizaciones realizadas en las semillas,
los porcentajes de viabilidad, vigor y germinacion
se sometieron a un Andlisis de la Varianza (ANAVA)
y se determinaron las diferencias minimas
significativas entre las medias (DMS) de los
tratamientos, con la prueba de Di Rienzo, Guzman
y Casanoves (DGC) a un nivel de significancia de
0,05 a través del programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2021). Se evalud la eficiencia en la determinacion
de la viabilidad entre los dos ensayos realizados
en los dos cultivares de H. cannabinus, mediante
el Coeficiente de Correlacion de Pearson.

RESULTADOSY DISCUSION

Descripcion morfolégica de la semilla

Las semillas de los cultivares ‘Endora’ y
‘Tainung 1’ se observaron a simple vista de color
gris amarronado (RAL 7013) con indumento
puberulento (Figura 2 A). El andlisis en detalle
(Figura 2 B-l), revel¢ la presencia de tres colores:
amarillo oro (RAL 1004), blanco grisaceo (RAL
9002) y marrén tierra (RAL 8028); un patréon
de ornamentacion regular caracterizado por
surcos levemente insinuados tipo foveolado, con
distribucion longitudinal concéntrica y grupos de
tricomas dispersos (Figura 2 B, C). En algunas
semillas los surcos fueron mas evidentes o estaban
interrumpidos por maculas marrones de apariencia
lisa (Figura2 D, E). Ademas, se observaron semillas
con maculas extendidas y grupos de tricomas
contorneados por vestigios del patron foveolado
(Figura 2 F-I). El color de referencia de las semillas
observado a simple vista, gris amarronado,

Figura 2. Semillas de H. cannabinus. A: semillas a simple vista
con gradacién del color del episperma en la gama del gris
amarronado; B, D, F, H: semillas observadas con microscopio
estereoscopico, ordenadas segun el episperma decreciente en
color gris y creciente en marrén. C, E, G, I: detalles del indumento
observados con microscopio estereoscépico. Escala= A: 2,5 mm;
B,D,FyH:2mm;C,E,Gel:1mm.
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coincide con el informado por Bornand y Beltramini
(2021); sin embargo, en el presente trabajo la
descripcion detallada de la superficie seminal
revelé una combinacion de colores, proveniente de
la pigmentacion de los diferentes estratos celulares
y relacionada con un patrén de ornamentacion
foveolado, segun la clasificacion de la escultura de
la superficie seminal de Werker (1997).

Las semillas se caracterizaron por su forma en
vista lateral, triangular con una depresion central y
en vista ventral, cuneiforme; se observo el extremo
del I6bulo radicular aguzado, el micrépilo de forma
puntual e inmediatamente por encima, el hilo
triangular de color blanco (Figura 3 A-B).

Werker (1997) explicd que la forma de la semilla
se puede atribuir al embrién, como se observo
en este caso en el que la curvatura del embrién
determina la forma triangular de las mismas.

Al observar el episperma en vista superficial,
se comprobd que el funiculo es persistente,
adnato a la rafe, linear y con el extremo distal
obovado, formando una “tapa” que cubre la zona
calazal con abundante indumento comoso; en el
margen superior del funiculo se insinda una linea
de separacion del episperma (Figura 3 B-C). Al
extraer la tapa de la zona calazal, se evidencio
una hendidura eliptica, con una linea recta central,
mientras que, al realizar el mismo procedimiento
en las semillas sumergidas en agua, se distinguio
una apertura delimitada por los margenes internos
de dicha hendidura (Figura 3 D). Boesewinkel
y Bouman (1984) describieron a la “tapa de
imbibicién” como una valvula ubicada en la regién
calazal de algunas semillas de Malvaceae, que
se puede desprender y originar una apertura
permitiendo la entrada del agua, esta descripcion
coincide con la tapa identificada en H. cannabinus.

Alretirar el epispema, se observé una membrana
que rodea al endosperma, dicha cubierta
posee una pigmentacion leve que se intensifica
notoriamente en la zona calazal (Figura 3 E). Las
sustancias de reserva se distribuyen como una
capa delgada de endosperma alrededor del
embrion y entre los pliegues de los cotiledones, sin
embargo, en la cara ventral de la semilla adquiere
mayor espesor (Figura 3 F).

El embrién se caracterizé por ocupar la totalidad
de la semilla, la curvatura en sentido longitudinal
ventral determina la cara dorsal convexa de la
semilla y la posicion de los cotiledones es oblicua
en relaciéon con el eje embrional; se observaron
los cotiledones foliosos amplios y el externo se
encontré6 plegado sobre el interno en sentido
longitudinal radial (Figura 3 F). El cotiledén externo
presentd el margen posterior basal dividido en dos

|6bulos que se tocan por sus extremos sobre la
radicula (Figura 3 G).

Las caracteristicas observadas en cuanto a la
escasa presencia de endospermay los cotiledones
foliosos coinciden con las descriptas para
Gossypium spp. por Hayward (1953). Ademas,
en estudios realizados en semillas de esta ultima
especie, Moreira de Carvalho y Nakagawa (1988)
explicaron que los cotiledones son foliosos,
delgados y estan enrollados en torno del embrion;
a pesar de consumirse el endosperma durante el
proceso de embriogénesis, estos no se vuelven
voluminosos.

Se destactd el eje radicula-hipocétilo con la
gémula no desarrollada y la prominencia de
la radicula expuesta con el extremo triangular
(Figura 3 F, H, ). La gémula no desarrollada es
mencionada en la terminologia propuesta por
Kirkbride et al. (2003) como rudimentaria; ademas
estos autores indicaron que la mayoria de las
semillas que poseen gémula rudimentaria, tienen
la radicula bien desarrollada, en coincidencia
con lo observado en H. cannabinus. Segun esta
caracterizacion del embrién, la semilla coincide
con la clasificaciéon realizada por Martin (1946)
para Hibiscus incanus Wendl: dentro de la division
axial, subdivision foliada con embrion plegado.

En relacion con las variables analizadas, el
ancho de episperma y endosperma presentd
valores semejantes en los dos cultivares, mientras
que se registraron diferencias significativas en
el peso promedio de 1000 semillas y el ancho
del embriéon, siendo ‘Endora’ el que presentd
los mayores valores (Tabla 1). Estas variables
morfolégicas se pueden relacionar con un mayor
desarrollo de la lamina de los cotiledones foliosos y
su funcion reservante; de este modo, el mayor peso
de las semillas obtenido en ‘Endora’ se asocia con
los valores mayores que registré en el ancho del
embrion, ambos atribuibles a los cotiledones.

En relacion a la descripcion anatomica del
episperma, las caracteristicas citologicas de
los tejidos fueron semejantes en las semillas de
ambos cultivares (Figura 4 A). El estrato externo
posee aspecto tenue y esta constituido por células
aplanadas, de contorno penta a hexagonal, con
paredes delgadas, las anticlinales rectas y la
periclinal externa levemente concava. También se
observaron células cortas con paredes engrosadas
y lignificadas con lébulos que divergen desde
el centro y le confieren el aspecto de estrellas,
“astroesclereidas”, solitarias o en grupos alineados
que forman hileras longitudinales discontinuas
(Figura4 By C).

Barthlott (1981) explicd que las caracteristicas
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1]

Figura 3. Morfologia general de la semilla de H. cannabinus. A: Vista lateral de la semilla. B: Vista ventral de la semilla. C: Detalle de la
rafe y el funiculo fusionado al episperma, se indica la separacion incipiente entre ambos en el borde superior de la tapa (se extrajeron
los tricomas). D: Vista ventral con detalle de la zona calazal, fotomicrograffa izquierda con hendidura intacta en semilla sin embeber (se
extrajeron los tricomas y la tapa); fotomicrografia derecha con apertura de la hendidura en semilla embebida (se extrajo la tapa). E: vista
lateral de la semilla, se destaca la cubierta con proliferacion de células pigmentadas en la zona calazal. F: Semillas en corte sagital (a
la izquierda), se observa la cara dorsal convexa y el embrién curvo en sentido longitudinal ventral, y en corte transversal (a la derecha),
con los cotiledones plegados en sentido longitudinal radial. G: Vista dorsal del embrién tefiido con TZ para visibilizar en el cotiledon
externo, el margen basal dividido en dos lébulos, se observa la radicula triangular. H: Embriones: en el de la izquierda, los cotiledones
se desplegaron parcialmente; en el de la derecha, los cotiledones se desplegaron en su totalidad y se extrajo el cotiledén interno, se
observa la gémula rudimentaria y el eje radicula-hipocétilo bien desarrollado. I: Embriones tefiidos con TZ, con coloracion uniforme, sin
aréolas (vista lateral y dorsal). Referencias: cabeza de flecha indica funiculo; linea punteada indica la rafe; asterisco indica hilo; flecha
indica micrépilo; flecha punteada sefiala el inicio de la zona de fractura entre el funiculo y el episperma. Abreviaturas= e, endosperma;
ehr: eje radicula-hipocdtilo; cu: cubierta; ci: cotiledon interno; ce: cotileddn externo, g: gémula rudimentaria; ta: tapa calazal. Escala= A,
B,C,EyF:25mm;D: TmmyG,Hel:2mm.
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Tabla 1. Valores promedio y error estandar del peso de 1000 semillas, ancho del episperma, endosperma y embrién de cultivares de H.
cannabinus. Letras iguales obtenidas por el test DGC, indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias

involucradas (p>0,05)

Cultivar Peso de 1000 semillas (g)  Ancho episperma (um) Ancho endosperma (um) Ancho embrién (mm)
‘Endora’ 30,40 £ 0,39 a 156,02 + 3,69 a 300,86 + 16,72 a 2,29 + 0,05 a
‘Tainung 1’ 26,40 + 0,39 b 155,43 + 3,68 a 314,97 + 16,72 a 2,08 +0,05b

de las células de la capa mas externa del
episperma (forma, contorno de paredes anticlinales
y curvatura de la pared periclinal) y la combinacién
de tipos celulares diferentes, como la presencia
de idioblastos, determinan la ornamentaciéon de
la superficie seminal. Font Quer (2001) definié a
los idioblastos como células que, por su forma,
tamano o funcion difieren de las restantes células
del mismo tejido y aclara que se pueden presentar
aislados o reunidos. En este trabajo se confirma
que, tanto las células aplanadas del estrato tenue
como los idioblastos astroesclereidas, participan
en el disefio de la ornamentacion foveolada del
episperma de H. cannabinus.

Por otro lado, al analizar la influencia de las
capas mas externas del episperma en el disefio
de la ornamentacion de la superficie seminal, se
observé que la alternancia entre el estrato tenue
y las hileras de astroesclereidas, produce un
patréon foveolado con surcos apenas insinuados
caracteristico en las semillas con predominio del
color blanco grisaceo. Mientras que en las semillas
que presentaron surcos mas pronunciados
y acentuados por el colapso y posterior
desprendimiento de las paredes periclinales
externas de las células del estrato tenue, las
astroesclereidas permanecieron intactas debido a
sus paredes gruesas. De este modo, se evidencian
hileras blanco grisaceas alternando con hileras
de color marrén tierra debido a la exposicion de
capas celulares mas internas.

En algunas semillas se observo el patréon de
ornamentacion foveolado modificado tanto por el
desprendimiento del estrato tenue como el de las
hileras de astroesclereidas, con lo cual aumentan
progresivamente las areas que exponen los estratos
celulares mas internos. Como consecuencia de
este proceso, se desarrollan méaculas de superficie
lisa (debido a la exposicion del extremo distal
plano de las macroesclereidas) y de color marrén
tierra por la presencia de células taniferas. Werker
(1997) aclaré que si bien las células de la capa
externa de la cubierta seminal, principalmente las
paredes periclinales externas, son las principales
responsables de la ornamentacion de la superficie,
también las caracteristicas estructurales de las
células de los estratos internos pueden contribuir

a la ornamentacion cuando la capa externa se
desprende, tal como sucede en las semillas de la
especie analizada.

En relacion al estudio de los tricomas, se
destacod la presencia de grupos de tricomas
dispuestos en hileras (tricomas en placa),
aplicados, eglandulares y bicelulares, con la
célula basal de paredes gruesas y la apical con el
extremo agudo y corpusculos en su interior que no
se disolvieron con acido clorhidrico (Figura 4 D, E).
Los tricomas en placa ya fueron mencionados para
H. cannabinus por Corner (2009), sin embargo,
en este trabajo se detallan sus particularidades
citolégicas y la disposicion concéntrica en el
episperma, que concuerda con la mencionada
para Hibiscus aristivalvis por Abid et al. (2016).

En las semillas que presentaron el patron de
ornamentacion foveolado modificado, los tricomas
en placa de color amarillo oro (idioblastos), se
mantienen rodeados de vestigios del estrato tenue
blanco grisaceo.

Las variables longitud de tricomas y numero
de tricomas por placa registraron diferencias
(p<0,05), siendo ‘Endora’ el que obtuvo las
mayores longitudes (165,06 pm + 5,28) en relacion
a ‘Tainung 1’ (147,20 um + 5,28); mientras que en el
numero de tricomas por placa, ‘Tainung 1’ present6
valores mayores (14,55 + 0,48) en comparacion
con ‘Endora’ (11,65 + 0,48). Sin embargo, estas
diferencias no se manifestaron en el aspecto
puberulento caracteristico del indumento de las
semillas de ambos cultivares. Werker (1997) sefiald
que si bien los tricomas son poco comunes en el
episperma de las semillas, constituyen un caracter
diagnostico, ya que son rasgos propios de algunas
familias, como es el caso de las Malvaceae; en
su trabajo se ilustran los tricomas en placa de H.
cannabinus, aungue carecen de una descripcion
citologica.

Acontinuacion del estrato externo del episperma,
se destaca una capa de ceélulas alargadas
radialmente y con faceta hexagonal, de paredes
muy gruesas Y lignificadas, con el lumen ocluido
en los extremos y reducido en la parte media; estas
células columnares (macroesclereidas) estan
dispuestas en empalizada y presentan una linea
horizontal continua y cercana al borde tangencial
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Figura 4. Anatomia del episperma de H. cannabinus. A: Corte transversal del episperma. B: Detalle de la astroesclereida en vista
superior rodeada de células de paredes delgadas. C: Vista superior del episperma con astroesclereidas dispuestas en hileras, se
observa el contorno hexagonal de las macroesclereidas (por transparencia). D: Tricomas dispuestos en placa con las células basales
de paredes engrosadas. E: Detalle de corpusculos en el interior de los tricomas. F: Macroesclereidas y células con taninos. G, H:
Cubierta que limita con el endosperma en vista superficial: células parenquimaticas con paredes delgadas y células con paredes
moniliformes, respectivamente. Abreviaturas = flecha punteada: linea de luz de las macroesclereidas; as: astroesclereidas; ca: células
aplanadas; ct: célula con taninos; mc: macroesclereidas. Escalas= A-F: 50 ym. G-H: 15 pm.
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externo de la capa, denominada linea de Iuz
(Werker, 1997) (Figura 4 A, F). Las caracteristicas
citolégicas de las macroesclereidas coinciden
con las células de Malpighi descriptas por Corner
(2009) para H. cannabinus y segun Evert (2008)
estan altamente especializadas, con funciones
mecanicas de proteccion e impermeabilizacion al
agua. Inmediatamente del extremo proximal de las
macroesclereidas, se ubica una hilera de células
conlabase redondeaday cortamente prolongadas,
de paredes gruesas y contenidos pigmentados en
su interior; en la prueba histoquimica se tifieron de
color pardo negruzco, indicando la presencia de
taninos (Figura 4 F).

En la cubierta previa al endosperma, se
observaron tres capas superpuestas: una formada
por células parenquiméaticas aplanadasy alargadas
en sentido tangencial con paredes delgadas e
incoloras; otra intermedia, formada por células con
las paredes radiales irregularmente engrosadas de
aspecto moniliforme; y la mas interna consistente
en una capa blanca, compacta e indiferenciada
(Figura 4 G, H; 6 A). Werker (1997) mencioné que
en las semillas de Gossypium, la capa de células
de paredes moniliformes se desprende a nivel de
la pared tangencial externa y forma junto con los
remanentes de la nucela (descripta en el presente
trabajo como una capa blanca indiferenciada) y
los restos del endosperma, una membrana interna
que podria cumplir un rol de protecciéon. Ademas,
Hayward (1953) describié esta capa de células de
paredes moniliformes en Gossypium, y la nombré
como células en feston, por su aspecto ondulado.
Mientras que Werker (1997), la menciond como
fringe layery las describi¢ en las Malvaceae como
una capa de células con protuberancias en sus
paredes. Esta autora, explicé como posible funcién
de esta capa, su participacion en el transporte de
nutrientes hacia el interior del saco embrionario
durante los procesos de endospermogénesis
y embriogénesis, actuando como células de
transferencia, ademas de su rol mecanico como
proteccion del embrién. Serfan necesarios estudios
ontogénicos para dilucidar dichos aspectos.

En la zona de la célaza, el episperma presenta
variaciones en relacion a las caracteristicas
descriptas, se observa el estrato externo con
abundantes tricomas comosos y hacia el interior
se desarrollan columnas de células suberosas
organizadas radialmente que delimitan camaras
de aire (Figura 5 A, B). En relacion con la capa de
macroesclereidas, se encuentra interrumpida y en
la capa inferior las células taniferas desarrollan
“brazos” que delimitan abundantes espacios
intercelulares, constituyendo un aerénguima de
15-20 hileras en la zona media de la célaza que

se adelgaza hacia los bordes (Figura 5 C, D).
Esta descripcion, coincide con la zona nombrada
como “istmo” en H. esculentus por Olteanu (1933)
y con la presencia de “una regiéon con forma
de abertura” en Abutilon theophrasti descripta
por Winter (1960). Este ultimo autor aclaré en
relacion al istmo, que, si bien las macroescleridas
constituyen un impedimento para la entrada de
agua, la presencia de dicha region permite su
ingreso. La apertura producida en la hendidura
eliptica, “istmo”, de las semillas de H. cannabinus
sumergidas en agua, evidencio la relacion de esta
zona con el ingreso del agua explicada por Winter
(1960). La descripcién de las caracteristicas
diferenciales que adquiere el episperma en la
zona de la calaza agrega informacion en relacion
con las caracteristicas anatémicas de la tapa de
imbibicion y el istmo, que actian en conjunto como
una valvula que regula la entrada de agua en las
semillas de H. cannabinus. La cubierta que rodea
al endosperma también se encuentra modificada
en la zona de la calaza con proliferacion de células
pigmentadas que se desarrollan en hileras radiales
en vista rafeal (Figura 3 E), poseen paredes
delgadas y en algunas se observaron granulos de
almidén y glébulos de lipidos (Figura 5 E-G). En
la capa de células moniliformes, se identificaron
estomas solo en el area calazal (Figura 5 H). Por
ultimo, se presenta un estrato de células de forma
irregular, sin espacios intercelulares, con un grosor
de 10-15 hileras desordenadas, que disminuye
gradualmente hacia los extremos por el colapso
de las células hasta adquirir el aspecto de la capa
compacta blanca del resto de la cubierta que
limita con el endosperma (Figura 5 I; 6 A). Corner
(2009) describi¢ la organizacion del episperma de
H. cannabinus con las siguientes capas celulares:
exotesta, endotesta, exotegmen e hipodermis
con caracteristicas citolégicas semejantes a los
estratos celulares descriptos en este trabajo; sin
embargo seria necesario un estudio ontogenético
para confirmar el origen de los mismos.

El endosperma esta constituido por células de
formas variadas: isodiamétricas, cuadrangulares o
alargadas; dispuestas en hileras desordenadas de
hasta veinte células (Figura 6 A). Como resultado
de las pruebas histoquimicas realizadas, se
detectaron lipidos y proteinas como sustancias
de reservas (Figura 6 B y C); en coincidencia con
las identificadas en los cotiledones de las semillas
de Gossypium sp. por Moreira de Carvalho vy
Nakagawa (1988).

Con respecto a las caracteristicas citolégicas
analizadas en el embrion de ambos cultivares, se
observaron rasgos semejantes en los cotiledones
externo e interno. Las células epidérmicas de
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Figura 5. Anatomia del episperma de H. cannabinus en la zona de la célaza. A: Corte transversal del estrato més externo mostrando
tricomas comosos, columnas de células suberosas y camaras de aire. B: Detalle de las columnas de células suberosas. C: Vista general
del corte transversal del episperma, la flecha indica la interrupcion de la capa de macroesclereidas. D: Detalle de la capa de células
taniferas con aerénquima. E, F y G: Células en hileras radiales con contenidos pigmentados, almidén vy lipidos, respectivamente. H:
células moliniformes con estomas. I: Células de la cubierta que limita con el endosperma. Escalas= A-C:150 pm. D-I: 20 ym.
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ambos cotiledones, tanto en la cara abaxial
como adaxial, son isodiamétricas a levemente
rectangulares (en transcorte), con la pared
tangencial externa recta y engrosada y contenido
citoplasmatico denso (Figura 7 Ay B). Si bien estas
caracteristicas son semejantes a las descriptas en

Figura 6. Anatomia del endosperma de H. cannabinus. A:
Endosperma en transcorte, se observa la cubierta de células
moliniformes y la capa blanca compacta indiferenciada. B:
Lipidos en forma de gotas refringentes tefiidas de color rojo. C:
Endosperma con proteinas. Escalas= A, By C: 30 um.

las células de las aréolas de algunas leguminosas,
por Endo y Ohashi (1998) y Perissé y Tourn (2015),
la homogeneidad observada en las caracteristicas
citolégicas muestra que en la superficie
cotiledonar de H. cannabinus no se identifican
zonas limitadas como las aréolas. Ademas, la
tincion con TZ realizada para identificar aréolas
en los cotiledones, respalda estos resultados,
ya que el embrion mostré un patron homogéneo
en cuanto a la topografia y la coloracion de la
superficie del cotileddn externo, como se observa
en la Figura 3 |. Endo y Ohashi (1998) y Perissé y
Tourn (2015) mencionan que las aréolas son zonas
especializadas en el transporte de sustancias de
reservas (entre otras funciones). A partir de las
observaciones en H. cannabinus, se podria inferir
el rol activo de toda la superficie cotiledonar en
el transporte de reservas y establecer relaciones
con la morfologia del embrion tales como: los
cotiledones amplios, foliosos y plegados, el
embrion curvo y la presencia de endosperma
rodeandolo.

Sinembargo, esnecesariorealizarobservaciones
durante el proceso de endospermogénesis y
embriogénesis para analizar y confirmar la funcion
de la epidermis cotiledonar en la absorcion del
endosperma.

En cuanto al mesofilo dorsiventral, esta formado
por un estrato de células de parénquima en
empalizada y por siete a nueve capas de células
de parénquima esponjoso (Figura 7 C). Ademas,
se identificaron idioblastos cristaliferos (solitarios
0 a pares) en la zona media del mesofilo que
dieron reaccién positiva a la prueba de oxalato
de calcio y sustancias de reserva en las células
parenquimaticas que reaccionaron positivamente
a la prueba histoquimica, como lipidos y proteinas
(Figura 7 C-F).

Ajuste de la prueba de tetrazolio

La metodologia propuesta de la prueba de
tetrazolio para evaluar viabilidad en las semillas
de H. cannabinus se presenta en la Tabla 2. En
el apartado correspondiente a la preparacion
de la semilla previa a la imbibicién, no se realizd
ningun procedimiento. Si bien la escarificacion es
el paso inicial de la prueba de tetrazolio indicado
para las semillas duras de Hibiscus por Moore
(1985), se debe aclarar que H. cannabinus no esta
incluido entre las especies con dormicion fisica
mencionadas para el género por Baskin y Baskin
(2014). Ademas, las caracteristicas morfolégicas
observadas en el episperma de H. cannabinus, no
concuerdan con los rasgos histologicos tipicos de
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las semillas duras. Todas estas particularidades
permiten prescindir de pasos previos a la
imbibicion de las semillas.

En relacion al tiempo de imbibicion, con 16 h
a temperatura ambiente (20+3 °C) se logré una
adecuada hidratacion de las semillas que se
evidencio al finalizar la prueba en la homogeneidad
de la tincion de los distintos tejidos seminales. Este
tiempo esta dentro del periodo propuesto por Mc
Carty y Baskin (1978) entre 12 y 18 h, mientras

que Moore (1985), ISTA (2003) y AOSA (2010)
propusieron periodos de entre 18y 24 h.

En la preparacion de la semilla posterior a la
imbibicion y previa a la tincion se observé que los
cortes longitudinales realizados en los extremos
de la semilla post imbibicion, prolongaron los
tiempos requeridos para la tincion (entre 18 a 24
h) con la consecuente germinacion e invalidacion
del andlisis. Otra técnica que se probd, consistente
en practicar un corte longitudinal en la cara ventral

Figura 7. Anatomia de los cotiledones de H. cannabinus. A: Epidermis adaxial. B: Epidermis abaxial. C: Corte transversal por el
cotileddn. D: Cristales inmersos en el mesofilo de los cotiledones. E: Lipidos en los cotiledones en forma de gotas rosadas refringentes.
F: Cuerpos proteicos de color rojo ladrillo a rojo intenso en cotiledén. Escalas= A-F: 30 um.
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Tabla 2. Protocolo para la prueba de tetrazolio en semillas de H. cannabinus.

Propuesta metodolégica Ajuste de la técnica

Preparacion de
imbibicion

la semilla previa a la . N .
No requiere ningun procedimiento.

Colocar las semillas a embeber entre toallas de papel de germinacion
humedecidas con agua destilada. Realizar cuatro repeticiones de
cincuenta semillas cada una, por 16 h a temperatura ambiente
(20 £ 3 °C). Este tiempo se determiné mediante pruebas preliminares
de laboratorio.

Método y tiempo de imbibicion

Realizar un pequefio corte a la altura de los cotiledones y con la ayuda
de una aguja histologica retirar la cubierta seminal y el endosperma,
Preparacion de la semilla posterior a la cuidando de no dafiar el embrién; para facilitar la vision es conveniente
imbibicion y previa a la tincion utilizar un microscopio estereoscopico. Luego de la extraccion
colocar los embriones en un Beaker con agua destilada para evitar su
deshidratacion hasta el siguiente procedimiento.

Colocar los embriones en la soluciéon de trifenil cloruro de tetrazolio al
Concentraciéon de la solucién, tiempo y 1 %, en estufa a 35 °C en completa oscuridad y por 1 h. Retirar los
temperatura de tincion embriones y lavarlos tres veces con agua y conservarlos hasta su
evaluacién en heladera (5 + 1 °C) sumergidos en agua.

Semillas viables: embriones totalmente tefidos de color rojo; embriones
con éreas incoloras (necréticas) en las estructuras individuales, o su
combinacion, no superando 1/3 en los cotiledones y 1/2 en la radicula.
Semillas no viables: aquellas que no cumplan con los requerimientos

Evaluacion y patrones de tincion

detallados anteriormente; embriones tefiidos de color rojo intenso.

del episperma, desde el extremo curvo de los
cotiledones hacia el apice de la radicula gener6
darios de las estructuras esenciales (cotiledones
y radicula) y dificulté la posterior evaluacion.
Debido a estos resultados, los procedimientos
propuestos por Moore (1985), ISTA (2003) y AOSA
(2010) se descartaron. El método que resulté mas
apropiado consistié en la extraccion de la cubierta
seminal, ya que permitié concluir la prueba de
tetrazolio (siguiente paso) antes de que ocurra la
germinacion y realizar una adecuada evaluacion de
los resultados en las estructuras seminales. Estos
procedimientos coinciden con la metodologia de
Mc Carty y Baskin (1978) y con uno de los cuatro
propuestos por Moore (1985).

En el apartado correspondiente a la
concentracion de la solucion de TZ, el tiempo
y la temperatura de tincion, los resultados
obtenidos con la concentracion del 1% durante
1 hy la temperatura de 35 °C permitieron realizar
evaluaciones concluyentes. Esto se debe a que
en el procedimiento previo, se extrajo la cubierta
seminal y el endosperma con lo cual se eliminaron
las barreras fisicas que reducirian la velocidad de
ingreso de la solucion de TZ, y en consecuencia
el embridn se encuentra mas expuesto al contacto
directo con el TZ. Si bien en esta metodologia, la
concentracion y temperatura coinciden con las
prescripciones realizadas por Moore (1985), ISTA
(2003), AOSA (2010) e ISTA (2021), en relacion
al tiempo, dichos autores, mencionaron mayor

cantidad de horas (6 a 24 h).

En relacion al andlisis topografico de los
embriones de H. cannabinus, la vista externa de
los tejidos seminales resultd ser la opcidon mas
adecuada y simple para ejecutar la préctica
de evaluacion por TZ. Si bien es ampliamente
aceptado el criterio de que las técnicas de
tetrazolio se basan en la visualizacion de las
estructuras internas de las semillas, en especial
los tejidos meristematicos y circundantes al
apice radical y caulinar; esta especie presenta
los cotiledones plegados entre si en sentido
longitudinal y envolviendo al eje radicula-hipocdtilo
lo que impide observar el dpice caulinar. Por otro
lado, el apice caulinar no esta desarrollado, por
lo tanto, la posibilidad de diseccionar el embrion
implica desplegar los cotiledones para observar el
apice en estado rudimentario, lo que aumenta el
riesgo de danfar las distintas estructuras seminales
y de comprometer la evaluacion.

En relacion a la tincion de color rojo intenso
observada en el extremo de la radicula en semillas
viables de H. cannabinus, no se consideré como
un perjuicio al momento de realizar la evaluacion
de los embriones. McCarty y Baskin (1978)
observaron este mismo patréon de tincién en
embriones de G. hirsutum, y lo atribuyeron al inicio
de la actividad metabdlica originada por el ingreso
de agua en la semilla.

Los criterios del analisis topografico de los
embriones de H. cannabinus coinciden con los
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lineamientos de Mc Carty y Baskin (1978), Moore
(1985), ISTA (2003) y AOSA (2010).

Las diferencias obtenidas en cada uno de
los apartados de las propuestas de Mc Carty
y Baskin (1978), Moore (1985), ISTA (2003) vy
AOSA (2010) y las adoptadas en la metodologia
implementada en H. cannabinus se atribuyen
a que los desarrollos tomados como referencia
estan disefiados para otras especies de Hibiscus
y contemplan generalidades que no se ajustan a
las particularidades morfolégicas de la semilla de
H. cannabinus.

Implementacion de la prueba de tetrazolio y cla-
sificacion de los embriones segun su viabilidad

La prueba de tetrazolio no registré diferencias
significativas entre los valores de viabilidad de
ambos cultivares (p<0,05), tanto para semillas
viables (‘Endora” 77,00% =+ 2,27; ‘Tainung 1"
74,00% + 2,27), como en las no viables (‘Endora’:
23,00% + 2,27; ‘Tainung 1: 26,00% =+ 2,27).
Se pudo verificar con estas pruebas que la
viabilidad de las semillas con treinta meses de
almacenamiento fue superior al 70 %.

Se consideraron semillas viables a aquellas
que presentaron el embrion uniformemente tefido
de color rojo pélido o rosado y con tejidos de
consistencia turgente (Figura 8 A). Asimismo, la
Figura 8 B muestra un embrion con el eje radicula-

A

hipocdtilo completamente tefiido y una pequefa
area sin tefir en la zona distal del cotileddn y que
no supera 1/3 del area total. Se observa ademas,
el extremo de la radicula de color rojo intenso
derivado de una mayor actividad metabdlica de los
tejidos. Aquellas semillas que presentaron menos
de 1/2 de la radicula del embrién sin tefiir (Figura 8
C) también fueron clasificadas como viables.

Dentro de la categoria de semillas no viables
fueron incluidas aquellas semillas con 1/2 o méas de
la superficie radicular sin tefiir (Figura 9 A); semillas
conmas de 1/3 del area cotiledonar sin tefiir (Figura
9 B); embriones tefiidos de rojo oscuro, signo de
un deterioro avanzado por excesiva actividad
meristematica (Figura 9 C); semillas con el area del
nudo cotiledonar sin tefiir (Figura 9 D), y embriones
sin tefiir en su totalidad (Figura 9 E).

Evaluacion de la prueba de tetrazolio

Las variables del ensayo de germinacion no
registraron diferencias entre ‘Endora’ y ‘Tainung
1" (p<0,05) y no se observaron semillas frescas ni
duras (Tabla 3). El porcentaje de plantulas normales
de ‘Endora’ fue 76,00 = 1,17 y el de ‘Tainung 1’
72,75 = 1,17. Al cotejar estos resultados con los de
viabilidad obtenidos en la prueba de tetrazolio, las
diferencias fueron 1,31 % para ‘Endora’y 1,70 % en
‘Tainung 1’y no se registraron diferencias (p<0,05).
Segun el criterio de Franga Neto et al. (1988), las
diferencias entre los resultados de ambas pruebas

B C

Figura 8. Embriones de H. cannabinus viables. A: Embrién teflido de rojo completamente. B: Embriéon con menos de 1/3 de los
cotiledones sin tefir. C: Embrién con menos de 1/2 de la radicula sin tefiir. Escalas= A-C: 2,5 mm.

Tabla 3. Valores promedio y error estandar de plantulas normales y anormales y semillas frescas, duras y muertas, en dos cultivares
de H. cannabinus. Letras iguales obtenidas por el test DGC, indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las

medias involucradas (p>0,05).

Cultivar Plantulas normales  Plantulas anormales Semillas frescas Semillas duras Semillas muertas
‘Endora’ 76,00 + 1,17 a 500+ 1,02a 0 0 19,00 + 1,12 a
‘Tainung 1’ 7275117 a 6,75+ 1,02 a 0 0 20,00 = 1,12 a
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Figura 9. Embriones de H. cannabinus no viables, sin tincién en areas consideradas esenciales. A: Embrioén con radicula sin tefiir. B:
Embrién con méas de 1/3 de los cotiledones sin tefir. C: Embrién tefiido de color rojo oscuro. D: Zona del nudo cotiledonar sin tefiir. E:

Embrién sin tefir. Escalas= A-E: 2,5 mm.

fueron menores al 5% en los dos cultivares, por
lo tanto, se corrobor¢ la confiabilidad del mismo.
Los valores obtenidos de semillas viables y no
viables se asemejan a los porcentajes de plantulas
normales y anormales, respectivamente. De este
modo, las semillas viables originaron plantulas
normales, mientras que, en el caso de las plantulas
anormales y semillas muertas del ensayo de
germinacion, se atribuyen a las semillas no viables
de la prueba de tetrazolio. Ademas, se registré una
correlacion significativa y positiva (r = 0,75) entre
ambas metodologias, por lo tanto, el Coeficiente
de Correlacion de Pearson, también evidencio
la capacidad de la prueba de tetrazolio para
expresar con exactitud y rapidez el potencial de
germinacion en semillas de H. cannabinus.

Clasificacion de las semillas segtin su vigor

Las semillas de vigor alto fueron aquellas
teflidas en toda su superficie de color rojo o rosado
palido y presentaron pequefias areas necroticas
puntuales e incoloras en los cotiledones; el tejido
evidenciod una consistencia turgente y brillante sin

signos de deterioro, el extremo de la radicula se
tiid adecuadamente (Figura 10). En esta categoria
se obtuvieron los mayores valores (superiores al
61%) (Tabla 4).

Las semillas con vigor medio registraron valores
entre el 19% y 20%. Este grupo se caracterizd
por presentar algunas porciones limitadas de los
cotiledones sin tefir. El eje radicula-hipocétilo
estuvo uniformemente teflido y con el extremo
de la radicula con pequefias éareas sin tefiir.
La consistencia del tejido fue firme y de color
ligeramente més oscuro que las semillas de vigor
alto (Figura 11).

Las semillas de vigor bajo fueron las de menor
proporcion en el lote de semillas. En esta categoria
se observaron semillas con areas incoloras de
tamafio medio, aunque alejadas del eje radicula-
hipocétilo. Los cotiledones presentaron una tincion
rojiza mas intensa respecto a las otras categorias y
en algunos sitios tuvieron apariencia lechosa. Las
areas permitidas sin tefiir no superaron 1/3 del area
cotiledonar total (Figura 12). En algunos casos,
se presentd el extremo de la radicula incolora
(correspondiente a menos de 1/2 de la misma) y la
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Tabla 4. Valores promedio y error estandar de vigor por TZ en dos cultivares de H. cannabinus. Letras iguales obtenidas por el test DGC,
indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medias involucradas (p>0,05).

Cultivar Vigor alto Vigor medio Vigor bajo
‘Endora’ 67,00 + 1,76 a 20,00 + 1,04 a 13,00 = 1,29 b
‘Tainung 1’ 61,00 + 1,76 a 19,00 + 1,04 a 20,00 £ 1,29 a

A B

C

Figura. 10. Embriones de semillas de H. cannabinus tefiidos homogéneamente en su mayor superficie. Vigor alto. Escalas= A-C: 2,5
mm.

A B

Figura 11. Embriones de semillas de H. cannabinus con pequefias areas sin tincion. Vigor medio. Escalas= A-C: 2,5 mm.

A B

C

Figura 12. Embriones de semillas de H. cannabinus con grandes dreas sin tincion, limite de viabilidad. Vigor bajo. Escalas= A-C: 2,5
mm.
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consistencia de los tejidos flacida.

No hubo diferencias entre los dos cultivares en
los niveles de vigor alto y medio, mientras que si se
registraron diferencias significativas (p<0,05) para
el nivel bajo (Tabla 4).

En esta clasificacion los criterios coinciden
con los aplicados por McCarty y Baskin (1978) en
Gossypium hirsutum, ya que fueron interpretados y
aplicados de manera directa debido a las similitudes
morfolégicas entre ambas semillas de la misma
familia. Se destaca que, si bien ISTA (2021) aporta
informacion valiosa en la descripcion de la técnica
de vigor por tetrazolio para clasificar semillas de
Glycine max, estos criterios difieren con los que
fueron utilizados para H. cannabinus, debido a las
diferencias morfolégicas entre ambas semillas.

CONCLUSIONES

La descripcion detallada de las caracteristicas
morfoldgicas de la semilla de H. cannabinus'y su
interpretacion desde la tecnologia de semillas,
constituyen aportes originales para esta especie
poco estudiada desde la perspectiva de su
calidad. Las observaciones del episperma,
permiten explicar la contribucion de los tricomas,
esclereidas y los diferentes estratos celulares
en el color y ornamentacion de las semillas. Se
comprueba la presencia de la tapa de imbibicion
sobre el istmo y se explica la relaciéon estructura-
funcién como valvula reguladora del ingreso de
agua. Los estudios comparativos entre las semillas
de los cultivares ‘Endora’ y ‘Tainung 1’ confirman
que comparten las particularidades morfolégicas
cualitativas, mientras que segun el anélisis
cuantitativo se pueden diferenciar por el peso de mil
semillas y el ancho del embrién. Se aportan datos
novedosos sobre las caracteristicas citoldgicas
de las estructuras reservantes, y se revela la
importancia de los cotiledones foliosos como
estructuras esenciales en la acumulacion de lipidos
y proteinas. Se necesitan estudios descriptivos
de los procesos de endospermogénesis y
embriogénesis que complementen y confirmen
la informacion sobre la funcion nutricional de la
epidermis de los cotiledones, el rol de la capa de
células de paredes moniliformes y expliquen la
presencia de los estomas en dicha capa.

En relacion con la prueba de tetrazolio, los
procedimientos existentes para otras especies de
Hibiscus (incluso para otros géneros de Malvaceae)
sirvieron de guia para establecer el protocolo de
H. cannabinus. Sin embargo, las particularidades
de la morfologia de la semilla de esta especie
determinaron metodologias especificas en el

procedimiento de andlisis y en el criterio de
observacion. El procedimiento de retirar la cubierta
seminal antes de exponer las semillas a la solucion
de TZ, permite disminuir de manera notoria los
tiempos empleados en el ensayo, mientras que las
caracteristicas morfoldgicas de dificil observacion,
como el embrién plegado, la plumula rudimentaria
y el eje radicula-hipocdtilo, no se consideran
para su evaluacion. Los patrones de tincion
permiten diferenciar las semillas por su viabilidad
y posibilitan hacer una adecuada clasificacion con
tres categorias de vigor en los cultivares ‘Endora’ y
‘Tainung 1'. Los ensayos de germinacion confirman
la factibilidad de la metodologia propuesta para
realizar la evaluacion de viabilidad de las semillas
de H. cannabinus. Los procedimientos empleados
en la prueba bioguimica por tetrazolio para estimar
viabilidad se presentan como una metodologia
apropiada y eficaz ya que permiten estimar el
potencial de germinacion y discriminar cultivares
de H. cannabinus por su calidad.
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