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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas mas consumidas en el mundo con un aumento
en su demanda, por lo que conocer la viabilidad de sus semillas es de suma importancia, ya que estas
son la base del éxito de su produccién. Debido a esto, el presente estudio tuvo como objetivo optimizar
la prueba de tetrazolio determinando el pretratamiento adecuado para potenciar la prueba. EI material
vegetal se recolectd de cultivos establecidos en el municipio del Céchira, departamento de Norte de
Santander, Colombia. Las semillas se extrajeron de los frutos maduros y, posteriormente, se expusieron a
pretratramientos con hipoclorito de sodio y agua destilada durante 10 minutos, con tres concentraciones
de2, 3, 5- cloruro trifenil tetrazolio (0,25 %, 0,15 %y 0,10 %) y distintos tiempos de exposicién (6 h, 12 hy
24 h). Los datos de viabilidad obtenidos se corroboraron mediante la prueba de germinacién en toallas de
papel himedas. Los resultados de viabilidad mas relacionados con la prueba de germinacién se obtuvieron
al emplear las concentraciones de 0,25 % y 0,15 %, utilizando tanto el pretratamiento con hipoclorito de
sodio como la inmersién en agua destilada.

Palabras clave: calidad de las semillas, cloruro de trifenil tetrazolio, germinacién de las semillas,
pretratamiento, tomate

Tetrazolium test optimization to evaluate the viability of
Solanum lycopersicum L. seeds

Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most consumed vegetables worldwide with increasing
demand. Therefore, knowing its seeds viability is of utmost importance since these are the basis of their
production success. Accordingly, the study aimed at optimizing the tetrazolium test by determining
the appropriate pretreatment to enhance it. Plant material was collected from crops established in the
municipality of Céchira, department of Norte de Santander, Colombia. The seeds were extracted from
ripe fruits and subsequently exposed to preconditioning with sodium hypochlorite and distilled water
for 10 minutes, with three concentrations of 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride (0.25 %, 0.15 %, and
0.10 %) and different exposure times (6 h, 12 h, and 24 h). The viability data obtained were corroborated
by the germination test on wet paper towels. The viability results with the highest correlation with
the germination test were obtained using the 0.25 % and 0.15 % concentrations, and utilizing the pre-
conditioning treatment with sodium hypochlorite as well as immersion in distilled water.

Keywords: pretreatment, seed germination, seed quality, tomato, triphenyl tetrazolium chloride
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Introducciéon

El tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) es uno de los cultivos de hortalizas mds importantes en
todo el mundo (Elkelish et al., 2020; Visquez & Castaio, 2017; Yuqing et al., 2018). Este se consume
tanto fresco como procesado (Mahieddine et al., 2018) y ha tenido un aumento en su produccién por
su alta demanda (Ahmad et al., 2017; Katirci et al., 2018). Es un cultivo econémicamente importante en
diversos paises (Ebrahim & Saleem, 2017), que sitta su origen en la region andina de Colombia, Chile,
Pert y Bolivia. Sin embargo, hay indicios de que se domesticé principalmente en México (Medina et al.,
2017; Rahman et al., 2018). Ademds, el tomate es considerado un alimento saludable por sus propiedades,
atribuidas principalmente al componente denominado licopeno (Navarro & Periago, 2016), que se
caracteriza por presentar una alta actividad antioxidante, vitaminica, antiinflamatoria y antiproliferativa
(Amjad et al., 2018; Chen et al., 2019). También se asocia con una serie de beneficios en la salud, como
reducir el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares crénicas y cincer (Adekiya & Agbede, 2017;
Johnson et al., 2019). Ademds, contiene -caroteno, vitaminas C y E (Elbadrawy & Sello, 2016; Park et al.,
2018), y compuestos fendlicos (Tembe et al., 2018) como flavonoides y polifenoles (Amin et al., 2018).

Las semillas son el soporte de la industria agricola (Zhang et al., 2018); por lo tanto, generar informacién
sobre la calidad de la semilla es de gran importancia para asegurar una ripida germinacién y uniformidad de
las plantas en campo (Faber et al., 2015), y para la conservacién en bancos de germoplasma (Al-Hammad
& Al-Ammari, 2017). Debido a la gran importancia de este pardmetro (calidad de la semilla), se han
desarrollado diversos métodos; para ello, incluso se ha implementado espectroscopia de infrarrojo cercano
(Shrestha et al., 2017). Sin embargo, la agricultura necesita pruebas précticas y factibles en tiempo y
recursos, entre las que se destaca la tincidn topogréfica con tetrazolio (TZ), por ser una prueba econdmica,
eficaz y ripida (Lima et al., 2018) para determinar la viabilidad de cualquier tipo de semilla (Costa et al.,
2018).

El empleo de métodos répidos para conocer la viabilidad es importante, con el fin de acelerar la toma de
decisiones en cuanto al manejo de los lotes de semillas (Medeiros et al., 2015). Esta prucba se basa en la
actividad de las enzimas deshidrogenasas que reducen la sal de TZ (cloruro 2, 3, 5-trifeniltetrazolio) en
los tejidos vivos de la semilla, al generar trifenil formazan, un compuesto de color rojo no difusible, lo
cual indica actividad respiratoria y viabilidad de las células y tejidos; por el contrario, los tejidos muertos
no presentan coloracién (Campos & Kossmann, 2017; Cripa et al., 2014; Salazar et al., 2018; Salazar,
Quintero, & Bustos, 2020). No obstante, para que la absorcién de la solucidn de TZ sea adecuada
y los resultados de la prueba sean propicios, algunas especies necesitan que sus semillas se preparen
antes de la inmersién en la solucién de TZ, procedimientos conocidos como preacondicionamientos o
pretratamientos (Caravita & Takaki, 2014; Jicome & Dos Santos, 2010; Nascimento et al., 2016). Existen
diversos pretratamientos, entre los que se encuentra la hidratacién, que promueve la activacion del sistema
enzimitico para obtener una tincién mas nitida (Leitzke et al., 2017), Asimismo, cuando las semillas tienen
capas duras, se recomienda escarificarlas antes de la tincidén y, para esto, suele utilizarse el hipoclorito de
sodio, mds eficiente atin que el 4cido sulftrico (Visquez et al., 2019).

Ademads, de la importancia del pretratamiento, existen otros pardmetros como la concentracion de la
solucién, el tiempo de exposicién y la temperatura, que son esenciales para el ajuste de la metodologia
adaptada para cada especie (Gimenez et al., 2014; Pereira et al., 2017; Torres et al., 2018). Generalmente,
se busca mejorar las metodologias, con el fin de utilizar concentraciones de la solucién de tetrazolio mds
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bajas (Salazar, Quintero, & Moreno, 2020; Salazar, Quintero, & Rojas, 2020), optimizando asi el uso de
los recursos financieros del laboratorio; de esta forma, se puede analizar una gama més amplia de muestras
(Leitzke et al., 2017). Segtn lo anterior este estudio tiene como objetivo determinar la eficacia de los
pretratamientos para la optimizacién de la prueba de tetrazolio en las semillas de S. lycopersicum.

Materiales y métodos
Material vegetal

Los frutos maduros de tomate chonto variedad Libertador fueron colectados de cultivos establecidos en
el municipio de Céchira (07°4427"N; 73°02'55"0) a una altitud de 2.025 m s.n.m., en el departamento
de Norte de Santander, Colombia. Las semillas fueron retiradas de los respectivos frutos y secadas a
temperatura ambiente; ademds, se mantuvieron en bolsas de papel kraft durante 20 minutos, en un
ambiente controlado (20 °C y 55 % HR), para evitar el deterioro durante el estudio (Santos et al., 2007).
La investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Biologia, ubicado en la Facultad de Ciencias Bésicas,
en la Universidad Francisco de Paula Santander.

Pretratamiento y viabilidad de semillas

Con el fin de optimizar la eficacia de la prueba y comparar dos de los compuestos mds usados, se
estudiaron los siguientes pretratamientos: la inmersion en agua destilada, con comprobada eficacia como
pretratamiento en semillas de soja (Pereira et al.,, 2019); acondicionamiento osmético en la solandcea
Physalis ixocarpa Brot. (Marin et al., 2007; Lallana & Garcia, 2013); hipoclorito de sodio al 1,0 % con
comprobada eficacia como acondicionamiento quimico en solandceas y brasiciceas (Valqui, 2017; Vasquez
ctal.,2019), por un lapso de 10 minutos. Asimismo, se utilizé un control que consistié en la no aplicacién
de pretratamiento (Benitez et al., 2013). Para esto, se implementd el método de jeringuilla descrito por
Salazar (2012): un grupo de semillas se colocd dentro de una jeringa de 5 mL, equipada con un filtro de
tela (Salazar & Vega, 2017); al final del periodo de pre-tratamientos se realizaron tres enjuagues con agua
destilada para eliminar los sobrantes de la solucidn de cloro. Se utilizaron 5 réplicas de 100 semillas, a las
cuales se les adicioné 5 mL de la solucién de TZ a tres concentraciones (0,25 %, 0,15 % y 0,1 %), y tres
tiempos de exposicion (6 h, 12 h'y 24 h), a una temperatura de 25 °C, en condiciones de oscuridad. La
viabilidad de las semillas se clasificé con la ayuda de un estereoscopio microscopio LEICA EZ4, tomando
como pardmetro su coloracién roja.

Prueba de germinacién

Los datos de viabilidad obtenidos se corroboraron mediante una prueba de germinacion (Espitia et al.,
2017). Se utilizaron cinco repeticiones de 100 semillas cada una; se colocaron a germinar en toallas de papel
humedecidas con agua destilada en una cantidad equivalente a 2,5 veces la masa del sustrato seco (Carvalho
etal., 2013; Macedo et al.,, 2017; Oliveira et al., 2018), en un recipiente pléstico previamente desinfectado,
en condiciones de oscuridad durante 72 horas (Salazar & Botello, 2018). Fueron consideradas semillas
germinadas aquellas que presentaron la radicula de al menos tres milimetros de largo (Kaye et al., 2018),
y se expresd como porcentaje de germinacion.
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Analisis estadistico

Con los datos obtenidos, se efectud el andlisis de varianza ANOVA para determinar el efecto de
los tratamientos sobre las semillas viables de tomate. Las medias se compararon con la prueba de
rango miultiple DSH (Diferencia Significativa Honesta) de Tukey, para determinar si existen diferencias

significativas con la probabilidad de p < 0,05, con la ayuda del soffware estadistico Statgrafic Centurion
versiéon XVI.

Resultados y discusién
Prueba de tetrazolio

El porcentaje de viabilidad de las semillas fue afectada significativamente por el tiempo de exposicién
(24 h en la tabla 1), concentracién de la solucién de tetrazolio (0,25 % con medias por encima del resto
de concentraciones) y los pretratamientos aplicados (el uso de cloro 1 % estuvo por encima de control y
agua destilada), corroborando asi la importancia de estos pardmetros y lo necesario que es manejarlos para
optimizar la prueba de tetrazolio. Pereira et al. (2019) resaltan la importancia de preparar la semilla antes
de la exposicién a la solucién de tetrazolio, ya que al pretratar las semillas de Glycine max L. (Fabaceac)
con agua se obtuvo una coloracién més nitida del embrién, lo que facilité la clasificacién. El tiempo de
exposicidn y concentracién es un pardmetro determinante en la prueba de TZ ya que, en los diversos
ensayos practicados, el desarrollo de la prueba mantuvo un patrén similar, a mayor periodo y concentracion
(0,15 % es mayor, pero sin diferencias significativas con 0,25 %), aumenta la intensidad de la tincién en los
tejidos vivos (tabla 1); por lo tanto, se facilita la clasificacién de las semillas viables e inviables (Lamarca
& Barbedo, 2014).

| 0,4 cm | | 04cm

Figura 1. Viabilidad de semillas de S. ycopersicum usando la prueba de tetrazolio. A. Semilla viable; B. Semilla no
viable.
Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 1. Viabilidad de semillas de S. lycopersicum sometidas a tres pretratamientos y evaluadas por la prueba de
tetrazolio
Viabilidad de semillas a diferentes tiempos de exposicion con tetrazolio
Pretratamientos 0,25% 0,25% 0,25% 0,15% 0,15% 0,15% 0,10% 0,10% 0,10%

6h 12h 24h 6h 12h 24h 6h 12h 24h
Control G407 6934460 T06+613 7334610 T2H4(R 80+80 6134830 5664700 746+827
Cloro 1% 8134230 8534230 933+230  T7erdet 8934610 46+23d G0e4 6154250 T4l
Agua destilada ' 81+8,3 ' 83,344, ' 93,3+2,3b ' 77,646,138 ' 69,3+2,33 ' 93,3+2,3 ors 61,542,53 ' 69,2:48,23

Nota. Los valores con diferente letra de cada columna indican diferencias estadisticamente significativas segun

Tukey HSD (p < 0,05).

Fuente: Elaboracién propia

Sin embargo, los porcentajes mds altos de viabilidad (94,6 % y 93,3 %) se obtuvieron al implementar una
concentracién del 0,15 % durante 24 horas, tanto en el pretratamiento con hipoclorito de sodio (NaClO)
como el de agua destilada, respectivamente, siendo estos estadisticamente homogéneos entre si (tabla 1).
Asi, se resalta la importancia de preparar las semillas antes de sumergirlas en la solucién de TZ, en relacién
con el control (Mendes et al,, 2009), de manera que se logré obtener resultados semejantes de viabilidad sin
diferencias significativas de las semillas de tomate al emplear tanto la concentracién de 0,25 % (70,6 + 6* en
control, 93,3 + 2,3® con el uso de cloro 1 % y 933+ 2,3Y con el uso de agua destilada) como en 0,15 %
(80 + 82 en el pretratamiento control, 94,6 + 2,3 con el uso de cloro y93,3 + 2.3%en el pretratamiento de
agua destilada) en un tiempo de exposicién de 24 horas (tabla 1).

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos por Jicome y Dos Santos (2010), que recomiendan
usar una concentracion de 0,15 % para evaluar la viabilidad en semillas de Lexcaena leucocephala (Lam.)
de Wit. (Fabaceae). Las metodologias adecuadas deben permitir un buen desarrollo de la prueba y varfa
dependiendo de la especie evaluada; por ejemplo, Lamarca y Barbedo (2014) estudiaron tres especies
del género Eugenia L. (Myrtaceae) que requirieren distintas concentraciones con el mismo periodo de
exposicion para un buen desarrollo de la prueba de viabilidad.

Teniendo en cuenta la coloracién (figura 1), los valores de viabilidad més bajos se obtuvieron al
implementar la concentracion del 0,10 %, ya que las semillas presentaban una tincién débil, dificultando la
interpretacion de los resultados, independiente del pretratamiento y del tiempo de exposicidn a la solucién
de TZ, siendo estos estadisticamente homogéneos entre si (tabla 1). La metodologia apropiada para la
prueba de TZ debe facilitar la diferenciacién de tejidos viables de los no viables, y estar en la capacidad de
distinguir lotes de semillas con distinta calidad fisioldgica (Santos et al., 2017); en este caso, las semillas
que no expresaron su coloracién se consideraron inviables, cuando la poca tincién puede deberse a la baja
concentracion de la solucién utilizada, por lo que no se recomienda utilizar la concentracién de 0,10 %
para evaluar la viabilidad en semillas de S. Jycopersicum.

Estudios realizados por Ribeiro et al. (2010) en semillas de triticale (x. T7iticosecale Wittmack, Poaceae)
indican que la concentracién de 0,1 % se puede utilizar para determinar la capacidad germinativa de las
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semillas; sin embargo, la identificacién de las semillas viables se dificulta por la baja tincién de los tejidos.
Cabe resaltar que la interpretacion de los resultados de la prueba depende de un analista, que debe cumplir
ciertos pardmetros, como conocer las partes de las semillas, asi como tener experiencia y la capacidad
suficiente para identificar las semillas (Cripa et al., 2014).

Comparacién de germinacién y viabilidad

La prueba de germinacién permite identificar si las semillas no germinaron por ser latentes, abortadas o
presentar dafios en el embridn; ademds, se utiliza para corroborar los resultados de viabilidad obtenidos con
la prueba de TZ (Salazar & Botello, 2018). El porcentaje de germinacion del 96 % evidencia que las semillas
presentaban una alta capacidad germinativa; valor que se relaciona directamente con los resultados de
viabilidad obtenidos al emplear concentraciones de 0,25 % y 0,15 % en un periodo de 24 horas y exponer
las semillas a pretratamientos de inmersién en hipoclorito de sodio y agua destilada durante 10 minutos
(tabla 1), siendo estos tratamientos los mds efectivos para evaluar la viabilidad de las semillas de S.
lycopersicum, no solo por la gran correlacién entre la prueba de germinacién vy viabilidad, sino porque
permite reducir hasta un 0,15 % (reducir 0,10 % en relacién 0,25 %) la concentracién de la solucién de TZ
que se va a utilizar sin afectar la eficacia de la prueba y veracidad de los resultados; de este modo, se
optimiza la aplicacién de los recursos del laboratorio y se permite analizar un mayor niimero de muestras
(Leitzke et al., 2017; Oliveira et al., 2018).

Los valores ms altos de viabilidad de las semillas (94,6 %) y de mayor correlacién con el porcentaje
de germinacién (96 %) se obtuvieron al implementar el pretratamiento con hipoclorito de sodio.
Generalmente, este fuerte agente oxidante tiene un amplio uso por sus caracteristicas desinfectantes; sin
embargo, se ha utilizado en semillas de orquideas con el fin de escarificarlas y estimular su germinacién
(Cripa et al., 2014; Salazar & Botello, 2018; Salazar, Botello, & Quintero, 2019; Salazar & Maldonado,
2020; Salazar, Quintero, & Bustos, 2020; Salazar, Torres, & Rojas, 2019). En diversos estudios este
compuesto generalmente impulsa la germinacién por medio de la degradacién de la cubierta de la semilla
(Akbari et al,, 2012) y acelera el lavado del 4cido abscisico (ABA) enddgeno de la semilla (Bac et al., 2013,
2014).

Por lo regular, las semillas con capas duras necesitan ser escarificadas y, para llevar a cabo este proceso, suele
utilizarse el NaClO con el propésito de mejorar la efectividad de la tincién (Salazar & Vega, 2017). En
semillas de Cypripedium lentiginosum P.J. Cribb & S.C. Chen (Orchidaceae) se emplea este compuesto para
producir una escarificacién de la testa de la semilla, de tal forma que aumente su naturaleza hidréfila por la
oxidacién de la pared celular (Jiang et al., 2017). La disminucién de sus caracteristicas hidréfobas permite
un mayor contacto de la solucién de tetrazolio con los tejidos de la semilla, logrando asi una tincién éptima,
lo que facilita la distincién entre simientes viables e inviables, aumentando la seguridad de la interpretacién
de los resultados.

De igual manera, la inmersién en agua destilada antes de la tincién ofrece una opcién viable para
optimizar la prueba de viabilidad. Esto concuerda con lo obtenido por Lallana y Garcia (2013), quienes
obtuvieron buenos resultados de viabilidad implementando la inmersién en agua destilada en semillas
de Trichocentrum jonesianum (Rchb. F) MW. Chase & N.H. Williams (Orchidaceae). El éxito de este
pretratamiento radica principalmente en la activacién de las enzimas deshidrogenasas, encargadas de
liberar los iones de hidrégeno que reducen la sal de tetrazolio a formazan, lo que permite una coloracién

Cienc. Tecnol. Agropecuaria, 21 (3):e1344
DOI: https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1344 7


https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1344

Seir Antonio, Salazar Mercado; et al. Prueba optimizada de tetrazolio para evaluar viabilidad en semillas de tomate

de los tejidos adecuada, facilitando la clasificacién de los lotes de semillas (Carvalho et al., 2014; Oliveira
etal.,, 2018). Asimismo, se evidencié que no fue necesario romper la testa de la semilla para obtener datos
exactos sobre la viabilidad en relacién con la germinacién.

Realizar el pretratamiento con hipoclorito de sodio o agua destilada, empleando una concentracién
0,15 % de la solucién y un tiempo de exposiciéon de 24 horas en semillas de tomate, permite generar
informacién sobre la calidad de la semilla, revelando aspectos importantes de un lote de semillas ya sea
para su conservacién o para su siembra (Duarte et al., 2017); ademds, emplear semillas de alta calidad en la
siembra del cultivo asegura una rapida germinacién y emergencia, asi como uniformidad de las pléntulas
en el lote (Faber et al., 2015).

Conclusiones

La utilizacién de agua destilada e hipoclorito de sodio al 1 %, como pretratamiento en semillas de
S. lycopersicum, aumenta la eficacia de la prueba de tetrazolio, al usarse las concentraciones de 0,25 % y
0,15 %, durante 24 horas. Asimismo, la utilizacién de tetrazolio al 0,10 % no garantiza la eficacia de la
prueba en semillas de tomate.
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