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RESUMEN: El objetivo de este estudio es realizar una revision bibliografica del material cientifico publicado sobre el uso
de la prueba de tetrazolio en la determinacion de la viabilidade de las semillas de Eugenia stipitata, asi como de
biorreguladores vegetales para la emergencia de sus plantulas. La investigacion sobre esta especie podria revelar y registrar
su potencial de produccion. E. stipitata es una especie frutal originaria de la Amazonia, perteneciente a la familia
Myrtaceae. Sin duda, es una especie destacada que potencialmente brinda frutos con grandes beneficios para la salud
humana y nuevas alternativas para los sistemas productivos. Segun el levantamiento bibliografico, la emergencia de
plantulas de E. stipitata puede superar los 180 dias después de la siembra, mientras que en la prueba de tetrazolio los
resultados se pueden obtener entre 6 y 30 horas. En relacion con la latencia fisica y fisiologica de las semillas, el
biorregulador de plantas tiene potencial para promover la emergencia de semillas y plantulas vigorosas. Asi, la prueba de
tetrazolio puede ser una alternativa para determinar la viabilidad de las semillas de Eugenia stipitata. Se requieren
diferentes periodos de imbibicion y concentraciones del cloruro de 2-3-5-trifenil tetrazolio para las semillas del género
Eugenia. El uso de los biorreguladores vegetales puede acelerar la emergencia de plantulas del género Eugenia.

Palabras clave: especies silvestres, calidad de las semillas, bioestimulantes.

ABSTRACT : The objective of this study is to perform a bibliographic review of the published scientific material on the
use of tetrazolium test and plant bioregulator in seeds of Eugenia stipitata, as well as in the emergence of its seedlings.
Research on this species could reveal and record its production potential. E. stipitata is a fruit species native to the
Amazon belonging to the Myrtaceae family. Undoubtedly, a prominent species potentially provides fruits with great
benefits for human health and new alternatives for production systems. According to the bibliographic survey, the
emergence of E. stipitata seedlings can exceed 180 days after sowing, while in the tetrazolium test the results can be
obtained between 6 and 30 hours. In relation to seed physical and physiological dormancy, the plant bioregulator has
potential to promote emergence of vigorous seeds and seedlings. Thus, the tetrazolium test can be an alternative to
determine viability of Eugenia stipitata seeds. Different priming periods and concentrations of the tetrazolium salt solution
are required for seeds of the genus Eugenia. Using the plant bioregulator can accelerate the emergence of seedlings of the
genus Eugenia.
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INTRODUCCION

El género Eugenia representa mas de 100 especies
dentro de la familia Myrtaceae, cuya importancia se debe a
su potencial nutracéutico (1) y numerosas propiedades
medicinales, como hojas con metabolitos secundarios de
interés y otros beneficios, que incluyen desde la reduccion
de enfermedades crénicas, cardiovasculares, efectos
antimicrobianos, hasta el control de diabetes tipo Il e
inflamatorias cronicas (2,3). Por lo tanto, esta especie es
una alternativa de ingresos, ya sea a través de la
comercializacion de sus frutos o de la producciéon de
semillas y/o plantulas.

Sin embargo, la semilla de esta especie tiene latencia
fisica, determinada por la presencia de la cubierta de la
semilla, requiriendo un periodo de 180 dias, después de la
siembra, para completar la evaluacion de la prueba
tradicional de germinacion (4).

En este sentido, es necesario recurrir a técnicas que
faciliten la caracterizacion rapida y eficaz de lotes de
semillas con alto nivel de sensibilidad a la desecacién (5).
Asi, la prueba de tetrazolio es una alternativa para ayudar a
la toma de decisiones sobre la viabilidad de los lotes de
semillas, y estimar los niveles de vigor de las plantulas.
Esta prueba se basa en la actividad de las enzimas
deshidrogenasas que estdn asociadas al proceso de
respiracion. Asi, la hidrogenacién del cloruro de 2-3-5-
trifenil tetrazolio favorece la produccion de trifenilformazan,
una sustancia de color rojo en las células vivas, lo que
permite diferenciar las partes vivas (tefiidas de rojo) de las
muertas (de color blanco lechoso) (6).

Varios estudios demuestran la eficacia de la prueba del
tetrazolio en semillas de cultivos anuales. Por otro lado, la
metodologia de esta prueba es incipiente para especies
frutales nativas, como Eugenia stipitata, por lo que se
requieren estudios para elegir una técnica eficaz que
permita diferenciar las partes vivas de las muertas.

Asi, se han realizado investigaciones para ajustar y
mejorar la metodologia de la prueba de tetrazolio para
semillas de algunas especies del género Eugenia, como
Eugenia pleurantha (7), Eugenia involucrata DC., Eugenia
brasiliensis Lam., Eugenia uniflora L., Eugenia pyriformis
Cambess. (8, 9) e incluso Eugenia stipitata (10).

Dentro de estas perspectivas, los métodos de
escarificacion y los bioestimulantes funcionan como
activadores del metabolismo reactivando los procesos
fisiolégicos en diferentes fases de la germinacién y se han
utilizado como tratamientos pregerminativos para optimizar
el proceso de germinacién de semillas latentes.

Los biorreguladores vegetales tienen la funcion de
establecer el equilibrio hormonal y potenciar el
mantenimiento de los procesos fisioldgicos que culminan
con la actividad de las citoquinas (aumento de la division
celular), con influencia en la elasticidad y plasticidad celular
(crecimiento), promoviendo diferentes respuestas en el
vigor de las plantulas (11,12).

En vista de lo anterior, el objetivo de este estudio es
realizar una revisiéon bibliografica del material cientifico

publicado sobre el uso de la prueba de tetrazolio y
biorregulador vegetal en semillas de araga-boi (Eugenia
stipitata) y en la emergencia de sus plantulas.

Caracteristicas de las semillas de araga-boi
(Eugenia stipitata McVaugh)

La semilla de araga-boi tiene una cubierta delgada y
coriacea. Su superficie exterior es de color marrén oscuro,
con aspecto de piel de ante. Internamente, la cubierta de la
semilla es lisa y de color marrén claro. En cuanto a la
forma, puede ser reniforme, aplanada, discoidal, con mayor
longitud que anchura o viceversa, casi esférica, pero la
morfologia predominante es reniforme con aplanamiento
lateral (13).

La semilla es ex-albuminosa, amilacea y paquicalazal,
con una cubierta de estructura compleja impregnada de
sustancias fendlicas. El paquicalazal es una estructura
importante para las semillas recalcitrantes, ya que esta
relacionado con estrategias micromorfolégicas para
neutralizar la pérdida de agua, asegurando asi el contenido
de agua en el embridn, que es eugenioide y tiene un eje
embrionario indiferenciado, por lo que es
pseudomonocotileddnea (14).

En general, se han conseguido muchos avances con las
semillas de araga-boi, como: el potencial de regeneracion
de embriones cuando se suprime parte de sus tejidos, lo
que puede proporcionar nuevas plantulas completas (13) y
diferencias en los limites de tolerancia a la desecacion y al
almacenamiento (15).

Aspecto germinativo del araga-boi

Las semillas del género Eugenia son conocidas por su
intolerancia a la desecacioén (recalcitrantes) y su resistente
cubierta seminal, que ftras la desecacién se vuelve
resistente a la ruptura por el embridn, lo que provoca un
retraso en la germinacion (13).

La latencia de las semillas de araga-boi puede deberse a
la presencia de sustancias quimicas inhibidoras de la
germinacion, como el acido abscisico y los compuestos
fendlicos. Siendo sugerida la lixiviacion como método para
superar la dormancia causada por estos inhibidores. Por
otro lado, el fraccionamiento de semillas, puede
desencadenar el equilibrio entre produccion y eliminacion
de especies reactivas de oxigeno (peroxido de hidréogeno y
oxigeno singlete), que promueven procesos biolégicos que
favorecen la emergencia de raices, lo que actia como un
signo positivo en la superacion de la dormancia (16).

Aunque el ensayo de germinacion es el estandar
realizado en el laboratorio, puede requerir mucho tiempo,
dependiendo de la especie analizada, y el retraso en la
obtencion de la germinacién conlleva una seria limitacion
en el proceso de toma de decisiones en la industria
semillera; para E. stipitate, el ensayo de emergencia dura
alrededor de 180 dias después de la siembra (4).

Estos hechos obligan a la investigacion cientifica a
buscar metodologias prometedoras para la germinacion de
semillas de especies nativas, que permitan la produccion a
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gran escala de plantulas de araga-boi a través de semillas
(17). Por lo tanto, el uso de la prueba de tetrazolio puede
optimizar la prediccion de la viabilidad fisiolégica de las
semillas de las especies en estudio.

Prueba del tetrazolio y su importancia

La evaluacion rapida del potencial fisiolégico de las
semillas es importante para que los agricultores, los
investigadores y las empresas utilicen sus recursos de
forma racional. En ese sentido, se han utilizado diferentes
procedimientos para evaluar la viabilidad de las semillas en
la identificacion de lotes con alto o bajo vigor (18, 19). Entre
ellos, la prueba de tetrazolio se destaca por generar
resultados promisorios para determinar la viabilidad de
semillas de cultivos frutales nativos. Esta prueba es
relativamente sencilla, pero el precio de la sal es elevado,
por lo que se recomiendan metodologias ajustadas para
realizarla. En consecuencia, la prueba del tetrazolio se ha
mostrado como una alternativa interesante debido a la
calidad y rapidez en la determinacion de la viabilidad y
vigor de las semillas, permitiendo obtener resultados
generalmente en menos de 24 horas (20).

Fisiologia de la prueba del tetrazolio

La prueba del tetrazolio se basa en la inmersion de
semillas en una solucién incolora de sal de cloruro de 2,3,5-
trifenil tetrazolio, utilizada como indicador del proceso de
reduccion que tiene lugar en el interior de las células vivas.
En este proceso, los iones H* liberados durante la
respiraciéon de los tejidos vivos son transferidos por un
grupo de enzimas, en particular la deshidrogenasa del
acido malico, e interactian con la sal de tetrazolio, que se
reduce a un compuesto rojo, estable y no difusible
denominado trifenilformazan, lo que indica que existe
actividad respiratoria y viabilidad celular del tejido (6).

La formacion de rojo carmin claro indica tejido viable,
mientras que el rojo carmin intenso revela tejido
deteriorado, en el caso de los tejidos en descomposicion,
liberan cantidades muy pequefias de iones hidrégeno,
insuficientes para la reaccién con la sal de tetrazolio (21),
por lo que no se producira la reduccion de la sal y el tejido
muerto contrastara como blanco (6).

Estas diferencias de tincion, observadas en las semillas
después de someterlas a la solucion de tetrazolio, son las
principales caracteristicas que deben tenerse en cuenta en
la interpretacion de los resultados de las pruebas, ademas
de si la intensidad de la tincion de las semillas varia entre
especies (22).

Ajuste de la prueba de tetrazolio

La eficacia de la prueba para evaluar la viabilidad y el
vigor de las semillas esta relacionada con la aplicacion de
metodologias ajustadas para cada especie, con el fin de
definir las condiciones mas apropiadas para la preparacion
(23). Tal es el caso de algunas especies que necesitan
pasar por etapas preparatorias antes de la inmersion en la

solucion de tetrazolio para que las semillas la absorban
adecuadamente (24). Asi, el proceso de imbibicidn
desencadena la actividad fisiolégica de la semilla y facilita
la eliminacién de la cubierta de la semilla y la exposicion
del embrién al contacto con la solucion utilizada (25). Tras
la imbibicidn, muchas especies requieren aun técnicas
preparatorias, que implican la puncién, el corte y/o la
eliminacion de la cubierta de la semilla (24).

El seccionamiento longitudinal, seguido de la eliminacién
de la cubierta de la semilla, antes de la inmersién en la
solucion de tetrazolio, a pesar de ser una operacion
delicada y laboriosa, permite reducir el tiempo necesario
para que las semillas adquieran la tincion (26).

Por lo tanto, para la realizacion de la prueba de tetrazolio
es indispensable realizar procedimientos para determinar el
cebado y el corte de las semillas antes de someterlas a la
sal de tetrazolio, asi como la tinciéon, variando Ia
concentracion de la solucién de sal de tetrazolio, el tiempo
y la temperatura de cebado, que se determinan para cada
especie (9, 21, 23).

En algunas especies, para obtener resultados
satisfactorios de tincion por la sal de tetrazolio, es
necesario realizar un cebado para mejorar la penetracion
de la solucion en los tejidos de interés a evaluar, asi como
ajustes en la concentracién de la solucion de tetrazolio,
tiempo y temperatura de cebado (27). La temperatura del
aire contribuye a aumentar la viscosidad del agua, lo que
acelera su absorcion por la semilla en la fase | del patrén
trifasico de germinacion (28).

La eleccion del método adecuado debe basarse en la
facilidad de identificacion de tejidos viables e inviables y en
la capacidad de diferenciar lotes con distintas cualidades
fisioldgicas (29). En cuanto a la temperatura, el color de
tincion debe desarrollarse entre 35 y 40 °C, porque es mas
rapido, pero la prueba puede realizarse normalmente a
temperaturas desde 20 a 40 °C (30).

Potencial de la prueba del tetrazolio en la
viabilidad de las semillas de Eugenia spp

En la Tabla 1 se enumeran los mejores resultados de la
prueba del tetrazolio y en la Figura 1 se muestran los
resultados de la tincion de la prueba del tetrazolio en
diferentes especies del género Eugenia.

Como se muestra en la Tabla 1 y en la Figura 1, a pesar
de pertenecer al mismo género, las especies presentan
diferencias entre las combinaciones ideales para el uso de
la prueba de tetrazolio. Tales variaciones enfatizan la
necesidad de adaptar la metodologia de la prueba de
tetrazolio para cada especie, ya que estos resultados
pueden estar relacionados con la especificidad y la
variacion genética, la reduccion del contenido de humedad
durante el periodo de almacenamiento o el grado de
madurez en el momento de la cosecha de los frutos, lo que
puede alterar el equilibrio hormonal de las semillas (26).

Influencia de los biorreguladores en el proceso de
germinacion de las semillas

Los biorreguladores del crecimiento, también llamados
bioestimulantes o fitohormonas, contienen en su
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Tabla 1. Preacondicionamiento, concentracion, tiempo/temperatura de inmersién y viabilidad de semillas obtenidas por la prueba

de tetrazolio en diferentes especies del género Eugenia

Especies Preacondicionamiento

Concentracion

Tiempo/ Temperatura  Viabilidad Referencia

E. involucrate
E. pyriformis

E. pleurantha
E. brasiliensis

Inmersién en agua destilada (24h/30 °C)
Inmersién en agua destilada (24h/30 °C)
Inmersién en agua destilada (12h/30 °C)
Inmersién en agua destilada (3h/25 °C)
Inmersién en agua destilada (3h/25 °C)
E. stipitata -

E. uniflora

0.5% 2h/30 °C 87 % (8)
0.5% 6h/30 °C 83 % (8)
0.1 % 4h/30 °C 88 % (7)
0.250 % 3h/35 °C 85 % 9)
0.125 % 3h/35 °C 83 % 9)
1% 24h/30 °C - (10)

A a F= Tincién de semillas de E. brasiliensis, E. uniflora y E. pyriformis en la prueba del tetrazolio; A y B = semiillas intactas, lo que

demuestra que no adquieren tincion suficiente para el analisis; C y D = semillas viables; E y F = semillas inviables; y superficie del embrién

tras el corte longitudinal. Escala de 1 cm (9)

Figura 1. Tincion de viabilidad en semillas de diferentes especies de Eugenia mediante la prueba de tetrazolio

composicion: aminoacidos, sustancias humicas (&cidos
himicos y &cidos fulvicos), hormonas del crecimiento
vegetal, vitaminas y otros elementos diversos, y pueden
contener sustancias organicas procedentes de extractos de
algas (11).

Los biorreguladores funcionan como activadores del
metabolismo de las semillas y de las células vegetales,
reactivan los procesos fisioldgicos en diferentes fases de
desarrollo y estimulan el crecimiento de las raices (12, 31).
Stimulate® es un producto comercial conocido por contener
tres hormonas vegetales en su composicion, 0,009 % de
kinetina, 0,005 % de acido giberélico (GA;) y 0,005 % de
acido indolil butirico (AIB), fitorrequladores como auxinas,
giberelinas y citoquinas (32).

Las auxinas actuan, principalmente, en la regulacion del
crecimiento y promocién del enraizamiento de primordios
radiculares, mientras que las giberelinas tienen como una
de sus principales funciones la estimulacion de la division y
elongacion celular, ademas de tener mayor influencia en el
proceso de germinaciéon, ya que tienen un efecto
estimulante. Tanto en presencia como en ausencia de
dormancia en la semilla, acttan en la activacion del
crecimiento vegetativo del embriéon, movilizaciéon de las
reservas del endospermo y debilitamiento de la capa de
endospermo que rodea al embrion (12). A su vez, las
citoquininas estimulan, principalmente, los procesos de
divisién celular (citocinesis) (33).

La concentracion ideal del producto comercial compuesto
por kinetina, acido giberélico y acido indol butirico optimizo
el porcentaje de emergencia en la especie Acacia mangium
(34). En Hymenaea courbaril, la dosis de 2.0 ml L' de
regulador vegetal resulté en un incremento del 18 % en la
altura de los brotes, comparado con el testigo a los 90 DDT;
sin embargo, no promovié un incremento en la clorofila a y
b (32). Concentraciones inadecuadas de biorreguladores

vegetales pueden provocar deterioro por alteraciones
fitosanitarias, fisiologicas, bioquimicas y citolégicas en las
semillas, culminando en baja emergencia o incluso muerte
embrionaria (35).

Sin embargo, existen pocos estudios con biorreguladores
en semillas nativas de la Amazonia (31), lo que puede ser
un campo de estudio para mejorar el vigor de las plantulas,
permitiendo la obtencion de plantulas de calidad.

En vista de lo anterior, las especies del género Eugenia
tienen potencial como cultivos frutales, siendo la semilla la
principal via de propagacion. Ademas, el fraccionamiento
de semillas de aracga-boi tiene la ventaja de homogeneizar
la emergencia y mejorar las plantas en el vivero, resultando
en un mejor rendimiento en el uso del material de
propagacion y en la calidad de las plantulas producidas.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados permitieron explorar; relacionar y
comprender las respuestas fisicas y fisioldgicas de semillas
del género Eugenia, sometidas a diferentes técnicas
aplicadas a las semillas (fraccionamiento, prueba de
tetrazolio y biorregulador vegetal), ya que el teniendo en
cuanta las informaciones técnicas y cientificas, se evitan
inferencias y resultados contradictorios. Vale la pena
mencionar que estos y otros estudios que proporcionan
informacién para mejorar el sistema ftradicional de
obtencion de plantulas de Eugenia stipitata requieren
inversiones y cambios conceptuales, gerenciales y técnicos
en el analisis de semillas para su real adopcion. Por
ejemplo, la prueba de tetrazolio puede ser una alternativa
para determinar en menor tiempo la viabilidad de las
semillas de Eugenia stipitata; a su vez, se requieren
diferentes periodos de imbibicion y concentraciones de
cloruro de 2-3-5-trifenil tetrazolio para las semillas de las
diferentes especies del género Eugenia. A su vez, el uso
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del biorregulador en la concentracion adecuada puede
optimizar la tasa de emergencia para la produccién a gran
escala de plantulas del género Eugenia.
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