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El algodon, Gossypium hirsutum, especie perte-
neciente a la familia botanica Malvaceae, es un culti-
vo que produce una fibra vegetal muy preciada en el
comercio textil. Representa una importante actividad
agricola para las provincias del norte de Argentina.
Un aspecto particular de este cultivo es el empleo
de mano de obra local en sus labores que genera
un impacto positivo en las economias regionales. La
produccion de algodon comienza en la Argentina en
el ano 1555, en lo que hoy es la provincia de San-
tiago del Estero y luego se fue extendiendo a otras
provincias nortefas. En la actualidad se cultiva en
las provincias de Chaco, Santiago del Estero, Santa
Fe, Formosa, Salta, San Luis, Entre Rios y Cordoba
(AgroSpray Blog, 2023). Si bien la mayor produccion
se destina a la comercializacion de la fibra vegetal,
también se utiliza para produccion de aceite, alimen-
to animal como forraje y produccion de semillas. En
todos los casos, el cultivo de este producto parte de
un insumo fundamental que es la semilla de calidad
probada.

Para evaluar |a calidad de la semilla, en cada una
de las etapas de produccion y antes de la siembra,
Se recurre a una serie de analisis en los laboratorios
acreditados por el INASE para tal fin. Dichos labo-
ratorios cuentan con un material fundamental para
conducir los ensayos de calidad, que son las meto-
dologias o0 protocolos internacionales estandarizadas
por la Asociacion Internacional de Analisis de Semi-
llas ISTA (ISTA, 2023).

Patrones para la prueba de viabilidad y vigor
por tetrazolio en semillas de algodon
(Gossypium hirsutum L.).

Entre los ensayos mas comunes para evaluar la
calidad se encuentran la prueba de Germinacion, la
de Viabilidad, la de Vigor y la Pureza Fisico Botanica,
sin dejar de lado la Sanidad y la Pureza Varietal. Los
lotes de semillas se comercializan nacional e inter-
nacionalmente por el valor obtenido en la prueba de
Germinacion, que en esta especie tiene una duracion
de 12 dias de permanencia en camara de crecimien-
to. Un requisito importante en el proceso de control
de calidad es la rapidez en la obtencion de los resul-
tados que permite tomar decisiones con respecto al
destino de los lotes, identificar problemas durante la
produccion a campo, el procesamiento, almacena-
miento y aplicar las medidas correctivas pertinentes
en tiempo y forma.

El algodon se desarrolla dentro de un fruto cap-
sula que se abre a la madurez dejando en libertad a
las semillas que son de forma subglobosa-angulosa
y estan recubiertas de pelos largos y cortos que con-
forman la valiosa fibra del algodon (Foto 1). Se trata
de una semilla propiamente dicha que posee una cu-
bierta externa muy dura y una cubierta interna mem-
branosa blanquecina. En la conduccion de la Prueba
Topografica por Tetrazolio es indispensable retirar
estas dos cubiertas seminales con mucho cuidado
para no romper el embrion que se encuentra en su
interior. El proceso de pre-acondicionamiento de las
semillas antes de la tincion debe realizarse de manera
lenta, en rollos de papel himedo por 24 horas 0 mas,
con el objetivo de ablandar los tegumentos y permitir
hacer cortes para retirar las cubiertas sin danos al
embrion. Ademas, es importante recordar que esta
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especie tiene cotiledones muy delgados que estan
doblados juntos y replegados dentro de la semilla,
dejando en una posicion interna y protegida al eje
radicula-hipocotilo y a la plumula casi invisible (Foto
2). Otra caracteristica interesante de esta especie es
la presencia de glandulas pigmentarias de gosipol en
la semilla y toda la planta (raiz, tallo y hojas) que se
manifiestan como puntos de color amarillo o naranja
(Foto 3). El gosipol es un compuesto poli fendlico
amarillento que brinda resistencia al ataque de insec-
tos, es toxico para mono gastricos y rumiantes.

La Prueba Topografica por Tetrazolio es una téc-
nica rapida que logra en 24 horas disponer de un va-
lor de viabilidad y vigor. Ademas, permite identificar
los distintos tipos de darios presentes en la muestra
de semillas que son los responsables del mejor o
peor comportamiento de las mismas en el campo 0
durante el almacenamiento. Se trata de una técnica
bioquimica de coloracion que se lleva a cabo por la
reaccion de los tejidos vivos de la semilla frente a
un producto quimico, el 2,3,5- trifeniltetrazolio deno-

Foto 1. Semillas de algodén: a) con fibras (linter)
’ y b) sin fibras (deslintadas).

minado comunmente Tetrazolio. Este ensayo es una
reaccion de coloracion donde los tejidos vivos de la
semilla, que respiran normalmente, descomponen la
solucion incolora de Tetrazolio a un producto denomi-
nado Formazan de color rojo o rosado. Por otro lado,
los tejidos muertos, que no respiran, no se tifen y
quedan de color blanco amarillento y de consistencia
flacida. De esta manera, el analista entrenado en la
técnica, analiza cada semilla individualmente luego
del proceso de tincion, la observa externa e interna-
mente haciendo diferentes cortes. El analista evalia
la presencia de los colores sobre la semilla'y en pro-
fundidad, el estado de turgencia o flacidez de los te-
jidos y decide si esa semilla sera capaz o no de pro-
ducir una plantula normal. Se la considera como una
técnica de inferencia ya el analista no ve una plantula
de algodon completa con la raiz, tallo y hojas, como

Glandulas de gosipol
Cotiledones

__ Plimula y Yema
terminal

Hipocotilo

Raiz

Foto 3. Corte longitudinal de una semilla de algodén

sin cubierta seminal. Se observan los cotiledones

delgados y replegados protegiendo a la plimula

y el eje radicula-hipocotilo.

Puntos de color amarillo naranja que corresponden
’ a las glandulas pigmentarias de gosipol.

Foto 2. Semillas de algodén sin cubiertas seminales: a) vista doral; b) vista ventral, c) corte transversal, se observan
’ los 2 cotiledones doblados y replegados (1) y la zona de union de los cotiledones con el eje radicula-hipocotilo (2).
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en la prueba de Germinacion, sino que evalia a una
semilla tenida. Pero en base a los conocimientos de
las estructuras esenciales que deben estar vivas y te-
nidas en la semilla para generar una plantula normal,
el analista es capaz de clasificar a las semillas como
viables 0 no viables. En este proceso, también puede
identificar diferentes dafios provocados por insectos,
por el ambiente de produccion, por el impacto con
elementos duros o cortantes denominados mecani-
cos, por calor o tratamiento con écidos, separando a
las semillas en diferentes niveles de viabilidad (ISTA,
2023; AOSA, 2010; AOSA, 2009) (Foto 4: Darios en
semillas).

Para una correcta identificacion y clasificacion
de las semillas de algodon en diferentes niveles, es

indispensable contar con un Patron de Viabilidad que
guie al analista en su evaluacion visual. En este sen-
tido, ISTA brinda un patron muy simplificado que se-
para a las semillas solo en dos niveles: viables y no
viables (ISTA, 2003). En el Laboratorio de Semillas
de INTA Oliveros se disefio un Patron de Viabilidad y
Vigor para semillas de algodon con 4 niveles denomi-
nados como semillas viables sin defectos (nivel 1);
viables defectos moderados (nivel 2); viables defec-
tos severos (nivel 3) y no viables (nivel 4) (Foto 5a:
Patron de viabilidad y vigor) (Foto 5b).

Las semillas de algodon incluidas en el nivel 1
viables sin defectos (Foto 6) son aquellas que no
presentan danos en ninguna de sus estructuras y
muestran una coloracion externa uniforme rosada

millas INTA Olivero:

Foto 4. Semillas luego de la tincion con Tetrazolio. Diferentes tipos de dafios: a) picadura de chinche, b) ambiente

’ de produccion; c) por mecanicos; d) fracturas.

PRUEBA TOPOGRAFICA POR TETRAZOLIO EN GOSSYPIUM SPP. INTA|

PATRONES - NIVELES DE VIABILIDAD

1-Viables Sin Defectos

¥ Tincién rosada a rojo intenso
v Uniforme distribucion de la coloracion
v’ Buena turgencia de los tejidos

cotiledones
conledones \
—  plimula
e]e radicula- eje radicula- o
hipocétilo hipoctilo ~

Laboratorio de Semillas INTA Oliveros

2-Viables Defectos Moderados

Defectos menores a los incluidos en la clase de Viabilidad 3

Viabilidad

3-Viables Defectos Severos

< 1/3eje radicula
hipocétilo necrosado, sin
tincion, perdido o rojo
oscuro sin turgencia

<1/3eje radicula- <1/3 drea cotiledonar
ipocotil ), superficial necrosada, sin
incion, i j ' tincién, perdida o rojo
i oscuro sin turgencia
b c

Defectos mutuamente excluyentes - Limite de Viabilidad

Eje radicula-hipocétilo
con dreas superficiales,
sin tincién, necrosadas,
perdidas o rojo oscuro

sin turgencia

4-No Viables

sin tincién, perdido o
10j0 0scuro sin

sin tincion, perdida o
r0jo oscuro sin
e turgencia turgencia

-,
>1/3 eje radicula- >1/3 érea cotiledonar @
hipoctilo necrosado, superficial necrosada, Area de union de los

R
Semilla completa
7 necrosada, sin
) tincién, rojo oscuro
sin turgencia u otras
‘cotiledones con el eje radicula- coloraciones

hipocétilo necrosada, sin h
tincion, perdida o rojo oscura
sin turgencia

’ Foto 5a. Patrén de Viabilidad y Vigor para la Prueba Topografica por Tetrazolio en semillas de algodon.
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Foto 5b. Esquema de una semilla de algodén
indicando diferentes tipos de dafos superficiales

’ y profundos. /: picadura de chinche; X: mecanico;
0: ambiente; m: fractura.

0 roja brillante y de consistencia turgente. La parte
interna de las semillas muestran una coloracion ro-
sada semejante a la externa, pero mas clara o blanca
brillante, debido a una menor penetracion del tetrazo-
lio. Ademas, pueden presentar una coloracion rosada
mas oscura o roja en el apice de la radicula, pero
siempre turgente. Esta coloracion se debe a la mayor
actividad de respiracion y de division celular en el
centro meristematico de la raiz. La firmeza o turgen-
cia de los tejidos esta intimamente relacionada con
el buen estado de sanidad y vitalidad de las células
que lo conforman. Por otro lado, la falta de turgencia,
que podemos identificar como la flacidez o no firme-
za de los tejidos, se asocia al deterioro o dafio celular
asociado a la perdida de permeabilidad de las mem-
branas celulares. Las semillas de algodon incluidas
en este nivel de viabilidad se consideran como de
Alto vigor.

Las semillas incluidas en el nivel 2 viables de-
fectos moderados (Foto 7) son aquellas que presen-
tan pequenas areas dafadas, rojo oscuro, sin tincion
0 sin turgencia en la zona superficial y distal de los
cotiledones o areas superficiales del apice del eje
embrionario sin llegar a la corteza. Estos pequefios
danos no comprometen la capacidad de producir una
plantula normal que en la prueba de Germinacion se
podrian clasifican como normales con leves defec-
tos. Las semillas incluidas en este nivel se conside-
ran como de Bajo vigor.

Las semillas incluidas en el nivel 3 viables de-
fectos severos (Foto 8) son aquellas que muestran
dafos de mayor magnitud que el nivel anterior en
alguna de sus estructuras, pero que aun pueden pro-
ducir una plantula considerada como normal. Este es
el Ultimo nivel de viabilidad y se consideran como se-

Foto 6. Semilla de nivel 1 viable sin defectos:
’ a) entera; b) corte longitudinal.

’ Foto 7. Semilla de nivel 2 viable defectos moderados.

’ Foto 8. Semillas de nivel 3 viable defectos severos:
ay b) semillas enteras; b) corte longitudinal.

millas no vigorosas. Los defectos son exclusivos de
una semilla y mutuamente excluyentes. Esto quiere
decir que solo se permite que la semilla posea uno de
ellos, si por el contrario se presentan dos 0 mas de
ellos, automaticamente se considera como no viable.
Los defectos severos corresponden a un maximo
de 1/3 del eje radicula-hipocdtilo danado, necrosa-
do, sin tincion, perdido, rojo oscuro y sin turgencia.
Estos dafios no deben llegar a la corteza y el resto
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del hipocotilo debe estar bien tefiido al igual que el
area de union de los cotiledones con el eje embriona-
rio. Otro defecto severo permitido corresponde a un
maximo de 1/3 del area de los cotiledones necrosa-
do, perdido, rojo oscuro y sin turgencia siempre que
sea superficial y periférico.

Las semillas incluidas en el nivel 4 no viables
(Foto 9) son aquellas que presentan lesiones, areas
muertas o tejidos extremadamente deteriorados en
zonas vitales o esenciales para producir una plantula.
Debido a estos daros graves, estas semillas pueden
originar una plantula de algodon considerada como
anormal en la prueba de Germinacion o directamente
no germinar. En este nivel hay una infinidad de casos,
pero para auxiliar al analista en la tarea se resumen
en los siguientes: un area superior a 1/3 del eje radi-
cula-hipocatilo danado, necrosado, sin tincion, per-
dido, rojo oscuro y sin turgencia y profundizando en
la corteza; un area superior a 1/3 de los cotiledones
necrosado, perdido, sin tincion, rojo oscuro y sin tur-
gencia; el area de union de los cotiledones con el eje
radicula-hipocatilo necrosada, sin tincion, rojo oscu-
roy sin turgencia; combinacion de los anteriores y la
semilla completamente necrosada, sin tincion, rojo
0scuro sin turgencia o con otras coloraciones como:
grises, verdosas, violetas, negras, etc. Estos colores
se deben a la colonizacion de los tejidos muertos por
diferentes microorganismos.

El analista realiza diversos cortes para exponer
el interior de cada semilla, con el auxilio de bisturi,

hojas de afeitar, pinzas y agujas histologicas. De esta
manera puede evaluar la profundidad de los darios
y observar la zona de union de los cotiledones con
el eje radicula-hipocotilo que en esta especie se en-
cuentra cubierto por los cotiledones replegados y de
dificil acceso. En la observacion de las semillas, el
uso de lupas plato o binoculares permite un correc-
to analisis. Ademas, el analista necesita disponer de
planillas de trabajo que le permitan registrar en de-
talle los niveles y tipos de danos. En este sentido,
ISTA no aporta ningun tipo de planilla especial para
esta prueba. Se considera de importancia disponer
de planillas de registro de datos, planillas internas de
trabajo y certificados externos no solo para ordenar
el trabajo en el laboratorio, sino también para |a tra-
zabilidad en la ejecucion de tareas y para generar re-
gistros auditables. A tal fin, el Laboratorio de Semillas
de INTA Oliveros desarrolld planillas especiales para
esta prueba.

La planilla de Registro de Datos reune todos los
datos del solicitante, de la muestra, la fecha de re-
cepcion, nombre de la especie, cultivar, nombre del
analista, fecha de ejecucion del analisis, datos de la
metodologia utilizada y observaciones. En este dlti-
mo item el analista anota informacion relevante de
la muestra como, por ejemplo: si la muestra esta o
no curada y/o deslintada, si hay presencia de colo-
res u olores atipicos, sintomas de alguna patologia,
presencia de insectos vivos 0 muertos, el contenido
de humedad de la muestra, etc. Toda esta informa-
cion es valiosa a la hora de interpretar el resultado del

’ Foto 9. Semillas de nivel 4 no viables: a y b) semillas enteras; c) corte longitudinal.
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analisis. En una segunda parte de la planilla se regis-
tran los datos resumidos de las cuatro repeticiones
realizadas, se generan los resultados promedios y se
comparan con las tablas de tolerancias que respal-
dan el resultado logrado (Foto 10).

La planilla Interna de Trabajo (Foto 11) consta
de un sector superior para registrar los datos de la
muestra y la metodologia utilizada y otro sector cen-

PLANILLA DE REGISTRO

tral donde se pueden registrar los datos resumidos
de la repeticion para los 4 niveles de viabilidad. Tam-
bién permite registrar 2 niveles de vigor y describir
el area danada de las semillas y los tipos de dafios
observados.

Un sector inferior dividido en cuatro partes que
corresponden a los diferentes niveles de viabilidad,
en cada uno de ellos hay esquematizadas 100 semi-

RESUMEN DE RESULTADOS

N2 INTERNO: [ N2 CERTIFICADO:
Nombre del Solicitante:
Precinto de la Muestra:

NUMERO DE SEMILLAS
RI [RIl_[RII |RIV

NIVELES
1- Viables Sin Defectos

> -Viables Def. T TE——

Procedencia: 3-Viables Defectos Severos
Fecha de Recepcidn de la Muestra: 2-No Viables
Fecha de Andlisis: Nimero Semillas Viables (1+2+3)
Analista: Porciento de Viabilidad
Especie: | Cultivar: RS ARG
N2 de Semillas Evaluadas: S Plamul
Concentracion de Tetrazolio: 3 Radicula/ Hipocétilo
Tiempo de Tincién: 3 Cotiledén
Temperatura de Tincién: 3 Fractura
Observaciones: o 2 Ambiente

2 Insectos

3 Mecanico

3 Duras

A- Vigor Alto

B- Vigor Medio

l Vigor Acumulado (....+....)

Numero de Semillas Viables
| Rep Mayor - Rep. Menor:
ia de Tabla:
‘ Foto 10. Planilla de Registro de datos y de Resumen de resultados.
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‘ Foto 11. Planilla Interna de trabajo.
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PRUEBA TOPOGRAFICA POR TETRAZOUIO /)
GOSSYPIUM SPP. {

{[=

CERTIFICADO DE ANALISIS N® |

SOUCITANTE

PRECINTO.

PROCEDENCIA:

N¥ interno de Musstra Fecha de Andlisis
Espece Cultivar ]
Concentracion 12 % Temoo ~ Temp.#C ]

N e Semias Evabuadas

SEMILLA ENTERA

Viabilidad por Tetrazolio % Tetrazolio %
1-Viables Sin Defectos A-Vigor Ato
2-Viables Defectos Moderados 8-Vigor Medio
3-Viables Defectos Severos Wo Vigeresss
4-No Viables No Viables
Porciento de Viabilidad Vigor Acumulado (A + B)
(14243) "
)
@ »
| % Dafos
Duras | Pimeis | Radiculs/ | Cotleddn | fractrs | Ambleste | Wsecios | Mecieko
pocotdo.

1) Resutado para reportar en of Certicado Oficial de Andins de Semilas
[2) Resumado pacs o Mo Ofcial (w10 nterno) exchuvamente
(3Rescttado de Uno o de i suma de Dos niveles de Vigor

‘ Foto 12. Certificado Externo no oficial.

llas individuales de algodon donde el analista podra
anotar el tipo de dafio observado y la localizacion.
De esta manera, queda en la planilla registrado un
conjunto de informacion que de otra manera se per-
deria. Ademas, el analista puede registrar si una se-
milla posee mas de un dano, la profundidad de los
danos, |a ubicacion del dafio y que dafio en particular
fue el causal de la perdida de viabilidad. Este tipo de
analisis, mas detallista, demanda un tiempo mayor
en su ejecucion, pero brinda una informacion del lote
de semillas de gran valor para la toma de decisiones
en las distintas etapas de la produccion de semillas
de algodon.

Por Gltimo, en la Foto 12 se muestra un ejemplo
de certificado externo de analisis que es el compro-
bante de uso no oficial, ya que la técnica aun no esta
validada por el INASE, no se puede expedir un certifi-
cado oficial como en Germinacion, Pureza y Conteni-
do de Humedad. El certificado brinda toda la informa-
cion resumida y obtenida de la prueba de Viabilidad y
Vigor por la técnica Topografica por Tetrazolio.

En cualquier cultivo es de fundamental importan-
cia conocer la calidad del lote de semillas inmediata-
mente luego de la cosecha para conocer su viabilidad
y vigor inicial, durante la pos cosecha, en pre-venta,
pos-venta en los distribuidores y antes de depositarla
en el suelo. En cada uno de estas etapas se toman
decisiones con respecto al destino del lote, por este
motivo la rapidez y seguridad de los analisis es in-
dispensable. La prueba Topografica por Tetrazolio es
una herramienta ampliamente utilizada en el mundo
en diferentes especies, no solo por la rapidez en la
obtencion de los resultados y la cantidad de infor-
macion que brinda en poco tiempo de ejecucion sino
también por la alta correlacion con los resultados de
emergencia a campo. Es una prueba de gran versati-
lidad, eficiente, segura y ahora también se dispone de
patrones de viabilidad y vigor para la especie algodon
que auxilian al analista en su tarea en el laboratorio.
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