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ABSTRACT

Effect of accelerated aging upon seed germination and vigor in
Impatiens (Impatiens wallerana) in plug test. Impatiens (F1 Hybrids) seeds of
Super Elfin White (SEW) and Dazzler Violet (DV) were separated into four and
three different groups, respectively, using meshes between 1 and 2 mm. They
were then incubated for accelerated aging treatments at 35°C and 100% relative
humidity, for different periods (0, 24, 48 and 72 h.). Later, they were stored at
20°C for 5 and 21 days. Finally, a Plug Test was run. Evaluations were made 14
and 21 days after sowing. Both varieties reduced the production of normal
seedlings after accelerated aging treatments and after storage. Smaller seeds had
a reduced germination. The hybrid SEW was more sensitive to accelerated
aging, to differences in seed size and was also more affected by storage condi-
tions than DV. In all treatments, DV showed higher values in germination and
lower values in seedling abnormalities than SEW.

INTRODUCCION

La China (Impatiens wallerana), es una
planta herbdcea, dicotiledénea, perteneciente a la
familia Balsaminaceae y que como planta orna-
mental es de gran importancia econémica a nivel
mundial. Costa Rica durante los dltimos 40 afios
se ha convertido en uno de los principales produc-
tores de semillas de esta especie, con exportacio-
nes superiores a 1000 kg anuales, que alcanzan un
valor superior a U.S. $2 millones (Garcfa et al.,
1993).
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Debido a lo competitivo del mercado, la ca-
lidad de la semilla se convierte en el factor mds
importante para las empresas, sobretodo si se con-
sidera que las labores de siembra y transplante en
los pafses de destino se realizan mecdnicamente,
con la ayuda de computadoras (ordenadores) que
determinan el grado de desarrollo de las pléntulas
dias después de la siembra.

La germinacién de un lote de semilla hasta
hace algin tiempo se consideraba como una mani-
festacién de la calidad de la semilla, sin embargo,
en tiempos recientes se ha llegado a la conclusién
de que es mds importante el vigor del mismo, so-
bretodo medido en funcién del tiempo necesario
para que alcance una germinacién plena y un de-
sarrollo vigoroso. La calidad fisiol6gica de las se-
millas estd determinada por una serie de factores,
entre los cuales los mds importantes son: el geno-
tipo de la planta, las condiciones climdticas duran-
te el desarrollo de la semilla y las labores que se
realizan desde la cosecha hasta su utilizacién, lo
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que incluye: el secamiento, el beneficiado, el
transporte y el almacenamiento. Debido a que el
vigor es inversamente proporcional al deterioro, la
estrategia general para medir el vigor en la semilla
se ha dirigido tradicionalmente hacia la evalua-
cién del deterioro (AOSA, 1983). Esta calidad fi-
siolégica es maxima al momento de la madurez fi-
siolégica, momento en que alcanza su miximo pe-
so seco. Segiin los estudios realizados en China
por Garcia et al. (1993) corresponde a un periodo
de cuatro dias anterior a la cosecha en las varieda-
des Super Elfin Pink y Super Elfin Twilight. De-
bido a lo anterior, se puede deducir que los facto-
res ambientales afectan la habilidad de las semi-

llas de emerger en el campo (Tekrony y Egli, -

1991). Por ejemplo, la integridad de la cubierta y
la presencia de deformaciones, que son ocasiona-
das por cambios ambientales, pueden tener efecto
mayor o menor sobre el desarrollo de la planta,
dependiendo de la especie en estudio.

El tamafio de la semilla estd directamente
relacionado con las condiciones ambientales du-
rante el desarrollo y con su posicién en la planta,
asf las semillas producidas bajo condiciones de es-
trés hidrico son mds pequefias y menos vigorosas.
En especies como la soya se han realizado estu-
dios que demuestran que las semillas producidas
en el tercio inferior del dosel, son més pequeiias y
poseen menor capacidad (McDonald, 1994), lo
que se atribuye a que las semillas pequefias po-
seen materiales de reserva limitados, que se ago-
tan rdpidamente después de iniciada la germina-
cién (Bewley y Black, 1994). Esto es especial-
mente critico cuando se trata de semillas tan pe-
quefias como la de China, las cuales son mds sen-
sibles a'cambios ambientales que las especies de
mayor tamaiio.

“El almacendriento de las semillas bajo con-
diciones adversas ocasiona el envejecimiento de
las mismas, lo que provoca una variedad de sinto-
mas que van desde reduccién en la viabilidad o
capacidad de germinacién (nula en algunas oca-
siones), hasta valores cercanos a 100%, pero con
un pobre desarrollo de la plantula (Bewley y
Black, 1994). Debido a la dificultad de estudiar el
efecto del deterioro, por los largos periodos nece-
sarios, se ide6 el método de envejecimiento acele-
rado, en el cual la semilla se coloca bajo condicio-
nes adversas de almacenamiento (35°C y 100% de
humedad relativa) (International Seed Testing As-
sociation, 1976) por periodos cortos de tiempo.
Sin embargo, cabe sefialar que el deterioro ocasio-

nado durante el almacenamiento por este tipo de
tratamientos, muy probablemente difiera del resul-
tante del almacenamiento a largo plazo, especial-
mente debido a que el grado de hidratacién de las
semillas después del envejecimiento natural o ace-
lerado es muy diferente.

Entre los eventos importantes que ocurren
durante la germinacién y que se ven fuertemente
afectados por el grado de deterioro de la semilla,
se incluye el reinicio de la respiracién y de un sis-
tema de ATP productor de energfa, asi como el
reinicio de la sintesis proteica (Bewley y Black,
1994).

El objetivo de este trabajo fue evaluar a ni-
vel de almécigo y bajo condiciones comerciales
normales, el efecto de diferentes periodos de en-
vejecimiento acelerado sobre la semilla de China
de diferentes tamarfios, pertenecientes a los hibri-
dos comerciales F1 Super Elfin White (SEW) y
Dazzler Violet (DV).

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacién se llevé a cabo en las ins-
talaciones del Centro para Investigaciones en Gra-
nos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de
Costa Rica y de la empresa Linda Vista Ltda., ubi-
cada en Dulce Nombre de Cartago.

Se utiliz6 semilla de los hibridos comerciales
F1 de China Super Elfin White (SEW) y Dazzler
Violet (DV). La semilla se coseché y se proces6 si-
guiendo la metodologia comercial de la empresa.

Una vez seca y limpia se procedi6 a su sepa-
racién en diferentes tamafios. La variedad SEW se
separ6 en cuatro tamafios (A, B, C y D), mientras
que la variedad DV se separé en 3 tamaiios (X, Y
y Z), utilizando tamices con didmetros comprendi-
dos entre: 1 y 2 mm. La magnitud de las semillas
es particular de cada lote, ya que algunos de ellos
presentan una mayor uniformidad que otros, ain
dentro un mismo hibrido, por lo que se juzgé con-
veniente no indicar medidas exactas que puedan
asociarse con una calidad determinada y con un
tamafio especifico.

En las instalaciones del CIGRAS, la semilla
se someti6 a 4 perfodos de envejecimiento acele-
rado, 0, 24,48 y 72 h a 35°C y 100% de humedad
relativa. Luego se almacend por 5 y 21 dias en una
incubadora a 20°C. Los tiempos de almacena-
miento se seleccionaron con la idea de observar
cual serfa el comportamiento de la semilla si se
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utilizara inmediatamente después de su arribo al
lugar de destino o-si debiera almacenarse por un
corto tiempo antes de su utilizacién. Para su alma-
cenamiento, la semilla se colocé en bolsitas de te-
la, las cuales a su vez se introdujeron en bolsas de
polietileno de 0,04 mm de espesor.

Una vez realizados los tratamientos, la semi-
lla se trasladé de nuevo a las instalaciones de la
compafifa Linda Vista, donde se sembré en bande-
jas plésticas, en una mezcla de musgo de turba
(musgo parcialmente descompuesto, principal-
mente de los géneros Sphagnum, Polytrichum e
Hypnum). Una vez sembrada la semilla se colocé
en una cdmara de germinacién (23°C y 90% de
humedad relativa) por 4 dias. Posteriormente fue
colocada en bancas (con un sistema para el control
de la temperatura del sustrato de crecimiento) den-
tro de un invernadero (que no tiene control de tem-
peratura ambiente, por lo que ésta fluctué entre 17
y 25°C) por 17 dias. La humedad se mantuvo en
forma de aspersién automatica controlada durante
los primeros dias, después de lo cual se utiliz6 rie-
go manual diario hasta completar ¢l ensayo.

A los 14 dias se evalu6 la germinacién como
el porcentaje de pléntulas normales, ademas se eva-
lué el de pldntulas anormales (cotiledones fusiona-
dos, plantulas subdesarrolladas, cotiledones no ex-
pandidos, cotiledones corrugados, cotiledones seve-
ramente curvados hacia abajo). A los 21 dias se
evalué el porcentaje final de germinaciéon como
porcentaje de plantulas utilizables (2 hojas verdade-
ras, una de las hojas puede inclusive ser un tercio
més pequefia que la otra) y ademds el porcentaje de
plantulas anormales (pldntulas enanas, solamente
una hoja verdadera, una hoja verdadera cuyo tama-
fio es inferior a un tercio del tamafio de la otra,
pléntulas sin hojas verdaderas o aborto apical).

Los criterios que se siguieron fueron los
aplicados en la empresa para la evaluacién de sus
materiales, los cuales difieren de los sefialados por
la International Seed Testing Association (ISTA,
1976), por cuanto su mayor interés reside en el vi-
gor de las plantulas. Los datos se analizaron como
un disefio irrestricto al azar en un arreglo factorial
para cada hibrido. Las unidades experimentales
constaron de 100 semillas con 2 repeticiones.

RESULTADOS

En ambas variedades, cuando se aumentd el
tiempo de almacenamiento a 21 dias, se observd

una disminucién en el nimero de pldntulas norma-
les 14 dias después de iniciada la germinacién (Fi-
gura 1). Aunque la variedad SEW obtuvo valores
menores de germinacién, la disminucién fue me-
nos dréstica que en DV cuando se almacené por
un periodo mayor. Lo mismo ocurrié cuando se
realiz6 la evaluacion a los 21 dias. Asimismo, el
niimero de pldntulas anormales fue significativa-
mente mayor cuando la semilla se almacené por
21 dias (Figura 1) en ambas variedades. No hubo
diferencias significativas debidas al periodo de al-
macenamiento en la variable aborto apical. Sin
embargo, sf las hubo en el porcentaje de plntulas
con otras anormalidades, las cuales aumentaron en
ambas variedades con un periodo mayor de alma-
cenamiento (Figura 1).
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Fig. 1. Efecto de los dias de almacenamiento sobre los porcen-
tajes de pldntulas normales y anormales, 14 y 21 dfas
después de iniciada la prueba.

En la Figura 2 se observa el efecto de los
periodos de envejecimiento en ambas variedades
sobre el porcentaje de plantulas normales. En
SEW se observa una dréstica reduccién en el ni-
mero de plantulas normales conforme se aumenta
el tiempo de exposicién a condiciones adversas.
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Cada uno de los tiempos de exposicion fue signifi-
cativamente diferente al anterior, obteniéndose tan
s6lo 20% de plantulas normales después de 72 h
de envejecimiento acelerado, mientras que el testi-
go tuvo 95%. En DV la reduccién no fue tan mar-
cada ya que los tratamientos de 24 y 48 h no fue-
ron significativamente diferentes entre si, aunque
sf lo fueron con respecto a los de 0 y 72 h, que ob-
tuvieron los valores mayores (90%) y menores
(65%) respectivamente.
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Fig. 2. Efecto de las horas de envejecimiento sobre el porcen-
taje de plantulas normales 21 dias después de iniciada
la prueba, en dos variedades de china.

El tamafio de la semilla tuvo un efecto mar-
cado sobre la produccién de plantulas normales
(Figura 3). En SEW se observa un incremento
muy marcado de la germinacién conforme aumen-
ta el tamafio de la semilla. Los valores menores
(38%) se obtuvieron con semilla que pasé a través
del tamiz A, mientras que los mayores (78%) se
obtuvieron con semilla separada con un tamiz D.
Todos los valores fueron significativamente dife-
rentes entre si (P=0,01). En DV aunque sélo se
evaluaron tres tamaiios de semilla se observ6 una
tendencia similar, aunque el valor correspondiente
a la semilla de tamaiio intermedio (tamiz Y) no
fue significativamente diferente del valor (70%)
de la semilla mas pequefia (X) o del valor (84%)
de la semilla més grande (Z).

Los valores de pldntulas anormales debidos
a los tratamientos siguieron una tendencia inversa
a los observados en el nimero de pldntulas norma-
les. Por esta razén se decidié no presentar estos
datos, aunque se puede sefialar que en ambos hi-
bridos los menores valores de plantulas anormales

se obtuvieron con los menores tiempos de exposi-
cién al envejecimiento acelerado 'y con la semilla
de mayor tamafio.
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Fig. 3. Efecto del tamafio de la semilla sobre el porcentaje de
pldntulas normales 21 dias después de iniciada la prue-
ba, en en dos variedades de china.

En lo que respecta al porcentaje de plantulas
con aborto apical no se detectaron diferencias sig-
nificativas. En SEW se encontraron diferencias
significativas en el niimero de plantulas anormales
conforme aumentaron los tiempos de envejeci-
miento (Figura 4). Por el contrario, no hubo dife-
rencias debidas al tamaiio de la semilla. El tiempo
de envejecimiento acelerado o el tamafio de la se-
milla no tuvieron ningin efecto sobre el porcenta-
je de plantulas anormales en DV. En DV se en-
contré una fuerte relacién (P=0,01) entre el tiem-
po de almacenamiento y el tiempo de envejeci-
miento acelerado a que se someti6 la semilla (Fi-
gura 5), mientras que en SEW no hubo respuesta
de alguno de los factores a variaciones en el otro,
con lo cual se llega a la conclusion de que en esta
segunda variedad el tiempo de envejecimiento
acelerado fue igualmente detrimental cualquiera
que fuera el tiempo de almacenamiento posterior.

Como se puede observar (Figura 5) la re-
duccién debida al tiempo de deterioro artificial fue
muy fuerte y practicamente lineal, al disminuir el
porcentaje de pldntulas normales de valores supe-
riores a 90% con el tratamiento testigo, hasta valo-
res de 20% con el tratamiento de 72 h. Por su par-
te en DV se encontré6 que la semilla con sélo 5
dias de almacenamiento no redujo su capacidad de
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producir pldntulas normales pues los valores fina-
les siempre rondaron 80%, mientras que cuando la
semilla se almacené por 21 dias el comportamien-
to fue muy similar al de SEW, aunque los valores
finales fueron mayores.
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Fig. 4. Efecto del tiempo de envejecimiento acelerado sobre el
porcentaje de plantulas con otras anormalidades folia-
res 21 dias después de iniciada la prueba, en dos varie-
dades de china.
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Fig. 5. Efecto de la interaccién entre las horas de envejeci-
miento acelerado en china y el periodo de almace-
namiento sobre el porcentaje de plantulas normales en
dos variedades de china.

Resultados significativos (P=0,01) se obtu-
vieron en el analisis del porcentaje de plantulas
anormales en ambas variedades debidas a la in-
teraccion entre el tamaiio de la semilla y las ho-
ras de envejecimiento acelerado (Figura 6). El
efecto del envejecimiento acelerado fue mis
marcado en SEW, llegando con 48 h de enveje-
cimiento acelerado y el tamaifio mds pequefio de
semilla (A) hasta 50% de pladntulas anormales,
mientras que en la variedad DV con envejeci-
miento acelerado por 72 h y con la semilla mas
pequeiia (X) el porcentaje de plantulas con anor-
malidades fue inferior a 30%. Debido a que en
SEW después de 72 h de envejecimiento se ob-
tuvo 0% de germinacién, se eliminé este trata-
miento del andlisis.
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Fig. 6. Interaccién entre el tamafio de las semillas de china y
las horas de envejecimiento acelerado sobre el porcen-
taje de pldntulas con lesiones foliares, en dos varieda-
des de china.
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DISCUSION
Efecto del tamaiio de la semilla

El tamafio de la semilla, en muchas espe-
cies, es indicativo de su calidad fisiolGgica, en es-
tos casos las de mayor peso y tamaiio presentan
mayor germinacion y vigor (Popinigis, 1985). He-
rrera (1987) y Gelmond (1972) encontraron que
semillas de mayor gravedad especifica o mayor ta-
mafio en arroz y algodén, respectivamente produ-
jeron plantulas de mayor tamaifio y un porcentaje
mayor de germinacién. Estas caracteristicas se de-
ben al contenido genético de la planta y a las ca-
racteristicas climadticas bajo las cuales se desarro-
116 el cultivo.

La uniformidad en el tamafio de la semilla
se traduce en una ventaja para el productor, por
cuanto el desarrollo de las pldntulas es més unifor-
me, como se observd en el porcentaje de plantulas
normales (Figura 3). Sin embargo, esto podria es-
tar sometido a efectos ambientales que invalidaran
esta afirmacién, ya que como menciona Egli
(1994) los estados hidricos de la semilla durante el
desarrollo son criticos. Se ha comprobado también
que la posicién del fruto en la planta (posicién no-
dal o posicion en la jerarquia del nudo) tienen in-
fluencia sobre el suplemento de asimilados al fru-
to y por lo tanto, en la tasa de crecimiento de la
semilla individual (McDonald, 1994). El hecho de
que el tamafio de la semilla se haya relacionado
estrechamente con el porcentaje de pldntulas nor-
males demostré, como este tipo de relaciones se
cumplen en China, aunque no se ha llegado a de-

terminar si el tamafio diferencial de las semillas se .

debe a su posicién en la planta o en el fruto (Hoy
y Gamble, 1987).

El efecto del tamaifio de la semilla quedé
ampliamente demostrado en el estudio de la inte-
raccién del tamafio y las horas de envejecimiento
acelerado con respecto al porcentaje de plantulas
anormales (Figura 6), segtn lo cual las caracterfs-
ticas genéticas de las plantas hacen que éstas res-
pondan en forma diferente, observiandose una sus-
ceptibilidad mayor a estos tratamientos en SEW.

Por otra parte, también queda claro que las
semillas de mayor tamafio soportan mejor el trata-
miento de alta temperatura y alta humedad relativa
y que, por lo tanto, bajo condiciones no dptimas
tendrian mayor posibilidad de sobrevivencia y de
establecimiento de la planta en el campo (Tekrony
et al.,1989).

Efecto del periodo de almacenamiento

Aunque ambas variedades respondieron en
forma similar al periodo de almacenamiento en la
produccion de plantulas normales, resulta obvio que
las caracteristicas genéticas de ambas tienen un gran
efecto sobre la magnitud de esta respuesta (Figura
1). Los valores obtenidos con SEW fueron siempre
menores que los de DV, sin embargo, la reduccién
en el nimero de pldntulas normales fue mas fuerte
en la segunda. Estos resultados indican que la semi-
lla de China una vez envejecida se torna muy sus-
ceptible al deterioro durante el almacenamiento. En
este caso los periodos de almacenamiento fueron
cortos, pensando en que el tiempo transcurrido entre
el arribo de la semilla al pais de destino y el tiempo
hasta ser usada no fuera muy prolongado, sin em-
bargo, la magnitud de la reduccién en calidad puede
ser muy alta. Lo anterior resulta evidente en la Figu-
ra 5, en la que se observa como interactué el tiempo
de envejecimiento con el periodo de aimacenamien-
to sobre la capacidad de mantener la viabilidad. La
variedad DV resulté més resistente a condiciones
adversas cuando se almacend por un tiempo corto,
sin embargo, cuando se almacené por 21 dias el
comportamiento fue similar al de SEW.

- Aunque, como se comenté anteriormente,
existen diferencias en los dafios ocasionados por
envejecimiento natural y los debidos al envejeci-
miento acelerado, uno de los dafios mds aparentes
y que ocasionan la pérdida de viabilidad es el de-
terioro de las membranas celulares. Se debe consi-
derar que el almacenamiento fue por corto tiempo
(5 y 21 dias) y que se realiz6 bajo condiciones no
optimas, ya que la temperatura empleada fue de
20°C de temperatura continua pues el objetivo era
simular un perfodo sin control al que podria estar
sometida una semilla por un corto tiempo. A esta
temperatura el deterioro es considerablemente mas
rdpido que a temperaturas menores (Bewley y
Black, 1994). En forma general se ha seiialado
que las temperaturas entre 0 y 5°C resultan ideales
para la conservacién de este tipo de semillas.

Efecto del periodo de envejecimiento acelerado

El periodo de envejecimiento tuvo un efecto

‘muy marcado sobre el porcentaje de pldntulas nor-

males y anormales (Figuras 2 y 4). De nuevo, en
todos los casos el componente genético fue muy
importante ya que la variedad SEW fue més seve-
ramente afectada que la DV.
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Esta reduccién en la capacidad de las plan-
tas para producir-pldntulas normales podria de-
berse a que los patrones respiratorios se han dete-
riorado pero aiin estan viables (por lo menos par-
cialmente), dado que las mitocondrias toman entre
10 y 40% mds oxigeno que las semillas frescas,
pero la cantidad de ATP producido por volumen
de oxigeno consumido es aproximadamente la mi-
tad con respecto a semillas vigorosas, por lo que
se ha correlacionado positivamente en muchas es-
pecies el contenido de ATP en semillas embebidas
y el vigor (Bewley y Black, 1994).

Un efecto adicional del deterioro es la defi-
ciencia en la sintesis de proteinas. Debido a que la
sintesis de proteinas involucra diversos coimpo-
nentes dentro de la célula, entre ellos: ribosomas,
ARN mensajero, factores de iniciacién y de elon-
gacion, la reduccion en la actividad o el contenido
de cualquiera de ellos resulta en la declinacién de
la actividad de traduccién. Las semillas no fueron
almacenadas bajo condiciones éptimas (20°C), por
lo que es normal que se produzcan sintomas como
reduccién en la viabilidad o germinabilidad y un
desarrollo anormal de las plantulas. Sin embargo,
se puede generalizar diciendo que cualquier com-
binacién de tiempo, temperatura y contenido de
humedad lleva a la pérdida de viabilidad de las se-
millas almacenadas y que ocasionard dafios gené-
ticos en las supervivientes. Entre los factores in-
volucrados en el mantenimiento del control del
metabolismo dentro de la célula, estd la separa-
cién espacial de los componentes metabélicos y el
correcto alineamiento de los complejos de sintesis
(Bewley y Black, 1994). No sélo est4n las enzi-
mas de un paso metabdélico ligadas con las organe-
las, sino muy frecuentemente estdn asociadas o li-
gadas a las estructuras de las membranas celula-
res, por lo que la alteracién de las membranas oca-
sionadas por el envejecimiento, puedan llevar a
diferentes cambios metabdlicos, todos los cuales
contribuyen en diferente medida al deterioro y a la
pérdida de vigor de la semilla.

RESUMEN

Semillas de China (Impatiens wallerana)
de los hibridos F1 Super Elfin White y Dazzler
Violet se separaron en diferentes tamafios con ta-
mices cuyos didmetros estuvieron comprendidos
entre 1 y 2 mm. Posteriormente se colocaron en

un incubador a 35°C y 100% de humedad relati-
va como tratamiento de envejecimiento acelera-
do por periodos de 0, 24, 48 y 72 h. Finalmente
se almacenaron a 20°C por 5 y 21 dias. Transcu-
rrido este tiempo se sembraron en bandejas con
una mezcla de turba de musgo. Las evaluaciones
se realizaron a los 14 y 21 dfas de la siembra. En
ambas variedades se redujo el nimero de pléntu-
las normales después de los tratamientos de en-
vejecimiento acelerado y de almacenamiento.
Asimismo, las semillas de menor tamafio tuvie-
ron valores de germinacién menores. El hibrido
SEW fue mis sensible al envejecimiento acelera-
do, a las diferencias en tamaifio y al almacena-
miento que DV. En todas las evaluaciones DV
obtuvo valores mayores de germinacién y meno-
res en las variables que determinaron anormali-
dades.
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