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RESUMEN

En semillas de caléndula Calendula officinalis y de eneldo Anethum graveol se realizaron la descripcién morfolégica y anatémica y mediciones

del contenido de humedad en equilibrio (CHE). La descripcién morfolégica y anatémica permitié precisar e ilustrar detalladamente los 6rganos y
tejidos internos de la semilla, ademas, clarificar aspectos en la definicién de semilla pura de caléndula. Se elaboraron curvas de secado y se midié
el CHE en diferentes ambientes de secamiento artificial, obtenidos con la metodologia de curvas de secado con silica gel en relaciones de peso
silica-semilla de 10:1, 7:1 y 5:1, ademas de identificar un método y una relacién adecuados para la conservacion del germoplasma. Se determiné el
comportamiento fisiolégico ortodoxo en almacenamiento a corto plazo de las semillas de estas especies. Las diferentes metodologias y sustratos no
mostraron diferencia significativa sobre la germinacion de las semillas; por facilidad se propone la siembra en cajas Petri con papel absorbente.
Ademas, se logro tipificar e ilustrar plantulas normales, anormales y semillas muertas.

Palabras claves: semillas, Caléndula officinalis, Anethum graveolens morfologia, anatomia, humedad, germinacion, conservacién, germoplasma,
almacenamiento.

ABSTRACT

Laboratory tests with seed of Calendula officinalis and Anethum graveolens to describe morphology and anatomy components such as humidity
content in balance (CHB) in different atmospheres to get appropriate conservation of the germsplasm to determine physiological behavior in short
seed storage to evaluate and to stablish an appropriate methodology for germination, were carried out. The morphological and anatomical description
allowed to specify and to illustrate the organs and internal structures of the seed in detail. Also this procedure was important to clarify certain aspects
that were managed in wrong way with these species like to confuse the fruit with the seed. It was possible to reach CHB in different atmospheres with
artificial drying using the methodology of drying curves with silica gel in relations of weight-silica- seed of 10:1, 7:1 and 5:1, besides recommending
a method and appropriate relations to conserve the germplasm. The ortodoxal physiological behavior of the seeds of this species was determined.
Germination tests were carried out under different methodologies and materials that statistically didn’t show influence on the germination of the
seeds. For practical purposes, the sowing methodology in Petri dishes with absorbing paper was recommended. Also this methodology was achieved
to identify and to illustrate normal and abnormal plants and seeds of this species that died.

Key words: seeds, Calendula officinalis, Anethum graveolens, morphology, anatomy, humidity, germination, conservation, germplasm.

INTRODUCCION siendo la herramienta de mayor uso e importancia

La mayoria de los recursos fitogenéticos medici- (Hidalgo, 1992).
nales no se han recolectado y mucho menos caracteri- En las semillas predominan los tejidos meriste-
zado ni morfoldgica ni molecularmente (Posso, 1996). maticos o embrionales (Esau, 1964) y estdn expuestas
Actualmente la caracterizacion morfoldgica continia a procesos naturales de envejecimiento que las llevan
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a la muerte. El contenido de humedad y la temperatura
son las variables de mas importancia en la conservacién
de las semillas (Cardozo et al., 2002).

El secado y el almacenamiento de las semillas son
exigencias que afectan su calidad. Algunos métodos de
secado para conservacion de germoplasma implican
altas temperaturas del aire (35°C — 45°C), que afectan
negativamente la integridad y viabilidad de la semilla.
Actualmente se evalia la utilizacién de dehumificado-
res como la silica gel para el secado de las semillas a
temperaturas mas bajas. Este compuesto es un preci-
pitado del 4cido silicico (H,SiO3) en forma de granos,
especialmente preparado y adaptado para absorcién de
varios vapores (Zhang y Tao, 1989).

Se reconocen tres categorias principales de
comportamiento de las semillas en almacenamiento:
ortodoxas, intermedias y recalcitrantes. Se pueden
conservar satisfactoriamente semillas de especies con
comportamiento ortodoxo; el mantenimiento de la
viabilidad de especies con comportamiento intermedio
o recalcitrante es problemdtico. En general, el alma-
cenamiento a término medio es posible para semillas
de especies con comportamiento intermedio, pero el
almacenamiento corto es usualmente el que mejor se
puede lograr con semillas de comportamiento recalci-
trante. Para la conservacion de germoplasma es esencial
conocer el comportamiento de las semillas con el fin de
determinar las condiciones de almacenamiento (Hong
y Ellis, 1996).

La germinacién es una de las pruebas importantes
en la medicidn de la calidad fisiol6gica de las semillas.
En la discusion de la absorcion de agua durante el pro-
ceso de germinacion se deben considerar las relaciones
hidricas en la semilla y entre la semilla y el sustrato, por
lo que se hace necesario identificar técnicas y sustratos
para la realizacion de las pruebas.

La investigacion busca contribuir al conocimiento
y conservacion de recursos genéticos en plantas medi-
cinales y aromadticas con los siguientes objetivos:

* Describir componentes morfolégicos y anatémicos
de semillas de Caléndula officinalis y Anethum
graveolens.

¢ Establecer el contenido de humedad en equilibrio
de la semilla (CHE) en diferentes relaciones si-
lica-semillas para propésitos de conservacion de
germoplasma.

¢ Evaluar y comparar varias metodologias para la
prueba de germinacion con semillas de C. officinalis
y A. graveolens.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en la Universidad Na-
cional de Colombia Sede Palmira. Los lotes de semillas
procedian de cosechas manuales realizadas en febrero
de 2003 en el jardin de introducciones de la coleccién
de especies medicinales de la Sede. Las semillas se
secaron a la sombra (30°C y 70% de humedad relativa)
por dos dfas; se almacenaron en un cuarto frio (15°C y
40% de humedad relativa).

Para la caracterizacion morfoldgica se realizaron
observaciones de campo, observaciones en estereomi-
croscopio y microscopio, revisiones de literatura espe-
cializada en el tema, estudios histolégicos y consultas
a expertos.

Se realizé un estudio histolégico de semilla
completa (50 testas y 50 embriones) de C. officinalis
embebidas en agua durante 12 horas. Se utiliz6 la me-
todologia propuesta por Roth (1966), Ham (1967), Di
Fiore (1969) y Di Fiore et al. (1971) y Paniagua et al.
(1997) para el montaje en placas y posterior observa-
cién en microscopio. Las fotografias presentadas en el
documento fueron tomadas por el autor principal.

La caracterizacion fisiolégica comprendid el
contenido de humedad inicial y las curvas de secado.
Para determinar dicho contenido se siguié el método
gravimétrico (estufa) a 130° C durante una hora (ISTA,
1999).
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Y%H=M2-M3 |__"~
M1 -M2

M1 = Peso del recipiente de aluminio y tapa

M2 = Peso del recipiente+tapa+muestra antes de
secar (5 g)

M3 = Peso del recipiente+tapa+ muestra seca.

Las curvas de secado artificial se efectuaron con
tres relaciones de peso de silica gel — semilla (5:1; 7:1
y 10:1). Se trabajé con 3 g de semilla en bolsas de tela
porosa; la silica se colocé en el fondo del desecador
(frasco hermético: 7.5 cmh, ®: 5.0 cm). Se hicieron
pesajes hasta conseguir el contenido de humedad en
equilibrio — CHE (humedad final). Se realiz6 el mon-
taje de cuatro desecadores; dos de ellos con relacion de
10:1. Un desecador se desmonté cuando las semillas
alcanzaron 5% de humedad (humedad intermedia) para
efectuar pruebas de germinacion.
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El comportamiento fisioldgico en almacenamiento
se estudid con el protocolo propuesto por Hong y Ellis
(1996).

En las pruebas de germinacion se evaluaron meto-
dologias y sustratos diferentes: siembra en papel absor-
bente, papel de germinacién (Anchor Paper), siembra en
bandeja con papel absorbente, o con papel de germina-
cion, siembra en caja Petri con papel absorbente o con
papel de germinacidn. Se realizaron cuatro repeticiones
de 25 semillas cada una por prueba, con lecturas de
germinacion cada dos dias. Los porcentajes promedios
de germinacién se compararon estadisticamente con
andlisis de varianza bajo un disefio completamente al
azar y con andlisis de diferencia minima significativa
para comparacion entre medias.

La metodologia descrita se utilizé en pruebas
de germinacién de semillas con humedades iniciales
(al recibir los lotes de semilla), intermedias y finales
(curvas de secado). En cada caso se efectuaron cuatro
repeticiones de 25 semillas. En las pruebas se evalua-
ron pldntulas normales, anormales y semillas muertas
(ISTA, 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caléndula officinalis L

El fruto es un aquenio (Corner, 1976; ISTA,
1999), curvo, simulando la letra “C” o media luna;
presenta dos caras, una dorsal o convexa y otra ventral
o céncava (Figura 1). En la cara ventral (concava) en
cada extremo posee una protuberancia, la de mayor
prominencia (base) sefiala el sitio de emergencia de la
radicula durante la germinacion. En el costado dorsal
posee una serie de apéndices o espinas dorsales que
facilitan la dispersion al fijarse y transportarse en otros
individuos. La cavidad que alberga la semilla abarca

A_pice
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Protuberancia / basal
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Apéndices
0 espinas ™ _-Base
dorsales

Figura 1. Morfologia tipica del fruto de C. officinalis

desde la espina basal hasta la mitad del fruto, el resto
es tejido de proteccion altamente resistente. El tamafio
varfaentre 1 y 2 cm de largo, 2 y 3 mm de anchoy 3 y
4 mm de grosor. En algunos casos presenta tejido del
pericarpio en forma de costillas exteriores opuestas,
lo que le da el aspecto de fruto alado. Aparecen frutos
agregados de aquenios o pluriaquenios.

El embrién posee una curvatura en “C” y forma
conica; el extremo puntiagudo hacia la base del fruto
corresponde a la radicula, mientras que el redondeado
equivale al dpice de los cotiledones y varia entre 0.5
— 1.0 cm (Figura 2). Se encuentra recubierto por una

Figura 2. Disposicion interna de la semilla y el embrién
en el fruto de C. officinalis

testa delgada y membranosa que regula el intercambio
liquido y gaseoso con el fruto y con el ambiente. Posee
dos cotiledones convexos que constituyen aproximada-
mente 70% del volumen; el eje embrional es recto y se
compone del meristemo apical caulinar (futura plimu-
la), del hipocétilo, del meristemo subapical radical y de
la cofia (radicula); se encuentra en la seccion basal de
la semilla, rodeado por la testa y los tejidos corticales
(tejidos de proteccion), inmediatamente debajo de la
union de los cotiledones (mesocétilo) (Figura 3).

En el dpice basal de la semilla se observa la cofia,
tejido suberizado negro con alto grado de dureza que
acttia como estructura de proteccion (Figura 3) y facilita
la emergencia de la radicula del fruto una vez se encuen-
tre blando por la accién del agua. Sin embargo, aun en
estas condiciones, la dureza sigue siendo considerable
y por ello la cofia actiia como “escudo” para la normal
emergencia de la radicula.
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Figura 3. Morfologia de un embrién de C. officinalis

Las semillas de la familia Compositae que pro-
vienen de un 6vulo andtropo, suspendido y solitario,
son pequefias, encerradas en el aquenio; testa delgada
y membranosa; y presencia o ausencia de endospermo
(Corner, 1976).

Anatomia

La testa es un tejido muy delgado, fino y mem-
branoso, que recubre la semilla y regula el intercambio
liquido y gaseoso con el fruto y con el medio.

Los cortes de 8 y 12 micras de espesor mostraron
la presencia de tejido meristemdtico de cardcter embrio-
nal o inmaduro y verde (Di Fiore et al., 1971).

En semilla inmadura se alcanzé a observar forma-
cion incipiente de paredes celulares (de color rojizo),
meristemo apical caulinar y radical y meristemos se-
cundarios. En algunos cortes se alcanzé a diferenciar
la presencia de vasos conductores (xilema y floema)
teflidos de color rojizo (Figura 4).

El momento adecuado para evidenciar la dife-
renciacion puede ser cuando se inicie la emergencia
de la plantula del fruto, antes de la emision de raices
secundarias.

Se observd tejido vivo en la seccion basal terminal
del embridn, es decir, el futuro meristemo subapical
radical y la finalizacién del cilindro vascular (Figura
4), el cual muere para proteger y facilitar la emergencia
de la plantula (Esau, 1964).

Anethum graveolens L.

La semilla de A. graveolens es eliptica, con dpice
redondeado y base ligeramente terminada en punta. En
la base se ubica el embrion y es el sitio de emergencia de
la radicula. EI tamafio promedio fue de 5 mm de largo
por 3 mm de ancho por 0.5 mm de grosor. Se encuentra
recubierta por la testa (Figura 5).

La cara dorsal es convexa, la ventral plana y en
ocasiones un poco céncava. El endospermo constituye
80% del volumen y provee de alimento al embrién

Figura 4. Detalles anatémicos embrionales en C. officinalis
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Figura 5. Morfologia de una semilla de A. graveolens
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Figura 6. Embrion de A. graveolens

durante el proceso de madurez y desarrollo (Figura
5). El embrién es acorazonado de 1 y 1.5 mm, se en-
cuentra situado en la base de la semilla, rodeado por el
endospermo y la testa; la disposicién es longitudinal si-
guiendo el eje central de la semilla. Pueden distinguirse
un par de cotiledones, el mesocétilo (meristemo apical
caulinar), el hipocétilo, el meristemo subapical radical
y la cofia (Figura 6). Las semillas de la familia Umbe-
lliferae provienen de un Gvulo anatropo, suspendido y
solitario, con una testa delgada pero rigida, endospermo
persistente pero no especializado y embrién pequeilo
(Corner, 1976).

Las semillas de C.officinalis y A. graveolens
presentaron altos contenidos de semilla pura y germi-
nacion (Tabla 1).

Curvas de secado
Lasilica utilizada para el secamiento artificial pre-
sent6 una capacidad de absorcién de 22.6% del peso.

En la relacion silica - semilla 5:1 se observo el
descenso mads rdpido en el contenido de humedad (Fi-
guras 7 y 8). La menor cantidad de silica permite que
las semillas ocupen mayor espacio interno de los frascos
herméticos, mayor separacion entre ellas y, por tanto,
menor resistencia a la pérdida de humedad.

El proceso fue rdpido; las semillas de C. officina-
lis se equilibraron a las 11 horas con un contenido de
humedad de 2.78%; el de A. graveolens fue 4.2 %.

De acuerdo con la relacion utilizada, para las semi-
llas de C. officinalis se logré un grado de desecacion un
poco mas elevado, es decir, un contenido de humedad
en equilibrio de 2.5% a las 25 horas de secamiento, en
tanto que para las de A. graveolens fue de 2.0% a las
33 horas.

Se propone la utilizacién de silica en una relacién
5:1 como método de conservacion de semillas en tubos
de ensayos herméticos, en los cuales se deposita la si-
lica en el fondo, una capa de material poroso (algodén)
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Tabla 1. Peso unitario, humedad y geminacion inicial de las
semillas

Especie Peso unidad Humedad Germinacion
P /100 semillas % %
C. officinalis 1.25 10.0 89
A. graveolens 0.2 11.8 93
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Figura7. Curvas de secado para semillas de C. officinalis en diferentes
relaciones de silica-semilla
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Figura 8. Curvas de secado para semillas de A. graveolens con
diferentes relaciones de silica-semilla

que permita el intercambio gaseoso de la silica con la
semilla y sobre él se sitdan las semillas. Este método
resulta conveniente para semillas pequefias, en bancos
que manejen pocas cantidades de semillas (de la clase
genética) y que posean dificultades logisticas como
poco espacio fisico y limitados recursos tecnolégicos
y financieros.

En la relacién 10:1 se obtuvo mayor grado de
desecacion en las semillas con un contenido de hume-
dad en equilibrio — CHE de 2.17% al cabo de 31 horas
para C. officinalis y 2% para semillas de A. graveolens
a las 33 horas.

Germinacién a diferentes contenidos de hu-
medad

En las semillas de las dos especies no se presenta-
ron diferencias estadisticamente significativas entre los
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porcentajes de germinacién a los diversos contenidos
de humedad (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de humedad y germinacion obtenidos en
las curvas de secado

Humedad
%) C. officinalis A. graveolens
Germinacion (%) 1/

11.8 93a
10.0 89a

53 88a

49 93 a
42 91a
3.0 9% a
2.8 88 a

24 89a

2.2 90 a

2.0 9la

DMS 5%: 6.32% DMS 5%: 5.39%

1/Promedios con el mismo subindice no difieren estadisticamente al nivel
de Pdel 5 %

Comportamiento fisiologico

Teniendo en cuenta que el porcentaje de germina-
cién de las semillas de C. officinalis y A. graveolens,
luego de dos afios de almacenamiento en cuarto frio bajo
temperatura promedia de 15°C de y 40% de humedad
relativa fue alto (89% y 93%, respectivamente), puede
suponerse que las semillas toleran bajas temperaturas.
En cuanto a la humedad, el porcentaje de germinacion
obtenido con 2% de contenido de humedad no mostré
diferencia significativa con el porcentaje de germinacion
inicial, por lo tanto puede inferirse que las semillas
también toleran descensos en el contenido interno de
humedad sin afectar su poder germinativo. La respuesta
a los dos factores confirma el comportamiento fisiolo-
gico ortodoxo en las semillas y ratifica los reportes pre-
liminares publicados por el IPGRI acerca de la posible
condicién ortodoxa de las semillas de estas especies
(Hong y Ellis, 1996).

Sin embargo, se recomienda para proximas inves-
tigaciones efectuar un estudio basado en monitoreos
periddicos y continuos a través del tiempo (dos o tres
afios) para evaluar el poder germinativo de las semillas
con contenidos de humedad de 2% en relacién con las
metodologias convencionales de conservacion (cuartos
frios y contenidos de humedad del 10% — 12%).
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Comparacion de metodologias para pruebas
de germinacion

Las comparaciones estadisticas no mostraron
diferencias significativas entre los porcentajes de germi-
nacion de las semillas de las dos especies (Tabla 3).

Para realizar la evaluacion y seleccion fue nece-
sario considerar otros indicadores como practicidad

Tabla 3. Porcentajes de germinacion con diferentes metodologias

y sencillez del método, disponibilidad de recursos
econdmicos y logisticos de la gran mayoria de bancos
de germoplasma.

Se podria recomendar la metodologia de siembra
en caja Petri con papel absorbente como substrato.

La Tabla 4 compara las ventajas y desventajas de
las metodologias evaluadas en la investigacion.

C. officinalis

A. graveolens

Sustrato Meétodo Germinacién (%) 1/

Rollo 89a 89a

Caja Petri 89a B 89a

Papel absorbente Bandeja 87 a 89 2
Rollo 89a 88 a

Caja Petri 88a 87a

Papel Anchor Bandeja 89a 89a
DMS 5%: 6.22% DMS 5%, 4.6

1/Promedios con el mismo subindice no difieren estadisticamente al nivel de P del 5 %

Tabla 4. Caracteristicas de las metodologias para pruebas de germinaciéon empleadas en la investigacion

Metodologia Sustrato Ventajas Desventajas
Facil ejecucion .
X Fragilidad del papel absorbente
Bajo costo L
. o . Dificil lectura
Disponibilidad de materiales .
Papel absorbente Poca retencién de humedad
Facil ejecucion Limitada disponibilidad de materiales
Rollo Papel Anchor Facil lectura Alto costo
Buena retencion de humedad
Ficil ejecucion i X
. Baja retencién de humedad.
Bajo costo O . . .
. o . Limitada cantidad de semillas por caja.
Disponibilidad de materiales
Papel absorbente Confiabilidad en las lecturas
Costo elevado
Poca disponibilidad de materiales
. i No recomendable para largo tiempo
Papel Anchor Fécil ejecucion . .
L Requiere espacios grandes con muestras
Caja Petri Buena retencion de humedad
numerosas
Confiabilidad en las lecturas
Limitada cantidad de semillas por caja
Ficil ejecucion
. Poca retencién de humedad
Bajo costo .
Papel absorbente . o . Lecturas erréneas en estados avanzados de
Disponibilidad de materiales .
germinacion
Ahorro de espacio
Alto costo
Facil ejecucion Poca disponibilidad de materiales
Papel Anchor .
Bandeja Buena retencion de humedad Lecturas erréneas en estados avanzados de

Ahorro de espacio

germinacion

67



ACTA AGRON (COLOMBIA) VOL. 56 (2) 2007, p 61-68

BIBLIOGRAFIA

Cardozo, C. 1., Lopez, Y., Guevara, C. (2002). Estudio de deterioro
de semilla en condiciones controladas de conservacion. Acta
Agron (Palmira) No 51:89-101

Corner, FR.S. (1976). The Seeds of Dicotyledons. New York:
Cambridge University Press 2 Vol. 312 p.

Di Fiore, M.S.H. (1969). Diagndstico histoldgico: Sintesis actua-
lizada de histologia tedrica y practica y reconocimiento de los
tejidos y 6rganos por su estructura microscépica. 6. ed. Buenos
Aires: El Ateneo. 2 v.

Di Fiore, M., S.H.; Mancini, R. E.; De Robertis, E. D. P. (1971).
Nuevo atlas de histologia: Microscopia 6ptica, histoquimica y
microscopia electrénica. México: DF: El Ateneo, 329 p.

Esau, K. (1964). Anatomy of Seed Plants. 4™ ed. New York: Wiley.
376 p.

Ham, A. W. (1967). Tratado de histologia. 5. ed. México: DFE.:
Interamericana, 959 p.

Hidalgo, R. (1992). Conservacién Ex Situ. En: Curso Internacio-
nal de Recursos Fitogenéticos. Vol. 2. Palmira. Noviembre 9 a
diciembre 4 de 1992.

68

Hong, T.D; Ellis, R.H. (1996). Protocolo para determinar el com-
portamiento de las semillas en almacenamiento. Roma: IPGRI.
85 p. (Boletin Técnico No. 1)

International Seed Testing Association ISTA. (1999). International
Rules for Seed Testing. Seed Science and Technology Vol 27
Supplement. 333 p.

Paniagua Gémez-Alvarez, R.; Nistal de S. M.; Sesma E., Alvarez,
M. P. -Uria Rico-Valdemoro, M.; Anadén A., R.; Fraile L., B.;
Sdez C., F.; De Miguel, G. M. P. (1997). Citologia e histologia
vegetal y animal: biologia de las células y tejidos vegetales
animales y vegetales. 2. ed. Madrid: McGraw-Hill Interameri-
cana. 960 p.

Posso, P. (1996). Plantas aromadticas y medicinales: una alternativa
de produccién. Cali: Secretaria de Agricultura y Pesca del Valle
del Cauca. 60 p.

Roth, I. (1966). Anatomia de las plantas superiores. Caracas: Uni-
versidad Central de Venezuela. 357 p.

Zhang, X-Y.;Tao, K-L (1989). Silica gel seed drying for germ-
plasm conservation-practical guidelines. Plant Gen Res News,
75/76:1-5.



