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ASPECTOS ANATOMICOS Y VIABILIDAD DE SEMILLAS DE PAPAYA (CARICA PAPAYA L.
VARIEDAD "MARADOL ROJA" SOMETIDAS A ALMACENAMIENTO PROLONGADO.
José A. Fresneda Buides, Alejandro Gonzéalez Alvarez, Pedro Luis Gonzéalez La Fé y Guillermo Guibert
Séanchez

RESUMEN
Con el fin de generar conocimientos sobre diversos factores que influyen sobre la calidad de la semilla de
papaya "Maradol Roja" se valoraron aspectos anatémicos, fisiolégicos y bioquimicos de un lote comercial
producido en el afio 2014, el cual fue conservado en ambiente refrigerado a 6 + 2°C durante 28 meses.
Para ello se realizé la separacion de una muestra en tres fracciones en las cuales se determinaron los
porcentajes de semillas carentes de embrién, asi como se compararon las estructuras internas de las
semillas vanas respecto a las que completaron su desarrollo con el empleo de cortes histolégicos y
examenes bajo microscopia Optica. Mediante el ensayo topografico de tetrazolio se determiné la
viabilidad de las semillas en cada fraccién y se comprobaron los resultados con los valores alcanzados
en la prueba rutinaria de germinacion. Los resultados pusieron de manifiesto que en las semillas de
mayor diametro el porcentaje de vanas fue insignificante, pero este se incrementé en las semillas mas
pequefas con diametro inferior a 4 mm. Las estructuras seminales principales permanecieron intactas en
las semillas que llegaron a formar los primordios de las plantas, mientras que en lasvanas aparecieron
todas las estructuras formadas por los tegumentos que rodean al évulo, pero evidentemente fallé la
fertilizacion y con ello la embriogénesis. La prueba de tetrazolio reveld que las semillas de mayor tamafio
mostraron los mayores porcentajes de deterioro parcial o total; sin embargo, las de tamafio intermedio
alcanzaron el mayor porcentaje de viabilidad, lo cual fue comprobado mediante el analisis de
germinacion. Se apreciaron diversos grados de tejidos débiles o muertos en semillas de todos los

estratos, pero en los embriones el deterioro tiende a comenzar por los cotiledones.
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Anatomic aspects and viability of papaw (Carica papaya L.) seeds variety submitted to a long

storage period.

ABSTRACT
With the aim of enhancing knowledges on diverse elements having influence on Red Maradol papaw seed
quality there were assessed, anatomic, physiologic and biochemical factors were assessed in a
commercial lot conserved for 28 months under refrigerated conditions at 6 + 2°C. With that purpose, a lot

sample was divided into three fractions for evaluation of the amount of normal and without embryo seeds
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present; internal structures of both were compared by mean of histological cuts and observations under
optic microscopy. Seed viability in each fraction was evaluated by using topographic tetrazolium test and
results were compared with those of routine germination test. Results showed that in the biggest seeds
the percentage of vanes was insignificant but increased in the smallest diameter of the seed lot. Main
seminal structures as seed coat, endosperm and embryo remained intact in those seeds that were able to
form embryobut in vain one just were present those structures formed by the integuments surrounding the
ovule but indeed fertilization failed and consequently the embryogenesis. Tetrazolium test showed that
biggest seeds had the higher percentage of total or partial damages but on the contrary those of
intermediate size were more viable and it was reaffirmed by the germination test. Several degrees of dead

or weak tissue have been found in seeds of all stratus but commonly the declinetend to begin by

cotyledons.

Key words: papaw seeds — anatomy — viability

INTRODUCCION
El cultivo de papaya es una de las posibles
opciones de la agricultura cubana para la
comercializacién de frutas frescas en el exterior,
en particular la variedad Maradol Roja que ha
alcanzado una gran difusién en varios paises y
es bien apreciada dada su gran precocidad,
excelente aroma, color y sabor del fruto, asi
como sus condiciones excepcionales en el
manejo poscosecha (Rodriguez Nodals vy

Rodriguez Manzano, 2000).

El fruto del papayo es uno de los de mayor
consumo en varios paises del area como
México, donde alcanza importancia social y
econdmica pues forma parte significativa en la
alimentacion, su cultivo se aprovecha para
comercializar los frutos lo cual ha consolidado al
pais histéricamente como el principal exportador
y uno de los mayores productores a nivel
mundial (Romero et al., 2013), en Colombia es
uno de los frutos de mayor consumo en el
interior del pais (Gil y Miranda 2005), asi como

se cultiva ampliamente en Brasil (Soares, 1998),

Venezuela (Herndndez, 2016; Urdaneta, 2016) y
otras regiones (Wikipedia, 2016); en general los
mercados de papaya han aumentado
considerablemente mostrando un crecimiento

continuo y estable (Pérez Escalona, 2005).

La comercializacion de las semillas se valora
como una opcion importante de ingresos, para lo
cual es necesario garantizar condiciones de alta
calidad fisica, fisiologica y sanitaria, de manera
gue cumpla estadndares minimos para la

produccion de plantulas sanas.

Un punto de partidaen la blusqueda de este
objetivo es lograr la identificacién de las distintas
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas
comopaso importante en el estudio del
desarrollo de las semillas (Gil y Miranda, 2008),
tomando en cuenta que al estar el embrion
encerrado por el endospermo y este a su vez
estar dentro del integumento del 6vulo, estas
tres estructuras deben conjugar su desarrollo y
funcionar regularmente para producir una

semilla madura de tamafio adecuado.
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El objetivo del presente trabajo fueapreciarla
pérdida de la vitalidad que se produce en
semillas de papayasometidas a un
almacenamiento prolongado, pudiendo afectar
los niveles de organizacion (morfoldgico,
fisioldgico y bioquimico) y reducir con ello la
capacidad para producir plantas nuevas durante

el proceso de germinacion.

MATERIALES Y METODOS

Se tomdé un lote de 9,5 Kg de semillas de
papaya Maradol Roja producido en marzo del
afio 2014 en la provincia Sancti Spiritus, el
cualhabia sido sometido a procesamiento
fermentativo para la eliminacion de la exotesta
(sarcotesta) y secado convenientemente,
alcanzando al inicio 80% de germinacién y
humedad de 11%, que fueron avalados por el
O6rgano Servicio de Inspeccién y Certificacion.
Luego de 28 meses de conservacion en camara
refrigerada a la temperatura de 6 £ 2°C y en
bolsas de nylon herméticas, se procedi6 a
tamizar una muestra de 1 kg, para realizar una
estratificacion por tamafio en tres fracciones: a.
> 4,75 mm, b. entre 4,75y 4,00 mmy c. < 4,00
mm.

De cada fraccibn se tomaron al azar 200
semillas a las cuales se le hicieron diversos
estudios:

- Observaciéon directa bajo microscopio
estereoscopio con el fin de determinar si
existieron cambios en el tiempo.

- Cortes histologicos longitudinales vy
transversales con el fin de determinar
diferencias internas en las semillas de

diversos estratos.

- Estimaciébn de la viabilidad de las
semillas mediante la prueba topografica
de tetrazolio.

- Evaluacion de la germinaciéon en cada

uno de los estratos ensayados.

Los cortes histolégicos se realizaron de forma
transversal y longitudinal empleando 25 semillas
en cada caso; las semillas fueron embebidas en
parafina fundida, enfriadas hasta solidificar y
seccionadas manualmente con cuchillas de
afeitar. Se realizaron observaciones bajo
microscopios estereoscopio (60 X) y compuesto
(200 X).

Para la valoracién de la viabilidad se tomaron
dos muestras de 25 semillas de cada fraccion;
una de las muestras proveniente de cada
tamafo fue humedecida previamente en agua
destilada durante 24 horas antes de
realizarcortes longitudinales (dejando una
pequefia separacién del eje central para emplear
la mitad que contenia el embrién) y colocadas
en la soluciébn de cloruro de 2,3,5-trifenil-
tetrazolio (CTT) al 1% (Pérez Escalona, 2005);
las restantes fueron sometidas a cortes
longitudinales y colocadas directamente en la
solucion de CTT al 1%. Una vez situadas en
estas condiciones se procedié a incubarlas en
oscuridad constante para examinar el grado de
tincion de los tejidos vivos a las 12 y 24 horas. El

ensayo fue repetido en dos ocasiones.

La evaluacién de la germinacién se realizd
tomando de cada fraccién al azar cuatro grupos
de 50 semillas (200 en total) que fueron
colocadas por separado en mantas de yute de

60 x 30 cm. humedecidas y dobladas, los cuales
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habian sido esterilizados previamente en
autoclave a 120°C durante 30 minutos. Los
sacos se situaron en bandejas plasticas de 30 x
30 cm. esterilizadas mediante inmersién en
hipoclorito de sodio al 5% durante 15 minutos.
Las bandejas con las semillas se colocaron en
lugar oscuro, a la temperatura ambiente que
oscilo diariamente entre 28 y 32°C, los sacos se
mantuvieron humedecidos al realizar dos
nebulizaciones diarias (en la mafiana y en la

tarde) de agua corriente.

Las plantulas germinadas fueron retiradas cada
tres dias hasta cumplir el periodo de 27 dias, a
partir de las observaciones de Soares (1998)
respecto a que en la papaya la germinacion
comienza después de los 10 y se extiende hasta
los 30 dias después de la siembra y en
concordancia con lo recomendado en la NR 191
(2011), que establece hasta 28 dias para las
pruebas de germinacion de esta especie. El

criterio de germinacion fue la aparicion de las

radiculas y sus ramificaciones iniciales en las
plantulas, estando el hipocotilo en forma de codo
o0 erecto y las hojas cotiledonales presentes.
Con los datos obtenidos se realiz6 el analisis de
varianza y la estimacién de medias mediante la
décima de Duncan (Lerch, 1977; Little y Jackson
Hills, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION
El fraccionamiento de las semillas en tres
categorias permitié encontrar diferencias internas
gue se correspondieron con los tamafios
seleccionados, dado que en las de diametros
superiores a 4,7 mm el porcentaje de semillas
vanas fue mas bien irrelevante al no sobrepasar
el 0,5 % (Tabla 1), pero a medida que fue
disminuyendo el diametro en los otros dos
estratos se fue incrementando el nimero de
semillas vanas hasta alcanzar el 48,5 % de la
poblacién, cifra considerablemente alta para un

lote de semillas de alta categoria.

Tabla. 1. Porcentajes de semillas completas y vanas en diferentes fracciones.

No. Diametro Cantidad Con embrion Vanas (%)
(%)

1 > 4,7 mm 200 99,5 0,5

2 Entre 4,7y 4,0 mm 200 89,5 10,5

3 <4 mm 200 51,5 48,5

La operacién rutinaria de tamizar las semillas en
el acondicionamiento de estas, desechando las
mas pequefias, es sin lugar a dudas una buena
practica para garantizar el mejor establecimiento

del cultivo en semilleros o0 en bandejas.

En las observaciones directas realizadas a las
semillas incluidas en las tres fracciones se
apreciaron iguales caracteristicas externas en
cuanto a la presencia delhilum y el micropilo
(Figura 1), la formacion de la mesotesta de color
oscuro, de aspecto rugoso y consistencia dura,

siendo el tamafio alcanzadola Unica diferencia.
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En los cortes histoldgicos transversales hechos a
las semillas con buena formacién interna se
pudoapreciar claramente tres zonas de tejidos
gque conforman la cubierta seminal, el
endospermo y el embridn; las estructuras quese
forman a partr de la cubierta seminal
bitunicadason por una parte la mesotestayla
endotesta, que junto a la exotesta (sarcotesta) ya

eliminada en la fermentacién forman parte de los

end

hv

tegumentos externos y por otra parte el tegmen
gue proviene de los tegumentos internos (Figura
2).También se puede diferenciar una perforacién
en forma de canal por donde pasa el haz
vascular. Tal estructura es posible por poseer la
papaya un saco embrionario anatropo lo cual
hace que el corra paralelo a aquelhasta encontrar
la calaza. Junto a esto se identifico el
endospermo de consistencia suave y aspecto

carnoso.

Figura 1. Micropilo (mi) de la semilla.

Comparando los cortes transversales 'y
longitudinales se puede apreciar que auln
después del largo periodo de almacenamiento
las semillas poseian una estructura normal
(Figuras 3 y 4), lo cual coincide con Gil y
(2005), el

longitudinalmente en el centro de la semilla

Miranda embrion se ubico
mostrando su forma espatulada con sus
cotiledones rectos, asi como estaba circundado
totalmente por el endospermo y la radicula se

encontraba bien diferenciada.

Figura 2. Estructura interna: (me) mesotesta,
(e) endotesta, (te) tegmen, (end) endospermo

y (hy) haz vascular.

Por su parte en las semillas vanas encontradas
en las tres fracciones, de manera comdn se
encontraron  todas las estructuras que
conforman la cubierta seminal (Figura 5), las
cuales son formadas por los tegumentos que
rodean el dvulo, incluso el punto en el cual el
haz vascular se conecta con la calaza, pero
evidentemente  fall6 la  fertilizacion vy
consecuentementela embriogénesis, por lo cual
no se formé el endospermo cuya funcién central
es la nutricibn y proteccién del embrién,

quedando la cavidad vacia.
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Figura 3. Corte longitudinal: (cav) cavidad

Figura 5. Semilla vana: (ca) calaza

Y (hv) haz vascular.

Si se tiene en cuenta que el alargamiento celular
en la cubierta seminal es influida por el
crecimiento del endospermo, se puede explicar
en buena medida el motivo por el cual esta
fraccion del lote es mas pequefia. Por otra parte,
aquellas simientes pequefias que lograron
formar el embrién tendran reservas limitadas al

Figura 4. Corte transversal del embrion: (em)

embrién espatulado.

Figura 6. Fruto con poca placentacion y semillas

pregerminadas.

ser el endospermo un tejido efimeroel cual
contiene principalmente lipidos y proteinas que
seran consumidos por la semilla en desarrollo o
después de su germinacion (Gil y Miranda,
2005), asi la poca acumulacion de reservas es
perjudicial para el pleno establecimiento de las
plantulas que comienzan.
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El fendbmeno descrito se puede considerar germinacion en la semilla registrada (EPSV,
diferente a la reducciéon en la formacién de 1980), no asi para los lotes destinados a
semillas (Figura 6) que se produce en momentos exportacién cuya germinaciéon debe ser como
en que la temperatura y humedad son minimo de 80% (NR 191, 2011).
extremadamente altas, en los cuales disminuye
considerablemente la placentacién parietal en el Tabla 2. Porcentajes de germinacion en
fruto por lo cual se reduce la formacion de diferentes estratos.
ovulos, incluso parte de las semillas formadas TRATAMIENTOS MEDIAS | Sign. (1%)
uedenllegar a germinar en su interior dadas las

P garag >4,7mm 12,5 c
condiciones ambientales extremas a que estan

Entre 4,7y 4,0 mm 46,0 a
sometidas.

<4 mm 24,0 b

En lo que respecta a la morfologia de la semilla

se encontraron algunas anomalias que L )
_ En las pruebas de germinacion realizadas a
repercuten de manera negativa en el . )
cada fraccién los mayores porcentajes fueron
desempefio del lote, pero al valorar la y y y
L . alcanzados en la fraccion cuyo diametro vario
germinacion alcanzada en las diversas
) ) ) entre 4,7 a 4,0 cm, con cerca del 50 % de las
fracciones se hizo evidente que ) o
) . semillas en condiciones de aportar plantas
otrasafectaciones también toman lugar, como o
. sanas, difiiendo significativamente del valor
es de esperar, en la medida en que transcurre i _
. . mas cercano alcanzado por las semillas de
el tiempo de almacenamiento. . ] ]
diametro inferior a 4 mm y a su vez ambos

valores fueron superiores significativamente a
Si bien el lote de semillas frescas alcanzé )
los alcanzados por las semillas mayores de 4,7
inicialmente el 80% de germinacion, ya a los
. o mm. Esto conduce a pensar que a mayor
dos afios y medio habia disminuido al 27% N _ )
diametro de las semillas ocurre un deterioro
(Tabla 2), aunestando almacenadobajo ) _
o interno con mayor severidad luego de un
condiciones de temperatura controlada de 6 + ; i
o . periodo largo de almacenamiento.
2°C y conservado en recipientes herméticos.

Romero et al. (2013) sefalaron la posibilidad de oo
_ Antes de que ocurra la muerte biolégica las
que la semilla de papaya alcanzara una ) ) ] o
o ] ) semillas pierden su capacidad germinativa, lo
viabilidad potencial de 90%, asi como que o L ]
cual implica la disminuciébn paulatina y
puedan ser almacenadas durante al menos 3 ) . )
~ ] ) progresiva de los procesos y sistemas vitales en
afiosa - 5° C y en clima templado semiseco a 16 ) )
) . la medida que pasa el tiempo, hasta perder por
+ 7°C; sin embargo, advierte que fueron _ )
completo la capacidad de germinar (Delouche,

observadas diferencias de germinacién entre
2002).

géneros y condiciones de almacenamiento.
Para los lotes comercializados internamente en

el pais se admite como minimo 70% de



Fresneda et al. ASPECTOS ANATOMICOS Y VIABILIDAD DE SEMILLAS DE PAPAYA

Al realizar el ensayo topografico de tetrazolio se
encontrd que los cortes longitudinales brindaron
buena informacion para evaluar las semillas,
pues tanto el endospermo como elpropio
embrion pudieron ser observados en toda su
longitud y de esta manera se pudo determinar
las areas no coloreadas en las cuales no
ocurrieron procesos oxidativos.

Las coloraciones variaron desde el rojo intenso
en todo el embrién y el endospermo, lo que
indicé alta viabilidad (Figura 7), a tonalidades
rosadas que indicaron respiracion débil (Pérez
Escalona, 2005) incluso la combinacién de estas
con partes del embriéon y del endospermo de
color rojooscuro dando evidencia de areas aun
vitales, hasta ninguna coloracién en el embrién

que correspondi6 al tejido muerto (Figura 8).

Considerando tales &reas con variaciones de la
coloracion es importante tener en cuenta que
por lo general donde hay tejidos muertos surgird
la posibilidad de que queden expuestos al
ataque de organismos patdgenos y/o
saprofiticos, o se produzca una germinacion
reducida en dependencia del area afectada, o

sencillamente no germine la semilla.

En la Tabla 3 se puede apreciar que las semillas
de mayor tamafio mostraron los mayores
porcentajes de deterioro parcial o total (color
rosado o sin tefiir) al aparecer areas con poca o
ninguna respiracion pues no se produce en las
células la transformacion enzimética del cloruro
de 2,3,5-trifenil-tetrazolio en formazan,
compuesto insoluble de color rojo. Por su parte
en las semillas de tamafio intermedio se
encontraron los mayores porcentajes de

viabilidad (60 % o mas de color rojo intenso),

mientras que en las semillas de menor tamafio
cerca del 50 % fueron viables y el resto no dio

sefiales de respiracion.

En concordancia con Delouche (2002) al
producirse una disminucion de la velocidad de
germinacion y del desarrollo de las plantulas en
el periodo de muerte de las semillas, puede
suceder que aun siendo funcionales y teniendo
legalmente poder germinativo, estén muy
cercanas a su muerte. Estos resultados se
corresponden  proporcionalmente con los
obtenidos en la prueba de germinacién e indican
la utilidad de la prueba de tetrazolio para
determinar el estado fisiologico de los lotes de
semillas de papaya. Es importante recordar que
en las semillas de didmetro <4,00 mm. Se
consideraron solo aquellas que alcanzaron a
formar el embrion porque cerca del 50% no lo

lograron (Tabla 1).

Por ultimo, al observar las descripciones de Shie
y Kuo (1999) se hacen visibles los dafios
descritos que conducen a que las semillas sean
no viables, con la particularidad de que en la
mayor parte de los embriones separados se
apreci6 que los dafios comenzaron por el
epicotilo, mientras que el hipocotilo ubicado del
otro lado del eje cotiledonal alin mostraba tejido
vivo en muchas ocasiones, asi en los embriones
debilitados la pérdida de viabilidad tendia a
comenzar por los cotiledones que no se tifien de
rojo (Figura 9), aun cuando la radicula puede
permanecer viable, reafirmando los criterios de
Delouche (2002) respecto a que el proceso de
muerte de la semilla sucede gradualmente. Por
oposicién en las semillas no afectadas aparece

el embridon completamente tefido (Figura 10).
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Figura 7. Semillas con areas de tejido viviente.  Figura 8. Semillas con poca o0 ninguna

respiracion.

Tabla 3. Porcentajes de semillas tefiidas con tetrazolio.

Repeticiones I Il

Diametros (mm.) <4,75 4,75 -4,00 <4,00 <4,75 4,75 -4,00 <4,00
Color rojo intenso 16 64 48 24 60 48
Color rosado 60 16 44 42 20 32
Sin tefiir 24 20 8 34 20 20

|

Figura 9. Cotiledones no tefiidos. Figura 10. Embrion totalmente tefiido.
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CONCLUSIONES

» En el acondicionamiento de las semillas de
papaya la separaciébn en fracciones,
desechando las mas pequefias, es una
buena practica para garantizar un mejor
establecimiento del cultivo en el semillero.
Luego de dos afios y medio de
almacenamiento a 6 + 2°C en recipientes
herméticos las semillas de papaya
muestran una estructura anatomica normal,
pero han tenido una reduccién importante
de sus procesos y sistemas vitales, por lo
que la germinacion desciende
dramaticamente. Las semillas de mayor
diametro son las que sufren mayor
deterioro en el almacenamiento prolongado.

> El ensayo topogréfico de tetrazolio ofrece
informacidn valiosa sobre la viabilidad de la
semilla antes de proceder a realizar los
ensayos de germinacion |y  existe
correspondencia entre ambas pruebas.

> La preparacion de las semillas para los
ensayos de tetrazolio en papaya incluyen
cortes longitudinales y humedecimiento
previo durante 24 horas antes de su
inmersién en la solucion de CTT al 1%
durante 24 horas.

» En los ensayos de CTT cuando aparecen
tonalidades rosadas junto con areas del
embriéon y del endospermo de color rojo
oscuro dan evidencias de debilidad en las

semillas.
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