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RESUMEN

Para establecer la incidencia del momento de la coleccién y de algunos tratamientos de desinfeccién e imbibicién sobre
la germinacién seminal in vitro de Bixa orellana L, se colectan intracapsularmente o postextrusion semillas maduras, con
escasa variacién en peso (25.57+ 0.01 mg,). Una vez desinfectadas y en algunos casos expuestos a procesos adicionales de
imbibicidn, las semillas se transfieren a cajas de cultivo en las que se mantienen en completa oscuridad a 25 = 1°C, por
espacio de siete semanas. La germinacién resulta influenciada por el tratamiento de imbibicién, por las semanas de cultivo
empleadas y por el momento de la coleccidn, pues las semillas extracapsulares germinan en muy bajo porcentaje mientras
que en las colectadas previamente a la ruptura de la cdpsula, la germinacién se manifiesta desde la primera semana de
cultivo y con incrementos estadisticamente significativos en la extrusién. Asimismo, y dependiendo del tratamiento de
imbibicién y desinfeccién que se emplee, se logran aumentar los porcentajes de germinacién, hasta un 78%, evitando la
escasa o caprichosa tasa de germinacién evidenciada por algunos autores para esta promisoria especie vegetal.
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ABSTRACT

To establish the incidence of the time of collection and some disinfections and imbibition treatment on the seed germination
in vitro of Bixa orellana L, mature seeds are collected via intracapsule or postextrusion, with a little weight variation (25.57
+ 0.01 mg,). Once the seeds are disinfected and in some case exposed to imbibition process, they are transfered to
culture medium and are kept in complete darkness to 25 = 1 °C, for seven weeks. The germination is influenced by the
imbibition treatment, the growing time and the collection moment. On the other hand, the extracapsular seeds have a lower
germination percent than those collected prior to rupture since in this the germination manifests during the first week
of growing with significant statistical increases in the extrusion. Likewise, depending on the imbibition and disinfections
treatment that is used, the germination percents can increase up to 78%, avoiding the poor germination rate showed by
some authors from this promising vegetable species.
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INTRODUCCION

La Bixa orellana, arbusto americano conocido
generalmente como “achiote”(1), es una planta mul-
tipropdsito por su adaptabilidad a diferentes sistemas
agroforestales, el enorme potencial reforestador de
tierras pobres o 4cidas y el notable crecimiento en
diferentes pisos térmicos que le proporcionan va-
riedades en el color de las cipsulas (negro, colorado
y amarillo) e incluso, en el contenido del colorante
natural caracteristico, que es considerando el segun-
do tinte natural mas importante del mundo, y con
amplias aplicaciones en las industrias relacionadas
con alimentos, bebidas, cosméticos, textiles y diver-
sos productos quimicos (2). Esta planta de corteza
parda, presenta peciolos delgados, hojas simples que
se acompanan de flores hermafroditas agrupadas
en paniculas de diferentes colores con numerosos
estambres y frutos capsulares globosos u ovoides
con tonalidad roja, ptrpura o carmelita y en cuyo
interior se destacan hasta 50 semillas triangulares,
comprimidas y recubiertas de un arilo de color
amarillo rojizo o anaranjado (1).

A la planta completa, propagada rutinariamente
por semillas, estacas o injertos (3), o a algunas de sus
partes, se le atribuyen efectos en la medicina tradi-
cional, de hecho, la infusién de flores se utiliza como
purgante, el macerado de la corteza contra la ictericia
(4), mientras que las decocciones de algunos de sus
6rganos son consideradas diuréticas, antidisentéricas,
antivenéreas, abortivas, antiinflamatorias, antimalari-
cas, antimicrobianas, digestivas, laxantes suaves, an-
tieméticas, hipoglucemiantes, repelentes de insectos,
afrodisfacas, digestivas, expectorantes, antipiréticas,
antigonorréicas e incluso contra las quemaduras y la
lepra (1,4,6). Adicionalmente, el achiote se constituye
en una gran alternativa para nuestro medio y comu-
nidad, pues ademds de las actividades farmacoldgicas
referenciadas, se ha hecho evidente que sus compo-
nentes metabdlicos resultan ttiles como antiedemati-
zantes, antithemorragicos y neutralizantes del veneno
de Bothrops atrox asper (mapand), serpiente causante
del 50% al 70% de las mordeduras en nuestro pais
(7,8,9,10). Con esta consideracién, la produccién in
vitro de los metabolitos con actividad neutralizante
y demis efectos adicionales, se hace necesaria, pues
estos compuestos aislados pueden constituirse en
una alternativa de atencién primaria en accidentes
ofidicos o en una fuente generadora de moléculas
con importancia farmacéutica, ya que seguramente
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las actividades neutralizantes estin mediadas por el
efecto que alguno(s) de ellos tienen sobre las enzi-
mas fosfolipasas A, (PLA,), que son responsables
de algunos eventos farmacolégicos adicionales tales
como, el neurotéxico, el miotdxico, el cardiotdxico
y el agregante plaquetario (11).

Lamentablemente, la produccién metabdlica -co-
lorante y todos los demds secundarios- no se obtiene
de manera temprana, pues la produccién de semillas
se inicia después del primero o segundo afo de la
plantacién; pero solo hasta el tercero, e incluso el
cuarto afio del cultivo, se alcanzan unos rendimientos
adecuados de produccién (12,13). Esta tardanza en
produccién metabdlica, sumada a diversos factores
como variacién en el nimero cromosémico de la
especie (2n= 14, 16), la disminucién en porcentaje
de germinacién cuando las semillas pierden hume-
dad (14), la necesidad de escarificacién mecéinica
como mecanismo de recuperacién del porcentaje de
germinacion (15), la alta exigencia de suelos ricos en
manganeso y la escasa viabilidad seminal (16), son ra-
zones suficientemente poderosas para considerar que
las alternativas de propagacién, como promocion in
vitro de la germinacién y las técnicas de manipulacién
que incluyen desdiferenciacién tisular, optimizacién
y masificacién de suspensiones celulares son las
principales estrategias a desarrollar en la masificacién
y produccién metabdlica de esta planta con enorme
potencial farmacolégico (17). Por lo anterior, este
trabajo intenta optimizar las condiciones necesarias
para facilitar y promover la germinacién seminal de
Bixa orellana L., como insumo minimo para obtener
plantulas libres de patégenos, tejidos indiferenciados
con origen en diferentes explantos y suspensiones ce-
lulares potencialmente generadoras de metabolitos.

MATERIALES Y METODOS

Dos mil cuatrocientas semillas (2400) maduras
de Bixa orellana L, variedad roja, provenientes del
municipios de San Luis (1050 m.s.n.m., Departa-
mento de Antioquia), con alta homogeneidad en el
peso (25.57% 0.01 mg) ¢ identificadas por personal
del Herbario de la Universidad de Antioquia sirven
como material de partida para los protocolos de ger-
minacién seminal en los que se incluyen modifica-
ciones en el momento de la coleccién (postextrusién
seminal (ensayo 1) o intracapsularmente (ensayos 2
y 3)), y en los tratamientos de desinfeccién e imbi-
bicién (véase tabla 1). Las semillas desinfectadas y
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sometidas o no, al proceso de imbibicidn, se transfie-
ren a cajas de cultivo (50 mm @) dispuestas con un
medio nutritivo (pH: 5.7) preparado con las sales y
vitaminas propuestas por Murashige y Skoog (1962;
MS) (18), un suplemento de sacarosa (30 gl™'), agar
(7 gl™")(Ox0id®) y previamente esterilizado con calor
hidmedo (121°C/15min/1atm). Una vez transferidas
a las cajas de cultivo, las semillas (10 por caja) se
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mantienen en completa obscuridad a 25 * 1°C, por
espacio de siete semanas en las que se incluye un
subcultivo rutinario en la cuarta de ellas.

Una vez germinadas, las plantulas en formacién se
transfieren a tubos de vidrio dispuestos con el medio
de cultivo descrito e incubadas a 25 + 1°C con foto-
periodicidad larga (16h luz/ 8h oscuridad, 50 umol m™

s™) y subcultivos rutinarios cada cuatro semanas.

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccién e imbibicién empleados en la promocién de germinacién seminal de Bixa

orellana L.

Ensayo
No. Semillas

Momento de la
coleccion

Desinfeccion*

Tratamiento de Imbibicién

(48 horas)

Medio de cultivo
Pos-imbibiciéon

1 1200

Coleccion tras la
extrusién seminal

de la capsula 'y
almacenamiento a 23°C
y sequedad por espacio
de 45 a 60 dias antes
del ensayo

Tto 1

Sin imbibicion (300 semillas)
Agua (300 semillas)

GA, (2.88x10 ~*M)) (300 semillas) *
GA, (5.77x10 ~*M) (300 semillas) *

MS

2 600

Intracapsular y previo a
la extrusion seminal

Tto 2
(300
semillas
en Tipo A
y 300 en
Tipo B)

Sin imbibicion:

Tratamiento C: con desinfeccion previa tipo B
Tratamiento D: con desinfeccion previa tipo A
Agua ( temperatura ambiente)

Tratamiento E: con desinfeccién previa tipo B
Tratamiento F: con desinfeccion previa tipo A
Agua a 4°C

Tratamiento G: con desinfeccion previa tipo B
Tratamiento H: con desinfeccion previa tipo A
GA, (temperatura ambiente) (5.77x10 ~*M)

Tratamiento I: con desinfeccién previa tipo B

Tratamiento J: con desinfeccion previa tipo A

GA, (5.77x10 ~*M) a 4°C

Tratamiento K: con desinfeccién previa tipo B
Tratamiento L: con desinfeccién previa tipo A

MS

3 600

Intracapsular y previo a
la extrusion seminal

Tto 2
(300
semillas
en Tipo A
y 300 en
Tipo B)

Sin imbibicion

Tratamiento C: con desinfeccion previa tipo B
Tratamiento D: con desinfeccion previa tipo A
Agua ( temperatura ambiente)

Tratamiento E: con desinfeccion previa tipo B
Tratamiento F: con desinfeccion previa tipo A
Agua a 4°C

Tratamiento G: con desinfeccion previa tipo B
Tratamiento H: con desinfeccion previa tipo A
GA, ( temperatura ambiente) (2.88x10 ~*M )
Tratamiento M: con desinfeccion previa tipo B
Tratamiento N: con desinfeccion previa tipo A
GA,(2.88x10 "*M ) a 4°C

Tratamiento O: con desinfeccién previa tipo B
Tratamiento P: con desinfeccion previa tipo A

MS

GA3: Acido giberélico - giberelina A3 (Sigma G7645)

* Tratamientos de desinfeccién empleados : Tratamiento 1: jabén liquido 30 min + isodine® 60min+solucién de bavistin® (1%) y cloranfenicol®
(400 ppm) 180 min + etanol 70% 1 min. + hipoclorito de sodio (2 %) 20 min. + 3 lavados sucesivos con agua destilada estéril. Tratamiento 2:
Tipo A: Isodine® 60 min + etanol absoluto 1 min. + hipoclorito de sodio (2 %) 20 min + 3 lavados sucesivos con agua destilada estéril Tipo B:
Agua caliente 75°C (60 min) +Isodine® 60 min + etanol absoluto 1 min + hipoclorito de sodio (2 %) 20 min + 3 lavados sucesivos con agua

destilada estéril.
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Los diferentes tratamientos se comparan median-
te un andlisis de varianza de medidas repetidas en
el tiempo. Tanto las pruebas estadisticas (error o0 =
0.05) como los cilculos de las medidas descriptivas
se realizan con el paquete STATISTICAO9S ( Statsoft
Inc., Tulsa, OK).

RESULTADOS Y DISCUSION

La germinacién seminal in vitro de Bixa orellana L.,
resulta influenciada por el tratamiento de imbibicién
(p = 0.007), y por las semanas de cultivo empleadas
(p = 0.000) (Véanse figura 1, tablas 2y 3), sin ser éste
altimo, un factor per se para la extrusién, simplemen-
te es una consecuencia directa del primero de ellos.
Estos, sumados a la coleccién seminal (intracapsular
0 postextrusion), se convierten en los factores deter-
minantes del proceso, pues de las semillas colectadas
tras la extrusién de la capsula (ensayo 1) y almace-
nadas bajo condiciones controladas de temperatura
y humedad, s6lo germinaron una cantidad inferior
al 3% de ellas, lo cual sugiere en concordancia con
Belfort et al. (14) y Yogeesha et al.. (15), que en esta

VITAE

especie vegetal la germinacién se ve disminuida,
considerablemente, por la pérdida de humedad y
por ello se hace necesaria una escarificacién meci-
nica como protocolo alterno de recuperacién del
porcentaje de germinacién (15,16).

En las semillas colectadas intracapsularmente
(ensayos 2 y 3) la germinacién se hace manifiesta
desde la primera semana de cultivo con la mayorfa
de los tratamientos imbibitorios utilizados (Véase
figura 1), con incrementos estadisticamente signi-
ficativos en el porcentaje de germinacién durante el
periodo de tiempo comprendido entre la segunda'y
cuarta semana de cultivo, a pesar de presentar alta
variabilidad en estos porcentajes, como consecuen-
cia de lo caprichosa que es la germinacién en esta
especie vegetal (14,16,17).

Ademis, dependiendo del tratamiento de im-
bibicién y desinfecciéon empleados (Véanse tablas
2y 3) se alcanzan porcentajes de germinacién que
superan el 70% y son totalmente contrarios a la baja
viabilidad y tasa de germinacién propuesta por Eira
y Mello (17).

Tabla 2. Germinacién seminal acumulada (media £ DE) por tratamiento en cada una de las

semanas de cultivo

N Semanas 5
2 S
S ©
2 c
= E
£ 1 2 3 4 5 6 7 5
© (o]
= R
D | 1.0x1.6 4.1+4.9 9.846.6 12.5#42 12542 128+44 13141 65..8
H | 0.1204 2.6+2.5 7.0£5.9 8.6+6.4 8.6£6.7 11.0¢6.6 12176  60.8
F | 25#2.8 5.5#6.2 6.5+7.2 7.1£8.1 71476 85369 9.1+64 45.8
L | 0.0£0.0 0.0+0.0 1.6x1.5 1.6x1.5 16225 2625 2625 13..3
P | 2315 96+35 13.6£3.5 150426 15.0+26 15.3x3.0 156+35 78..3
J | 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0£0.0  0.6%1.1 0.6+ 1.1 3.3
N | 56225 11.6£20 13.6£1.5 14.3x2.0 14.3x2.0 143+20 146x23 73..3

* ver Tabla 1. Tratamientos de desinfeccién e imbibicién empleados en la promocién de germinacién seminal de Bixa

orellana L.




RECOLECCION SEMINAL INTRACAPSULAR...

Tabla 3 . Newman-Keuls para homogeneidad de gru-
pos experimentales que muestran similitud y diferen-
cias entre tratamientos

Tratamiento Semillas germinadas?®

0.19+0.32°
1.61+1.51"%
6.73 + 6.48 >«
7.42 £5.20 "
9.42+432%
12.38+291°
12.66 £2.09 ¢

Z U O I m r <«

*Los resultados son las medias = DE para las réplicas (10 semi-
llas por caja/ 120 cajas) correspondientes a los ensayos 2y 3. Las
letras iguales identifican grupos homogéneos (p=0.05).
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Figura 1. Germinacién seminal acumulada (media
+ DE) por tratamiento en cada una de las semanas de
cultivo

El empleo de agua caliente dentro de los protoco-
los de desinfeccién no resulta benéfico y, contrario
a lo propuesto por D" Souza y Sharon (20), en este
estudio se evidencia una disminucién considerable
en la capacidad de germinacién, pues en ninguno
de los casos se supera el 10 % de germinacién en
aquellas semillas sometidas a este tratamiento. En
estos resultados, como en los de Yogeesha et al. (15),
los tratamientos que incluyen imbibicién a 4°C
presentan un leve incremento en los porcentajes
de germinacién (sin significancia estadistica), pero
adiferencia de lo observado por ellos, en este estudio
el aumento en ningiin caso representa una ventaja
con relacién a la utilizacién de temperaturas diferen-
tes a la ambiental (22-23°C), y probablemente, en
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concordancia con lo propuesto por Yogeesha et al..
(15), no se constituya en un factor con importancia
para evitar la dormancia seminal que se presenta en
las estructuras colectadas posextrusion.

Las semillas correspondientes a los ensayos 2
y 3 (semillas colectadas intracapsularmente) con
esquema de desinfeccién tipo A (no incluye agua
caliente), muestran tasas germinatorias hasta del
78% (Véase tabla 2), cuando no se someten a imbi-
bicién, o cuando ésta se realiza a una concentraciéon
baja de 4cido giberélico (2.88x10 ~*M). A una con-
centracién miés alta (5.77x10 ~*M), los porcentajes
de germinacién descienden incluso a niveles mas
bajos que los observados en las semillas colectadas
postextrusién (ensayo 1), probablemente como
consecuencia directa del regulador, pues es bien
conocido que las concentraciones exdgenas bajas,
generalmente inferiores a 10™* M, causan un mayor
desprendimiento de etileno (21). Sin embargo, la
inhibicién manifiesta al utilizar una concentracién
de 5.77x10 ~*M, permite suponer que con esta adi-
cién, sumada a los niveles endégenos seminales, se
podrian alcanzar los niveles inhibitorios o la pérdida
de la capacidad de las células para responder al efecto
de esta hormona (22,23), pues es conocido su efecto
sobre algunos genes relacionados con expresiones
enzimaticas involucradas en la germinacién seminal

(24,25,26,27,28).

CONCLUSIONES

La germinacién in vitro de Bixa orellana L., se en-
cuentra influenciada por el momento de la coleccién
seminal, pues si la semilla pierde humedad tras su
salida de la cdpsula, esta disminuye progresivamente
la capacidad de germinar. Asimismo, si la coleccién
se realiza posextrusion, los organismos contami-
nantes oportunistas dificultan considerablemente
los protocolos de desinfeccion necesarios para im-
plementar los procesos in vitro.

Las semillas colectadas intracapsularmente no
requieren protocolos exigentes de desinfeccién, y su
germinacidn alcanza porcentajes muy elevados, sin
que en ello importe proceso alguno de imbibicién,
pues aquellas semillas que no la tuvieron, germi-
naron en proporciones estadisticamente similares
a las que la tuvieron con 4cido giberélico a una
concentracién de 2.88x10 ~*M.

En caso de imbibicién, no se recomienda utilizar
4cido giberélico a una concentracién de 5.77x107*M,
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pues los niveles de extrusién se reducen a tasas in-
feriores a todos los demds tratamientos empleados'y
solo comparadas con las que disminuyen progresiva-
mente su capacidad germinativa como consecuencia
de la pérdida de humedad. Sin embargo, aunque en
ninguno de los casos es significativa la diferencia,
vale la pena mencionar que en este tratamiento, y en
los demas, los porcentajes de germinacién tuvieron
un leve incremento cuando la imbibicién se realizé
a baja temperatura (4°C).

No se deben incluir procesos de desinfeccién o
imbibicién que involucren el uso de temperaturas
superiores a la ambiental, pues en este estudio se
hizo evidente que el agua caliente como parte del
protocolo de desinfeccién no mejora el proceso y
por el contrario, incide desfavorablemente en el
porcentaje de germinacién. Asimismo, la utilizacién
de temperaturas bajas en la imbibicién no muestra
efectos favorecedores que permitan considerar este
como un factor promotor de germinacién en Bixa
orellana L.

La germinacién de semillas en esta especie ve-
getal resulta estadisticamente influenciada por las
semanas de cultivo, pero no porque este constituya
un factor determinante per se, sino porque, en la
medida en que el tiempo de cultivo avanza se obtiene
un mayor porcentaje de germinacién; de hecho, la
extrusién seminal durante las primeras dos sema-
nas es significativamente inferior a las restantes y
por tanto, en ensayos posteriores relacionados se
deberin considerar un minimo de dos, o incluso
tres semanas, para evaluar cualquier efecto proger-
minativo.

Ensayos adicionales (datos no presentados), mues-
tran que el efecto continuado de estos reguladores en
los medios de cultivo, no mejoran el porcentaje de
germinacién presentado en este estudio.
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