FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

MAESTRIA EN CULTIVOS INTENSIVOS

“Generacion de tecnologias para mejorar
la germinacion de semillas de

Poncirus trifoliata (L.) Raf.”

Tesis presentada para acceder al titulo de Magister en Cultivos Intensivos. Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Litoral.

Tesista: Ing. Agr. (Esp.) Marcela Andrea Catraro
Directora: Dra. Ing. Agr. Patricia Cecilia Flores

Co-Director: Dr. Ing. Agr. Norberto Francisco Gariglio



Dedicada a mi abuela, Elva Antonia “Porota” Di Tomaso de Catraro, que me cuida desde el cielo
... por creer en mi siempre,
... por darme sus manos y su corazon,

y por ser mi mayor admiradora.



Agradecimientos
A mi directora, Dra. Ing. Agr. Patricia C. Flores, por su acompafiamiento, apoyo constante y

dedicacion calida y comprometida tanto en esta tesis en particular como en mi desarrollo profesional.

A mi Co-director Dr. Norberto F. Gariglio, por su compromiso, colaboracion y por sus palabras

calidas de aliento durante todo este camino.
A mis compafieros de trabajo, Ings. Agrs. Damian Poggi, Agustin Quadrelli, Melisa Defagot y Andrea
Leone, por brindarme su ayuda, soporte y por ser realmente buenos compaiieros en todo el sentido de

la palabra.

A mi amiga y colega Ing. Agr. Paola Gabriel por abrirme las puertas de su hogar y de su corazon y por

brindarme su apoyo a cada paso.

Al Ing. Agr. Leonardo Garcia del INTA EEA San Pedro, por colaborar conmigo siempre con la mejor

predisposicion y desinteresadamente.
Al Dr. Roque Craviotto y todo el personal del Laboratorio de semillas del INTA EEA Oliveros, Dra.
Miriam Arango, Ing. Agr. (MSc.) Carina Gallo y Marta Montero, por aportar desinteresadamente sus

experiencias para mi desarrollo profesional.

A mis padres, Ernesto y Maria del Carmen, por brindarme con su amor todo lo esencial de la vida para

poder desarrollarme plena y libremente.

A mis hermanos, Alejandra, Sebastian, Ana y Maria Celeste, por ser mis pares, complices y

compafieros y por ensefiarme lo que es amar sin condiciones.

A mis primos, cufiados y sobrinos, por estar presentes y ser parte de todos mis momentos.

A mis amigas, las de toda la vida, por ser mi cable a tierra y el mejor escape de la rutina.

A mi compaiiero de vida, mi amor, Ezequiel Luna, por ser mi sostén, por dar todo de si para que yo

logre desarrollarme en todos los sentidos y por poder volar juntos cada dia.

A mis hijos Benjamin y Julian, por llegar y darle sentido a todo. Por mostrarme que “TODOS LOS
EXITOS SON RELATIVOS EN COMPARACION CON EL AMOR QUE SIENTO POR ELLOS”.



INDICE GENERAL

) T U 1) g 1
Agradecimientos 2
INAICE GENEIAL.......ceeeeeeeririiiieeeereeeerretiieeeeeeeeeeeerrssnnnneeeeeeeeesssssnnnnnneeessmesssssssnnnnnnnne 3
INAICE d@ FIGUIAS. . eevvureeeeerreieeeeertuneeeeerunneeeeerssseeeesssssneeesssssnesessssssneeessssnnesssssnnnnnn 5
INAICE dE TADIAS....eeeevrrrrrenieeeeeeeeereriiiieeeeeeeeeeeerrsaneeeeeeeeeessssssssnneeseesesssssssnnnnnneesssssn 8
D 2] 1 11T 1 Y 9
N 11 3 o Tt 10
INtrOdUCCION. ..vviuiiniiniitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiitittiteiietiatiaetaciscisestsatsacsscsscsscensansnnsseeses 11
1. Caracterizacion de Poncirus trifoliata (L.) Raf.........cccovvviineiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennan 11
1. 1. Importancia de la especie en la produccion citricola.........ccevveiiieiiiniiiiieiiiiiimcineinnnes 11
1. 2. Descripcion taxonomica y morfol0gica.......ccovvvuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiniiiiiiieieneeen. 11
1. 3. Requerimientos agro-climaticos de 1a eSpecie .......cccvvveiiniiiniiiiiiiiiniiinicinicinissecnsens 12
1. 4. Caracteristicas de su semilla..........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 12
2. Reproduccion de portainjertos mediante semillas............ccoveiieiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiniiiienn 14
3. Acondicionado y almacenamiento de semillas........ccoeveiiniiiniiiniiiniciniiieiineiinmmercensosnsons 15
4. Calidad de semilla......ccconeinniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiitteerinetsasiesnsesstsnnsan 15
4.1 Prueba de germinacion eStAndar .........ccevvieiiuiiinioiniiieiieaiieaciosssnsssnssensosnsosssasnsssnscss 16
4.2 Prueba de Vigor: IVG, TMG y Conductividad Eléctrica........cc.ccocvviiniiiiiiiiiinnennnnen. 16
4.3 Patrones de plantulas normales y anormales...........ccoevveiieiiniieiieiiaiieiiiiieiieiieiicieniansen 18
4.4 Prueba de Viabilidad por Tetrazolio........c.ceeivuieineiineiinrireiieeiinesssecsarccssosssosasosssasnees 19
Formulacion de problema.......c.ccccviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietitatieceeeneass 22
ODjJetivo SENeEral....cccciuiiieiiieiiieiineiieiierosssresstssscssscssstsssssssssssosssosssosssssssssssssssssasssnsos 23
Objetivos ESPecifiCos....cvviieiiuiiuiieiiiiiieiieiiiiiiiiiiiirietietiectesieciessessasssssssnssssssssasssnssnsas 23
Material Y MEt0d0S. . .courueininiiiieiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiititttiettistattecatetsesmmssasscassssnsens 24

Capitulo I: “Escarificado quimico y evaluacion de su efecto sobre el proceso de imbibicion y el
vigor de 1as SemIllas”....ccciiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii et rir ettt err st e e e s rsessans 25

Material Y MEL0UO0S. . ocuiineiiieiiieiineiieeisstossresatsnresssssssssssssssosssssssossssssssssosssossssnsssssssans 26



Resultados Y DiSCUSION. ..coeiieiiuiieiieiiuiieiieiiuiieiiertersetsatsecssssstssssassssosssssssssssssssssssssssses 30
Capitulo II: “Patrones de plantulas normales y anormales de Poncirus trifoliata (L.) Raf.”.....36
Material Y MEt0d0S.....couiuuiiniiniieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieiietiatietiatiattettetesnssmienssessensans 37
Resultados y DiSCUSION t.uvviueiiriiiiiiiiiiiiiniiietieeiimmieesiorsriesssestsascsnsssassssssnssssssossssssssnns 38

Capitulo II1: “Prueba de Viabilidad Topografica por Tetrazolio en Poncirus trifoliata (L.)

2 T e 44
Material Y MEtOA0S. .. .ucuuinuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittittitettattetatesttstenttacensanssronnns 45
Resultados Y DiSCUSION. .cuviiueiiieiiiiiiiiiiiinioiniieesierisnrssesssntossssssssesssesssasosmassssssssssnsssses 47
CONCIUSIONES. c.ciuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiieiieiitiitiittitttteececseentcnssntcssmessssssssenssssammnns 54
Bibliografia.......ccouiiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii st saea s s s 56

ANEXO: Normativa Fitosanitaria para la produccion de plantas citricas en Argentina............64



INDICE DE FIGURAS
Figura 1: Hoja de P. trifOliQta... ... ... ... ..o iiv oottt e et et e et et e e e e e e ees e eeeeee e
Figura 2: Fruto y semillas de P.trifoliata... ... ..........c.ccc oo ioe it et iei it et et e ee e e e e
Figura 3: Germinacion de semillas de P.trifoliata pertenecientes al mismo lote a los 60 dias en
CAMUAFQ e oo et it e et et et et e ettt et et te et et et tee 2en ettt ee 2e sen aae et tee 2en st ee tee aen eensaen vee 2en eennneveee ] 2

Figura 4: Semillas enteras de P.trifOliQta ................ccoeioieveieseei it es ee e vt vee e e vevee ves eee s a1 2

Figura I-1: Escarificado quimico Oliveira et al. (67) (a); Escarificado quimico Grasso et al.(43) (b)

Figura I-2: Escarificado quimico (a); Tegumentos despegados y en suspension (b).......................27
Figura I-3: Analizador Automatico de Semillas SAD 9000-S (Laboratorio de semillas EEA INTA
OLIVEFOS) ... e v s ee e et et ee e et et ee e ees et vt e 2en st be bee 2es 2as sas ve bee 2en eenas tre tes een et rnbee venensvee aen 00s 29
Figura I-4: Curvas de regresion ajustadas a diferentes modelos segun la evolucion de la imbibicion
de semillas de Poncirus trifoliata (L.) Raf. sometidas a distintos tratamientos de remocion de sus
tegumentos: T1,2: Pelado manual (; sin testa ni tegmen) Regresion no lineal- modelo hiperbolico;
12,2: pelado quimico con hipoclorito de sodio (sin testa) Regresion lineal; T3,2: control sin pelar
(con ambos tegumentos) Regresion no lineal - modelo exponencial. ... ............... cc.cceeveinn 32

Figura I-5: Importancia de los tegumentos seminales en la restriccion del proceso de imbibicion.
Testa limitation corresponde a la limitacion a la imbibicion del tratamiento sin pelar (T3,2) respecto
al pelado manualmente (T1,2). Tegmen limitation corresponde a la limitacion a la imbibicion del
tratamiento de pelado quimico (T2,2) con respecto al pelado manual (T1,2)..........ccccccovvv o33

Figura 1-6: Semillas del mismo lote sometidas a los 3 tratamientos luego de 5 dias en camara de

germinacion en rollos de papel humedo (a) pelado manual; (b) pelado quimico; (c) sin pelar..........34
Figura II-1: Plantula normal vigorosa (StrONG) ... ... ....ccceeceeee eecet e et et et et es ve vs vs ave eve vae svene 2002 39
Figura II-2: Plantulas normales originadas de una semilla poliembrionica... ................cc.ccccc ... .39
Figura II-3: Plantula normal Débil (Weak). Raiz con desviaciones leves................cccccveeeeviec e .39
Figura I1-4: Plantula normal Débil (Weak). Raiz con desviaciones leves y mancha necrotica........... 39

Figura II-5: Plantula normal Débil (Weak). Raiz con desviaciones leves y sistema del tallo

1 A7 17 o ST PP PPRRRRPR 1



Figura I1-6: RATZ QIVOfIQGQ.... ... ...... ..o cov e ies et et e e et e ee e e et e e ten et ae vee vee een s e vee 2eeens
Figura II-7: Ausencia de sistema tallo y raiz atrofiada... ... ... ... .......cccc. oo vii oot s et et e e e
Figura II-8: Raiz mazuda (1ip0 SHUDDY) ... ... ... oo et e et e et e et et et et e et et e e et e e

Figura I1-9: RATIZ QUSENTE... ... ... cc.ccu et ot et s et et et e e e e ee vee vee vee tee tee vee tee tee tee tee vee tee tee vee vene sens

Figura II-10:
Figura llI-11:
Figura II-12:
Figura II-13:
Figura II-14:
Figura 1I-15:
Figura II-16:
Figura 1I-17:
Figura II-18:
Figura II-19:
Figura 11-20:

Figura II-21:

Raiz retrasada con hendidura longitudinal... ..................coocoii it ioi it it e e
RAIZ POAVIAQ... ... v ivee et e et et e e et e e e et e e een et e e e e e
Epicotile bifurcado y raiz con geotropismo negativo... ... ......cc.occcecueeee ves et vt eee ea e
Raiz con constriccion e infecCion Primaria... .. ... ... .. cocvervves veseetcve ee vee ere s aee aen e
RAIZ VITFOG ... oot it et it et et et et e ettt e e e e e e e e e e e e
Raiz en banco con CONSIFICCION ... ... ...cc.ccecov et it it cee e et e et e e e e s e e
RaAIZ VOIOVCIAA .. ... ... coev ot e et et e e e et et e et e et e e e et e e
RAIZ FOUQ ... ov v ottt e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e
Fototropismo negativo y raiz podrida... ... .......cccoccce v iee it ie ee e et e e s e
RAIZ @1 DANCO ... ... oot ettt et et e et e e et e e e e e e e e
Bifurcacion por yema terminal daniada... ... ................ccccoeeiiiiiiiie e s et e e

Plantula blanca 0 QRILAAA... ... ... ... ....c.cooiee oo e e et e e e e et e eee e e

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

42

Figura Ill-1: Equipamiento para la determinacion de viabilidad mediante la prueba topografica de
TZ en laboratorio de semillas del INTA OliVEros... ... .......coocee i ve e et et e e ee e e e e 2046
Figura IlI-2: Efecto de la incubacion en sal de TZ a una concentracion del 1% por 18 h (a) y 24 h (b)
en semillas de P. trifoliata segun lo recomendado por los manuales AOSA (10) e ISTA (48)... .......... 47
Figura II-3: Interaccion entre el tiempo de incubacion y la concentracion de sal de TZ para el % de
VIADIIIAQA ... ... ... ocoii ittt et et et e e e e e et e e et et e e e e e e e ees 2 48
Figura IlI-4: Porcentaje de Viabilidad obtenido en los diferentes tratamientos segun la interpretacion
de las distintas tinciones logradas. PQ: pelado quimico; SP: sin pelar. Los valores siguiendo la
abreviacion PQ y SP indican la concentracion de la sal de TZ y el tiempo de incubacion. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas segun ANOVA y Comparacion de medias

a través del test de Tukey con un nivel de significacion p< 0.05..............cccceeive i veiiiiieveeeeevee e 49



Figura I1I-5: Imagenes de los tratamientos evaluados en semillas peladas quimicamente y sin pelar,
en funcion de la concentracion de la sal de TZ y tiempo de incubacion ...................cccccevveeee .50
Figura III-6: PRUEBA TOPOGRAFICA DE TETRAZOLIO EN Poncirus trifoliata (L.) Raf EN
Figura IlI-7: PRUEBA TOPOGRAFICA DE TETRAZOLIO EN Poncirus trifoliata (L.) Raf. EN

IMAGENES ... .. oo oo oo e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e et et e e e 53



INDICE DE TABLAS

Tabla I-1: Influencia de los diferentes tratamientos de escarificado quimico de semillas sobre el
Tiempo Medio de Germinacion (TMG) y el Indice de Velocidad de Germinacion de Poncirus
trifoliata. Valores promedio de 4 repeticiones por tratQmiento... ... ... ... .c.cou e veevecurvvve eeevercvevae aenen 30
Tabla I-2: Vigor de las semillas expresados a través del test de conductividad eléctrica y del tiempo
medio de germinacion (TMG) para semillas de Poncirus trifoliata sometidas a diferentes tratamientos
de pelado. Datos promedio de 100 repeticiones por trat@miento... .............c..cccoeoercrcervsvvsvvsen 00 39

Tabla II-2. Descripcion de Plantulas Anormales de la especie Poncirus trifoliata..........................38

Tabla II-1. Descripcion de Plantulas Normales de la especie Poncirus trifoliata... .........................40



RESUMEN

Poncirus trifoliata (L.) Raf., es el portainjerto mas importante en la produccion de citricos de la
Region del Litoral Argentino. Se propaga por semillas que presentan dormicion fisica conferida por
sus tegumentos. Los objetivos de esta investigacion fueron seleccionar el método de escarificado
quimico mas adecuado y ajustar pruebas para la determinacion de la calidad fisiologica de semillas de
Poncirus trifoliata para mejorar la productividad de los viveros de plantas citricas bajo cubierta. Se
llevaron a cabo diferentes experimentos. En el primero de ellos se evalud la efectividad de tres
tratamientos de escarificado quimico para desprender los tegumentos de las semillas y su posterior
efecto sobre el vigor. Para la determinacion del vigor se utilizaron los indices de velocidad de
germinacion (IVG) y tiempo medio de germinacion maxima (TMG). En un segundo experimento se
compar¢ el efecto del escarificado quimico mas efectivo determinado en el primer experimento, en
relacion a semillas peladas manualmente y semillas sin pelar, de modo de evaluar el vigor de las
semillas, y el rol de los tegumentos seminales en el proceso de imbibicion. Al finalizar las diferentes
pruebas de germinacion efectuadas en los experimentos anteriores, se procedid a clasificar a las
plantulas de Poncirus trifoliata en dos categorias: normales y anormales. También, se realizd un
experimento preliminar para evaluar la concentracion y tiempo de incubacion de la prueba de
viabilidad por tetrazolio (TZ) propuestos por las distintas asociaciones de analistas de semillas, y en
base a los resultados obtenidos se definieron los tratamientos para ajustar la técnica de TZ para la
especie. Las semillas fueron consideradas viables o no viables segin las diferentes tinciones,
elaborandose patrones topograficos de viabilidad en esquemas e imagenes fotograficas. El escarificado
quimico con hipoclorito de sodio fue el método mas efectivo para eliminar la testa de las semillas,
favoreciendo una mayor y mas rapida imbibicion respecto a las semillas enteras, mejorando también
los parametros de vigor. Este método es sencillo, practico y fehaciente para ser utilizado por los
productores viveristas y por los analistas de semillas. El test de vigor de conductividad eléctrica no
aportd informacion adicional respecto a los parametros TMG e IVG. Se describieron patrones de
plantulas de Poncirus trifoliata para las categorias de plantulas normales vigorosas, plantulas normales
débiles y plantulas anormales. Se observaron con mayor frecuencia anormalidades del sistema radical
como raiz primaria retorcida, atrofiada, mazuda (tipo stubby) y raiz primaria ausente. Se determind
como la metodologia mas adecuada para realizar la prueba de TZ la utilizacion de una concentracion
del 0,2% de la sal TZ, 5 h de incubacion y semillas sin pelar de modo de optimizar los recursos
implicados. Ademas, se determinaron los patrones topograficos de tincion para semillas viables y no

viables.

Palabras claves: Poncirus trifoliata, vigor, escarificado quimico, plantulas normales y anormales,

viabilidad por tetrazolio.
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ABSTRACT
Poncirus trifoliata is the most important rootstock in citrus production in Argentina’s Litoral. Its seeds
present a slow and uneven germination due a physical dormancy associated to the presence of seed
coats. The objectives of this research were to select the most appropriate chemical scarification
method and to adjust tests for the determination of the physiological quality of Poncirus trifoliata
seeds to improve the productivity of the nurseries of citrus plants under cover. A first experiment was
conducted to assess the efficiency of three chemical scarification methods and the effect of these
methods on seed vigor. Vigor was determined with the germination velocity index (GVI) and the mean
time to maximum germination (MTMG). A second experiment was conducted to assess seed vigor and
the role of seed coats in imbibition. To do this, the most effective chemical scarification method
identified in the first experiment was compared with manual removal of both seed coats, and no
removal of seed coats. Germination percentage and the vigor indices GVI, MTMG and the
Conductivity Test (CT) were determined. At the end of the germination tests of the previous
experiments, the seedlings were classified into two categories: normal and abnormal. Also, a
preliminary experiment was carried out to evaluate the concentration and incubation time of the
tetrazolium viability test (TZ) proposed by the associations of seed analysts, and the treatments to
adjust the TZ test were defined based on the results obtained. The seeds were considered viable or non
viable according to the different stains, elaborating topographic viability patterns in images.
Scarification with sodium hypochlorite showed the best results. The imbibition curve of seeds with
both seed coats showed a linear weight evolution, while seeds with only the testa removed or with
both testa and tegmen removed showed an exponential weight evolution. The CT showed that
chemically scarified seeds had no significant increase in conductivity compared to seeds with no seed
coat removal. However, the high conductivity values in seeds with both seed coats manually removed
showed a higher risk of deterioration in seeds subjected to this procedure. Patterns of seedlings were
described for the categories of normal (vigorous and weak) and abnormal seedlings. It was determined
as the most appropriate methodology to perform the TZ test the use of a concentration of 0.2% of the
TZ salt, 5 h of incubation and unpeeled seeds to optimize the resources involved. Key words:

Poncirus trifoliata, vigor, chemical scarification, normal and abnormal seedlings, viability.
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INTRODUCCION
1. Caracterizacion de Poncirus trifoliata (L.) Raf.

1. 1. Importancia de la especie en la produccion citricola

La citricultura Argentina se encuentra en expansion, con un incremento aproximado del 3% anual
en los ultimos 20 afios. Esta actividad tiene una gran importancia economico-social para las distintas
regiones productoras.

Poncirus trifoliata, cominmente llamado trifolio, originario del Centro y Norte de China, es
considerado el portainjerto mas importante para la produccion citricola de la Regioén del Litoral
Argentino. En la provincia de Entre Rios, su uso en plantaciones comerciales supera el 90%, mientras
que en Santa Fe y Buenos Aires es del 100% (5).

Es el pie que le entrega a su copa la mayor eficiencia productiva por m’. La fruta toma excelente
color y tersura de piel, alto contenido de jugo y soélidos solubles, y buen tamafio (69). A su vez
confiere mayor precocidad que cualquier otro utilizado hasta el momento, es el mas longevo y su
naturaleza caducifolia le transmite a la copa resistencia al frio, por lo tanto es utilizado en zonas con
inviernos marcados donde hay elevado riesgo de heladas y se emplea especialmente para el mercado
de fruta fresca (5; 69).

1. 2. Descripcion taxonémica y morfologica:

El trifolio es una especie perteneciente
al Orden Geraniales, Familia Rutdceas y
Género Poncirus. Se encuentra
estrechamente emparentado con el género

Citrus (4). Es una planta con habito de

F z'gu'r a 1. Hoja de Figura 2: Fruto 'y crecimiento arbustivo y numerosas ramas
P.trifoliata. semillas de P.trifoliata.

que forman una copa cerrada con hojas
trifoliadas y caducas (Fig. 1). Posee espinas solitarias, fuertes, generalmente rectas, achatadas y muy

afiladas. Las flores son hermafroditas, de color blanco y de tamafio variable. Florece en primavera,

cuando atn la planta no tiene hojas. El fruto es un hesperidio de forma globosa de 3 a 5 cm de
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diametro, de color amarillo-anaranjado, pubescente y con una fragancia caracteristica (Fig. 2). Posee
de 3 a 6 carpelos con alrededor de 50 semillas, grandes y de baja poliembrionia (15%) (5; 19).

1. 3. Requerimientos agro-climaticos de la especie:

Poncirus trifoliata es una especie muy longeva, se adapta muy bien a distintos tipos de suelos,
pero prospera mejor en aquellos con pH entre 5 y 6. Tolera suelos pesados, siempre que no sean
anegadizos. No tolera los suelos calcareos ni salinos, ni periodos prolongados de sequia. Es muy
sensible al viroide Exocortis, pero resistente al virus de la Tristeza y tolerante a la Psorosis y a la
Cachexia. Es resistente a la gomosis del pie y a los nematodos. Es afectado por los denominados
declinamientos como el blight en Florida, el marchitamiento repentino de Uruguay y fruta bolita de

Argentina (5; 69).

1. 4. Caracteristicas de su semilla

La germinacion de las semillas es de tipo
hipogea (78). Es esta especie este proceso es
muy lento y desuniforme pudiendo llegar a tardar
entre 15 y 60 dias para completarse (Fig. 3).

Las semillas de los géneros Citrus y
Poncirus presentan dos tegumentos (Fig. 4). Uno
interno, llamado tegmen, que es delgado y
membranoso y otro externo llamado testa que es

mas duro y grueso que el anterior y presenta

diferentes cantidades de lignina segun la especie.

Figura 3: Germinacion de semillas de
P.trifoliata pertenecientes al mismo lote a los ~ Ambos son muy similares en su estructura
60 dias en camara.

celular, estan compuestos por la epidermis de la

pared del 6vulo y sustancias del endosperma y la

nucela en distintas proporciones (17; 38).

Figura 4: Semillas enteras de P.trifoliata
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La desuniformidad que presentan los citricos en su germinacion es consecuencia de un tipo de
latencia fisica debido a que los tegumentos actian como una barrera a la imbibicion de agua y la
difusion de gases. Ademds de promoviendo de esta manera la putrefaccion de las semillas y las
dificultades que presentan en el proceso de germinacion. También pueden presentar algin inhibidor
del desarrollo del embrion (66; 67; 68; 78; 83). Probablemente las semillas de trifolio posean este tipo
de latencia fisica debido a alguna caracteristica genética asociada a su caracter caducifolio ya que este
es un mecanismo de defensa de las plantas a condiciones ambientales adversas (bajas temperaturas)
(78).

Una caracteristica de las semillas de los citricos es que pierden su poder germinativo antes que las
semillas de muchas otras especies. La calidad de las mismas puede verse afectada por factores de
precosecha (sequias prolongadas, heladas, etc.) como asi también por factores postcosecha (exposicion
al calor, al sol o la resequedad y al almacenamiento prolongado) (12).

Segun Roberts (73) de acuerdo al comportamiento de las semillas en el almacenamiento se
pueden distinguir dos categorias, ortodoxas y recalcitrantes. Las semillas ortodoxas pueden sufrir
desecacion hasta contenidos muy bajos de humedad (2-5%) dependiendo de la especie, aunque existe
una relacion negativa entre el contenido de humedad y la longevidad (29; 30). Otra caracteristica de
este grupo de semillas es que pueden almacenarse durante largos periodos a bajas temperaturas sin
sufrir dafio (32).

Las semillas recalcitrantes son aquellas que sufren dafio al deshidratarse y no pueden sobrevivir
con contenidos de humedad inferiores a entre un 15 a un 50% (33; 42). Por lo tanto estas semillas no
toleran tiempos prolongados de almacenamiento (32). Este tipo de semillas se diseminan en condicién
himeda y metabolicamente activas (51; 58), perdiendo rapidamente su capacidad de germinacion al
quedar expuestas a condiciones de baja humedad (52).

Las semillas de las especies pertenecientes a los géneros Citrus y Poncirus muestran baja
tolerancia a la desecacion y exhiben comportamiento de almacenamiento recalcitrante o intermedio

(53; 82).
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2. Reproduccion de portainjerto mediante semillas

A partir de la normativa vigente para la produccion de especies citricas en vivero, en la que se
establecen las medidas fitosanitarias respecto al material de propagacion de citricos (Resolucion
Senasa 930/2009 — Ver ANEXO), se presenta una problematica sobre el manejo del mismo ya que se
modifican factores del proceso productivo lo cual implica un incremento en los costos y por ende toma
importancia la determinacion de calidad de semillas para obtener el mejor aprovechamiento (11; 62).

La produccion de plantas citricas comienza con la obtencion, almacenamiento y posterior siembra
de la semilla de los portainjertos.

Los frutos de trifolio en la Region Litoral de la Argentina maduran en el mes de mayo, momento
en cual se extraen las semillas para preparar los proximos almacigos. El origen y la sanidad de las
semillas deben estar debidamente certificados por el INASE.

La utilizacion de semillas para la obtencion de portainjertos es una excelente técnica para la
eliminacion natural de virosis y bacteriosis ya que éstas no presentan formacion de vasos conductores
suficientes para la traslocacion de patogenos hacia los embriones nucelares (21). Asimismo, no existen
evidencias de transmision de Candidatus liberibacter spp. (HLB) a través de semillas en citricos.
Muchas especies y cultivares de los géneros Citrus, Poncirus 'y Fortunella son capaces de reproducirse
agamicamente por apomixia o poliembrionia, formando varios embriones a partir de la diferenciacion
de celulas de la nucela (38). En Poncirus trifoliata la poliembrionia varia entre un 15 y un 70% (19;
69).

Los almacigos citricos bajo cubierta plastica en bandejas o cajones germinadores, requieren de
condiciones ambientales Optimas (sustrato apropiado, riego, fertilizaciones, pulverizaciones
fitosanitarias oportunas y mayor temperatura) que permitan lograr en menor tiempo plantines con buen
desarrollo y vigor (71).

Para superar la latencia que confieren los tegumentos de las semillas y asi aumentar la tasa de
germinacion y la uniformidad de emergencia de plantulas pueden utilizarse tratamientos como
inmersion en agua a diferentes temperaturas, calor seco y himedo, también tratamientos quimicos con

enzimas o solventes organicos, sustancias estimuladoras de la germinacion y reguladores de


http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-930-2009-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-930-2009-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
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crecimiento (47; 78). Entre los compuestos quimicos que pueden ser utilizados se mencionan el
hipoclorito de sodio, hidréxido de sodio y 4cido clorhidrico en solucién y a diferentes concentraciones,
temperaturas y tiempos de exposicion (43; 67).

3. Acondicionado y almacenamiento de semillas

Se define como almacenamiento al proceso por el cual se conservan las semillas viables desde el
momento de la recoleccion hasta el momento de su siembra (46).

El deterioro de las semillas almacenadas es influenciado por la variedad, presencia de patogenos,
humedad y temperatura del aire (55; 59) y por los tratamientos quimicos, la manipulacion y tipo de
almacenamiento (64; 22).

La mayoria de las semillas se conservan bien si se las almacena con bajo contenido de humedad
interna, pero las semillas recalcitrantes como las de Poncirus trifoliata, no toleran la pérdida de
humedad y pierden rapidamente su viabilidad, lo cual afecta su capacidad de almacenamiento (21).
Las semillas de trifolio pueden almacenarse sin perder su calidad fisioldgica por siete meses cuando se
almacenan con un 25-30% de humedad interna, acondicionadas con fungicidas, en bolsas

impermeables y en camara a 5°C (1; 21; 75).

4. Calidad de semilla

Se entiende por calidad de semillas a una serie de cualidades o atributos que éstas deben reunir en
conjunto y no en forma aislada. Dentro de estos atributos se encuentran la pureza fisico-botanica, buen
estado sanitario, alto grado de uniformidad, alta viabilidad y alto vigor. Estos atributos son evaluados a
través de distintas pruebas (3; 13; 35).

En el contexto de las semillas la calidad puede subdividirse en cuatro cualidades basicas:
genética, fisiologica, sanitaria y fisica. Cada una de ellas aporta su capacidad para originar plantas
productivas. La debilidad en cualquiera de ellas introduce un factor limitante y como consecuencia
plantas poco productivas. La mejor genética no puede expresar su verdadero potencial si la semilla
esta fisiolégicamente deteriorada mostrando mala germinacion (72).

Este trabajo se centra en la calidad fisioldgica de las semillas de P. trifoliata. La calidad
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fisioldgica es la capacidad de la semilla para germinar, emerger y dar origen a plantas uniformes y
vigorosas. En el momento que la semilla madura llega a la méxima vitalidad. A partir de ese momento
comienza a envejecer o perder vigor porque la semilla continta respirando y gastando energia para
mantener sus funciones vitales. El nivel extremo de envejecimiento es la muerte o pérdida de la
capacidad para dar una planta normal y vigorosa (2; 3; 35).

Previo a la siembra debe analizarse la calidad fisiologica de las semillas para determinar su
viabilidad, poder germinativo y vigor.

4.1 Prueba de germinacion estandar

La Prueba de germinacién estandar determina el potencial maximo de germinacion de un lote de
semillas bajo condiciones ambientales controladas de laboratorio y se expresa como porcentaje de
plantulas normales (36). Cuando la semilla madura, llega a la méxima vitalidad y a partir de ese
momento comienza a envejecer debido al gasto energético necesario para mantener las funciones
vitales (44). La prueba de germinacion estandar no permite estimar adecuadamente este deterioro
natural y progresivo, asi como tampoco permite calcular la rapidez y uniformidad de germinacion y
emergencia. Por estos motivos no constituye una medida adecuada del potencial de las semillas (13;
26).

Se utiliza para determinar la proporcion de semillas que son especificamente capaces de germinar
y se expresa como porcentaje de plantulas normales. Este parametro hace referencia a la maxima
capacidad genética de la semilla evaluada ya que se realiza en Optimas condiciones artificiales,
permitiendo que las mismas expresen su maximo potencial de germinacién y de produccion de
plantulas normales (36; 37).

4. 2 Pruebas de Vigor: IVG, TMG y Conductividad Eléctrica

El vigor es definido como el conjunto de propiedades de la semilla que determinan su potencial
para una emergencia rapida y uniforme, y para el desarrollo de plantulas normales bajo un amplio
rango de condiciones de campo (8; 16). Es por ello que a la calidad fisioldgica de las semillas se la
denomina comunmente vigor de la semilla (18). Entre las pruebas para determinar el vigor de las

semillas se encuentran el Indice de Velocidad de Germinacién (IVG) y el Indice de Tiempo Medio de
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Germinacion maxima (TMG) que se interpretan como la velocidad maxima hipotética que se
obtendria si todas las semillas germinasen en los primeros dias después de la siembra (76), y el tiempo
medio necesario para que ocurra el maximo de germinacion (28), respectivamente. Estas pruebas se
constituyen en mejores indicadores del potencial de las semillas para producir plantulas normales que
la prueba de germinacioén estandar, ya que son mds sensibles para expresar al deterioro natural y
progresivo de las semillas (35; 37; 45).

La Prueba de Conductividad Eléctrica se caracteriza por ser un ensayo no subjetivo que junto con
la Prueba Topografica por Tetrazolio, es el ensayo bioquimico mas usado para la determinacion de la
calidad fisiologica de las semillas (41).

La pérdida de la integridad de las membranas celulares es la primera manifestacion de la
reduccion o pérdida de calidad de las semillas. La variacion de la permeabilidad de las membranas
permite detectar el grado de deterioro de las semillas y su consecuente pérdida de viabilidad y vigor
(15; 26). Las semillas deterioradas liberan mayor cantidad de sustancias como iones y azlcares que
aquellas que no lo estan, indicando una mayor permeabilidad de sus membranas (79).

La cantidad de exudados liberados por las semillas al agua de imbibicion puede ser influenciada
por varios factores entre los cuales podemos nombrar: el estado de madurez al momento de la cosecha,
el genotipo, el tamafio, la edad de la semilla, por dafios en el tegumento de las semillas, por la
temperatura del agua y el tiempo de imbibicion, entre otros (81). Si bien el deterioro es un proceso
irreversible, un manejo correcto y eficiente de las condiciones ambientales de almacenamiento
permiten reducir su velocidad (39).

La Prueba de Conductividad Eléctrica se basa en la medicion de la conductividad eléctrica de la
solucion de inmersion de las semillas, lo cual permite distinguir aquellas semillas de la muestra que
poseen un gran deterioro de aquellas semillas con buena integridad de las membranas celulares (39).

Para realizar esta prueba puede utilizarse el Analizador Automatico de Semillas SAD 9000-S.
Este equipo consta de: a) un cabezal multielectrodo con 100 pares de electrodos de acero inoxidable,
b) una bandeja de lixiviacion/incubacion con 100 celdas, ¢) una bandeja de lavado del cabezal, d) una
bomba dosificadora / lavadora que comanda un dosificador multiple y permite regular la cantidad de

agua que arrojan los picos del dosificador y la circulacion de agua dentro de la bandeja lavadora, ¢) un
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dosificador con 10 picos para el llenado simultaneo de 10 celdas, f) una comunicacion a una PC, g) un
programa de mediciéon y manipuleo de datos que permite expresar los resultados en: Conductividad
eléctrica de cada semilla (100 semillas totales) expresada en microsiemens por centimetro (uS/cm) y
en microsiemens por centimetro por gramo (uS/cm/gr); Conductividad Media del Lote (uS/cm);
valores de Poder Germinativo y Vigor (expresados en %). Ademas, permite obtener datos estadisticos
como desvio estandar, graficos de mediciones individuales, histogramas de frecuencia relativa y
acumulada (24).

Las Reglas Internacionales de Analisis de Semillas (ISTA) validan la Prueba de Conductividad
Eléctrica Masal unicamente para la especie Pisum sativum (50). Sin embargo existen referencias de la
utilizacion de esta prueba para la determinacion de vigor de semillas en diversas especies entre las

cuales encontramos al hibrido Citrumelo swingle (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata Raf.) (22).

4.3 Patrones de plantulas normales y anormales

En la Prueba de Germinacion Estandar, los resultados se expresan en Porcentaje de Plantulas
Normales (50). En esta categoria para la determinacion del vigor las plantulas se clasifican segin su
crecimiento y anomalias admitidas en normales vigorosas, normales débiles y anormales. Asi mismo,
en las pruebas de vigor los resultados también se refieren al nimero de plantulas normales (63), para
lo cual es fundamental disponer de patrones de plantulas normales y anormales para la correcta
realizacion de las pruebas de germinacion en Poncirus trifoliata.

En algunas especies se dispone de estos patrones como los descriptos en AOSA (9) para semillas
de algodon, frijoles, mani y soja o en Aspidosperma (3) y en Juglans nigra (35). Sin embargo, no se
dispone hasta la actualidad de estos patrones para Poncirus trifoliata.

En Poncirus trifoliata, al tratarse de una especie de germinacion hipogea, existen cuatro zonas
claves para realizar la evaluacion morfologica de plantulas: el sistema radical, el epicotile, la yema
terminal y los cotiledones. Durante la germinacion, cada una de estas zonas debe estar esencialmente
libre de defectos visuales (9; 50).

Segiin ISTA una plantula normal es aquella que muestra el potencial para continuar

desarrollandose en plantas aceptables cuando crecen en suelo de buena calidad y bajo condiciones
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favorables de humedad temperatura y luz (40). La misma presenta todas las estructuras necesarias para
un buen crecimiento y desarrollo. Es importante destacar que dentro de las plantulas normales existen
diferencias estructurales y fisiolégicas entre las mismas y esto se identifica mediante una
subclasificacion de las plantulas normales en dos categorias: vigorosas y débiles. Se proporciona asi
un medio para distinguir entre plantulas libres de lesiones y plantulas que tienen deficiencias. Entre
estas deficiencias se puede mencionar la ausencia de raiz primaria, lesiones en el epicotilo, ausencia de
un cotiledon, necrosis en uno o ambos cotiledones y plantulas poco desarrolladas, entre otras (9; 40).
Por el contrario, una plantula anormal no muestra el potencial para continuar desarrollandose en
futuras plantas aceptables cuando crecen en suelos de buena calidad y bajo condiciones favorables de
humedad temperatura y luz (40). Esta se caracteriza por la pérdida de una o mas de sus estructuras

esenciales, que puede ser la raiz, la plumula o la yema terminal.

4.4 Prueba Topografica de Viabilidad por Tetrazolio

La prueba topografica de “Viabilidad por Tetrazolio” (TZ) (56) es utilizada para el analisis de
semillas de numerosas especies. Constituye un instrumento de diagnostico que provee una rapida
evaluacion de la viabilidad de las semillas (35; 47; 57; 60).

Se basa en la capacidad bioquimica de los tejidos vivos que causan la reduccion cuantitativa de la
sal de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio. La solucién de la sal de tetrazolio que es inicialmente
transparente e incolora, se transforma en una sustancia no difusa de color rojo de diversas intensidades
llamada formazona mediante su reduccion por los cationes hidrogeno producidos en los tejidos vivos
de la semilla. Esto produce distinta coloracion en ciertas areas de la semilla y permite diferenciar los
tejidos vivos y sanos de aquellos débiles, deteriorados y muertos (3; 13; 31; 35).

Segin ISTA una semilla viable debe mostrar coloracion en todos los tejidos necesarios para
producir una plantula normal, segin las especies se permiten pequeias areas no coloreadas o no
tefiidas en algunos de esos tejidos. Una semilla no viable muestra deficiencias y/o anormalidades de tal
naturaleza que impide su desarrollo en plantula normal, la semilla presenta tejidos importantes sin

teflir o con coloraciones atipicas (12). Los colores que pueden presentarse son rosado, rojo intenso,
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blanco, amarillo y marrén. Todas las tonalidades rosadas se corresponden con tejidos vivos y sanos. El
rojo intenso denota un incremento en a respiracion de los tejidos y puede corresponderse con tejidos
deteriorados. Los tejidos sin tincion, opacos, de color amarillo o marrén o con falta de turgencia se
corresponden con tejidos muertos (3; 25). Es asi que las semillas totalmente tefiidas son consideradas
viables, aquellas totalmente sin tefiir son no viables y las parcialmente tefiidas pueden considerarse
viables o no viables dependiendo de la proporcion y la posicion de los tejidos sin tefiir o necréticos
que presenten y también del tamafio y profundidad e intensidad del color (12).

Es importante realizar un correcto pre-acondicionamiento de las semillas para asegurar una
correcta hidratacion de los tejidos que permita lograr una buena tincidon (12; 70). Las semillas
embebidas son menos fragiles que las secas, por lo que se pueden cortar, pinchar o pelar con mayor
facilidad, el tefiido es mas parejo lo que facilita la evaluacion (12). Para ello, las semillas de algunas
especies pueden ser hidratadas rapidamente sumergiéndolas directamente en agua sin sufrir dafio (por
¢j. Maiz o sorgo) y otras deben ser hidratadas lentamente sobre o entre papeles humedos (por ej.
quebracho o arveja). La hidratacion lenta se recomienda en especies propensas a fracturarse si se
sumergen directamente en agua, se realiza en semillas grandes, viejas o muy secas para evitar que los
tejidos se dafien debido a una rapida imbibicién (3; 12; 70). El manual AOSA (10) recomienda para
las semillas de especies de la familia Ruftdceas sumergirlas en agua a 21°C durante 18 h.

Las semillas una vez pre-acondicionadas deben pasar por una preparacion para la tincion, ya que
en muchas especies es necesario exponer los tejidos antes de la tincion para favorecer la penetracion
de la solucién de tetrazolio y facilitar la evaluacion. En los manuales se describen procedimientos
estandarizados para la exposicion de los tejidos en cada familia o especie, entre estos se encuentra la
remocion de cubierta seminal, perforado de las semillas, corte longitudinal, corte transversal, incision
transversal, y la escision de embriones (12). Para la familia Rutdceas, AOSA (10) establece realizar un
corte longitudinal con bisturi a través de la mitad del embrion y % del endosperma.

La prueba debe realizarse en total oscuridad, ya que la reaccion que se produce dentro de los
tejidos es sensible a la luz. Luego de la incubacion en la solucion de TZ, pueden observarse diferentes
intensidades de tinciones debido a la velocidad de absorcion de la solucion, cuanto mas rapida sea

ésta, mas intensa sera la coloracion de los tejidos. Igualmente, esto no modifica el resultado, siempre
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que los tejidos se observen turgentes y brillantes. Las tinciones muy oscuras deben evitarse
modificando la concentracion de la sal, el tiempo de incubacidn y/o la temperatura de la misma (31).

Esta prueba de viabilidad no solo nos revela aspectos esenciales para conocer la calidad del lote,
sino que también puede servir de guia para evaluar lotes de semillas con dormicion profunda o con
presencia de algun tipo de latencia que muestran una germinacion lenta que dificulta realizar las
pruebas de germinacion pero que no debe confundirse con una mala calidad, y también para detectar
dafios de cosecha y procesamiento (calor, mecanicos, por insectos) (12; 74).

Por tal motivo, es de interés que los patrones de tincidon presenten una elevada correlacion con las
pruebas de germinacion y de vigor tal como se observé en nogal negro (35) y en roble (18).

La Viabilidad es claramente independiente de la realizacion de la Prueba de Germinacion, sin
embargo no habra diferencias significativas entre ambas cuando las semillas no estan dormidas, duras,
o se ha eliminado la dormicidn, no estan infectadas o han sido desinfectadas, no han sido tratadas en el
campo, procesamiento o almacenamiento con productos quimicos nocivos, no han brotado durante el
almacenamiento, no se deterioraron durante la prueba de germinacion y germinaron en condiciones
optimas (12).

Para la utilizacion agronomica de la prueba de Tetrazolio debe determinarse el protocolo de
preparacion, las condiciones de incubacion (tiempo, temperatura y concentracion) y los patrones de
evaluacion para cada especie en particular (47).

Existen antecedentes de ésta prueba para determinar viabilidad en semillas de la familia Rutdceas,
y del género Poncirus. Sin embargo los protocolos propuestos varian en el tiempo de incubacion y en
la concentracion de la sal de tetrazolio (10; 22; 60; 80). Carvalho et al. (22) utilizaron para la prueba
de TZ en Citrumelo swingle una concentracion de 0,5% de TZ durante 6 h. ISTA (48) propone para el
género Poncirus un tiempo de incubacidon de 6 a 24 h y una concentracion entre 0,1 y 1%, mientras
que AOSA (10) sugiere para la familia Rutdceas un tiempo de exposicion a la sal de 18 h y una
concentracion del 1%.

Una combinacion adecuada de la concentracion, del tiempo y la temperatura de incubacion
permitira tinciones nitidas para poder determinar el estado fisiologico de los tejidos y estructuras de

las semillas de una manera mas rapida, econémica y eficiente (25).
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AOSA (10) describe los patrones de semillas viables y no viables para los géneros Citrus,

Dictamnus y Ruta dentro de la familia Rutdceas, pero no para el género Poncirus.

FORMULACION DEL PROBLEMA

Debido a la normativa vigente que rige sobre la produccidn en viveros citricos, el manejo de las
semillas y de los plantines se ha modificado sustancialmente. Surge asi la necesidad de contar con
herramientas practicas para la determinacion de la calidad de lotes de semillas de trifolio que puedan
utilizarse para maximizar la eficiencia de la produccion en viveros citricos.

Existen pruebas rapidas, como las pruebas bioquimicas de tetrazolio y conductividad eléctrica,
mediante las cuales puede evaluarse la calidad fisiologica de las semillas, no obstante no existen
protocolos especificos para la utilizacion de estas técnicas en semillas de Poncirus trifoliata (L.) Raf.
Asimismo dentro de las pruebas de vigor, hay otra categoria que evalua el porcentaje de plantulas
normales (vigorosas y débiles) y anormales, pero hasta el momento no estan descriptas para la especie
en estudio.

La técnica de escarificacion quimica de semillas de P. trifoliata es una herramienta util y eficaz
para disminuir el tiempo de germinaciéon y en consecuencia minimizar el tiempo de obtenciéon de
portainjertos citricos, pero es indispensable determinar cual es el método mas sencillo y practico para

realizarla y cuantificar el efecto que la misma ocasiona sobre la calidad fisiologica de las semillas.
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OBJETIVO GENERAL
Seleccionar el método de escarificado quimico mas adecuado y ajustar pruebas para la
determinacion de la calidad fisiologica de semillas de Poncirus trifoliata con la finalidad de mejorar la

productividad de los viveros de plantas citricas bajo cubierta.

Objetivos especificos:

CAPITULO 1

Seleccionar las técnicas de escarificado quimico mas eficientes

Evaluar su efecto sobre el proceso de imbibicion y vigor de las semillas.

CAPITULO I

Elaborar patrones de plantulas normales y anormales de Poncirus trifoliata (L.) Raf.

CAPITULO 111

1. Determinar la concentracion y el tiempo de incubacion en tetrazolium que permiten obtener la
tincion mas adecuada para evaluar viabilidad de las semillas.
2. Observar la influencia del escarificado quimico sobre la tincion en la prueba de tetrazolium.

3. Obtener patrones de tincion de semillas viables y no viables de la especie.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar y fechas de la experiencia

El presente trabajo se realizo durante el afio 2017, en la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Rosario - Campo Experimental J. Villarino. Localidad de Zavalla, provincia
de Santa Fe, Argentina.

Las diferentes pruebas se llevaron a cabo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal, el laboratorio de
Biologia y la cdmara de germinacion de la catedra de Mejoramiento Vegetal y Produccion de Semillas
de la FCA-UNR vy en los laboratorios de semillas del la Estacion Experimental INTA Oliveros.

Obtencion de las semillas

Las semillas utilizadas en los diferentes experimentos eran material de propagacion certificados en
su sanidad y proporcionado por el Centro de Incremento Regional de Material Citrico (CIR) de INTA
San Pedro.

En el mes de mayo de 2017 fueron cosechados los frutos maduros al azar de un lote de 4 plantas
formando una muestra homogeneizada del mismo. Luego se les extrajo las semillas y las mismas
fueron almacenadas hasta agosto de 2017, momento en el que se realizaron los diferentes ensayos.

Para la extraccion de las semillas se procedid a realizar un corte poco profundo en la zona
ecuatorial de los frutos para evitar dafiar las semillas. Luego se tomaron las dos mitades y se las gir6
en sentido contrario para separarlas y se presionaron para extraer todas las semillas. Esto se debe
realizar teniendo la precaucion de desinfectar las herramientas y los recipientes utilizados.
Posteriormente se les realizaron tres lavados en un tamiz de trama gruesa para separar las semillas del
jugo vy la pulpa del fruto y se las frotdé suavemente con un poco de arena para quitar el mucilago que
las recubre. Luego se enjuagaron y se dejaron orear al aire. Inmediatamente se almacenan en bolsas de
papel de 1 kg envueltas a su vez en bolsas plasticas impermeables y se llevaron a camara fria a 5°C

hasta el momento de su utilizacion.



CAPITULO 1

“Escarificado quimico y evaluacion de su efecto
sobre el proceso de imbibicion y el vigor de las

semillas”
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CAPITULO1

MATERIALES Y METODOS

En un primer experimento se evalud la efectividad de tres tratamientos de escarificado quimico
para desprender los tegumentos de las semillas de Poncirus, y su posterior efecto sobre el vigor de las
semillas.

El primer tratamiento (T1,1) consistid en sumergir las semillas en agitacion constante por 45
minutos a temperatura ambiente en una solucion de 0,5 L de hipoclorito de sodio (NaClO) al 12%, 3
ml de acido clorhidrico (HCl) y 20 g de hidroxido de sodio (NaOH), disueltos en 1 L de agua (Fig. I-
la). Se utilizé 1 L de esta solucion por cada 50 g de semillas. Por ltimo se realizé un frotado de las
semillas unas con otras en un lienzo para completar el desprendimiento de los tegumentos (67).

El segundo tratamiento (T2,1) consistié en remojar las semillas en agua durante 12 h, luego
escurrirlas y lavarlas por 1 a 2 minutos con una solucion de hidroxido de calcio al 5%, y
posteriormente enjuagarlas con abundante agua. Luego, se colocaron las semillas en una solucion
compuesta por 0,5 L de hipoclorito de sodio al 4% en 1 L de agua destilada (Fig. I-1b), cuyo pH se
ajusto a un valor entre 11,5 — 12 por medio del uso de una solucién concentrada de hidroxido de sodio.
Se mantuvo en una proporcién de 1,5 L de solucidon por cada Kg de semillas. Se controlo el pH
durante todo el proceso (en caso de que el mismo bajase a valores menores a 11, se ajustd con la
solucion de hidroxido de sodio). Se colocd en bafio Maria a 35 °C hasta que se verifico el
desprendimiento de la testa (aprox. 2,5 h). Luego las semillas se colaron y lavaron con agua corriente,

y se frotaron sobre un lienzo para despegar los tegumentos (43).

El tercer tratamiento (T3,1) se baso en la experiencia preliminar de Garcia (comunicacion
personal). El procedimiento consistié en remojar las semillas en agua durante 12 h. Luego, se
colocaron en una solucion de concentracion 50% v/v de hipoclorito de sodio al 5% en agua destilada a
una temperatura de 36 °C, removiendo cada media hora hasta constatar el desprendimiento de los
tegumentos (Fig. I-2). Se utiliz6 una proporcion de 4 L de solucion por cada Kg de semillas

(aproximadamente 4000 semillas Kg™). El proceso de pelado tuvo una duracion aproximada de 2,5 h.
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Figura I-2: Escarificado quimico (a); Tegumentos despegados y en suspension (b).

Para la determinacion del vigor se utilizaron los indices de velocidad de germinacion (IVG) y
tiempo medio de germinacion (TMGQG), para lo cual las semillas fueron llevadas a camara de
germinacion en rollos de papel himedo, colocando los mismos en forma vertical, a una temperatura de
25 °C y luz constante. Diariamente se verifico la germinacion (protrusion de la radicula a través de los

tegumentos) durante 30 dias, calculandose los indices de acuerdo a las siguientes formulas:
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IVG = (2 Ci/ (2 Ci*Ti)) 2Ci/N) 100  (76).
TMG= (2 Ci*Ti/ (XCi))( N/ 2Ci) (28).
Donde:
Ci = ntimero de semillas germinadas por dia.
Ti = periodo (en dias) desde el comienzo del ensayo.
N = Numero total de semillas utilizadas en la muestra.
Con los datos anteriores también se calculd el porcentaje de germinacion en base a la formula:
% Germinacion = (N° semillas germinadas/ N° total de semillas) x 100

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado con 4 repeticiones de 50 semillas

cada una.

En un segundo experimento se compard el efecto del escarificado quimico mas efectivo del primer
experimento en relacion a semillas peladas manualmente y semillas sin pelar de modo de evaluar el
vigor de las semillas, y el rol de los tegumentos seminales en el proceso de imbibicion. Se utilizaron
siempre semillas de un mismo lote homogéneo.

Para ello se elaboraron las curvas de imbibicidon en funcién de tres tratamientos: T1,2; semillas
peladas manualmente (sin ambos tegumentos), T2,2; semillas peladas quimicamente (sin testa) y T3,2;
semillas con ambos tegumentos (testigo). El pelado manual se efectud realizando una incision con
bisturi en la zona distal del eje embrionario de la semilla y luego se retiraron ambos tegumentos.
Previo a la imbibicion se realizé un pesaje inicial de las muestras, luego se colocaron en recipientes
con 50 cm’ de agua destilada y se cubrieron con film. Se evalu6 la evolucion del peso en fresco de las
muestras de semillas con balanza analitica marca OHAUS modelo Scout Pro SP 4001, a periodos de 4
h durante 6 dias.

Previo al ensayo de imbibicion se determiné la relacion de peso semilla/tegumentos para cada

tratamiento comparando el pesaje de cada muestra de semillas antes y después de realizar el pelado.
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El ensayo de imbibicion se realizd bajo un disefio completamente al azar (DCA) con dos
repeticiones de 50 semillas para cada tratamiento. A los datos registrados se les realiz6 el analisis de
regresion y se establecieron modelos graficos para obtener las curvas de tendencia para cada
tratamiento.

En el segundo experimento, ademas de determinar el porcentaje de germinacion y los indices de
vigor IVG y TMG descriptos para el primer experimento, también se determind el vigor de las
semillas mediante la Prueba de Conductividad Eléctrica individual de las semillas (Fig. I-3). Para
realizar las mediciones se utilizé un analizador automatico de semillas SAD 9000-S, equipado con un
cabezal multielectrodo con 100 pares de electrodos de acero inoxidable y una bandeja de

lixiviacion/incubacion con 100 celdas (6; 24).

o . [
Figura I-3: Analizador Automatico de Semillas SAD 9000-S (Laboratorio de semillas EEA INTA

Oliveros).

Como primer paso, se pesaron las semillas en lotes de 100 unidades y luego se calcul6 el peso
promedio por semilla para poder expresar la medicion de Conductividad Eléctrica media del lote en puS
em™ g'. Previo a la medicion, se realizo un lavado cuidadoso de las celdas de cada bandeja con agua
deionizada. Luego se agregaron 8 ml de agua deionizada en cada celda con el dosificador multiple que
posee el analizador y se sumergioé una semilla en cada celda hasta completar las 100 celdas de la
bandeja de incubacion. Para evitar la posible evaporacion y/o contaminacion del agua, se cubri6 cada
bandeja con polietileno y luego se llevd a camara a 25°C durante 24 horas. Finalizada la incubacion se

procedio a realizar la medicion.
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En este ensayo se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado con 100 repeticiones
por tratamiento ya que el analizador realiza una medicién individual de cada celda de la bandeja de
incubacion.

En todos los casos, los datos se analizaron estadisticamente con el programa InfoStat (27),
realizandose el Andlisis de la Variancia y la Comparacion de las medias de los tratamientos a través
del test de Tukey con un nivel de significacion de 0,05. La normalidad de los residuos fue verificada
mediante test de hipdtesis y métodos graficos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el primer experimento se demostré que el tratamiento de escarificado con hipoclorito de sodio
(T3,1) permiti6 alcanzar el IVG mas elevado y el TMG mas bajo, aunque en este ultimo caso no
presento diferencias significativas con respecto al tratamiento T2,1. El porcentaje de germinacion fue
elevado en todos los tratamientos (Tabla I-1) Ademas, la técnica de pelado quimico en solucién con
hipoclorito de sodio fue la mas eficiente permitiendo eliminar la testa con facilidad y rapidez (Fig. I-
2), sin necesidad de realizar operaciones adicionales.

En cambio, en los otros tratamientos (Fig. I-1) fue necesario recurrir al frotado posterior en un
lienzo para provocar el desprendimiento de los tegumentos, lo cual también fue expresado por sus
autores (43; 67).

Tabla I-1: Influencia de los diferentes tratamientos de escarificado quimico de semillas sobre el
Tiempo Medio de Germinacion (TMG) y el Indice de Velocidad de Germinacién de Poncirus

trifoliata. Valores promedio de 4 repeticiones por tratamiento.

Tratamientos TMG (dias) IVG (%) Germinacion (%)
T1,1 9,38b 10,78 ¢ 94,0 a
T2,1 6,20 a 16,13 b 97,5a
T3,1 5,28 a 18,96 a 98,5a

T1,1: Oliveira et al. (67); T2,1: Grasso et al. (48); T3,1: Garcia . Letras diferentes en las filas y
columnas indican diferencias significativas segun ANOVA y Comparacion de medias a través del test

de Tukey con un nivel de significacion p< 0,05.
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Oliveira et al. (67) determinaron que el hipoclorito de sodio es el principal compuesto dentro de
la solucion que ellos utilizaron para el escarificado quimico de semillas, lo cual queda corroborado en
nuestro experimento. Por lo tanto, se demostrd que no es necesario emplear otros compuestos
quimicos como el hidroxido de sodio o el acido clorhidrico. El hidroxido de sodio se emplea como
solucion buffer para mantener el pH de la solucion en 11 (54). El hipoclorito de sodio (5%) viene
formulado a ese pH, y a las concentraciones, temperaturas, tiempos de reaccion, y relacion
semilla/solucion utilizadas en este trabajo, no mostrd variaciones en el pH.

La utilizacion de acido clorhidrico se propone como agente corrosivo para degradar el tegumento
(67). Sin embargo, su inclusion no fue efectiva, ya que con sdlo utilizar hipoclorito de sodio se
obtuvieron los mejores valores de IVG y TMG (Tabla I-1).

En el segundo experimento se observo que las semillas peladas manualmente (T2, 1) iniciaron la
imbibicioén con un peso promedio de 11,15 g, las sin testa (pelado quimico; T2, 2), con 11,60 g, y las
sin pelar (T3, 2), con 12.20 g. La diferencia de los pesos iniciales de los tres tratamientos se debio a la
presencia o no de los tegumentos. Ambos tegumentos representaron un 8,6% del peso total de la
semilla y cada uno de ellos por separado representd el 4,9% y el 3,7%, para la testa y el tegmen,
respectivamente.

La curva de imbibicioén de las semillas sin pelar se ajustdé a un modelo de regresion no lineal -
exponencial, mientras que en las semillas escarificadas quimicamente (sin testa) la ganancia de peso
fue lineal. Por su parte, la imbibicion de las semillas peladas manualmente (sin testa ni tegmen) se
ajusté a un modelo no lineal - hiperbdlico (Fig. I-4). La ganancia de peso al final del experimento,
luego de 140 h de imbibicién, fue de 0,5 g para las semillas sin pelar, 1,6 g para las semillas peladas
quimicamente, y de 1,95 g para las semillas peladas manualmente (Fig. 1-4). Las semillas peladas
manualmente mostraron una saturacion del proceso de absorcion de agua luego de 72 horas, momento
a partir del cual no se observo un aumento de peso considerable entre mediciones.

La limitaciéon que impuso la testa al proceso de imbibicion hasta las 90 h fue en promedio del

65%, correspondiéndole el resto al tegmen, en relacion a las semillas sin tegumentos (Fig. I-5).
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La testa protege al embrion de las condiciones ambientales adversas, pero también afecta
negativamente al proceso de imbibicion impidiendo el inicio de las reacciones bioquimicas que

finalizan en el proceso de germinacion (15; 61; 65).
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Figura I-4: Curvas de regresion ajustadas a diferentes modelos segun la evolucion de la imbibicion
de semillas de Poncirus trifoliata (L.) Raf. sometidas a distintos tratamientos de remocion de sus
tegumentos: T1,2: Pelado manual (; sin testa ni tegmen) Regresion no lineal- modelo hiperbdlico;
12,2: pelado quimico con hipoclorito de sodio (sin testa) Regresion lineal; T3,2: control sin pelar

(con ambos tegumentos) Regresion no lineal - modelo exponencial.

Existen autores que afirman que la principal barrera fisica a la germinacion de los citricos es el
tegmen (83), mientras que otros sostienen que son ambos tegumentos los que dificultan la imbibicion
(38; 66). En este trabajo podemos afirmar que en presencia de ambos tegumentos la limitacion a la
imbibicion que ejerce la testa es siempre superior a la del tegmen, al menos hasta las 140 h evaluadas
en este ensayo (Fig. I-5). Esto pudo evidenciarse ya que, la eliminacion de la testa resultd suficiente
para aumentar notablemente el proceso de imbibicion, y por lo tanto para superar la dificultad que

presentan estas semillas para germinar.
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En la prueba de vigor de acuerdo al test de Conductividad Eléctrica se observo que el escarificado
quimico no aument6 de manera significativa el pardmetro de conductividad eléctrica en relacion a las
semillas sin pelar (Tabla I-2). En cambio, en el tratamiento de pelado manual los valores de C.E.
fueron muy elevados, al menos 271% superior en comparacion al promedio de los demas tratamientos,
lo que evidencia que aquellas semillas que carecen de ambos tegumentos presentan una elevada

lixiviacion de iones (Tabla 1-2).
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Figura I-5: Importancia de los tegumentos seminales en la restriccion del proceso de imbibicion.
Testa limitation corresponde a la limitacion a la imbibicion del tratamiento sin pelar (T3,2) respecto
al pelado manualmente (T1,2). Tegmen limitation corresponde a la limitacion a la imbibicion del

tratamiento de pelado quimico (T2,2) con respecto al pelado manual (T1,2).

A pesar de los valores elevados de conductividad eléctrica, las semillas peladas manualmente
fueron las que mostraron el menor TMG. Este parametro fue 4,5 veces superior en las semillas sin
pelar. El pelado quimico disminuy6 el valor de TMG en aproximadamente 10 dias respecto a las
semillas sin pelar, aunque fue casi 2 dias mayor respecto del tratamiento de pelado manual (Tabla I-2),
lo cual puede ser explicado por la evolucion de las curvas de imbibicion (Fig. 1-4).

El IVG fue muy diferente para cada tratamiento apareciendo como el parametro mas sensible a
los mismos (Tabla I-2). Los cambios en sus valores fueron similares a las diferencias de imbibicion

entre tratamientos. De este modo los tratamientos con pelado quimico y manual presentaron valores de
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imbibicion y de IVG que triplicaron y cuadruplicaron a los de las semillas control, respectivamente
(Fig. I-6).

La prueba de germinacion estandar mostré valores elevados para los tres tratamientos, aunque
significativamente menores en las semillas sin pelar (Tabla I-2). El test de conductividad eléctrica no
aportd informacion adicional respecto a los pardmetros TMG e IVG, salvo el de indicar un mayor

riesgo de conservacion de las semillas sin tegumentos.

Figura 1-6: Semillas del mismo lote sometidas a los 3 tratamientos luego de 5 dias en camara de

germinacion en rollos de papel humedo (a) pelado manual; (b) pelado quimico; (c) sin pelar.
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Si bien con el pelado manual se aceler6 el proceso de germinacion, también se registré una elevada
liberacion de iones, por lo que es de esperar que las semillas sin sus tegumentos sean mas propensas a
perder rapidamente su calidad fisioldgica si no son colocadas a germinar a la brevedad. Asi mismo,

esta técnica no resultaria practica para ser utilizada por el productor viverista.

Tabla I-2: Vigor de las semillas expresados a través del test de conductividad eléctrica y del tiempo
medio de germinacion (TMG) para semillas de Poncirus trifoliata sometidas a diferentes tratamientos

de pelado. Datos promedio de 100 repeticiones por tratamiento.

Tratamientos CE ™G IvG Germinacion
(uScm™ g™ Dias (%) (%)

Pelado manual (T1,2) 27,64 b 3,48 a 28,78 a 98,00 a

Pelado quimico (T2,2) 9,52 a 5,28 b 18,96 b 98,50 a

Sin pelar (T3,2) 5,38a 15,81 ¢ 6,33 ¢ 89,00 b

Letras diferentes en las filas y columnas indican diferencias significativas segun ANOVA y

Comparacion de medias a través del test de Tukey con un nivel de significacion p< 0,05.



CAPITULO 11

“Patrones de plantulas normales y anormales de

Poncirus trifoliata (L.) Raf.”
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

Al finalizar las diferentes Pruebas de Germinacion efectuadas en los experimentos del primer
capitulo, se procedio a clasificar a las plantulas de Poncirus trifoliata en dos categorias, normales y
anormales. Esta clasificacion se efectud a través de la evaluacion morfoldgica del sistema radical,
cotiledones y epicétile, no incluyéndose al hipocétile como un factor de evaluacion debido a que es
una especie de germinacion hipogea (8).

Las plantulas normales se subdividieron, a su vez, en dos categorias segin el vigor: normales
vigorosas (strong) y normales débiles (weak). Se consideran plantulas normales vigorosas solo
aquellas intactas, libres de lesiones y sin ningin tipo de deficiencia o anomalia. Aquellas que
presentaron alguna deficiencia o irregularidad pero que, aun asi, pueden ser consideradas normales se
clasificaron como plantulas normales débiles (7; 49).

Se describieron las siguientes categorias de plantulas:
I. Normales Vigorosas (plantulas sin anomalias).

II. Normales Débiles (defectos aceptables).

III. Anormales con defectos del sistema radical.

IV. Anormales con defectos del sistema tallo.

V. Anormales con defectos generales.

Se realizaron tablas descriptivas en donde se enumeraron las caracteristicas que deben tener las
plantulas para pertenecer a cada una de las categorias antes mencionadas teniendo en cuenta los

criterios de evaluacion desarrollados por ISTA (50).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Plantulas Normales

En la Tabla II-1 se describen las plantulas normales considerando la integridad y morfologia de

sus estructuras esenciales.

Tabla II-1. Descripcion de Plantulas Normales de la especie Poncirus trifoliata

PLANTULAS NORMALES

Raiz primaria presente, sana, completa, extensa y con

buen desarrollo.
Figs. II-1 y

Plantula sin anomalias Epicétile, yema terminal y hojas primarias presentes, _

sanos, completos y bien desarrollados.

Puede presentar mas de una plantula por semilla.

La raiz presenta defectos considerados como leves porque no obstaculizan el futuro desarrollo de

una planta normal.

Figs. 1I-3 y
11-4

Desviaciones leves La estructura se desvia levemente sobre si misma.

La raiz presenta areas de tejido de color diferente al
Manchas decoloradas o

normal o areas de tejido muerto rodeado de tejido de Fig. 11-4
necroticas

diferente coloracion.

Las estructuras presentan defectos considerados como leves porque no obstaculizan el futuro

desarrollo de una planta normal.

Las estructuras presentan areas de tejido de color ]
Zonas decoloradas Fig. II-5
diferente al normal.

Forma normal pero con Las estructuras se presentan intactas pero poseen un
Fig. II-5
crecimiento retrasado tamafio menor al normal.
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Plantulas Normales Vigorosas (Strong)

Figura II-1. Plantula normal Figura  1I-2.  Plantulas  normales
vigorosa (Strong) originadas de una semilla
poliembrionica.

Plantulas Normales Débiles (Weak)

Figura II-3. Plantula normal  Figura lI-4. Plantula normal  Figura II-5. Plantula normal
Debil (Weak). Raiz con Débil (Weak). Raiz con Débil (Weak). Raiz con
desviaciones leves. desviaciones leves y mancha  desviaciones leves y sistema
necrotica. del tallo retrasado.
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Plintulas Anormales

Se han descripto como plantulas anormales aquellas que presentaron defectos o anomalias graves
(Tabla I1-2). Las plantulas anormales no conformaran un stand futuro de plantas en el campo ya que
poseen alteraciones del tipo fisiologico, genético, morfologico y/o sanitario que impediran el

desarrollo de plantas adultas (40; 50).

Tabla I1I-2. Descripcion de Plantulas Anormales de la especie Poncirus trifoliata

PLANTULAS ANORMALES

Atrofiada Raiz con su extremo defectuoso o ausente. Fig. II-6 y II-7
Raiz corta, engrosada en su extremo, con aspecto de ]
Mazuda i Fig. 1I-8
garrote, denominada comiinmente stubby.
Ausente Raiz faltante. Fig. I1I-9
Raiz sin anomalias pero que no alcanza un desarrollo
Retrasada normal en longitud y didmetro en comparacion con las  Fig. II-10
demas plantulas del lote.
Hendida desde el ~ Raiz que muestra una hendidura longitudinal en el eje Fio. 1110
ig. II-
extremo mayor desde su extremo.
Presenta en su totalidad un aspecto vidrioso o
) ] . ) Fig. II-11, [I-14 y
Vitrea o Podrida  traslucido, o se presenta podrida debido a una 18
infeccion causada por microorganismos.
Geotropismo Raiz primaria con desarrollo anormal y geotropismo Fio 1.1
. . 1g. -
negativo negativo.
o Presenta uno o mas estrechamientos en cualquier lugar
Con constriccion Fig. II-13

de su longitud.

En banco Raiz que no crece en forma recta. Fig. I-15 y II-19
Retorcida Raiz que gira sobre si misma formando un rulo. Fig. 1I-16
Rota Presenta fracturas. Fig. II-17

Ausente Estructura faltante. Fig. I1-7
Bifurcado Presencia de dos estructuras aéreas. Fig. I1-12 y 1I-20
Fototropismo Presenta un crecimiento anomalo hacia abajo, a favor

negativo

de la fuerza de gravedad.

Fig. 1I-18




) Presenta en su totalidad una coloracion blanca o amarilla,
Blanca, amarilla o

) pudiendo ser marcadamente mas delgada que las demas Fig. II-21
Ahilada

plantulas del lote.

41
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PLANTULAS ANORMALES

Figura II-6: Figura II-7: Figura II-8: | Figura II-9: Figura II-10: Raiz | Figura Il-11: Raiz | Figura II-12: Epicotile | Figura II-13: Raiz
Raiz atrofiada | Ausencia de sistema |Raiz mazuda |Raiz ausente retrasada con podrida bifurcado y raiz con con constriccion e
tallo y raiz atrofiada | (tipo stubby) hendidura geotropismo negativo infeccion primaria

longitudinal

Figura II-14:
Raiz vitrea

Figura II-15: Raiz
en banco con
constriccion

Figura II-16:
Raiz retorcida

Figura IlI-17:
Raiz rota

Figura II-18:
Fototropismo
negativo y raiz
podrida

Figura II-19: Raiz
en banco

Figura 1I-20: Bifurcacion

por yema terminal
dariada

Figura II-21:
Plantula blanca o
ahilada




Los defectos que pueden considerarse aceptables en especies herbaceas anuales no son los
mismos que en especies lefiosas, ya que el sistema radical en estas tltimas debe poseer una estructura
fuerte porque serd el sostén del arbol durante toda su vida util. Por ejemplo, en especies como Pisum
sativum, Phaseolus vulgaris, Zea mays (50) o Glycine max (40), una plantula con la raiz primaria
defectuosa o ausente puede clasificarse como “Normal débil” si posee un nimero suficiente de raices
secundarias normales. En cambio en Poncirus, este defecto no puede ser aceptado porque constituira
el pie o patron de la futura planta citrica, ademds de ser una especie que no posee gran niimero de
raices secundarias en los primeros estadios de la plantula, por lo que debe considerarse “Anormal” al
igual que lo descripto en Schinopsis balansae (2).

En P. trifoliata el hipocotile se descarta como factor de evaluacion morfolégica ya que el mismo
no es visible debido a que presenta germinacion hipogea al igual que en J. nigra (35), y en los géneros
Asparagus v Pisum (50). Mientras que en otras especies con germinacion epigea si es relevante la
evaluacion del hipocotile y de los cotiledones, como en Heliantus annus (50), Prosopis nigra (20),
Lactuca sativa (23) y Glycine max. Precisamente en Glycine max se consideran como normales
incluso a las plantulas que poseen un s6lo cotiledon (40).

En esta experiencia no se constataron casos de ausencia de uno o ambos cotiledones pero si se
observd un mayor numero de cotiledones por semillas al tratarse de semillas poliembridnicas que
pueden dar origen a mas de una plantula. En este caso, las plantulas generadas por una misma semilla
son evaluadas como una sola y son consideradas normales cuando al menos una de ella se pueda
clasificar dentro de esta categoria (50).

No se han observado anormalidades a nivel del tallo como yema terminal y tejidos circundantes
con estructuras lesionadas o deterioradas, areas con tejidos muertos delimitadas por areas decoloradas
y anormalidades en hojas primarias, a diferencia de lo descripto por otros autores en plantulas de soja

(40), Pisum o Vicia (50) donde si se manifiestan con frecuencia este tipo de anormalidades.



CAPITULO III

“Prueba de Viabilidad Topografica por Tetrazolio

en Poncirus trifoliata (L.) Raf.”
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un experimento preliminar para evaluar la concentracion y tiempo de incubacion de la
prueba de viabilidad TZ propuestos por las distintas asociaciones de analistas de semillas donde la
concentracion recomendada tanto para la Familia Rutdceas como para el género Poncirus es del 1%,
por un periodo de incubacion de entre 18 y 24 h respectivamente, a una temperatura de 33 °C y en
total oscuridad (10; 48).

En base a los resultados obtenidos en dicho experimento, se definieron los tratamientos para
ajustar la técnica.

Se evaluaron semillas de un mismo lote. Se utiliz6 un Disefio Factorial 2 x 2 x 2 con 3 factores y
2 niveles cada uno. Pelado de semillas (peladas quimicamente y sin pelar), Concentracion de TZ (0,2 y
0,5%) y Tiempos de incubacion (3 y 5 h), conformandose asi 8 tratamientos:

T1: Pelado quimico, 0,2%, 3 h

T2: Pelado quimico, 0,5%, 3 h

T3: Pelado quimico, 0,2%, 5 h

T4: Pelado quimico, 0,5%, 5 h

T5: Sin pelar, 0,2%, 3 h

Té6: Sin pelar, 0,5%, 3 h

T7: Sin pelar, 0,2%, 5 h

T8: Sin pelar, 0,5%, 5 h

Se realizaron 2 repeticiones de 50 semillas cada una por tratamiento.

Las semillas fueron preacondicionadas segun las indicaciones de AOSA (10) para la familia
Rutaceas. Primeramente se remojaron en agua a 21°C durante 18 h, realizando luego un corte a través
de la bisectriz del eje embrionario, y dejando suficiente tegumento o zona distal para mantener juntas
las dos mitades.

Las semillas del tratamiento de escarificado, se acondicionaron antes de efectuarles el pelado

quimico. El tratamiento de pelado quimico utilizado fue aquel que arrojé los mejores resultados en el
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Capitulo I (T3,1).

Las semillas de cada tratamiento se colocaron en frascos de 250 cm’, se las cubri6 con la solucidn
de tetrazolio, se taparon con film y se llevaron a bafio termostatico a 33°C y en oscuridad para su
incubacion.

Una vez transcurridos el tiempo de incubacion de cada tratamiento, se retiraron los recipientes del
bafio, se elimind la solucion y se enjuagaron las semillas tres veces con agua destilada. Luego se
dispusieron sumergidas en agua dentro frascos con la correspondiente identificacion de cada
tratamiento. Se realizd la observacion visual con lupa para determinar la viabilidad mediante la
interpretacion de las tinciones de las semillas (Fig. I1I-1), y se tomaron las imagenes correspondientes
con camara digital IAI CV-S 3200 JAPAN MACRO NAVITAR 0.7 —4.0; Lentilla 0.5 - 0.2 X (INTA

Oliveros).

Figura Illl-1: Equipamiento para la determinacion de viabilidad mediante la prueba topografica de
TZ en laboratorio de semillas del INTA Oliveros.

Las semillas fueron consideradas viables o no viables a partir de la utilizacion de los patrones que
se establecieron teniendo en cuenta, lo determinado por el Manual AOSA (10) para la familia
Rutdaceas (géneros Citrus, Dictamnus, Ruta), y otras especificaciones establecidas en base a las hojas
de trabajo para la Prueba Topografica por Tetrazolio confeccionadas para la familia Asteraceas por el
Laboratorio de semillas de la EEA INTA Oliveros. Con los datos obtenidos de cada tratamiento se
calcul¢ el porcentaje de viabilidad.

Los datos se analizaron estadisticamente con el programa InfoStat (27), realizandose el Analisis
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de la Variancia y la Comparacion de las medias de los tratamientos a través del test de Tukey con un
nivel de significacion de 0,05. A partir de los resultados de la evaluacion, se determiné el tratamiento
que define la tincion mas adecuada para cuantificar la viabilidad de las semillas de Poncirus trifoliata.

Se elaboraron patrones topograficos de viabilidad en esquemas e imagenes fotograficas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos preliminares de la prueba bioquimica de viabilidad por Tetrazolio

La exposicion de las semillas de P. trifoliata a una concentracion del 1% de la sal de tetrazolio
durante 18 y 24 h fue excesiva, ocasionando tinciones oscuras y opacas, que dificultaron realizar una
correcta interpretacion de la viabilidad de los tejidos (Fig. III-2). Si bien esta concentracion es la
recomendada por la AOSA (10) e ISTA (48) para la familia Rutdceas, provoca una coloracion

indeseable al igual que lo observado en semillas de nogal negro (34).

b

Figura III-2: Efecto de la incubacion en sal de TZ a una concentracion del 1% por 18 h (a) y 24 h (b)

en semillas de P. trifoliata segun lo recomendado por los manuales AOSA (10) e ISTA (48).

Determinacion de la concentracion de tetrazolio y tiempo de exposicion

Se observo la existencia de diferencias significativas para los factores concentracion (F=5,71; p<
0,05) y tiempo de exposicion al tetrazolio (F=14,63; p< 0,005). También hubo una interaccion
significativa entre ambas variables (F=9,66; p<0.01). Esto se explica debido a que en los tratamientos

con 0,5% de concentracion y 3 o 5 h de incubacion, las semillas proporcionaron valores similares de
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viabilidad, tanto en semillas peladas como en las sin pelar, mientras que cuando se bajo la
concentracion al 0.2 %, y se aumentd el tiempo de incubacién a 5 h, se alcanzé un valor superior de
viabilidad al obtenidos en los otros tratamientos (Fig. III-3).

De todos los tratamientos evaluados, seis de ellos proporcionaron resultados satisfactorios, con
las mismas posibilidades de ser utilizados (Fig. III-4). No obstante, tal como lo plantean otros
investigadores, la seleccion del tratamiento mas conveniente debe priorizar la combinacion mas
efectiva en términos de concentracion de principio activo y tiempo de duracion de la prueba dentro del
laboratorio. En base a este criterio el tratamiento mas eficiente fue el que utiliz6 semillas sin pelar, 0,2
% de concentracion de tetrazolio y 5 h de incubacion (T7).

También se considerd la importancia de preservar la salud ambiental disminuyendo la produccion

de desechos toxicos y reduciendo los costos del analisis (25; 34).
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Figura III-3: Interaccion entre el tiempo de incubacion y la concentracion de sal de TZ para el % de
viabilidad

Los resultados indicaron que no es necesario realizar el pelado quimico durante el pre-
acondicionamiento de las semillas (F=0.51; p<0.49), lo que se atribuye a la caracteristica de semillas
recalcitrantes. Estas semillas deben almacenarse con elevados contenidos de humedad interna, lo cual
favorece las tinciones sin necesidad de recurrir a tratamientos que aceleren la imbibicion (14; 52).

Usberti y Felippe (80) utilizaron en Citrus limonia una combinacion del 0,5% y 3 h, precisamente
uno de los seis tratamientos que fueron considerados como satisfactorios en la presente investigacion.
No obstante ello, el tratamiento recomendado (T7) permitid obtener coloraciones adecuadas,

brillantes, con tejidos turgentes (Fig. III-5g), utilizando una menor concentracion de TZ. Ademas, las
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imagenes topograficas obtenidas fueron muy nitidas y permitieron establecer con seguridad el estado
fisioldégico de los tejidos y estructuras de las semillas, evitando problemas de contaminacion y
deterioro de las muestras a evaluar (13; 25; 31; 34).

Los tratamientos que utilizaron la menor concentracion de tetrazolio (0,2%) y el menor tiempo de
exposicion (3 h) no fueron recomendables, tanto en semillas peladas quimicamente como en las
semillas sin pelar (Fig. I1I-4). Las tinciones obtenidas presentaron coloraciones rosadas palidas que
pueden ocasionar una interpretacion equivoca de la viabilidad por parte del técnico-analista, pudiendo

subestimar la viabilidad del lote de semillas (Fig. III-5a y III-5¢).
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Figura IlI-4: Porcentaje de Viabilidad obtenido en los diferentes tratamientos segun la interpretacion
de las distintas tinciones logradas. PQ. pelado quimico; SP: sin pelar. Los valores siguiendo la
abreviacion PQ y SP indican la concentracion de la sal de TZ y el tiempo de incubacion. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas segun ANOVA y Comparacion de medias

a través del test de Tukey con un nivel de significacion p< 0.05.

El porcentaje de germinacion que presentaron las semillas sin pelar utilizadas para este ensayo
fue de 89%. Si bien la prueba de viabilidad por TZ es independiente de la prueba de germinacion
estandar (3; 12; 34; 74), los resultados mas promisorios de la prueba de viabilidad coinciden con el

porcentaje de germinacion.



T1: Pelado quimico, 0,2%, 3 h

T2: Pelado quimico, 0,5%, 3 h
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Figura IlI-5. Imadgenes de los tratamientos evaluados en semillas peladas quimicamente y sin pelar,

en funcion de la concentracion de la sal de TZ y tiempo de incubacion
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Patrones de tincion de semillas viables y no viables en P. trifoliata

Se confeccionaron planillas descriptivas con los diferentes patrones de viabilidad identificados
en esta especie mediante esquemas (Fig. I11-6) e imagenes (Fig. III-7). Al igual que lo propuesto por
AOSA (10) en los patrones de semillas viables y no viables para los géneros Citrus, Dictamnus y Ruta
dentro de la familia Rutdceas, fueron consideradas como semillas viables de Poncirus trifoliata
aquellas que tifieron sus estructuras embrionarias completas, uniformemente y de color rosado, con
buena turgencia de tejidos y aquellas que presentaron menos de la mitad de los cotiledones sin tefiir
(Figs. IlI-6-1 y 111-6-2). Otros investigadores han descripto patrones de semillas, viables y no viables
similares, en diferentes especies, como por ejemplo en semillas de Aspidosperma (3).

El margen de tolerancia en la proporcion de los cotiledones sin tincion para considerar a una
semilla viable varia segun las especies, por ejemplo en Juglans nigra y Helianthus annus se considera
semilla no viable cuando el area sin tincion supera 1/3 de los cotiledones (12; 34), mientras que en este
caso se tomo el 50%.

A diferencia de algunos patrones descriptos para especies de la familia Poaceas como Bromus
auleticus (74), Zea mays 'y Sorghum spp. (12), en los que se considera aceptable la falta de tincion en
ciertas areas de la radicula, para el género Poncirus no se considerd aceptable este criterio para
considerar viable a una semilla (Figs. 11I-6-4 y III-6-5). Esto se debe a que las gramineas poseen
tejidos meristematicos en su embridon, lo que les permite originar raices secundarias, por lo tanto,

aunque se pierda la raiz primaria, esas semillas pueden dar origen a una plantula normal.



Figura I11-6: PRUEBA TOPOGRAFICA DE TETRAZOLIO EN Poncirus trifoliata (L.) Raf. EN ESQUEMAS

PATRONES - NIVELES DE VIABILIDAD
SEMILLAS VIABLES (+)
1- Estructuras embrionarias completas y teflidas de color rosado/rojo.

2- Menos del 1/2 de los cotiledones sin tefiir en la zona distal al eje embrionario

Uniforme distribucion de la coloracion.

Buena turgencia de tejidos.

SEMILLAS NO VIABLES (-)

3- Estructuras embrionarias completamente sin tefiir, deterioradas o perdidas.
4- Plumula parcial o completamente sin tefiir, deteriorada o perdida

5- Radicula parcial o completamente sin teiir, deteriorada o perdida

6- Area mayor de un 50% sin tefiir; deterioradas o perdidas en ambos cotiledones

7- Areas sin teflir, deterioradas o perdidas en la zona de la union del eje embrionario
con los cotiledones

8- Semillas completa sin tefiir (a), de color amarillo crema (b), y marrén (c) deteriorada o

sin turgencia.




Figura I1I-7: PRUEBA TOPOGRAFICA DE TETRAZOLIO EN Poncirus trifoliata (L.) Raf. EN IMAGENES
PATRONES - NIVELES DE VIABILIDAD

SEMILLAS VIABLES (+)
1- Estructuras embrionarias completas y tefiidas de color rosado/rojo.

2- Menos del 1/2 de los cotiledones sin tefiir en la zona distal al eje embrionario

Uniforme distribucion de la coloracion.

Buena turgencia de tejidos.

SEMILLAS NO VIABLES (-)

3- Estructuras embrionarias completamente sin tefiir, deterioradas o perdidas.

4- Plumula parcial o completamente sin tefir, deteriorada o perdida

5- Radicula parcial o completamente sin tefiir, deteriorada o perdida

6- Area mayor de un 50% sin tefiir; deterioradas o perdidas en ambos cotiledones

7- Areas sin tefiir, deterioradas o perdidas en la zona de la unién del eje
embrionario con los cotiledones

8- Semillas completa sin tefiir (a), de color amarillo crema (b), y marrén (c)

deteriorada o sin turgencia.
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CONCLUSIONES

El tratamiento de escarificado quimico en el que solo se utilizo hipoclorito de sodio fue el método
mas efectivo para eliminar la testa de las semillas, favoreciendo una mayor y mas rapida imbibicion
respecto a las semillas enteras, ademas de mejorar los parametros de vigor. Este tratamiento constituye
un método sencillo, practico y fehaciente para ser utilizado por los productores viveristas y por los
analistas de semillas de Poncirus trifoliata (L.) Raf. El test de vigor de conductividad eléctrica fue de
gran utilidad para determinar que el tratamiento de pelado quimico no afect6 la integridad de las
membranas de las semillas, y en consecuencia su vigor.

Se describieron patrones de plantulas de Poncirus trifoliata (L.) Raf. en plantulas normales
vigorosas, plantulas normales débiles, y plantulas anormales, que seran de gran utilidad en el momento
de expresar los resultados en los analisis de calidad.

Se observaron con mayor frecuencia anormalidades del sistema radical, las mismas fueron: raiz
primaria retorcida, atrofiada, mazuda (tipo stubby) y raiz primaria ausente.

Se determind la metodologia mas adecuada para realizar, en forma precisa y eficiente, la prueba
de TZ para Poncirus trifoliata. Se recomienda utilizar una concentracion del 0,2% de la sal TZ, 5 h de
incubacion y semillas sin pelar de modo de optimizar los recursos implicados. Ademas, se
determinaron los patrones topograficos de tincion mas comunes, resultando 2 para semillas viables y 8
para semillas no viables.

En futuros trabajos de investigacion se implementaran los test de estrés de semillas como por
ejemplo el cold test, para la determinacion de calidad fisioldgica.

También se avanzara sobre la implementacion del test de conductividad eléctrica en esta especie con
el Analizador Automatico de Semillas SAD 9000-S que permite mediante un software calcular y
estimar los parametros de calidad fisiologica como por ejemplo: Poder germinativo, vigor, etc. Para
ello es necesario obtener en primera instancia un valor de corte para la especie que se lograra mediante
la evaluacion de lotes de semillas de diferentes origenes cuya calidad varie y sea verificada mediante

los otros test de vigor y correlacionadas con los valores de CE.
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ANEXO

Normativa Fitosanitaria para la producciéon de plantas citricas en Argentina

El sector viverista en Argentina es regulado por la ley 20.247 de Semillas y Creaciones
Fitogénicas y las Resoluciones de la Secretaria de Agricultura 149/1998, 811/2004 y 312/2007. La
finalidad de estas normas es fijar un sistema de certificacion obligatoria.

La Resolucion Senasa 203/12, en su articulo 1°, crea el Programa Nacional de Sanidad de
Material de Propagacion, Micropropagacion y/o Multiplicacion Vegetal (PNSMP) dependiente de la
Direccion Nacional de Proteccion Vegetal. La Disp. DNPV N° 4 de 2013 reglamenta la
implementacion del PNSMP estableciendo requisitos generales y especificos para la produccion y
comercializacion de plantas de vivero. Establece la creacion del Registro Nacional Fitosanitario de
Operadores de Material de propagacion, micropropagacion y/o multiplicacion vegetal (RENFO) y los
requisitos para su comercializacion. Ademas regula las funciones de los Responsables Técnicos de
viveros. Esta disposicion tiene un apartado especial para el Material de Propagacion de Citricos.

Resolucion ex SAGPyA 149/98 y su modificatoria, Resolucion ex SAGPyA 811/04. Normas para
la produccion, comercializacion e introduccion de plantas citricas de vivero y sus partes.

Resolucion Senasa N°® 458/2005: Establece como de denuncia obligatoria la presencia en citricos
de sintomatologia sospechosa de Huanglongbing (HLB).

Resolucion Ex SAGPyA N° 447/2009: Prohibe la produccion, plantacion, comercializacion y
transporte de mirto o jazmin arabe (Murraya Paniculata) en todo el territorio nacional.

Resolucion Senasa 959/2009 y su modificatoria, Resolucion Senasa 107/2014. Emergencia
fitosanitaria de HLB.

Resolucion Senasa 930/2009. Medidas fitosanitarias en relacion con el material de propagacion
de citricos. Todo material de propagacion de citricos desde el almacigo, incluyendo la planta
terminada, debera producirse bajo cubierta, en instalaciones que cuenten con cobertura impermeable al
agua y todas las aberturas protegidas con tela de malla anti insectos; doble puerta de acceso con

antecamara entre ellas; equipamiento de desinfeccion de vestimenta, manos y utensilios.


http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-203-2012-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/disposicion-4-2013-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-149-1998-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-811-2004-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-458-2005-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-447-2009-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-959-2009-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-107-2014-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-930-2009-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
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Resolucion ex SAGPyA N° 517/09 de la crea el Programa Nacional de prevencion de HLB
(PNPHLB) que es luego ratificado por la Ley 26888. El mismo tiene la finalidad de proteger la
citricultura nacional de esta enfermedad, la cual es considerada como la mas grave para los citricos en
el mundo y que atin no se ha establecido en la Argentina. Es coordinado por el SENASA y a través de
la Unidad Técnica Interinstitucional (UTI), facilita el ambito para consensuar las principales lineas de
trabajo del programa junto con otros organismos publicos y con representantes de la cadena citricola,
el Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Instituto Nacional de Semillas (INASE) y asociaciones citricolas.

Resolucion Senasa N° 165/2013. Procedimiento para el movimiento de fruta fresca y material de
propagacion vegetal entre provincias con distinta condicion fitosanitaria respecto del huanglongbing:
Contiene un listado de especies hospederas de HLB y/o Diaphorina citri.

Resolucion INASE 82/13: Establece autorizar la venta, cesion, uso propio o cualquier otro destino
de materiales de propagacion de especies citricas solo cuando el SENASA se expida favorablemente
sobre el riesgo sanitario de dichos materiales, con referencia al huanglongbing (HLB). Por tal motivo,
inspectores del SENASA y del INASE realizan inspecciones en conjunto a fin de visualizar el estado
sanitario del material vegetal, asi como también verificar el cumplimiento de la normativa vigente para
la produccién de material citrico.

Resolucion Senasa N° 165/2013: Establece las diferentes areas segin su condicion fitosanitaria
respecto al HLB y la Diaphorina citri en la Reptblica Argentina, regulando el movimiento de fruta
comercial y material de propagacion vegetal entre areas con distinta condicion fitosanitaria.

Resolucion 336/14: Reglamentacion del Programa Nacional de Prevencion de HLB
(huanglongbing) creado por la ley n® 26.888. Dentro del componente de material de propagacion
establece el fortalecimiento los controles en la produccion, comercializacion y transporte de materiales
de propagacion. Toda planta o yema de especie citrica que se utilice para la plantacion, injerto, cesion,

venta o cualquier otro destino sera fiscalizada.


http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-517-2009-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gob.ar/normativas/ley-nacional-26888-2013-honorable-congreso-de-la-nacion
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-165-2013-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-82-2013-instituto-nacional-de-semillas
http://www.senasa.gob.ar/normativas/resolucion-165-2013-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gov.ar/normativas/resolucion-336-2014-senasa-servicio-nacional-de-sanidad-y-calidad-agroalimentaria
http://www.senasa.gob.ar/sites/default/files/ARBOL_SENASA/VEGETAL/ORNAMENTALES/PROD_PRIMARIA/EST_PROD/VIV_MAT_PROPAG/NORMA/Ley%20268888.pdf

