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RESUMEN

La determinacion periddica de la viabilidad de las semillas
permite conocer el grado de conservacion de las mues-
tras. En algunas especies de orquideas se ha reportado
un aumento en la precision de la prueba de viabilidad por
tetrazolio cuando se realizan pretratamientos con solucio-
nes de sacarosa durante la imbibicion de las semillas. El
objetivo fue evaluar la viabilidad de semillas de Trichocen-
trum jonesianum mediante la prueba de tetrazolio con y
sin pretratamiento con agua y sacarosa. Se emple6 una
solucién al 0,1% de 2,3,5-Trifenil Tetrazolio Cloruro (TTC),
manteniendo las semillas a 33°C en oscuridad por 24 h o
48 h segun los tratamientos: T1) Semillas inmersas en
TTC por 24 h, T2) Semillas inmersas en TTC por 48 h, T3)
Pretratamiento con hipoclorito de sodio al 0,1% mas
Tween 20 (detergente) al 0,1% durante 7 min con agita-
cién y 8 min de reposo. Las semillas se enjuagaron tres
veces con agua destilada y luego inmersas en TTC por 24
h, T4) 24 h de imbibicién en sacarosa al 10% y luego
extraida la solucion y reemplazada por 2 mL de TTC por
24 h y T5) 24 h de imbibicién en agua destilada, luego
extraida el agua y reemplazada por 2 mL de TTC por 24
h. Cada tratamiento cont6 con 3 repeticiones, registrando
como semillas viables las que presentaban coloracion del
rosado al rojo oscuro; no viable las semillas sin tincion con
embrion visible y semillas vanas sin embridn. Los valores
de viabilidad mas altos se obtuvieron con el T5 (90%), sin
diferencias significativas con T4 (85%). El T3 presento el
menor valor de viabilidad (68%), mientras que T1 (78%) y
T2 (77%) mostraron diferencias significativas con T4 y T5.
Las semillas vanas variaron entre 76 y 86%. Se concluye
gue el T4 (agregado de sacarosa) no mejora el grado de
precision de la prueba de viabilidad convencional.
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ABSTRACT

Periodic determination of seed viability is an important
evaluating information to know the conservation degree of
samples. In some orchid species, an increase in precision
of tetrazolium viability test has been reported when
performing pre-treatments with sacarose solutions during
seed imbibition. The objective was to evaluate the viability
of Trichocentrum jonesianum seeds using the tetrazolium
test with and without water and sacarose pre-treatment. It
was used a solution of 1% 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC), keeping seeds at 33 °C in darkness for 24
h or 48 h: T1) Seeds immersed in TTC solution for 24 h,
T2) Similar to T1-48 h, according to treatments: T3) Pre-
treatment with 0.1% sodium hypochlorite plus 0.1% tween
20 (detergent) during 7 min with agitation and 8 min
resting. Seeds were rinsed three times with distilled water
and then immersed in TTC for 24 h, T4) 24 h of imbibition
in 10% sacarose, being extracted and replaced by 2 mL
TTC for 24 h and T5) 24 h of imbibition in distilled water,
being then extracted and replaced by 2 mL TTC for 24 h.
Each treatment was repeated three times recording as
viable seeds those with pink to dark red color; as non-
viable those colorless with visible embryo and embryoless
seeds. The highest viability were obtained with T5 (90%)
showing no significant differences with T4 (85%). T3
presented the lowest viability (68%), while T1 (78%) and
T2 (77%) showed significant differences with T4 and T5.
Embryoless seeds ranged between 76% and 86%
depending on the treatments. T4 (sacarose added) did not
improve the conventional viability test performance.
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INTRODUCCION

Trichocentrum jonesianum (Rchb.f.) M.W.Chase &
N.H.Williams, es una orquidea epifita, con hojas alargadas
y lineales, que nacen de pequefios pseudobulbos. Las
hojas crecen en forma pendiente, y tienen forma de
seccion circular o eliptica (hojas terete), de 20 cm hasta
50 cm de largo. Las flores nacen de la base del
pseudobulbo, dispuestas en una inflorescencia basal que
puede contener de 6 a 12 flores, de 3 a 5 cm de diametro,
con pétalos y sépalos blancos con maculas pardas rojizas
y labelo predominantemente blanco. Esta especie es
nativa de Misiones y considerada en peligro de extincion,
habita ademas en las provincias de Chaco y Corrientes
(Insaurralde y Rodins 2007).

La determinacion periddica de la viabilidad de las semillas
es importante para conocer el grado de conservacion de
las muestras, y mas aun teniendo en cuenta el pequefio
tamafio de las semillas y el desarrollo de un embrién
inmaduro sin endosperma caracteristico de las orquideas
(Arditti y Ernst 1993). Experiencias previas (Lallana y
Garcia 2010, 2012a y b) han reportado el
acondicionamiento de procedimientos de la prueba
topografica de tetrazolio para semillas de orquideas
empleando distintas dosis y tiempos de exposicion a la sal
2,3,5 cloruro de trifenil tetrazolium (TTC). En general, para
el ensayo con semillas de orquideas, se realiza un
acondicionamiento previo de las mismas por un periodo
de imbibicion en agua durante 24 h y luego, se retira el
agua y se coloca en la solucién de TTC al 1% o menos
(0,5%), durante 24 h a 30-33°C en oscuridad (Singh 1981,
Lallana y Garcia 2012a, Preti et al. 2013).

La prueba de viabilidad por coloracion con tetrazolio es
utilizada para evaluar la viabilidad de las semillas en
funcion de la coloracién del embrién, siendo considerados
viables los embriones de color naranja a rojo (Pritchard y
Prendergast 1990). Recientemente, fue demostrado en
semillas de varias especies del genero Cattleya que la
utilizacion de un pretratamiento con solucidon de sacarosa
10% aumenta la precision de la prueba de viabilidad
cuando se compara la tasa de germinacion in vitro
(Hosomi et al. 2012). De igual forma Marquez Palmeira et
al. 2013, trabajando en Cyrtopodium fowliei hallaron un
10% mas de viabilidad con el pretratamiento de semillas
con sacarosa.

Algunas especies de orquideas poseen semillas con
latencia (Rasmussen 1995), y requieren condiciones
ambientales y de nutrientes especificos para germinar
(Arditti et al. 1982). Cuando hay latencia la coloracion
guimica de semillas de orquideas, mediante la prueba de
tetrazolio, para determinar el porcentaje de semillas con
embriones viables es una herramienta muy util para
monitorear la conservacion de orquideas y la posibilidad
de su propagacion in vitro (Pritchard y Prendergast 1990).

El objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad de
semillas de T. jonesianum mediante la prueba topogréafica
de tetrazolio (TTC) con y sin pretratamiento de las mismas
con agua o sacarosa.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron semillas originadas de una capsula madura
formada por autofecundacion manual (alogamia) de una
planta de Trichocentrum jonesianum perteneciente a la
coleccion de referencia de Orquideas, de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Entre
Rios. Las semillas colectadas fueron homogeneizadas y
luego separadas en 5 fracciones o lotes para constituir los
distintos tratamientos. El disefio experimental utilizado fue
completamente aleatorizado con 5 tratamientos y 3
repeticiones.

Para la prueba de viabilidad de las semillas se utilizaron
cantidades de 0,02 a 0,03 g por muestra, las que fueron
sometidas a los siguientes tratamientos:

T1) Sin pretratamiento. Semillas inmersas en frasco de
vidrio (de 2 cm de diametro x 3,5 cm de alto) con tapon de
goma, de 7 mL de capacidad conteniendo 3 mL de
solucion de TTC 0,1% y mantenidas a 33°C en bafio
termostatico por 24 horas en oscuridad.

T2) Sin pretratamiento. Semillas inmersas en solucién de
TTC 0,1% y mantenidas a 33°C por 48 horas en
oscuridad.

T3) Pretratamiento con solucién de hipoclorito de sodio al
0,1% mas Tween 20 al 0,1%, como solucidn detergente,
durante 7 min con agitacion y 8 min de reposo.
Seguidamente las semillas se enjuagaron 3 veces con
agua destilada esterilizada, pasando entre enjuagues 3
minutos y se emplearon jeringas de 1 mL con aguja para
extraer la soluciéon y posteriormente fueron inmersas en
solucion de TTC 0,1% y mantenidas a 33 °C en bafio
termostatico por 24 horas en oscuridad.

T4) Pretratamiento de las semillas 24 horas inmersas en
solucion de sacarosa al 10% y luego extraida la solucién
con jeringa y reemplazada por 2 mL de TTC 0,1% vy
mantenidas a 33 °C por 24 horas en oscuridad.

T5) Pretratamiento de inmersién 24 horas en agua
destilada, luego extraida el agua con una jeringa y
reemplazada por 2 mL de TTC 0,1% y mantenidas a 33
°C por 24 horas en oscuridad.

Finalizado los tiempos de pretratamiento y tratamiento con
solucion de TTC, inmediatamente se extrajo de los
envases con una jeringa de 1 mL la solucién de TTC y se
agreg6 una alicuota de 3 mL de agua destilada en cada
envase. Con ayuda de gotero se extrajo la muestra de
semillas en suspensién y se depositd en una caja de Petri
de 6 cm de diametro. A continuacién se colocé sobre el
agua un circulo de papel de filtro del diametro de la caja
de Petri, para eliminar el exceso de agua y que las
semillas quedaran adheridas entre el vidrio y el papel de
filtro. Posteriormente, se realiz6 la observacion con la
ayuda de lupa binocular con 10 x de aumento, para lo cual
se dio vuelta la caja de Petri y se coloc6 una grilla de
acetato con cuadriculas de 0,5 cm de lado, procediendo al
recuento de semillas viables, no viables y semillas vanas,
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realizando 7 observaciones al azar. Fue evaluada la
viabilidad de las semillas en cada tratamiento y repeticion,
para ello se consideraron semillas viables a aquellas que
presentaban una coloracion que variaba del rosado al rojo
oscuro; y no viables las semillas sin tincion con embrién
visible. Los datos promedios de los campos observados
por tratamiento se expresaron en porcentaje.

La prueba de viabilidad, segin las normas ISTA (1996),
debe realizarse en la fracciéon pura de las semillas, es
decir, libore de impurezas y semillas vanas. Dado el
pequefiisimo tamafio de las simientes de orquideas,
resulta imposible separar a priori las semillas vanas del
total de la muestra en estudio, por lo tanto el recuento de
semillas vanas «identificadas por el tegumento visible sin
embrién» se hizo junto con la determinacion de semillas
viables y no viables y se calculé el valor de semillas
totales de la muestra (STM) como sumatoria de semillas
viables, no viables y vanas, para poder estimar sobre este
total la fraccion de semillas vanas en % [(NUmero de
semillas vanas / STM) x 100)].

Para el andlisis estadisticos los valores de porcentaje de
semillas viables, no viables y vanas fueron transformados
a ArcSen raiz de X, se verifico la normalidad de los
mismos (Shapiro-Wilks) y se efectu6 un andlisis de
variancia y la diferencia entre medias empleando la
prueba de Duncan para un nivel de significacion del 95%
(p<0,05) utilizando el programa estadistico InfoStat (Di
Rienzo et al. 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de la variancia permitié distinguir claramente
las diferencias del efecto de los pretratamientos T4 y T5
respecto a las semillas viables de los demas tratamientos
(Tabla 1). El modelo tuvo un ajuste R de 62,4%, un
coeficiente de variacion de 11,53% y fue altamente
significativo (p<0,0001). El T3 presentd los menores
valores de semillas viables (Figura 1 y Tabla 1). Los
tratamientos T1 y T2 no mostraron diferencias entre si en
el porcentaje de semillas viables, pero si con el resto de
los tratamientos (Figura 1y Tabla 1).
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% Semillas viables, no viablesy vanas

0,00

1 2 3 4 5
Tratamientos

Figural. Porcentajes de semillas viables, no viables y
vanas (datos sin transformar). Las barras

indican el desvio estandar.

Los valores de viabilidad mas altos se obtuvieron con el
tratamiento convencional (T5) al igual que con el
pretratamiento de inmersion en solucion de sacarosa (T4),
pero por practicidad se recomienda utilizar el tratamiento
convencional (T5) en esta especie. En otras especies eg.
Cattleya (Hosomi et al. 2012) han encontrado una
respuesta favorable de 10% superior al testigo con el
pretratamiento con sacarosa en la determinacion de
viabilidad.

El T3 resulté con los mayores valores de semillas no
viables, indicando que el pretratamiento de desinfeccion
con hipoclorito de sodio ejercié influencia negativa sobre
el valor de viabilidad, aumentando la proporcién de
semillas no viables, tal como fue demostrado para
Oncidium bifolium por Dalozotto et al. (2013).

En el caso de las semillas vanas, los tratamientos T3 y T4
no presentan diferencias entre si, pero si con el resto de
los tratamientos. En general se observé que la proporcion
de semillas vanas fue alta, variando entre el 76 y 86%
segun los tratamientos (Tabla 1 y Figura 1).

Tabla 1. Semillas viables, no viables y vanas de
Trichocentrum  jonesianum sometidas a
diversos pretratamientos y evaluadas por la
prueba de tetrazolio.

Trichocentrum jonesianum (%)**

Tratamientos Semillas Semillas Semillas  S.T.M.
. No .
Viables . Vanas (media)
viables
T1 78 b* 22 b 76 a 149
T2 77 b 23 b 78 a 149
T3 68 ¢ 32a 86 b 177
T4 85a 15a 82 b 92
T5 90 a 10 b 77 a 166
* Letras distintas en el sentido de las columnas indican

diferencias significativas (p<0,05) segun test de Duncan.
** Datos originales sin transformar, en porcentaje, excepto la
columna de semillas totales de la muestra (S.T.M.)

El tratamiento 3, con desinfeccion y lavado a que son
sometidas las semillas antes de la siembra “in Vitro”
(Billard et al. 2013, Dalzotto et al. 2013, Dalzotto y Lallana
2013), afectd significativamente la viabilidad del lote de
semillas de 90% (T5) a 68% (T3) (Tabla 1).

La desinfeccion de las semillas con soluciones crecientes
de hipoclorito de sodio (0,1 a 2%) reducen la expresion de
la germinacion tal como fue demostrado en semillas de
Oncidium bifolium (Dalzotto et al. 2013), si bien la
concentracion de 0,1% de hipoclorito no tuvo diferencia
con el testigo para esta especie. Similares resultados son
citados para la especie Cattleya mendelli cuando se
evalué la germinacion después de aplicar 6 dosis de
hipoclorito de sodio (0,5 al 3%) en la desinfeccion
(Salazar-Mercado 2012).

En el caso de T. jonesianun la dosis empleada de 0,1%,
produjo un efecto adverso sobre la viabilidad de la
muestra, lo cual en condiciones de germinacion in vitro se
traduciria también en una menor cantidad de plantas
logradas.
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CONCLUSIONES

El pretratamiento con sacarosa no permite mejorar la
lectura de la viabilidad de la prueba de tetrazolio por lo
gue no se recomienda su uso para semillas de T.
jonesianum. EIl pretratamiento de imbibicién con agua
destilada es suficiente para la determinacion de la
viabilidad en esta especie.

El uso de hipoclorito de sodio por 15 min para la
desinfeccion de T. jonesianum afecta significativamente la
viabilidad de los embriones.
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