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La presente investigacion tuvo como objetivo establecer un método efectivo para detectar los dafios producidos por el
ataque de un coledptero (Amblycerus longesuturalis) en los frutos completamente desarrollados de Cordia trichétoma,
que permita seleccionar semillas sanas y/o dafadas para la obtencién de plantas. Se hallaron dos métodos efectivos
para dicha seleccion; por un lado el uso de imagenes radiograficas como técnica no destructiva y rapida para el cultivo
de frutos con pericarpio y por otro, la técnica de escision de frutos para clasificar distintos niveles de dafio en aquellos
desprovistos de pericarpio. Los frutos con semillas sanas o con dafio leve, fueron sometidos a tratamientos
escarificatorios y saneantes con peroxido de hidréogeno (H20>) e hipoclorito de sodio (NaOCI) para posteriormente, ser
germinados in vitro. Si bien, es posible inducir germinacién a partir del cultivo in vitro del fruto, la remocién del pericarpio
promueve el proceso y mejora los indicadores de vigor evaluados. Los mejores resultados se obtuvieron cuando los
frutos fueron sometidos a una inmersién en soluciéon acuosa de H>O, 50% durante 3 dias, luego transferidos a una
solucién de NaOCI 2,5% con posterior rescate y cultivo de las semillas; donde el 93,3+6,7% de las mismas germinaron,
requiriendo 1,7+0,6 dias de incubacion para lograrlo, alcanzandose un tiempo medio de germinacién (TMG) a los 5,6+0,1
dias. La combinacién de ambos saneantes permite obtener una optima desinfeccion de las semillas para su
establecimiento in vitro.
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by coleopteran species Amblycerus longesuturalis for the selection and in vitro germination of Peteribi seeds
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This research aims to set an effective method to detect the damage produced by the attack of a coleopteran (Amblycerus
longesuturalis) in fully developed fruits of Cordia trichotoma, to allow the classification of healthy and damaged seeds for
plants production.

Two methods were analyzed for such selection, on one hand the use of radiographic images as a fast and non-
destructive technique for the cultivation of fruits, and on the other hand, longitudinal splitting of fruits for classifying
different levels of damage in the seeds.

The fruits with healthy or slightly damaged seeds were subjected to scarification and sanitizing treatments with hydrogen
peroxide (H20>) and sodium hypochlorite (NaCIO) and then germinated in vitro. While it is possible to induce germination
from in vitro cultivation of the fruit, the pericarp removal promotes and enhances the vigor indicators that were evaluated.
The best results were obtained when the fruits were submerged in an aqueous solution of 1.34 M H,O; for 3 days, then
transferred to a solution of 2.5% NaClO, to finally perform the rescuing and cultivation of the seeds. With this protocol,
93.3 + 6.7% of the seeds germinated in 1.7 £ 0.6 days of incubation, with a mean germination time (MGT) of 5.6 + 0.1
days. The combination of both sanitizing treatments produces the optimal seed disinfection for their in vitro establishment.
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INTRODUCCION

El “Peteribi” (Cordia trichotoma Vell. Arrab. ex Steudel)
es una especie forestal nativa de Argentina, y se
encuentra distribuida en la Selva Misionera y el distrito
Oranense de la selva Tucumano-Boliviana (Biloni,
1990; Dimitri , 1998); posee importancia maderera
(Salazar et al., 2000) y se la considera desde el punto
de vista econdmico una especie prioritaria para la
regiéon nordeste de Argentina (Crechi et al., 2010).

Si bien, su propagacion se produce de forma natural
por via sexual, sus semillas pierden viabilidad
rapidamente (Fick, 2007) presentando un alto grado de
recalcitrancia que dificulta su almacenamiento; posee
un fruto drupaceo (Cabrera, 1983; Pérez-Moreau, 1994)
0 nucula (Fick, 2007), cilindroideo, que al alcanzar la
madurez se desprende conservando la corola y el céliz
(Ariza Espinar et al., 2006) que favorecen la dispersién
anemocora (de Souza, 2008). La cubierta seminal se
encuentra unida a la pared del fruto, por lo que la propia
semilla queda unida al mismo por la base del estigma
(Ramalho Carvalho, 2002); hecho que dificulta la
separacion de la simiente sin dejar expuestos los
cotiledones replegados de aspecto cerebroide (Ariza
Espinar et al.,, 2006), constituyendo la unidad de
dispersion de la especie.

Cabe destacar que esta especie arbdrea se constituye

como hospedero del coledptero  Amblycerus
longesuturalis  (Pic), ya que estudios previos
determinaron que las hembras adultas de A.

longesuturalis, coleéptero de la familia Bruchidae,
ovipositan las semillas de C. trichotoma, cuyos estados
larvales pueden completar su ciclo hasta madurez a
expensas de las reservas cotiledonares (Muruaga de
L'Argentier, 1983; Barrance et al., 2003), ocasionando
dafios severos que determinan la muerte del embrion
por lo que afecta seriamente la aptitud de las semillas
para su reproduccion.

La calidad de las semillas estd determinada por
diferentes atributos; como la viabilidad, vigor y estado
sanitario (ISTA, 2003). Para evaluar y cuantificar la
viabilidad se pueden realizar diferentes tipos de test,
entre los que destacan: ensayos de germinacion y
radiografia con rayos X (Rao et al., 2007). Este ultimo
es un importante elemento de ayuda para detectar
insectos de alimentaciéon interna en semillas (De
Tempe, 1961) ademas de ser un método no destructivo
muy Util para el andlisis interno de las propiedades de
las semillas: anatomia, defectos morfoldgicos, cambios
fisiolégicos que ocurren durante la maduracion, entre
otros. A través de imagenes radiograficas se han
identificado propiedades estrechamente relacionadas
con la viabilidad y el vigor de las semillas (Belcher &
Vozzo, 1979; Simak, 1980; ISTA, 1996).

Por otra parte el uso de las variadas herramientas que
ofrece la biotecnologia podria constituirse en una
alternativa vdlida aplicable a los planes de
mejoramiento y conservacion de la especie; sin
embargo, la presencia de microorganismos endofitos
limita el desarrollo de los sistemas de micropropagacion
basados en el cultivo de segmentos caulinares, yemas
axilares y/o meristemas; siendo éste un hecho comun
en la mayoria de las especies perennes (Grattapaglia &
Machado, 1998). En tal escenario, la obtencién de
plantulas saneadas mediante la germinacion in vitro de
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semillas podria contribuir a la obtencion de explantes
libres de organismos contaminantes promoviendo el
establecimiento in vitro de los cultivos. Para ello, resulta
necesario desarrollar por un lado, un procedimiento no
destructivo que permita la deteccion rapida del parasito;
y por el otro, un protocolo de desinfeccion que
favorezca el establecimiento y germinacién in vitro de
las semillas a fin de obtener una cantidad suficiente de
plantulas que brinde una poblacion homogénea en
cuanto a edad y tamafio (Heberle et al., 2010).

Dada la importancia de esta especie, su alto grado de
recalcitrancia y sus problemas sanitarios, se considera
necesario establecer un protocolo efectivo para la
germinacion in vitro de semillas de Cordia trichotoma
gue permita un éptimo establecimiento de las plantas y
mediante el uso de imagenes radiogréaficas detectar los
dafios producidos por el ataque del insecto hospedero
en los frutos, que al ocasionar una germinacion lenta e
irregular, dificultan la produccién masiva de plantines
con fines comerciales.

METODOLOGIA

Material vegetal

Se recolectaron frutos de C. trichotoma durante el mes
de junio de 2011 de arboles que crecen en la Reserva
de la comunidad aborigen Teko’a Arandd, ubicada en el
paraje Pozo Azul del Departamento Eldorado de la
Provincia de Misiones (26°20'S y 54°10' W) y que
fueron seleccionados por su porte, sanidad,
accesibilidad y produccion de semillas. Una vez
cosechados, los frutos fueron inmediatamente
introducidos en bolsas de polietileno y almacenados a
4°C hasta el inicio de los experimentos (4 meses).

Deteccion y clasificacién de dafios producidos por
Amblycerus longesuturalis

A partir de la escision de los frutos y observacion
microscopica de las semillas, se elabor6 una escala de
dafos basada en la proporcion de tejido lesionado en
posicion opuesta al embrién. La escala se confeccioné
a partir de la observacion de tres lotes de 100 semillas
cada uno, empleandose un microscopio estereoscopico
marca Leica, modelo S6E, equipada con luz de fibra
Optica.

Con el propésito de establecer un método de
clasificacion de frutos no destructivo, el andlisis
microscopico fue complementado con el uso de rayos
X. Las semillas se pegaron a una placa de plastico
autoadherible de polipropileno, la que se coloc6 sobre
una placa de acrilico transparente en la camara de
irradiacion no digital (Faxitron X-Ray modelo MX-20;
Specimen Radiography System®, lllinois, USA) y se
someti6 a exposiciones a 18 kV por 10 s.
Posteriormente, las placas se revelaron en una
impresora digital para rayos X (procesador Hope X Ray;
Micro-Max modelo 319®).

Para dar precision al método de Rayos X respecto de
un método destructivo; se realiz6 la Prueba Topografica
por Tetrazolio, que se basa en un cambio de coloracion
de los tejidos vivos en presencia de una solucién de la
sal de cloruro de 2, 3,5-trifenil Tetrazolio; se expresa la
actividad de las enzimas respiratorias deshidrogenadas
en los tejidos vivos de las semillas. Estas enzimas
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catalizan la reaccion de los iones H+ liberados por la
respiracion de los tejidos vivos con la sal de tetrazolio,
formando una sustancia estable, no difusible, de
coloracidn rosada — rojiza, denominada trifenil formazan
que permite distinguir en las semillas a las areas vivas
(areas de color rojo) de las areas muertas que no
poseen coloracion. Las evaluaciones de vigor pueden
hacerse en base a la identificaciéon, localizacion, y
observacion de los tejidos de la semilla (Hampton &
Tekrony 1995).

Se acondicionaron las semillas realizando una
imbibicion durante 48 hs. con posterior sumersion en la
solucidén de Tetrazolio para su tincion, utilizando frascos
de vidrio de 100 ml con tapa hermética. Estos frascos
se incubaran en estufa a 28°C y en oscuridad durante
24 hs. Una vez completada la tincién, las semillas se
enjuagaron con abundante agua corriente y se
realizaron las observaciones sobre cada semilla
individualmente.

Los resultados de ambas pruebas se expresaron
aplicando los criterios sugeridos por Mendonca et al.
(2001) para contar: sin dafio/con dafio. Las variables se
expresaron en porcentaje.

Escarificacion y desinfeccion de semillas

Los frutos fueron sometidos a un pre-tratamiento de
escarificado quimico mediante imbibicion en una
soluciéon acuosa de peroxido de hidrogeno (PH) 30
volimenes en diferentes concentraciones y tiempo de
exposicidon. Seguidamente, éstas fueron sometidas a
distintos tratamientos desinfectantes consistentes en la
inmersion de las semillas en una solucién de etanol
(70%) durante 1 min, transferencia a una solucion de
hipoclorito de sodio (NaOCl) en distintas
concentraciones (1,5 y 2,5% cloro activo) y TRITON®
(0,1%) durante 20 min en agitacion constante (90
rjp.m.). Una vez finalizado el tratamiento de
desinfeccion, los frutos fueron enjuagados tres veces
con agua destilada estéril.

Germinacion

Los frutos y/o semillas aisladas fueron -cultivados
individualmente en tubos de vidrio de 15 ml de
capacidad conteniendo 4 ml de una solucion nutritiva
compuesta por las sales minerales y vitaminas de
Murashige y Skoog (1962), en su concentracién original
(MS), semisolido (agar SIGMA® A-1296, 0.65 %),
enriquecido con sacarosa 30 gr-l’1 y libre de reguladores
del crecimiento. El pH del medio de cultivo se ajust6 a
5,8 con KOH o HCI antes de la adicién del agente
gelificante; esterilizandose por calor humedo mediante
autoclave a 1.46 kg-cm'2 durante 20 minutos. Los
cultivos fueron incubados durante 30 dias en
condiciones de luz (116 pmol'm™? s™, PAR, fotoperiodo
14 hs.) y temperatura (2742 °C) controladas. Al finalizar
el experimento se determin6 nimero de
semillas/plantulas sin contaminacion visible y ndmero
de semillas germinadas acumuladas para cada uno de
los tratamientos, registrandose diariamente el indice de
germinacion fisiolégica durante 30 dias y evaluandose
algunos indicadores indirectos de vigor tales como:1)
dias de inicio de la germinacion (IG); 2) energia
germinativa (EG), que corresponde al tiempo
transcurrido desde la siembra de las semillas hasta la
germinacién del 5 % de las semillas sembradas; 3)
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indice de velocidad de germinacion (IVG) se determind
a partir del empleo de la férmula desarrollada por
Maguire (1962), IVG= Y Ci/ Y CiTi , donde Ci
representa el nimero de semillas germinadas por dia y
Ti el nimero de dias transcurridos desde el inicio del
ensayo en que germinan Ci semillas; 4) tiempo medio
de germinacién en dias (TMG) se calculé a partir de la
ecuacion TMG= ), CiTi/ Y. Ci.

A los fines préacticos, se consider6 una semilla
germinada a aquella que exteriorizaba el par de
cotiledones y/o una raiz de no menos de 5 mm de
longitud.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se evaluo la técnica de rayos X y la Prueba Topografica
por Tetrazolio, con una muestra aleatoria de 300
semillas (tres repeticiones de 100 semillas cada una)
visualmente identificada como sanas.

Porcentaje de infeccién y germinacién; e indice de
velocidad de germinacion (IVG) fueron evaluados
estadisticamente con un disefio completamente
aleatorizado (factorial 2X3X2, 2 dosis de PH con 3
tiempo de exposicion y 2 dosis de NaOCI) donde se
cultivaron 10 semillas por tratamiento, efectuandose
tres repeticiones del experimento.

Se realiz6 andlisis de la variancia sobre los datos de
Porcentaje de germinacién e infeccion y las medias
fueron comparadas entre si por la prueba de
comparaciones mdultiples de Tukey (P < 0,05), para
determinar el grado de significancia entre los distintos
tratamientos; por medio del INFOSTAT (2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion e incidencia del dafio producido por A.
longesuturalis .

Se detectd una acentuada incidencia de A.
longesuturalis (Fig. 1) en semillas provenientes de la
Reserva Pozo Azul, en donde méas del 80% de las
semillas presentaron dafios tisulares resultantes de su
irrupcion. Basado en la clasificacién desarrollada
mediante escision de frutos, pudo determinarse dafios
moderados a severos en el 50% de las simientes
evaluadas (Fig. 2); mientras que s6lo un 18,7+3,5% de
éstas no presentaron dafos visibles. Se detect6 la
presencia del insecto en todos sus estados de
crecimiento y desarrollo. Este resultd un método de
clasificacion muy util para las semillas de la especie en
estudio, ya que permitié trabajar con un margen mas
amplio de disponibilidad de germoplasma para la
obtencién de plantas; pues un problema importante es,
no soélo la escasez de informacion acerca de la
conservacion ex situ de las especies que componen la
flora nativa de la Selva Misionera (Gonzélez et al.,
2013) sino también la accesibilidad del material en
Bancos de semillas en todo nuestro pais; lo que las
hace mas valiosas aun.
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Figura 1: Ejemplar adulto de A. longesuturalis en
semillas de C. trichotoma.

Cabe destacar que la incidencia del género Amblycerus
afecta a numerosas especies forestales (Herzog Viana
et al., 2007), entre ellas, Prosopis sp. (Johnson, 1983);
Geoffroea decorticans (Baldini & Alvarado, 2008);
Cordia alliodora, C. gerascanthus, Tabebuia crysantha,
T. rosea (Salazar et al., 2000); Guazuma ulmifolia,
Luehea  speciosa  (Arguedas, 1997); Senna
occidentales, S. bicapsularis, Albizia lebbeck (De la
Cruz Pérez, 2009), Sclerobium sp. (Araujo Pinto, 2007).
En una segunda etapa, con el propésito de establecer
un método no destructivo que facilitara la separacion de
las semillas sin dafio visible para ser utilizadas en los
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Daiio leve

Ir

ensayos de germinacion, se realizd una prueba de
rayos X donde fue posible detectar la
presencia/ausencia de dafios producidos por el insecto
(Fig. 3). Este método ha sido previamente aceptado
por ISTA (International Seed Testing Association),
como una alternativa valida al ensayo de corte para
detectar las semillas vacias y/o dafiadas por insectos
(Willan, 1991). Asimismo, a través del uso de imagenes
radiograficas es posible identificar propiedades
estrechamente relacionadas con la viabilidad, el vigor y
las caracteristicas estructurales de la semilla (Pérez
Garcia & Pita Villamil, 2001; Alzugaray et al., 2007). Su
empleo resulté adecuado para la seleccion de los frutos
sin remocién del pericarpio, pues reveld claramente la
incidencia de dafio por A. longesuturalis, principal factor
que afecta la calidad y/o viabilidad de las semillas de C.
trichotoma. Esta prueba, en general, es efectiva en
aquellas semillas forestales que presentan cotiledones
voluminosos o frutos como aquenios, samaras O
cariopses (Ottone, 1993; Pérez Garcia, 2001; Alzugaray
et al., 2007). Para complementar la clasificacién de
frutos sanos y dafados, se ha realizado la Prueba
Topografica por Tetrazolio (Fig.3), donde se logra
apreciar las zonas dafiadas de las semillas sin tincion;
en contraposicion con el método anterior, éste es
destructivo y puede no detectar dafios menores
(Vankus, 1997).

Dailo severo

Daiio moderado

T

Figura 2: Intensidad, clasificacion e incidencia de dafios producidos por A. longesuturalis en escision de frutos de C.
trichotoma. Sin dafio, ausencia de lesiones visibles; Dafio leve, 25% del tejido dafiado en posicion opuesta al embrién;
Dafio moderado, 50% del tejido dafiado en posicion opuesta al embridn; Dafio severo, mayor al 50% del tejido dafiado
en posicién opuesta al embrién.
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Figura 3: Imagen por rayos X y Prueba Topogréfica por
Tetrazolio de frutos y semillas de C. trichotoma. Las
flechas muestran el dafio en semillas. La barra indica 1
cm.

En la tabla 1 se presenta la evaluacién de la
clasificacion final de los frutos con la matriz de
confusion; los resultados obtenidos muestran que la
coincidencia en ambas técnicas es del 100% en frutos
sin dafios, lo que es considerado como excelente ya
que la importancia de esta categorizacion radica en la
aceptacion de frutos totalmente sanos para su siembra;
mientras que para frutos con dafios fue solo del 46%. Si
bien no existen antecedentes en la fiabilidad del
sistema de diagnostico por imagenes para frutos y/o
semillas de la especie en cuestion; los resultados de
nuestro trabajo indican la factibilidad de utilizar la
misma en frutos drupaceos favorecidos por el tamafio
de sus semillas y el escaso espesor de los cotiledones
que permitieron una 6ptima penetracion de la radiacion,
lo que si bien actué en desmedro de la calidad de la
imagen, posibilité la obtencién de un patron radiografico
claro y apto para detectar semillas sanas; no asi para
las que presentaban distintos niveles de dafio, lo que
hizo que la disponibilidad de germoplasma para la
obtencién de plantas fuera menor que utilizando la
técnica de escision de frutos.
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Tabla 1: Evaluacion de la clasificacion final del sistema
semillas de Cordia trichotoma sin dafio/con dafio.

Clasificacion Clasificacion Rayos X Coincidencia
Tetrazolio %

Sin dafio  Con dafio
Sin dafio 24 24 0 100
Con dafio 76 41 35 46

Escarificacion, desinfeccién y germinacion in vitro
de semillas

En la Fig. 4 se observa la tasa de germinacion in vitro
acumulada de semillas de C. trichotoma transcurridos
30 dias de incubacion en las condiciones quimicas y
fisicas descriptas en materiales y métodos. Se pudo
observar que en los tratamientos donde se removi6 el
pericarpio y en aquellos donde persistio pero la
concentracién de NaClO fue mayor (2,5%), presentaron
altas diferencias significativas (P<0,05); mientras que el
uso de una concentracion menor del desinfectante (1,5
% de NaClO), no mostré diferencias significativas. La
persistencia del fruto restringid6 el proceso de
germinacion, el cual Unicamente pudo ser revertido
mediante el empleo de una correcta combinacion de los
agentes quimicos evaluados. En presencia de una
concentracion baja de NaOCI, el proceso morfogénico
solo fue escasamente promovido mediante la aplicacion
de un pre-tratamiento prolongado en una solucién de
H2O, (PH); mientras que el empleo de una mayor
concentracion de NaOCI solo fue efectiva cuando se
combiné con un tiempo minimo de exposicion (3 dias)
en una solucién acuosa de H,O; (PH) 30%, en donde el
66,7+3,3% de las semillas que conservaban el
pericarpio germinaron brindando una plantula normal
(Fig. 5). La remocién del fruto favorecié fuertemente la
germinacion in vitro de C. trichotoma como asi también
los parametros de vigor evaluados (Tabla 2). En
general, el tiempo transcurrido desde la siembra hasta
el inicio de germinacion (IG), el porcentaje de
germinacion acumulado diario obtenido al momento en
que la tasa de germinacion alcanza su valor maximo y
el tiempo medio de germinacion, disminuyeron
notablemente al utilizar semillas desprovistas del
pericarpio, incrementando en consecuencia el indice de
velocidad de germinacion (IVG).

La remocion del pericarpio no solo ejerce un efecto
benéfico sobre los parametros evaluados por exclusién
de una fuente de latencia (Amaral et al., 1998; Fowler,
2001); sino que ademas, favorece el establecimiento in
vitro de los cultivos disminuyendo la incidencia de los
microorganismos, principalmente hongos, causales de
contaminacion. En este sentido el test de
comparaciones multiples de media (Tukey, P<0,05)
reveldo diferencias significativas en todos los
tratamientos ensayados, pudiendo observarse que el
pre-tratamiento de los frutos en una solucion acuosa de
H20, (PH) 30% durante 10 dias, independientemente
de la concentracién de NaOCI utilizada, permitié que
mas del 80% de los explantes no presentaran indicios
de contaminacion visible (Fig. 6); a la vez que el empleo
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Figura 4: Germinacion acumulada transcurridos 30 dias de incubacion en condiciones in vitro. La barra indica el error
estandar de la media de tres repeticiones independientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05, Test de comparaciones mdltiples de Tukey).
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Figura 5: Plantula obtenida mediante la germinacion in vitro de semillas de C. trichotoma.
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Tabla 2: Efecto de distintos tratamientos de escarificado y desinfeccién sobre los parametros de vigor de semillas
de Cordia trichotoma cultivadas in vitro.

Tratamiento IG (dias) TMG (50%) IVG
H,0, N%CI Pericarpio
(M) (%) + - + - + -
0,80x3d 1,5 ng 4,3+2,9 ng 5,2+1,4 ng 1,73+0,9
2,5 ng 1,3+0,6 ng 4,5+0,2 ng 2,1+0,7
1,34 x3d 1,5 12+1,7 1,7+0,6 19,3+0,5 5,6+0,1 0,4+0,0 2,140, 2
2,5 16,0£1,0 3,0+2,0 23,1+3,7 7,0£0,6 0,2+0,0 1,7+0,7
0,80x5d 15 ng 1,7+1,1 ng 3,9+0,6 ng 2,4%0,3
2,5 ng 1 ng 3,740,5 ng 3,2+0,9
1,34 x5d 1,5 14,3+13,6  3,3+1,1 17,3+15,0 5,8£2,3 0,1+0,1 0,9+0,6
2,5 23,345,7 1 26,3+3,2 4,8+0,4 0,1+0,0 2,740,1
0,80x10d 1,5 22,3+3,5 1 22,3+3,5 3,8£1,8 0,05+0,01 5,13+2,9
2,5 23+13,3 1 23+13,3 4,4+11 0,04+0,03 3,910,5
1,34 x10d 1,5 ng 2,0+1,7 ng 3,5¢£2,3 ng 1,1+0,9
2,5 ng 0,7+0,6 ng 0,7+0,6 ng 0,7+0,6

Figura 6: Efecto de distintos tratamientos desinfectantes sobre el establecimiento in vitro de semillas de C.
trichotoma. La barra indica el error estandar de la media de tres repeticiones independientes. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, Test de comparaciones multiples de Tukey).
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de una mayor concentracion de H,O, (PH), posibilit6 la
obtencién de cultivos libres de contaminantes aun en
semillas provistas de pericarpio.

El peroxido de hidrégeno ha sido empleado
exitosamente en especies del género Pinus como
promotor de la germinacién y antimicrobiano
previniendo la proliferacion de algunos hongos (Mufioz
Lépez et al.,, 2009; Mas | Gisbert et al., 2011). Su
accion desinfectante se centraria en su capacidad de
actuar como un agente oxidante enérgico, disociandose
en agua y oxigeno molecular, sin dejar residuos toxicos
(lafiez, 1998); a la vez que su propiedad de disminuir la
dureza de la testa (escarificacion) favoreceria la
absorcion del hipoclorito de sodio u otros desinfectantes
que se utilicen en combinaciéon (Mas | Gisbert et al.,
2011). Al respecto, la inclusion de NaOCI en los
procesos de desinfeccidon es una técnica ampliamente
generalizada con una accién comprobada en la
eliminacion de microorganismos resistentes (bacterias y
hongos) debido a la liberaciéon de oxigeno; o bien, por
combinacién directa del cloro con proteinas enzimaticas
y componentes de membranas que provocan su
desnaturalizacion (Mateos, 2004; Flores Garcia et al.
2008).

CONCLUSIONES

-Se hallaron dos métodos efectivos para la seleccion de
semillas sanas/dafiadas por el coledptero A.
longesuturalis; por un lado el uso de imagenes
radiograficas como técnica no destructiva y rapida para
el cultivo de frutos con pericarpio y por otro, la técnica
de escision de frutos para clasificar distintos niveles de
dafio en aquellos desprovistos de pericarpio.

-Es posible inducir la germinacion de semillas a partir
del cultivo in vitro de frutos, mientras que la remocion
del pericarpio promueve el proceso y mejora
notablemente los indicadores de vigor evaluados.

-Los mejores resultados se obtuvieron cuando los frutos
fueron sometidos a un pre-tratamiento de inmersion en
una solucién acuosa de H;O; (PH) 50% durante 3 dias,
seguido de transferencia a una solucion de NaOCI 2,5%
y posterior remocion del pericarpio; en donde, el
93,3+6,7% de las semillas germinan en condiciones in
vitro, requiriendo el inicio del proceso morfogénico
1,740,6 dias de incubacion, alcanzandose el TMG a los
5,610,1 dias.

-La combinacion de H,0, (PH) y NaOCI permite obtener
una Optima desinfeccion de las semillas para su
establecimiento in vitro.
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