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Resumen

La conservacion de semillas ortodoxas en bancos de germoplasma se basa en la disminucién del contenido
de humedad (CH) de las semillas hasta un 3-5% y en el almacenamiento a bajas temperaturas (-20°C).
Sin embargo, se ha propuesto que si las semillas toleran la desecacion hasta ultrasecado (CH<3%), la
longevidad de las mismas podria aumentar y no serfa necesario el almacenamiento a bajas temperaturas.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta al ultrasecado y a la temperatura de almacenamiento
de las semillas de tres especies nativas: Cedrela balansae, Cercidium praecoxy Prosopis nigra. Se determiné
el CH de las semillas frescas, se realizaron ensayos de germinacién con semillas frescas, ultrasecadas y
ultrasecadas y almacenadas al menos durante 28 meses en diferentes temperaturas (-20, 5 y 25°C). Los
porcentajes de germinacién fueron superiores al 74% en todos los casos, independientemente de la
temperatura de almacenamiento. Estos resultados indican que las semillas de las tres especies estudiadas
toleran el ultrasecado y pueden ser almacenadas a temperatura ambiente sin perder viabilidad. El ultrase-
cado permitiria el ahorro e independencia de energfa y constituye una alternativa especialmente en paises
en los que hay interrupciones en el suministro de electricidad, ademas de contribuir al conocimiento de
nuestras especies nativas.
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Abstract

The conservation of orthodox seeds in gencbanks is based in the decrease of seeds moisture content (MC)
to 3-5% and storage at low temperatures (-20°C). However, if seeds are tolerant to ultra-dry desiccation
(<3% CH), their longevity could improve and low temperatures storage would not be necessary. The
aim of this work was to assess seeds ultra-dry tolerance as well as the effect of storage temperature of
three native tree species: Cedrela balansae, Cercidium praecox 'y Prosopis nigra. We determined the moisture
content the fresh seeds. We carried out germination assays with fresh, ultradried and ultradried and
stored seeds (more than 28 months in different temperatures: -20, 5 and 25°C). P. nigra, C. praecox and
C. balansae seeds are tolerant to ultra-drying since germination percentages exceeded 74%, regardless
the storage temperatures. Ultra-drying seeds allows saving energy, so can be an alternative especially in
countries where there are interruptions in the electricity supply, and is a contribution to the knowledge
of ours native species.
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Introducciéon

El almacenamiento de semillas ortodoxas en bancos de ger-
moplasma es el método de conservacion ex sizu y a largo plazo
mas ampliamente utilizado. La FAO (2010) report6 la existencia
de mas de 1750 bancos destinados a la conservacion ex situ de
la diversidad de plantas, aunque la mayorfa conserva cultivos y
sus congéneres silvestres. A partir del Convenio de Diversidad
Biolbgica, comienza un mayor énfasis en la conservacion ex situ
de las especies silvestres, aunque la informacién todavia es escasa
(Walters 2015). Uno de los objetivos incluidos en la “Estrategia
Mundial para la Conservacién de las Especies Vegetales” es que al
menos el 75% de las especies de plantas globalmente amenazadas
estén incluidas en las colecciones ex sizn y que para el afio 2020
al menos el 20% esté disponible para programas de restauraciéon
y recuperacion (Pérez Garcia ef al. 2006; Hay & Probert 2013).

La conservacion de semillas en los bancos de germoplasma se
realiza siguiendo los criterios propuestos por Hong ez al. (1998)
aunque estos estandares fueron establecidos principalmente para
las especies cultivables. Tradicionalmente, la conservacién de
semillas ortodoxas en los bancos se basa en la disminucion del
contenido de humedad (CH) hasta un 3-5% y bajas temperaturas
(-20°C) durante el almacenamiento. Sin embargo, el costo de al-
macenar semillas a bajas temperaturas supera las posibilidades de
muchos pafses en desarrollo (Li ef a/. 2008).

Algunos autores propusieron que la disminucién del CH a ni-
veles inferiores al 3% (ultrasecado) podria aumentar la longevidad
de las semillas y en tal caso, el requerimiento de almacenamiento
a bajas temperaturas no serfa necesario (Hong ez a/. 1998; Shen
& Qi 1998; Gémez-Campo 2007; Pérez-Garcia ef al. 2008). Esto
disminuirfa los costos involucrados en la conservacién y mante-
nimiento de las accesiones, generando un beneficio econémico y
permitiendo conservar los recutsos fitogenéticos en poblaciones
locales y sin acceso a servicios de electricidad, por lo que en los
ultimos afios, este tema comenzoé a recibir mayor atencién (Hong
et al. 1998; Enoch ez al. 2004; Li ef al. 2007, 2008).

En contraposicién se propuso que el ultrasecado podria ser
perjudicial para las semillas por posibles dafios a nivel celular oca-
sionados por una rapida absorcién de agua durante la germinacién
y la probabilidad de dafio serfa mayor cuanto mas bajo sea su CH
(Hong et al. 1998; Méndez-Natera ez a/. 2008). Sin embargo son
pocos los trabajos que se realizaron sobre este tema especialmente
en especies nativas.

Argentina es uno de los 25 paises con mayor riqueza de especies,
endemismos y diversidad de unidades biogeograficas del mundo,
relacionada con la variacién latitudinal y altitudinal (Caldecott ez
al. 1996; FAO 2008). Zuloaga et al. (1999) registraron alrededor
de 9.938 plantas vasculares de las cuales aproximadamente el 18%
son endémicas. A nivel regional, el NOA es una de las areas con
mayor diversidad biolégica y endemismos, abarcando la provincia
de Salta el 32 % de la flora del pais.

La aceleraciéon de los procesos de cambio en los usos del suelo
y el avance de la frontera agropecuaria en los ultimos afios son
alarmantes con relacion a la pérdida de ambientes y biodiversidad.
Ademis, la deforestacion, la degradacion y la erosion genética han
sido especialmente importantes en el noroeste argentino. Por ejem-
plo, en la Provincia de Salta la deforestacién ascendié a 590.241
ha entre 1989 y 2004 y en los dos afios previos a la aprobacién
de la Ley de Bosques N° 26.331 (2006 y 2007), la Secretaria de
Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible habilité 527.738 ha para
proyectos agticola-ganaderos que involucran desmontes, la mayorfa
en el Chaco Saltefio (de Viana 2009; de Viana & Morales-Poclava

2010). Esto pone de manifiesto la necesidad urgente de realizar,
continuar y profundizar los estudios tendientes a la conservaciéon
de nuestros recursos fitogenéticos nativos, ya que ademas su estado
de conservacion es incierto.

En este sentido, y considerando que la mayoria de las especies
nativas no se encuentran evaluadas con relacién a su estado de
conservacion (IUCN 2015), el Banco de Germoplasma de Especies
Nativas del Instituto de Ecologia y Ambiente Humano (INEAH)
de la Universidad Nacional de Salta, se dedica a la conservacion
ex sitn a mediano y largo plazo de las especies nativas del NOA
(de Viana e al. 2011). El objetivo de este trabajo fue evaluar la
respuesta al ultrasecado y a la temperatura de almacenamiento
de las semillas de tres especies arbéreas nativas:Cedrela balansae,

Cercidinm praecoxy Prosopis nigra.

Materiales y Métodos

Cedrela balansae C. DC (Meliaceac), “Cedro Oran”. Se encuentra
enla Selva de Transicién o Selva Pedemontana en altitudes inferio-
res alos 700 m.s.n.m y su distribucion abarca Paraguay y Argentina,
en las provincias de Salta, Tucuman, Jujuy y Catamarca. Su madera
blanda, facil de trabajar, con buenas propiedades organolépticas
es considerada valiosa (Martinez & Andrade 2006; Zuloaga et al.
2008). Si bien el estado de conservacion de esta especie atin no ha
sido evaluado (IUCN 2015), se ha sugerido que de las tres especies
del género presentes en el NOA, su situacion es la mas delicada
debido a las transformaciones y reduccién de su area de distribu-
cién (Minetti 2000). Se recolectaron semillas (aproximadamente
7900) de siete arboles en el departamento de Oran en Agosto de
2009 (23°09’ S, 64°19 O).

Cercidium praecox (Ruiz & Pav. Ex Hook) Harms (Fabaceae, Cac-
salpinoideae), “Brea”. Su distribucion abarca Paraguay y Argentina,
en las provincias de Catamarca, Chaco, Cérdoba, Formosa, Jujuy,
Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, San Luis y Tucuman. Se la
encuentra en los ambientes de bosque Chaquefio y de Monte en
altitudes inferiores a los 2000 m.s.n.m. Presenta usos medicinales
(antiemético y antigripal), forrajeros y alimenticios (exuda una
resina similar a la goma arabiga)(Haene & Aparicio 2004; Perea ef
al. 2007; Bertuzzi et al. 2012; Suarez 2014). El estado de conser-
vacién de esta especie aun no ha sido evaluado (IUCN 2015). Se
recolectaron semillas (aproximadamente 4600) de siete arboles en
las cercanias del Embalse General Manuel Belgrano (departamento
La Vifia) en Diciembre de 2009 (25°16’ S, 65°26°0).

Prosopis nigra (Gtiseb.) Hieron (Fabaceae, Mimosoideac), “Alga-
rrobo negro”. Su distribucién abarca Brasil, Paraguay, Uruguay y en
Argentina se distribuye desde el norte hasta el centro del pais. Su
madera y sus frutos presentan importantes usos en la industria ma-
derera, alimenticia y forrajera (Haene & Aparicio 2004; Perea ef al.
2007). Segun la IUCN (2015) la informacién para categorizatla es
insuficiente. Se recolectaron semillas (aproximadamente 7700) de
diez arboles en las cercanias del Embalse General Manuel Belgrano
(departamento La Vifia) en Enero de 2009 (25° 19°S, 65° 19°0).

Tolerancia al ultrasecado

Teniendo en cuenta que no existen protocolos especificos para
determinar la tolerancia al ultrasecado de las semillas, se sigui6 la
metodologia de Hong ez al. (1998) y Gémez-Campo (2006) con
modificaciones propuestas en este trabajo. El protocolo consiste en
determinar el CH de las semillas frescas, evaluar su germinabilidad
con distintos CH (frescas, 10-12%, 3-5% y <3%) y almacenadas
a -20 °C (con 3-5% CH). Cuando se alcanza el ultrasecado de
las semillas (CH<3%) y si el poder germinativo supera el 70%,
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se almacenan en distintas temperaturas -20, 5 y 25°C y luego de
un periodo de almacenamiento se evalia nuevamente el poder
germinativo (Fig. 1) (Giamminola ez a/. 2012; de Viana ez al. 2014).

Semillas frescas —>’ Ensayo de Germinacién ‘

’ Determinacién de CH ‘

}_.‘ Ensayo de Germinacién ‘

’ Reduccién CH 10-12%
H Almacenamiento -20°C H Ensayo de Germinacion
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|
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!
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N

Fig. 1: Protocolo para determinar la tolerancia a la desecacion

Ensayo de Germinacién ‘

Ensayo de Germinacién ‘

Ensayo de Germinacién ‘

y al ultrasecado de las semillas siguiendo la modificada de
Hong ¢z al. (1998) y Gémez-Campo (2006) modificado.

Para cada especie el CH de las semillas frescas se determiné en
base a la diferencia de pesos fresco y seco, empleando la meto-
dologia de secado a alta temperatura constante (3 hs en estufa a
130°C), con cuatro réplicas de entre 2-3 g de semillas (ISTA 2003).
Para disminuir el CH, las semillas se colocaron en desecadores con
silica gel y una vez alcanzado el ultrasecado, se evalué el poder
germinativo y se almacenaron en frascos de vidrio sellados her-
méticamente durante un minimo de 28 meses.

En este trabajo se evalué la germinabilidad de las semillas frescas,
ultrasecadas y ultrasecadas y almacenadas a -20, 5 y 25°C, ya que en
estudios previos, las semillas de las tres especies fueron evaluadas
como probablemente ortodoxas y se encuentran conservadas a
-20°C en el BGEN para futuros estudios y/o intercambio con
otras instituciones (Giamminola e# a/. 2012; de Viana ef al. 2014).

Cada ensayo de germinacién se realizé siguiendo un disefio
completo al azar con cuatro réplicas de 25 semillas cada una,
sembradas en bandejas plasticas con 500 g de arena esterilizada (en
estufa a 230°C durante 24 horas). Antes del inicio de cada ensayo se
aplicé fungicida (Nitrasoil 50) a las semillas para evitar el ataque de
hongos. Durante los primeros dias cada bandeja fue cubierta con
una bolsa transparente con cl fin de evitar la pérdida de humedad.
Los ensayos se mantuvieron en una cimara de germinacién durante
30 dias a 2521°C de temperatura, 45£5% de humedad relativa, 16
hs de fotoperiodo y se regaron con agua destilada. En C. praecox
y P. nigra se realizé escarificacién mecanica (incisién con alicate)
(Giamminola ez al. 2012). Para evitar dafios por imbibicién, las
semillas ultrasecadas se mantuvieron en un ambiente saturado de
humedad durante 24 hs a temperatura ambiente antes del inicio de
cada ensayo (Hong ez a/. 1998). La variable respuesta fue el nimero
de semillas germinadas (utilizando como criterio la emergencia de
la radicula) y se expres6 como porcentaje promedio de germinacién
al finalizar el experimento (PG) y tiempo medio de germinacién
(TMG)(Chen ez al. 2007). Los datos se analizaron con ANOVA
utilizando INFOSTAT (Di Rienzo ez al. 2013).

Resultados

En C. balansae las semillas frescas presentaron un CH de
6.410.08% y un PG de 80%. El PG de las semillas ultrasecadas
(95%) fue significativamente mayor que el de las frescas. Las
semillas ultrasecadas y almacenadas presentaron un PG mayor
a 74%, sin diferencias significativas entre las temperaturas de
almacenamiento (p=0.0043; gl=4; F =6.01). E1 TMG fue signifi-
cativamente menor en las semillas ultrasecadas y almacenadas a 5
y 25°C (6-7 dias) que en las frescas y en las almacenadas a -20°C
(aproximadamente 9 dias)(p<0.0005; gl=4; =33.98)(Tabla 1).

Semillas PG (%) TMG
Frescas 8o+1,6 a2 9,5+0,5a
CH <3% 95+2,5b  6,1*0,1b
Almacenadasa -20°C  78%52a 9,5%0,1a
Almacenadas a 5°C 74*3,5a 6,9%0,2 C
Almacenadas a 25°C 81¥1,9a 6,8+0,2 bc

Tabla 1: Porcentaje de germinacion (PG) y tiempo medio de
germinacion (TMG en dias) de semillas frescas, ultrasecadas
y ultrasecadas y almacenadas de C.balansae. Letras distintas
indican diferencias significativas p<0.001, ANOVA.

En C. praecox las semillas presentaron un CH de 9.07£0.26%.
El PG de las semillas frescas fue menor que el de las ultrasecadas
y de las almacenadas, aunque en todos los casos superd el 84%
(p=0.005; gl=4; '=5.72). No sc encontraron diferencias en el PG
de las semillas ultrasecadas y almacenadas en las tres temperaturas
estudiadas. E1 TMG de las semillas frescas y ultrasecadas fue bajo
(<4 difas) y aument significativamente con el almacenamiento (>9
dias) (p<0.0001; gl=4; F=1161.06)(Tabla 2).

Semillas PG (%) TMG
Frescas 84+1,6 a 3,4%0,2 a
CH <3% 94%2,6 b 2,0£0,1b
Almacenadasa -20°C  98#1,2b  10,1+0,03 ¢
Almacenadas a 5°C 95+3,8b  10,0+0,1¢C
Almacenadas a 25°C 98+2,0 b 9,8+0,1c¢

Tabla 2: Porcentaje de germinacion (PG) y tiempo medio de
germinacién (TMG en dias) en semillas frescas, ultrasecadas
y almacenadas de C.praccox. Letras distintas indican diferen-
cias significativas p<0.001, ANOVA.

En P. nigra el CH de las semillas frescas fue de 11.2£0.13%. El
PG de las semillas fue elevado y similar en todos los ensayos rea-
lizados, sin diferencias entre las temperaturas de almacenamiento
(>83%0) (p=0.007; gl=4; '=5.21). Las semillas ultrasecadas y alma-
cenadas en las tres temperaturas presentaron menor TMG (<3 dias)
que las frescas y ultrasecadas (p=0.0002; gl=4; F=11.61)(labla 3).

Semillas PG (%) TMG
Frescas 90+2,6ab  4,9+0,9b
CH <3% 89%1a 5,3¥0,4 b
Almacenadasa -20°C 991 ¢ 2,3%0,1a
Almacenadas a 5°C 96+4 bc 2,3*0,1a
Almacenadas a 25°C 100%0 C 2,4+0,04 a

Tabla 3: Porcentaje de germinacion (PG) y tiempo medio de

germinacién (TMG en dias) en semillas frescas, ultrasecadas

y almacenadas de P.rigra. Letras distintas indican diferencias
significativas p<0.001, ANOVA.
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Discusion

La tolerancia a la desecacién de las semillas ortodoxas es la base
para conservar ex sitn y a largo plazo los recursos genéticos de
la mayoria de las especies vegetales, aunque esta informacion es
escasa especialmente para las especies silvestres (Hay & Probert
2013; Mira ez al. 2014; Walters 2015).

La temperatura de almacenamiento y el contenido de humedad
son factores claves para mantener el vigor y la viabilidad de las
semillas (Chen ez a/. 2011), aunque algunos autores sostienen que
el contenido de humedad es méds importante que la temperatura
de almacenamiento (Pérez Garcia et al. 2006; Kumar ef al. 2011).
Kumar e al. (2011) reportaron que semillas ultrasecadas de Ra-
phanus sativus almacenadas durante 14 afios a 25°C, presentaron
una disminucién de la viabilidad de tan sélo 6% mientras que la
pérdida de viabilidad fue total cuando el CH fue mayor al 7%. Es
decir que el deterioro de las semillas durante el almacenamiento
aument6 con el CH. Sin embargo, Chen ¢# a/. (2011) propusieron
que el CH 6ptimo para el almacenamiento varia entre especies y
esta relacionado con la composicion quimica de las semillas. Cuan-
do contienen un elevado porcentaje de sustancias hidrofébicas, el
CH 6ptimo serd menor y la tolerancia a la desecacién mayor. Esto
sugiere la importancia de continuar estos estudios, especialmente
con las especies nativas.

Trabajos realizados con especies arbéreas nativas del NOA
han reportado que Cercidium praecox, Prosopis nigra, P. alba, P. ferox,
Bulnesia sarmientoi, Erythrina falcata, Pterogyne nitens, Tecoma garrocha
y Ziziphus mistol, presentan semillas ortodoxas y sus accesiones
se conservan a largo plazo en el BGEN (3-5% CH y a -20°C)(de
Viana e al. 2009, 2014; Giamminola e a/. 2012; Morandini 7 al.
2013). Los resultados de este trabajo surgieren que las semillas
de P. nigra, C. praecox'y C. balansae, ademas de ser ortodoxas, son
tolerantes al ultrasecado ya que su poder germinativo fue elevado
(>74%) con contenidos de humedad inferiotes al 3%. Resultados
similares fueron reportados por Pérez-Garcia e al. (2008) para 14
especies endémicas de la Peninsula Ibérica, almacenadas mas de
30 afios en condiciones de ultrasecado y por Kumar e a/. (2011)
en semillas de Raphanus sativus ultrasecadas y almacenadas 14 afios
a temperaturas entre -20°C y 25°C.

Por otro lado, se ha sugerido que los embriones de las semillas
ultrasecadas podtian sufrir dafios por una rapida absorcién de agua
cuando son colocadas a germinar como lo reportaron Powell &
Matthews (1978) en Pisum sativum y Phaseolus vulgaris. En este trabajo,
siguiendo las recomendaciones de Hong 7 a/. (1998) se evit6 el
dafio por imbibicién colocando las semillas en un ambiente satura-
do de humedad durante 24 horas previas al ensayo de germinacion.

Con relacién a la temperatura de almacenamiento, podemos
concluir que las semillas ultrasecadas de las tres especies estudiadas
pueden ser conservadas a temperatura ambiente. Pérez-Garcfa ez al.
(2000) propusieron que la temperatura de almacenamiento jugaria
un papel secundario en la conservaciéon de semillas cuando estas
son ultrasecadas, ya que obtuvieron porcentajes de germinacién
elevados en semillas ultrasecadas de 25 accesiones de Brassicaceae
almacenadas durante 38-39 afios a temperatura ambiente. Resulta-
dos similates fueron reportados por Steiner & Ruckenbauer (1995)
que trabajaron con semillas de hierbas y cereales almacenadas
durante 110 afios a temperaturas entre 10 y 15°C, obteniendo
porcentajes de germinacion elevados sin diferencias entre las
temperaturas de almacenamiento. Por lo tanto, el ultrasecado de
las semillas puede considerarse como una opcién para eliminar los
requerimientos de bajas temperaturas. Cabe destacar la importancia
de estos resultados ya que esta metodologia permitirfa el ahorro

¢ independencia de energia y constituye una buena alternativa
especialmente para la conservacién en poblaciones rurales y en
lugares en los que hay interrupciones en el suministro de electri-
cidad (Enoch e al. 2004; Li ez al. 2007, 2008).

Segun Pérez Garcia ez al. (2006) el almacenamiento de las semillas
puede disminuir, aumentar o mantener la dormancia dependiendo
de la especie. Fenner & Thompson (2005) propusieron que las
semillas pueden presentar un estado de dormancia innata o bien
adquirir un estado de dormancia cuando son expuestas a alguna
condicién desfavorable para su germinacién, como un ambiente
muy frio, muy seco o con un bajo porcentaje de oxigeno. En este
trabajo, el TMG de las semillas de P. #zgra disminuy6 con el alma-
cenamiento, lo cual podtia indicar una reduccién de la dormancia
(Henner & Thompson, 2005). Por otra parte, en C. praecox el TMG
aument6 con el almacenamiento, lo que indicarfa que las semillas
podrian haber adquirido una dormancia inducida. Si bien, en ge-
neral las semillas de Fabaceas presentan dormancia fisica por su
cubierta seminal impermeable al agua, se ha reportado que algunas
especies de la familia tienen una combinacién de dormancia fisica
y fisiologica (Baskin & Baskin 2001; Alvarez & Villagra 2010).
Esto destaca la necesidad de profundizar los estudios sobre los
mecanismos y tipos de dormancia, ya que muchas semillas que no
germinan pueden estar dormantes.

Es importante destacar que se espera que los bancos de ger-
moplasma de especies nativas adquieran un rol fundamental en
aspectos relacionados con la restauraciéon y enriquecimiento de
ambientes y reintroduccién de especies. En este sentido, es vital
establecer protocolos especificos para el mancjo de las semillas
de especies nativas que contemplen los métodos de recoleccion,
procesamiento, tolerancia a la desecacién y al ultrasecado, tipo
de dormancia, composicién quimica de las semillas, entre otros
aspectos (Hay & Probert 2013).
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