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RESUMEN: Typha domingensis Pers (Typhaceae), conocida vulgarmente como
“totora”, es una especie palustre caracteristica de los humedales, formando densos
rodales. Diversos estudios mencionan en sus resultados que la especie T
domingensis posee tolerancia y eficiencia en la retenciéon de contaminantes y
nutrientes. En el Paraguay se propone utilizar la “totora” como una alternativa al
tratamiento de depuracion de recursos hidricos. Sin embargo, existe poca
informacion sobre la especie en cuanto a su germinacion y multiplicacion para una
explotaciéon a gran escala. En el Centro Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnoldgicas dependiente de la Direccion General de Investigacion Cientifica
Tecnoldgica fue conducido el experimento en el periodo comprendido entre los
meses de abril y noviembre de 2013 con el objetivo de estudiar la calidad fisioldgica
de las semillas de 7. domingensis sembradas in vitro, evaluar la germinacion en
condiciones controladas de laboratorio y posterior adaptacion en invernadero. El
disefio experimental utilizado fue el Disefio Completamente al Azar con arreglo
factorial 3 x 3, siendo el factor 1 diferentes temperaturas (20, 25y 30 °C) y el factor 2
diferentes sustratos (agua, turba y arena) en 3 repeticiones. Las variables evaluadas
fueron peso de mil semillas, vigor de las semillas utilizando la técnica del
envejecimiento acelerado, porcentaje de germinacion en diferentes sustratos y la
adaptacion en invernadero. Los resultados obtenidos demuestran que 1000 semillas
tienen un peso promedio de 69,32 mg; las semillas sometidas a envejecimiento
acelerado mantuvieron la viabilidad, la mejor temperatura para la germinacion fue
de 30 °C en sustrato turba con un 89,55 % de germinaciony el 100 % de las plantas
llevadas a invernadero se regeneraron satisfactoriamente para una produccién
masiva.
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SUMMARY: Typha domingensis Pers (Typhaceae), also known as totora, is a
species characteristic of marshy wetlands, forming dense stands. Several studies
mention in their results that 7. dominguensis is tolerant and efficient in retaining
pollutants and nutrients. In Paraguay it has been proposed to use the totora as an
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alternative to the actual water purification treatment. However, little information about
the species germination and multiplication for large-scale exploitation is available. At
the Centro Multidisciplinario de Investigaciones Tecnolégicas under the Direccion
General de Investigacion Cientifica y Tecnoldgicas an experiment was conducted in the
period between April and November 2013 in order to study the physiological quality of
T. domingensis seeds sown in vitro, evaluate seed germination under controlled
laboratory conditions and subsequent adaptation of plants to a greenhouse environment.
The experimental design was a complete randomized design with a factorial
arrangement of 3 x 3, considering different temperatures (20, 25 and 30) as factor 1 and
different substrates (water, peat and sand) as factor 2. Three replications were
performed. The variables evaluated were thousand seed weight, seed vigor using the
technique of accelerated aging, germination percentage in different substrates and
adaptation to greenhouse environment. The results show that 1000 seeds have an
average weight of 69.32 mg, seeds subjected to accelerated aging maintained viability,
the best germination temperature was 30 °C in a peat substrate with a germination
percentage of 89,55 % and plant regeneration in the greenhouse was 100 %. These
result are satisfactory for 7" domingensis mass production.
Key words: Typha domingensis, germination, adaptation.

INTRODUCCION

Typha domingensis Pers (Typhaceae), conocida vulgarmente como “totora”, o
“pirip€” (en lengua guarani), es caracteristica de ecosistemas acudticos como los
humedales de agua dulce y salobre, formando densos rodales mono-especificos en las
zonas de disturbios.

En Paraguay se han encontrado 2 especies (7. domingensis Pers. y T. latifolia L.
Dulac), distribuidas tanto en la regién Oriental como en la Occidental (Chaco) (Degen'y
Mereles, 1999), en suelos pantanosos formando colonias muy densas llamadas
totorales.

Diversos estudios mencionan en sus resultados que varias especies de 7. domingensis
poseen tolerancia y eficiencia en la retencidn de contaminantes y nutrientes (Singh et al.
2011). En el Paraguay se propone utilizar la “totora” como una alternativa al
tratamiento de depuracion de recursos hidricos contaminados, problematica que
actualmente enfrenta diversos recursos hidricos del Paraguay como el Lago Ypacarai y
la costanera de la bahia de Asuncion.

Algunos autores sefialan que la estrategia de regeneracion de 7. domingensis consiste
en dispersar sus semillas para permitir la colonizacién de nuevas dreas y luego
expandirse y ademas, mantener su poblacion a través de la reproduccion vegetativa, ya
que puede propagarse de forma eficiente por medio de rizomas (Smith et al., 2002).

La germinacion de semillas in vitro permite obtener material para el establecimiento
de protocolos de propagacion masiva. De esta manera, las plantulas obtenidas pueden
ser empleadas como fuente de explantes asépticos para la multiplicacion a gran escala
de plantas libres de enfermedades y como un medio de propagacion para comenzar la
explotacion biotecnoldgica de esta especie.

Considerando que esta especie esta poco estudiada respecto a su germinacion y
cultivo, esta investigacion se propuso desarrollar un protocolo de multiplicacion
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masiva en condiciones de laboratorio e invernadero, por ello se plantearon como
objetivos: estudiar la calidad fisioldgica de las semillas cultivadas in vitro, evaluar la
germinacion en laboratorio y su posterior adaptacion en invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Localizaciony periodo experimental

Los experimentos fueron desarrollados en el laboratorio de Biotecnologia e
invernadero de la Direccion General del Centro Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnolégicas (DGCEMIT) dependiente de la Universidad Nacional de Asuncion
(UNA), Campus San Lorenzo, en el periodo comprendido entre los meses de abril y
noviembre del afio 2013.

Material vegetal

En el mes de enero del afio 2013 fue realizada la colecta de semillas, seleccionando
espigas provenientes de rodales de plantas de 7. domingensis denominadas
cominmente “totoral” situados en humedales del Departamento de Ne'embucu,
Paraguay. Las espigas que presentaban buen aspecto sanitario fueron almacenadas
envueltas en papel adsorbente a temperatura ambiente hasta su utilizacién. El material
de herbario fue depositado en el Herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Nacional de Asuncién (Herbario FCQ) O. Aquino y A. Samudio 171
(FCQ).

Determinacion del peso de mil semillas de T. domingensis

Para determinar el peso de mil semillas de 7. domingensis, fueron seleccionadas 100
semillas (semillas compuestas por toda la porcion de la semilla) al azar y fueron pesadas
en la balanza analitica, este procedimiento se realizé en ocho repeticiones, las semillas
fueron contabilizadas utilizando el contador de semillas electronico de la marca
Pfeuffer®. El resultado se extrapolé a mil semillas. Los procedimientos fueron
realizados segun las reglas ISTA (2014).

Determinacion del vigor de semillas por el método de envejecimiento acelerado.

La prueba de envejecimiento acelerado fue realizada segtin el Manual de Pruebas de
Vigor (International Seed Testing Association, 1995). Para la seleccion de semillas
viables (semillas vivas), se procedio a la técnica de separacion mediante flotacion, en
donde las semillas que flotaban, fueron descartadas, y las que se encontraban
sumergidas fueron seleccionadas para el ensayo, asegurando de esta manera que todas
las semillas seleccionadas tengan 100 % de probabilidad de germinacion. De esta
manera se seleccionaron un total de 1200 semillas para el ensayo, cada unidad
experimental fue representada por una camara conteniendo 100 semillas, se contaron
con cuatro repeticiones (cuatro camaras) por cada tratamiento (T,=0 hs a 45 °C, T,=12
hs a45 °Cy T,=24 hs a 45 °C) teniendo de esta manera 12 unidades experimentales. La
camara de plastico contuvo 100 mL de agua (camara interna con 100% de humedad
relativa), una vez terminada la siembra, las camaras fueron transferidas a una estufa de
envejecimiento acelerado a 45 °C, por el tiempo requerido para cada tratamiento. Una
vez concluido el periodo de envejecimiento, las bandejas fueron trasladas al cuarto de
cultivo y mantenidas a una temperatura de 28 °C. Las variables analizadas fueron:
porcentaje de germinacion, longitud del epicotilo y longitud del hipocotilo.
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Se contabilizé en porcentaje de germinacion en todos los tratamientos a los 7 dias a
partir de la siembra, los datos fueron registrados en dias. A los 10 dias a partir de la
siembra, se procedio a la determinacion de la longitud del epicotilo y del hipocotilo
mediante la utilizacion de una regla milimetrada bajo una lupa estereoscdpica, este
procedimiento fue realizado en todos los individuos de todos los tratamientos, los datos
fueron registrados en mm (milimetro).

Porcentaje de germinacion en diferentes sustratos

La unidad experimental estuvo constituida por cajas Gerbox® de 15 cm de lado, por
10 cm de altura conteniendo 150 semillas de 7. domingensis en cada una. El disefio
experimental empleado fue completamente al azar (9 tratamientos con 3 repeticiones
dando un total de 27 cajas), con arreglo factorial 3 x 3, siendo el factor 1 diferentes
sustratos: agua, turba y arena y el factor 2 diferentes condiciones de temperatura 20, 25
y30°C. Deestamanera se tuvieron los siguientes tratamientos:

Tl: Agua/20°C
T2: Agua/25°C
T3: Agua/30°C
T4: Turba/20°C
T5: Turba/25°C
T6 Turba/30°C
T7: Arena/20°C
T8: Arena/25°C
T9: Arena/30°C

Las semillas fueron desinfectadas previamente, mediante una inmersion en alcohol al
70 %, durante 20 segundos, luego en una solucién de hipoclorito de sodio (1:3) por 20
segundos, seguido de un triple enjuague con agua destilada esterilizada. El lavado y
siembra de las semillas fueron realizadas bajo la campana de flujo laminar. _

La esterilizacion de las cajas y de los sustratos (agua, arena, turba comercial Ortek”) se
realizd en autoclave a 1 atm de presion a 121 °C de temperatura durante 50 minutos. Para
la siembra se procedio al cargado de las cajas con sustrato hasta la mitad de la capacidad,
posteriormente en cada caja fueron sembradas 150 semillas y se agregd agua
esterilizada hasta el punto de saturacion. Seguidamente cada caja fue tapada con
pléstico trasparente para evitar la pérdida de humedad. Las cajas Gerbox”™ sembradas
fueron transferidas al cuarto de cultivo y mantenidas a las condiciones establecidas para
cada tratamiento. Se registraron datos de la germinacion hasta el dia 15 posterior a la
siembra.

Para la evaluacion se calcularon los porcentajes de germinacion medios con el 95 %
limite de confianza para cada tratamiento. Los resultados fueron sometidos a un analisis
multifactorial de ANOVA y test de Tukey mediante el software para anélisis estadistico
InfoStat®.

Adaptacion eninvernadero

Alas 4 semanas a partir de la siembra en el cuarto de cultivo, el tratamiento con mayor
porcentaje de germinacion (sustrato y temperatura) fueron trasplantadas en un sistema
de flotacion / hidropénico, compuesto por bandejas de poliestireno 35 por 70 cm de 120
celdas depositadas en contenedores con 70 litros de capacidad. El medio liquido estuvo
compuesto por agua y nutrientes requeridos por la planta.
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Para la evaluacion de la adaptacion en invernadero, se realiz6 el recuento de plantas
normales a los 60 dias a partir del trasplante y se expresd en porcentaje de plantas
normales. (Plantas normales son aquellas plantas con potencial para su desarrollo
cuando crecen en suelo de buena calidad y bajo condiciones favorables de humedad, luz
y temperatura). Se tomaron como control para comparar plantas de 7. domingensis
germinadas y desarrolladas naturalmente en un humedal ubicado en la ciudad de It4
(Dpto. Central, Paraguay), en el mismo periodo de tiempo (aproximadamente 90 dias).

Se establecieron de esta manera para considerar plantas normales: la altura minima de
50 cm, coloracién verde oscura y sin deformidades.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del peso de mil semillas de T. domingensis

En el presente estudio, el pesaje de 100 semillas arrojo un peso promedio de 6,9325
mg. De esta manera se extrapol6 a 1000 semillas, resultando un peso de 69,325 mg,
como se puede observar en la Tabla 1. Fernandez et al. (2001) mencionan que la
infrutescencia de la 7. domingensis produce gran cantidad de semillas, se estima que
puede variar en el orden de 20.000 a 700.000 frutos, estos son de un tamafio muy
pequeiio. Los mismos autores indican que el peso de 100 semillas es de 5 mg.

Tabla 1. Peso de mil semillas de 7. domingensis.

Cantidad Peso
de semillas promedio
100 6,9325 mg 3,80% 69,325 mg

C.V. Peso del mil semillas

C.V.: Coeficiente de Variacion.

Determinacion del vigor de las semillas por el método de envejecimiento acelerado
ISTA(1995).

Para la germinacion de una semilla deben cumplirse tres condiciones (Hartman y
Kester,1980): que el embrion sea viable (que esté vivo), que los factores externos sean
favorables y que no presente factores internos que impidan la germinacién. Para este
ensayo fueron utilizadas semillas consideradas 100 % viables, asegurando de esta
manera el tiempo de exposicion a 45 °C como Unico factor variable. En la Tabla 2 se
aprecia que el lote de semillas que no fue expuesto al envejecimiento acelerado tuvo un
porcentaje de germinacion del 99,25 %. Ellote de semillas que estuvo expuesto a45 °C
por un periodo de 12 hs obtuvo un 73,5 % de germinacién, disminuyendo un 26 % su
poder germinativo comparadas con el lote que no fue envejecido, asi mismo el lote de
semillas mantenidas a 45 °C por un periodo de 24 hs obtuvo un porcentaje de
germinacion de 63,75 % disminuyendo su poder germinativo 35,8 %, sin embargo
comparando con el lote que fue expuesto a 12 hs a 45 °C el poder germinativo so6lo se
redujoun 13,2 %.
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Tabla 2. Efecto del deterioro sobre la germinacion y crecimiento inicial de semillas de
T’ domingensis, en condiciones de laboratorio.

. Horas de envejecimiento
Variables
0hs/45°C | 12hs/45°C 24hs/°C C.V
Germinacion (%) 99,25 A 73,04 B 63,75 C 6,19
Long. Epicotilo (mm) 22,04 A |1997 A B| 1598 B 12,33
Long. Hipocotilo (mm) 20,07 A |1691 A B| 10,31 B 19,85

Los lotes de semillas que muestran una elevada germinacién en condiciones 6ptimas,
pero luego del deterioro por envejecimiento acelerado bajan notablemente su poder
germinativo o produce grandes cantidades de plantulas deformes, son considerados de
bajo vigor, de esta manera nos indicaria un bajo desempeifio en condiciones de estrés.

Ocurre lo contrario con lotes de semillas con una alta germinacién en condiciones
optimas, que luego del envejecimiento acelerado no reduce en gran medida el
porcentaje de germinacién y no produce cantidades considerables de plantulas
anormales, estas semillas son consideradas de alto vigor y con mejor capacidad para
soportar condiciones de estrés. Hampton y Tekrony (1995) consideran que aquellos
lotes de semillas que presenten una germinacion después del envejecimiento acelerado
superior al 80 %, podrian ser clasificadas como de alto vigor, entre 60-80 % como vigor
medio, y menores de 60 %, como de bajo vigor. En este ensayo las semillas de Typha
sometidas a 45 °C durante 12 hs disminuyeron su germinacion en un 26 % obteniendo
74 % de germinacién comparando con el lote que no fue sometido a envejecimiento
obteniéndose diferencias significativas, en cuanto a la longitud del epicotilo y del
hipocotilo no se observaron diferencias significativas respectos a las semillas que no
fueron envegecidas. El lote de semillas que fue sometido a 45 °C durante 24 horas
redujo su germinacién en un 35,8 %, en cuanto a la longitud del epicotilo y del
hipocotilo, hubo diferencias significativas con respecto al lote de semillas que fue
sometido a 45 °C durante 12 hs y al lote de semillas que no fue sometido a
envejecimiento (testigo). En este ensayo se observo un deterioro progresivo segun
aumentaba el tiempo de exposicion de las semillas a 45 °C, sin embargo la tasa de
deterioro fue mayor en las semillas que fueron expuestas durante 12 hs, que durante 24
hs. Segtin Delouche (1976), el deterioro tiene una connotacion negativa, en tanto que el
vigor tiene una muy positiva, de este modo, el vigor disminuye a medida que el
deterioro aumenta. El deterioro es el proceso de envejecimiento y muerte y el vigor es
el principal componente de calidad afectado por el proceso de deterioro.

Porcentaje de germinacion T. domingensis

Si bien la germinacion se produjo en todos los regimenes de temperatura (Fig. 1), se
puede observar un aumento considerable a los 30 °C, asi tenemos que el tratamiento con
mayor porcentaje de germinacion es el tratamiento con sustrato Turba con 89,5 % de
germinacion seguidos por sustrato Agua y Arena, 57,3 y 55,7 %. Estos valores
coinciden con el trabajo realizado por Lorenzen et al. 2000 donde obtuvieron un 85 %
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de germinacion en semillas de 7. domingensis sembradas en sustrato turba a un régimen
de temperatura de 30 °C.

Fig. 1. Germinacion de una semilla de 7. domingensis
3 dias posteriores a la siembra.

En la Tabla 3 podemos observar que el tratamiento Turba a 30 ° C es el que registr6
mayor porcentaje de germinacion (89 %). Haciendo un analisis podemos observar que
el factor Temperatura es el factor principal del disefio experimental, disminuyendo
considerablemente la germinacion a temperaturas mas bajas (25 y 20 °C). Asi tenemos
que el promedio de germinacion de los distintos tipos de sustrato a 30 °C fue de 67,55 %,
a25 °Cseregistr6 11,15 %y a20 °C casinula germinacién con menos de 1 %.

Tabla 3. Germinacion de semillas de 7. domingensis a diferentes temperaturas y
diferentes sustratos.

Temperatura Sustrato Medias n % Germinacion TT

Turba 134 89,55 A

30°C Agua 86 57,33 B
Arena 83 55,77 B
Agua 28 18,8 C

25°C Turba 12 8 D
Arena 10 6,66 D E
Agua 1 1 DE

20°C Turba 0 0,44 E
Arena 0 0,22 E

TT: Test de Tukey: Medias seguidas por la misma letra no difieren entre si, medias seguidas por
letra diferente difieren entre si, en el nivel de significanciadel 5 %.
Adaptacion eninvernadero

En una bandeja de poli estireno se trasplantaron 134 plantines, las cuales provinieron
del tratamiento turba a 30 °C, el cual obtuvo el mayor porcentaje de germinacion (ver
Tabla 3). Los plantines trasplantados en invernadero tuvieron un 100 % de
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de prendimiento (Fig. 2), el 100% de las plantas presentaron altura mayor a 50cm, el
100% de las plantas tuvieron una coloracién verde oscura y el 100% de las plantas no
presentaron deformaciones al cabo de 60 dias posteriores al trasplante como se aprecia
en la Tabla 4. De esta manera, todas las plantas presentaron condiciones aptas para
desarrollarse a campo y ser utilizadas en sistemas de fito-depuracion de aguas (Fig. 3.
A-B). Wl

Fig. 2. Plantines de T domingensis en sistema
de flotacién en invernadero.

Tabla 4. Parametros de adaptacion en plantas de 7. domingensis obtenidas en
invernadero.

Mayoride Verde oscura  Sin deformaciones Total
50 cm
134 134 134 134 plantas normales
0 0 0 0 plantas anormales

Fig. 3. A-B. T. domingensis. A. Planta adulta. B. Dispersion de frutos.
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CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos se pudo observar que la mejor condicion de
germinacion de semillas de T domingensis es a un régimen de temperatura de 30°C en
un medio de sustrato de tipo turba. Que el factor determinante en la germinacidn es la
temperatura, disminuyendo el porcentaje de germinacion a regimenes de temperaturas
entre 25y 20°C.

Las semillas de 7 domingensis se mantienen viables aiin sometidas a envejecimiento
acelerado.

La produccion de plantas a partir de semillas en vivero es muy factible. Si la
produccion se hace desde semilla se puede elegir la especie de Typha que se desea
propagar, teniendo en cuenta que las propiedades de depuracion de la planta aumentan o
disminuyen segun la especie.

Enlo que respecta a las plantulas y labores de vivero, se debe realizar un seguimiento
cuidadoso del estado de los lotes de plantas, ya que la incidencia de plagas y
enfermedades es mayor.

Teniendo en cuenta que, para la implantacion de sistemas de depuracién de aguas
utilizando plantas requiere una gran cantidad de las mismas, con este trabajo se
demostro que es posible generar miles de plantas de buena calidad a partir de semillas.
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