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1. INTRODUCCION

La idea de iniciar el estudio de los fendmenos de dormicion y
germinacion de las semillas en especies del género Nothoscordum surgio
a partir de observaciones empiricas sobre la germinacién de numerosas
especies e hibridos interespecificos pertenecientes a este género, que
sugerian la existencia de un periodo de dormicién durante el verano, la
posibilidad de desarrollo de una dormicién secundaria y la existencia de
diferencias en los porcentajes de germinacion de algunas especies. Estas
observaciones fueron realizadas durante estudios l0s biosistematicos del
género Nothoscordum que se desarrollan en la Catedra de Genética.

Los temas de la germinacién y de la dormicién de semillas son de
gran importancia en los estudios ecolégicos de especies silvestres y de
malezas, pero no ha sido un tema en que se haya puesto énfasis en el
caso de las plantas cuitivadas, que en general han perdido la dormicion
en el proceso de domesticacion.

Nothoscordum es un génerc sudamericano de la tribu Allieae,
constituido por hierbas perennes (gedfitas bulbosas) de ciclo invernal y
con periodo de dormicion durante el verano, representado en Uruguay por
numerosas especies.

Las tres especies seleccionadas para este estudio poseen las
siguientes caracteristicas: N. sp. “Punta Colorada” es endémica de las
serranias del sureste del Uruguay, con flores nocturnas y una floracién
anual, en primavera. N. macrostemon €s una especie del sur de Uruguay,
provincia de Buenos Aires y Entre Rios, donde crece preferentemente en
suelos arcillosos humedos. Es también de floracién nocturna pero posee
dos floraciones anuates, en primavera y otofio respectivamente.
Nothoscordum nudicaule se halla en Buenos Aires, Entre Rios, Uruguay y
en el sur de Rio Grande del Sur. Se encuentra en claros del monte de
galeria, y a diferencia de las otras dos especies es de flores diurnas.
Como N. macrostemon posee dos floraciones anuales. Ademas de ias
diferencias en la biologia floral y en las preferencias ecolégicas se
observaron diferencias importantes en la germinacion de las semilias en
condiciones de laboratorio (O. Crosa, com. pers.). Estos hechos y la
disponibilidad de semillas de dichas especies nos decidieron a utilizarlas
para un trabajo de esta naturaleza.



El estudio de la germinacién y de la dormicidn de semilias es un
tema que en la actualidad que es objeto de diversos estudios: la dormicion
de semillas es un fendbmeno frecuente en la naturaleza -especialmente en
especies de clima templado o desértico-, cuyos mecanismos basicos de
establecimiento y levantamientc o atenuacidn no son conocidos aun
completamente.

El presente estudio se llevod adelante sin saber en primera instancia
si las diferencias en la germinacién en las especies estudiadas se debian
a la existencia de dormicién o a las condiciones de germinacion utilizadas.

El objetivo primario de este trabajo fue el de comenzar a conocer
las condiciones de germinacion en [as semillas de estas especies
utilizando diferentes regimenes térmicos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 GERMINACION

Las nuevas plantas formadas a través de la reproduccion sexual
comienzan como un embridn en la semilila que comienza a formarse en la
planta madre, que se origina a su vez del 6vulo. Al madurar las semillas,
se transforman en el vehiculo de dispersion. Para que estas semillas den
origen a nuevas plantas debe darse la germinacién, el pasaje de una
semilla en reposo a una con alto nivel de metabolismo, que leva a la
emergencia de la nueva plantula.

Mayer ef al. (1975) definen la germinacibn como los pasos
consecutivos que hacen que una semilla quiescente (capaz de germinar
pero en reposo), con un bajo nivel de humedad, muestre un aumento en
su actividad metabdlica general e iniciar el desarrollo de una plantula a
partir del embrién. Agregan ademas que el momento en que termina la
germinacion y comienza el crecimiento es sumamente dificil de definir, ya
que se identifica la germinacion con la emergencia de una parte del
embrién por fuera de la cubierta de la semilla.

Muchas veces se considera que la germinacion es [a emergencia de
la plantuia -la radicuia o el epicétilo- de la semilla. Para Bewley y Black
(1994), sin embargo, en términos estrictamente fisiolégicos, "la
germinaciéon comienza con la absorcién de agua por parte de la semilla
(imbibicion) y termina con el comienzo de la elongacion del eje
embrionario, usualmente la radicula".

Este proceso incluye numerosos eventos, como por ejempio
hidratacion proteica, cambios estructurales subcelulares, respiracion,
sintesis de macromoléculas y elongacion celular, pero ninguno de estos
eventos es exclusivo de la germinacidén. En sentido estricto, cuando la
plantula emerge y comienza a crecer, la germinacién ya ha culminado. No
obstante, es comun que en tests de semillas y a nivel practico se
identifique la germinacion con la emergencia, tanto a nivel de laboratorio
como en el campo.



Se llaman quiescentes las semillas en las que no ocurre ninguno de
los procesos tipicos de la germinacion. Las semillas quiescentes tienen
por lo general un nivel de humedad muy bajo (5-15%) y un nivel de
actividad metabdlica practicamente nulo. En muchos casos pueden
permanecer en ese estado durante afios para luego manifestar un
metabolismo normal. Para que exista germinacion se necesita que la
semilla se hidrate, en condiciones favorables de temperatura y presencia
de oxigeno. No obstante, pueden darse estas condiciones y aun no haber
germinacion. Cuando se dan las condiciones adecuadas para que una
semilla germine (presencia de agua y de niveles adecuados de
temperatura y oxigeno) y el proceso de germinacion no se da, se dice que
la semilla se encuentra en dormicidn (Bewley y Black, 1994). Nos
referiremos a la dormicién propiamente dicha en la segunda parte de la
revision bibliografica.

2.1.1 Medicion de ia germinacién

Algunos elementos, como la medicién de la absorcién de agua o de
la respiracién, brindan una idea aproximada del nivel del proceso de
germinacion de las semillas, pero no existen hasta el momento
marcadores bioquimicos adecuados para medir el progreso del proceso
de la germinacién. El unico evento que puede medirse con exactitud es la
emergencia del eje embrionario de la semilla, justamente el momento en
que la germinacién ha terminado. Por ello, los tests de germinacién que
se realizan en todo el mundo miden justamente la emergencia del eje
embrionario.

La forma de las curvas de germinacion suele ser sigmoidea:



Figura 1: Curvas tipicas de germinacién de semillas.

100

Porcentaje de semillas germinadas

Esto significa que sdlo unas pocas semillas germinan en el inicio del
proceso. La tasa de germinacion aumenta progresivamente hasta que se
completa el proceso de germinacién en las uitimas semillas.

A pesar de que por lo general las curvas de germinacién tienen esta
forma, muchas de ellas no liegan a altos niveles de germinacion, y se dice
que estas semillas tienen una baja capacidad de germinacion, o0 sea que
el porcentaje de semillas capaces de germinar €s bajo. En caso de que
las semillas sean todas viables, el bajo nivel de germinacién puede
deberse a la dormicidn 0 a condiciones ambientales inadecuadas para
que se de el proceso.

Algunos factores que afectan la forma de una curva de germinacion
son la uniformidad de la poblacion de semillas -la simultaneidad o
sincronia- y la tasa de germinacion.



2.1.2 Control de la germinacién por factores ambientailes

En semillas que no estan en dormicién existen tres factores que
controlan la germinacién: la temperatura, la disponibilidad de agua y la
disponibilidad de oxigeno (Benech-Amold et al., 2000).

2.1.2.1 Temperatura

Al referirse a la temperatura, es necesario tener en cuenta que este
factor influye tanto en la dormicidon (en su levantamiento, en su
establecimiento cuando se trata de dormicion secundaria) como en ia
germinacion en si misma (Bewley y Black, 1994; Vieeshouwers et al.,
1995, Benech-Amold et al., 2000).

Una vez que la dormicidon ha sido eliminada, por lo general la
germinaciéon se da en un rango relativamente amplic de temperaturas, y
dentro del rango de temperaturas en el que la germinacién es maxima, las
semillas responden a la temperatura unicamente con cambios en la tasa
de germinacion (Bewley y Black, 1994). A su vez, la tasa de germinacion,
definida como 14 (la inversa del tiempo necesario para que cierta
proporcién de la poblacién de semillas germine), aumenta por lo general
en forma lineal con la temperatura en el rango de temperatura subdptimo
(Bierhuizen y Wagenvoort, 1974).

Las semiillas tienen para su germinacion un rango de temperatura
definido, que varia segun jas especies. Thompson (1973} investigé los
rangos de temperaturas de germinacion para Gysophila perfoliata, Allium
porrum y Lychnis flox-cuculi, trabajando con temperaturas entre 2 y 42°C,
y hallando rangos de temperaturas diferentes para cada especie para
alcanzar una germinacién deil 100%.

A pesar de que las diferentes especies puedan tener un amplio
rango de temperatura para alcanzar una germinacién cercana al 100%, ia
tasa de germinaciéon maxima se alcanza por lo general en un rango no
mayor a los 2°C. (Bewley y Black, 1994)

En las malezas, el analisis del comportamiento de las semillas en
funcién de la temperatura es complicado debido a que éstas tienen
respuestas multiples: la temperatura puede determinar la proporcién de la



poblacién de semillas que esta en dormicién (tanto induciéndola como
atenuandola o eliminandola) y al mismo tiempo modular [a germinacion de
la fraccion de la pobiacidén de semillas que ne se encuentra en estado de
dormicién (Benech Armold y Sanchez, 1995).

En el caso de semillas que necesiten de enfriamiento para eliminar
la dormicién, puede a veces producirse germinacion a las mismas bajas
temperaturas, pero muy lentamente. Las semillas no germinan a
temperaturas mas altas porque tienen dormicion, y parecen tener un
rango muy estrecho de temperaturas para la germinacién (Bewley y Black,
1994; Benech-Arnold, com. pers.).

2.1.2.2 Condiciones hidricas

lLa falta de agua afecta tanto la tasa como el porcentaje de
germinacion de las semillas, y existen desde especies muy sensibles al
estrés (la soja) hasta otras muy resistentes (Bewley y Black, 1994).

Seguan Probert (1992), adn teniendo en cuenta la importancia de
otros factores como la temperatura y la luz en el control de la germinacion,
ésta esta determinada en ultima instancia por la disponibilidad de agua.

Gummerson (1986) introdujo el concepto de tiempo hidrotermal,
relacionando el potencial osmético, la temperatura y el tiempo, y a partir
de este concepto desarrolid una ecuacidn que permite predecir la
germinacion a través det tiempo en un amplio rango de temperaturas y
potenciales de agua.

2.1.2.3 Oxigeno

Benech-Amold (2000) sefiala que el oxigeno es uno de los
requerimientos para la germinacién de las semillas que no estan en
dormicion, junto con la disponibilidad de agua y temperaturas adecuadas.

En la mayoria de las especies, la germinacién se ve afectada
negativamente con concentraciones de oxigeno menores a ias existentes
en el aire atmosférico. Ademas, altas concentraciones de didxido de
carbono (4% por ejemplo) impiden la germinaciéon en muchas especies.



Por lo general, en el suelo las concentraciones bajas de oxigeno y altas
de dioxido de carbono que afecten negativamente la germinacién ocurren
raramente (Bewley y Black, 1994).



2.2 DORMICION

2.2.1 Las definiciones de dormicién

Hobson (1981) sostiene que pueden haber tantas definiciones sobre
la dormicidn como investigadores trabajando en el tema. Esta situacion
tiene que ver fundamentalmente con el desconocimiento gque existe sobre
los mecanismos inherentes al fenémeno.

Harper (1959) clasificd a las plantas que viven en una comunidad
en dos tipos, las que estan creciendo y fas que estan en dormicion. Segun
esta definicién, las plantas que no estan germinando estan en dormicién
(Vleeshouwers et al, 1995). Esta definicibn de dormicidn ha sido
adoptada por muchos autores posteriormente, que identifican la dormicion
coh ausencia de germinacion.

En el Manual de Tecnologia de Semillas para Bancos de
Germoplasma (1985) se le define en sentido amplio como el periodo
desde que el embridn de la semilla discontinua su crecimiento en la planta
madre hasta que comienza a germinar, y en sentido estricto, para
aquellos que trabajan en bancos de germoplasma, la definen como ia
condicion de una semilla viable que le impide germinar aun cuando estén
presentes los factores que normalmente se consideran adecuados para la
germinacion, como una temperatura adecuada, un medio con agua
suficiente y a una atmésfera apropiada.

Salisbury y Ross (1892) distinguen dos situaciones diferentes,
llamando quiescentes a las semillas incapaces de germinar simplemente
porque no se dan las condiciones externas adecuadas y semillas en
dormicién a las que no son capaces de germinar a causa de condiciones
internas, aunque se den condiciones externas (temperatura, humedad,
atmosfera) adecuadas.

Mas recientemente, Vieeshouwers et al. (1995) definen la dormicion
como una caracteristica de la semilla, cuyo nivel determina las
condiciones que deberian darse para que la semilla germine.
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Benech-Arnold ef al. (2000) definen la dormicién en términos
similares, como una condicién interna de la semilla que impide su
germinaciéon en condiciones hidricas, térmicas y gaseosas que de otra
manera serian adecuadas para ello.

Estas discrepancias en la propia definicion del fendmeno estan
relacionadas con la forma en que se consideran los factores internos y
externos a la semilla que impiden la germinacion.

Vleeshouwers et al. (1995) consideran al fenomeno clasificado por
Harper como dormicion como la incapacidad de las semillas de germinar,
pero no como dormicién. Reservan el término dormicion unicamente para
denominar al bloqueo o l0s bloqueos que existen dentro de la semilla para
la germinacién, distinguiéndolos de la ausencia de factores ambientales
necesarios para la germinacion.

Algunos autores como Simpson (1990) consideran que la dormiciéon
es "una falla temporal en la germinacién de una semilla viable, luego de
un periodo de tiempo determinado, en unas condiciones ambientales
particulares que mas adelante, cuando el estado restrictivo ha
desaparecido por causas naturales o artificiales" permiten la germinacion,
lo que representa una continuacion de la idea criginal de Harper.

Vegis (1964) introdujo el concepto de niveles de dormicion en.
Segun esta idea, la dormicion se atenGa y se refuerza a lo largo de un
afio, lo que hace variar los rangos térmicos de germinacién, que son mas
amplios a medida que la dormicion se atenua. Esto introduce el concepto
de gque fa dormicién no es un fendmeno de “todo o nada", aunque la falla
de las semillas en germinar, en condiciones determinadas, si pueda
considerarse de esa manera (Baskin & Baskin 1985).

Segun Benech-Amold et al. (2000), dormicidbn y germinacion son
diferentes procesos, y deberia ser posible predecirlos y analizarlos
separadamente. Funcionan a escalas de tiempo diferentes y son
afectados por factores ambientales diferentes. Aun en el caso de que
esos factores actuen sobre ambos procesos, los valores son diferentes.
En especies anuales estivales, por ejemplo, la atenuaciéon de la dormicion
ocurre a bajas temperaturas, mientras que el dptimo para la germinacion
se da a temperaturas mas altas. En forma analoga, es comiin que en
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especies anuales invernales se de la atenuacién de la dormicién a aitas
temperaturas, mientras que las temperaturas éptimas de germinacion son
mas bajas.

2.2.2 Especies Cultivadas y Dormicién

Segun Benech-Arnold ef al. (2000), ias plantas cultivadas han sido
fuertemente seleccionadas en contra de la dormicidén, y por ello la
emergencia de plantulas en estas especies puede ser facilmente descripta
en funcion de los factores que afectan Unicamente la germinacion de
semillas no dormidas {temperatura, presencia de agua, disponibilidad de
oxigeno). Segun el mismo autor, la dormicién es por el contrario una
caracteristica comun en muchas especies silvestres, y entre ellas en las
malezas, lo que dificulta la prediccion de los tiempos y de la intensidad de
la germinacion en este tipo de especies. Las practicas agricofas suelen
ademas afectar la dindmica y la intensidad de la ruptura de la dormicién
en malezas.

2.2.3 Clasificaciéon de la dormicién

Fenner (1985) reconoce, de acuerdo al concepto de Harper (1959)
tres tipos de dormicion en base al origen del fenémeno: dormicion innata,
dormicion forzada y dormicién inducida o secundaria. Llama dormicion
innata a la que las semillas poseen al ser liberadas de la planta madre,
dormicién forzada a la que ocurre cuando las semillas se ven privadas de
las condiciones adecuadas (falta de humedad, oxigeno, temperatura
adecuada) para fa germinacion y dormicion inducida a la adqguirida por
semillas maduras (capaces de germinar) que no encuentran las
condiciones adecuadas para ello.

Segun Staniforth y Cavers (1979), en el caso de Polygonum
persicaria las semillas que son dispersadas en otofio tienen dormicion
innata y requieren de un periodo de posmaduracion que previene que
germinen antes del invierno. Durante la época fria del invierno se produce
segun los autores una dormicién forzada a raiz de las bajas temperaturas.
Si algunas semillas no germinan en primavera por condiciones de altas
temperaturas o de sequedad, se da una dormicion inducida, que sélo
puede levantarse con un segundo periodo de enfriamiento.



12

Baskin y Baskin (1985) hablan de dormicidén innata cuando las
semillas no germinan en ninguna condicion ambiental adecuada para ello
y se refieren a semillas no dormidas a las que germinan en el rango mas
amplio de condiciones. Entre ambos extremos se da segun los autores el
proceso de posmaduracion (afterripening), durante el que se da una
dormicién condicional. Esta implica que la germinaciéon se da dnicamente
en un rango limitado de condiciones ambientales. Por otro lado se refieren
a dormicién primaria (la que tienen las semillas maduras en la planta
madre) y a dormicion secundaria como la que adquieren semillas maduras
en las que se reinduce la dormicion bajo ciertas condiciones.

Vieeshouwers et al. (1995) y Benech-Arnold et al. (2000) consideran
que la dormicion se clasifica en primaria (o0 innata, en semillas recién
liberadas de la pianta madre) y secundaria. Lfaman dormicién secundaria
a la que se reinduce en semillas ya maduras a través de condiciones
desfavorables para la germinacién o para la terminacién de la dormicién.

Vegis (1964) introdujo el concepto de niveles de dormicion relativa,
relacionado con el hecho de que a medida de que la dormicion es aliviada
en las semillas, el rango de temperaturas para la germinacién se amplia.
Baskin ef al. (1985, 1987) llaman a este fendmeno dormicién condicional,
mientras que otros autores como Karssen (1982) y Benech-Arnold ef al.
(2000) ia llaman dormicion relativa.

Benech-Arnold et al. (2000) se refieren a que la salida de semillas
de la dormicién primaria, seguida de una entrada en dormicion
secundaria, cuando existen las condiciones para que ello se de, puede
llevar a cicios de dormicién de semillas, de los que hay evidencias en
muchas especies. A partir de ello concluye que la persistencia de bancos
de semillas en la naturaleza durante muchos afos puede estar
relacionada no sélo con el nivel de dormicion primaria de las semillas al
ser liberadas, sino ademas con la existencia de ciclos de dormicion.

Mas alla de las diferencias de denominaciones entre diferentes
autores, en general existe coincidencia en cuanto a los conceptos:
dormicion innata y dormicién primaria son equivalentes, al igual que los de
dormicién inducida y dormicidén secundaria y los de dormiciéon condicional
y dormicion relativa.
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2.2.4 Causas de la dormicién B0 ELA

2.2.4.1 Limitaciones del embrién y los cotiledones e inhibidores de la
germinacién

Bewley y Black (1994) citan que se han estudiado pocos casos
referentes a la dormicién del embridn, pero que a partir de ellos se puede
decir que al parecer son dos los factores involucrados: fos cotiledones y
los inhibidores de la germinacion.

En manzana se ha encontrado que la dormicion del embrién se
reduce progresivamente a medida que se cortan porciones crecientes de
tejido cotiledonario (ver Fig. 2)

Figura 2: Efecto de remocién de partes de los cotiledones en embriones aislados en
dormicién en manzana

Se extirparon poiciones crecientes de los cotiledones en embriones de manzana, que fueron
colocados a germinar en condiciones de humedad.
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Fuente: Bewley y Black, 1994, adaptado de Thevenot y Come (1973)

Se ha comprobade que el efecto inhibidor de los cotiledones
desaparece cuando estos estan en contacto con el agua, lo que sugiere la
presencia de un inhibidor quimico en los cotiledones. En cotiledones de
manzana existe fuerte evidencia de que este inhibidor quimico es el acido
absicico (ABA). En trabajos realizados en manzana y Taxus baccata en



los que embriones se han colocado en medio acuoso se consigue |a
germinacion luego de unos dias, al tiempo que se detecta la presencia de
distintas formas de ABA en el medio acuoso circundante (ver Fig. 3). Por
otro lado se ha comprobado que la adicidn de ABA al medio acuoso
reduce fuertemente la eficacia del tratamiento de lavado en el
levantamiento de ia dormicidén (Le Page-Devigry, 1973).

Figura 3: Efecto del lavado en embriones de Taxus Bacata. En (A) se colocaron embriones
en agar liquido (i) o sélido (V), y se midid 1a germinacién a 22°C durante varias semanas. En (B)
los embriones se colocaron en medio liquido suplementado con ABA en las concentraciones
indicadas (en ug/litro)
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Fuente: Bewley y Black {1994), adaptado de Le Page-Devigry (1973)

Segun Salishury y Ross (1992), la aplicacidn de ABA exégenc actia
como un poterte inhibidor de la germinacién en muchas especies, al
tiempo que algunos estudios muestran que el nivel de ABA en semillas
intactas decrece cuando se atenua la dormicion a través de diferentes
tratamientos (por ejemplo, frio o exposicion a la luz).

Algunas de las conclusiones mas importantes sobre el papel del
ABA se han exiraido dei estudio de mutantes de Arabidopsis thaliana
deficientes en ABA (Karssen ef al.., 1983).

En el tipo salvaje de Arabidopsis, la dormicion se establece a mitad
del periodo de desarrolio de la semilla, pero en los mutantes deficientes
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en ABA no aparece dormicion en absoluto. En el tipo salvaje, el contenido
de ABA de las semillas crece hasta la mitad del periodo de desarrollo de
las semillas, que cuando maduran no contienen practicamente nada de
ABA. A partir de esto se supone que la dormicién es iniciada por el ABA
durante ei desarrollo de la semilla, pero que su presencia no es necesaria
después.

Figura 4: Ausencia de inducciéon de la domicidén en mutantes de Arabidopsis thaliana
deficientes en ABA. (A) Contenido de ABA en las semillas (circulos) y peso fresco (rombos) de
frutas que contienen semillas en diferentes momentos luego de la polinizacién en Arabidopsis de
tipo salvaje (simbolos blancos) y en mutantes deficientes en ABA (simbolos oscuros). (B)
Germinacion luego de 14 dias de semillas mutantes y normales en diferentes estados de
desarrollo. Se evidencia un menor porcentaje de germinaciéon y una entrada en dormicién
completa luego de 16 dias en las semillas de tipo salvaje.
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Fuente: Bewley y Black {1994), adaptado de Karssen et af. (1983)

Cruzamientos genéticos entre el tipo salvaje productor de ABA
(Aba) y el mutante no productor (aba) y retrocruzamientos de la F1 (que
produce ABA) con el tipo mutante producen en la descendencia semillas
que tienen embriones abafaba (no productor de ABA) rodeados de tejido
materno Aba/aba. Otras semillas (producto de los mismos cruzamientos)
tienen embriones Abafaba. Al comparar el comportamiento entre los



16

diferentes tipos, se halié que la dormicién se induce unicamente cuando
los embriones tienen el alelo Aba (producen ABA), mas alla de la
constitucion genética de los tejidos maternos. Por ello, se concluye que la
dormicidn se da por el ABA producido en el embrion.

No se conoce concretamente [a accidon del ABA en el
establecimiento de la dormicion, pero se sabe que esta fitohormona actua
como reguladora de muchos genes vegetales.

2.2.4.2 L as limitaciones dadas por la cubierta

La cubierta de la semiila puede prevenir la germinacion a través de
uno o varios de |os siguientes mecanismos: interferencia en la absorcion
de agua, actuando como una barrera mecanica para el crecimiento del eje
embrionario, a través de la interferencia en el intercambic gaseoso,
actuando como bloqueo para la salida de inhibidores ¢ suministrando
inhibidores a los embriones. (Bewley y Black, 1894)

2.2.5 Factores que afectan nivel y terminacién de {a dormicién

En concordancia con el concepto actual de que la dormicién es un
proceso continuo, con periodos de reforzamiento y atenuacion, se habla
de atenuacién y terminacién de la dormicién, y no de su eliminacion.
Benech-Arnold et al. (2000) distinguen entre los factores que modifican el
nivel de dormicién en una poblacién de semillas (temperatura, condicion
hidrica, luz) de los factores que terminan ia dormicidén una vez que su
nivel es bajo (luz, temperaturas fluctuantes, concentraciéon de nitratos)
(Ver Anexo 10.2).

2.2.5.1 Temperatura ambiental

Vegis (1964), introdujo el concepto de que a medida de que la
dormicion es aliviada en la estacion previa a la germinacién y al
crecimiento de las plantulas, el rango de temperatura para la germinacion
se amplia hasta hacerse maximo y que, por el contrario, a medida que se
induce la dormicion el rango de temperaturas para la germinacion se
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estrecha, hasta que la germinacioén ya no es posible cuando la dormicion
es maxima.

Karssen (1982), en concordancia con Vegis, propuso que la
periodicidad en ia emergencia de plantas anuales es la combinacion de la
periodicidad estacional de las temperaturas ambientales y de los rangos
de temperatura adecuados para la germinacién. Por ello, la germinacion
se da sélo cuando la temperatura ambiental y el rango adecuado para la
germinacion se solapan (ver Fig. 5).

Figura 5: Solapamiento de temperaturas ambientales y range de temperatura de germinacidn en
semillas de especies anuales estivales (a) y especies anuales invernales (b)
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Fuente: Benech-Arnold (1999), segan Karssen (1982)

Segun lo propuesto por Karssen, tanto en las especies anuales
estivales como en las especies anuales invemales, las semillas al ser
liberadas tienen un alto nivel de dormiciéon y no germinan a ninguna
temperatura. A medida que la dormicidon de las semillas es atenuada, el
rango de temperatura para la germinacion se amplia, pero de manera
diferente. En las especies anuales estivales (cuyas semillas son liberadas
en otofio, germinando y desarrollandose a partir de la primavera y el
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verano) se da por una disminucion de la temperatura minima para la
germinacion, mientras que en las anuales invernales (cuyas semillas son
liberadas en primavera para germinar en otoio/invierno) se da por un
aumento de ia temperatura maxima. Estos rangos se estrechan luego a
medida que se induce la dormicidn secundaria (Karssen, 1982, Benech-
Amold, 2000).

En especies estivales se ha encontrado este tipo de
comportamiente en Cyperus inflexus (Baskin y Baskin, 1978a), Barbarea
vulgaris (Taylorson, 1970), Polygonum aviculare (Courtney, 1968; Kruk y
Benech-Arnold, 1998), P. persicana (Karssen 1980/81, Bouwmeester y
Karssen, 1992) y Ambrosia artemisiifolia (Willemsen, 1975; Baskin y
Baskin, 1980). En todos estos casos se sugiere que la atenuacion o el
levantamiento de la dormicion es promovida por las bajas temperaturas
invernales, mientras que las altas temperaturas estivales reinducen la
dormicidn (secundaria).

El efecto de las bajas temperaturas en la germinacién de semillas
con humedad relativamente alta ha sido conocido por siglos. Probert
(1992) sefiala que ya en 1664 Evelyn recomendaba que para la siembra
primaveral de especies forestales como Acery Fagus, las semillas debian
ser sembradas en tierra o arena y colocadas a la intemperie durante el
invierno. Mas recientemente se ha difundido una enorme cantidad de
informes sobre el efecto de las bajas temperaturas en el levantamiento de
la dormicién. Estos estan resumidos en revisiones como las de Lewak y
Rudnicki (1877) y Nikolaeva (1977).

En el caso de ias especies anuales invernales, la dormicion debe
ser atenuada durante el verano para permitir la germinacién en otofio
(Karssen, 1982). Segun Probert (1992) en este tipo de especies los
patrones de dormicion son exactamente inversos a los de las estivales. En
las anuales invernales las semillas son liberadas en primavera/inicios dei
verano en estado de dormicién completa o relativa. En el caso de
dormicién relativa, las semillas germinan unicamente en un rango muy
estrecho de bajas temperaturas, que no se dan en esa época del afio. En
el verano se da un proceso de levantamientc o atenuacion de la dormicién
por posmaduracién en condiciones secas de altas temperaturas, de
manera que que la maxima temperatura para la germinacién va
aumentando. En el otofio, el descenso de la temperatura ambiental hace
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que ésta se solape con el rango temperaturas para la germinacion, que
entonces puede ocurrir.

Baskin y Baskin (1976) mostraron para las anuales invernales
Stellaria media, Valerianella umbilicata y Phacelia purshii que la dormicion
es levantada cuando las semillas son almacenadas a altas temperaturas,
independientemente de si es en condiciones secas © humedas.

En el inviemo ia temperatura del suelo estaria por debajo de ia
temperatura minima para la germinacion (Fig.5), y estas mismas bajas
temperaturas inducirian dormiciéon secundaria. En las invernales estrictas
el descenso de l|la temperatura maxima para la germinacion seria
pronunciado, por {0 que la germinacion se da so6lo en otofio. En las
facultativas un descenso menos pronunciado en la temperatura maxima
permitiria condiciones de germinacion en primavera.

Algunas de las especies invernales facultativas cuyo
comportamiento ha sido estudiado son Lamium amplexicale (Baskin y
Baskin, 1981) y Aphanes arvensis (Roberts y Neilson, 1982). En estos
casos se¢ ha comprobado que la dormicidn secundaria no es absoluta, y
que las semillas pueden germinar en un estrecho rango de temperaturas
durante la primavera.

En especies invernales estrictas como Arabidopsis thaliana (Baskin
y Baskin, 1983) y Lamium pumpureum (Baskin y Baskin, 1984), las
temperaturas bajas del invierno provocan la induccién de dormicion
secundaria, evidenciada por un progresivo descenso en [a temperatura
maxima para |la germinacion.

2.2.5.2 Luz

En los altimos afios, el modelo propuesto por Karssen inicialmente
s6lo para las temperaturas (la germinacién de las semillas ocurre sdlo
cuando se solapan la temperatura ambiental y el rango en el que se
puede dar la germinacion, determinado por el nivel de dormicion de las
semillas) fue extendido a la luz, a partir de investigaciones realizadas por
Derkx y Karssen en Sisymbrum officinale (Vleeshouwers et al., 1995).
Estos trabajos mostraron que los cambios en los niveles de dormicién de
las semillas implican cambios en l0s requerimientos de iuz: a medida que
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la dormicion se atenua, la sensibilidad de las semillas hacia la luz se
incrementa, y disminuye a medida que la dormicién es inducida.

Por otro lado la terminacién de la dormicion puede ser disparada
por la luz. Segan Benech-Arnold et al. (2000), desde que se descubrio la
accion de los fitocromos se ha acumulado gran cantidad de informacion.
La accién de la Juz (su composicién espectral, la irradiancia, la duracién)
puede promover o inhibir la germinacién, dependiendo del estado de
dormicion de las semillas y de otras condiciones ambientales.

2.2.5.3 Hipoxia

Segun Benech-Arnold ef al. (2000), a pesar de qgue la concentracién
de oxigeno raramente esta por debajo del 19% en el suelo, puede ocurrir
que por exceso de humedad la concentracion de oxigeno baje
considerablemente en la vecindad de una semilla. Segin los mismos
autores, se ha observado induccién de dormicion secundaria a causa de
hipoxia en semillas de Xhantum pensylvanicum, Veronica hederaefolia y
Veronica persica.

Se ha encontrado que bajas concentraciones de oxigeno previenen
la induccion de dormicion secundaria a altas temperaturas en Sisymbrium
officinale (Karssen, 1980/81).

2.2.5.4 Temperaturas fluctuantes

Segun Benech-Arnold et al. (2000) en muchas especies la salida de
la dormicién se completa unicamente luego de que las semillas han sido
expuestas a temperaturas fluctuantes.

Hace ya afos, Steinbauer y Grigsby (1957) encontraron al estudiar
85 especies de 15 familias que en ¢l 80% de estas especies se registraba
mayor gemminacién a temperaturas altemantes en comparacién con
temperaturas constantes.

Se han sefalado (Benech-Arnold et al.,2000) nueve caracteristicas
de los ciclos de temperaturas diurnas que serian responsables de la



21

actividad estimuladora: el ndmero de ciclos, la amplitud de {os mismos, la
temperatura mas alta, la temperatura mas baja, el periodo transcurrido en
la temperatura mas baja y el periodo transcurrido en la mas alta, la tasa
de calentamiento, l[a tasa de enfriamiento y la sincronizacién de ciclos
respecto al inicio de la imbibicion de las semillas.

2.2.5.5 Nitratos

La presencia de nitratos es segun Benech-Arnold (2000) un
requerimiento para terminar la dormicion en muchas especies. Se ha
postulado que se trata de un mecanismo de deteccidn por parte de las
semillas de superficies libres de vegetacion, desde el momento en que la
mineralizacion de la materia organica (que aumenta ja concentracion de
nitratos en el suelo) es mayor en superficies no cubiertas por la
vegetacion.

Segun Karssen ef al. (1992), aunque i0s mecanismos por los que
los nitratos estimulan la salida de la dormicibn son en general
desconocidos, se cree que podrian actuar a nivel de las membranas
celulares.

2.2.5.6 Ambiente gaseoso

Como ya se dijo, el oxigeno es uno de los requerimientos para la
germinacion de semillas no dormidas, y por otro lado bajas
concentraciones de oxigeno (hipoxia) varian el nivel de dormicion de las
semillas.

Por otro lado, el nivel de CO, en el suelo raramente excede el 0.5-
1% (Karssen, 1980/81). Segun Benech-Arnold et al. (2000), en estas
concentraciones se ha encontrado que el CO, tiene un efecto de ruptura
de la dormicion en semillas de algunas especies, mientras que
concentraciones de hasta 5-8% (en suelos inundados, luego de la
descomposicion de la materia organica) puede inhibir la germinacién en
algunas especies.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL Y SEMILLAS

Para los tests de germinacion se utilizaron semillas de tres especies
diferentes del género Nothoscordum: Nothoscordum sp. "Pumta colorada”,
N. nudicaule y N.macrostemon, colectadas a partir de plantas recogidas
en la naturaleza por el Profesor Orfeo Crosa (Catedra de (Genética,
Facultad de Agronomia) y cultivadas en invernaculo. Se dispuso de
semillas cosechadas en la primavera del afio 1998.

Las semillas fueron almacenadas desde noviembre de 1998 en
bolsas de papel a temperatura ambiente en el laboratorio de Genética de
la Facultad de Agronomia hasta ei inicio de los tests de germinacién en
mayo de 1999.

3.2 TRATAMIENTO PREVIO DE SEMILLAS
Antes de realizar los tests de germinacién, las semillas fueron

desinfectadas durante tres minutos en una solucién al 10% de hipoclorito
de sodio comercial.

3.3 TESTS DE GERMINACION SEGUN ALGORITMO DEL
REAL JARDIN BOTANICO DE WAKEHURST PLACE

3.3.1 Temperaturas de germinacién

Para los tests de germinacién se utilizé el algoritmo del Real Jardin
Botanico de Wakehurst Place (Handbook of Seed Technology for
Genebanks, 1985), con modificaciones.

Este algoritmo fue creado por este jardin botanico a raiz de que
desde su apertura en 1974 trabaja fundamentaimente con especies
silvestres, por lo que no se conocen las mejores temperaturas de
germinacién de las semillas de las especies que llegan al lugar.
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La realizacién de ensayos de germinacion a temperaturas diferentes
llevé a la elaboracion de algoritmos basados en el uso de temperaturas
contrastantes -uso de temperaturas diferentes en pasos sucesivos- hasta
llegar a determinar las mejores condiciones térmicas de germinacion de
las semillas. Se comienza a trabajar con dos temperaturas contrastantes
en una primera instancia, y los pasos (pruebas de germinacion)
subsiguientes dependen de los resultados obtenidos en primera instancia.

3.3.2 Algoritmo para lilidceas

El Real Jardin Botanico de Wakehurst Place ha elaborado
algoritmos especificos por familias vegetales.

En el caso de las liliaceas, el algoritmo recomienda un primer paso
consistente en realizar tests de germinacion a 11°C y 26°C constantes,
con 12 horas de |uz diarias. Si no se consigue una germinacion total a
ninguna de esas temperaturas (se considera germinacién total cuando es
mayor al 85%), se debe realizar nuevos ensayos, a temperatura mas
extrema respecto al tratamiento mas exitoso. Por ejemplo, si se logra la
mayor germinacién (pero inferior al 85%) a 11°C, se debe realizar tests a
temperaturas mas bajas. En las liliaceas se recomienda 6°C (con 12 horas
de luz dianias) en caso de haber sido 11°C la temperatura con mejor
resultado en primera instancia.

Si no se consigue germinacién total en el primer paso del algoritmo
después de haber realizado las variaciones de temperatura requeridas, se
indica un ftratamiento de preenfriado (“chilling”) de una muestra de
semillas a una temperatura entre 2 y 6°C durante ocho semanas, para
después realizar pruebas de germinacion a la temperatura constante mas
exitosa del primer paso del algoritmo.

3.4 TESTS DE GERMINACION REALIZADOS EN EL
TRABAJO

3.4.1 Mcdificaciones del algoritmo

Al no haber mayores limitantes en el nimerc de semillas de las
diferentes especies, se decididé utilizar simultaneamente varias de las
temperaturas recomendadas en el algoritmo para Liliaceas (ver 3.3.2), en
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las pruebas de germinacion iniciadas el 26 de mayo de 1999. En esa
fecha se colocan a germinar semilias de Nothoscordum sp. “Punta
Colorada”™, N. macrostemon y N. nudicaule a cuatro regimenes de
temperatura diferentes: 1) Temperatura ambiente en mesa de laboratorio;
2) 6°C constantes, sin luz {(en heladera doméstica); 3) 11°C constantes, 12
horas de luz diarias; 4) 26°C constantes, con luz variable por las
condiciones del equipamiento utilizado: una vitrina de fabricacion casera
cuya fuente de luz (una lampara de filamento) es a la vez Unica fuente de
calor (el encendido y apagado se regula por un termestato), por lo que las
horas diarias de luz dependen en ultima instancia de las necesidades de
conservar la temperatura constante (en este caso26°C).

Para el segundo tratamiento (6°C) se utilizd una heladera
doméstica, donde se midié la temperatura al inicio y durante las pruebas
de germinacion. En el caso del tercer tratamiento (11°C) se utilizé una
camara de crecimiento de plantas (Biotronette-Plant Growth Chamber) de
Lab-Line Instruments, Inc., con control de temperatura y luz.

En cada uno de los tratamientos se sembraron 60 semillas de cada
uno de los cinco grupos (a no ser a temperatura ambiente, en el que se
utilizaron 40 semillas), en dos placas de Petri con papel humedecido con
una solucion de agua destilada con Benomyl (10 ppm) para contrarrestar
la proliferacion de hongos.

A modo de resumen, la tabla siguiente muestra los tratamientos
aplicados a los materiales.

Cuadro1: Tratamientos utilizados

Tratamiento 1 (control) Temperatura ambiente en mesa de laboratorio,
con luz natural.
Tratamiento 2 Temperatura 6°C constantes. sin luz (por el tipo

de equipamientao).
Tratamiento 3 Temperatura 11°C constamntes. 12 heoras diarias de
uz.

Tratamiento 4 Temperatura 26°C constantes. con luz variable. !

M En el dia 58 de los tests, al no registrarse germinacién en ninguna de las especies a 26°C, las
semillas fueron colocadas a temperatura ambiente, en mesa de laboratorio.
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3.5 MEDICION DE LA GERMINACION

En todos ios casos se midi6 la cantidad de semillas germinadas a lo
targo de los tests, tres veces por semana (lunes, miércoles y viernes). La
medicion se realizé hasta que se registré una detencién en el proceso de
germinacién durante unas dos semanas.

Se consideré que las semillas germinaban cuando emergia una
parte del eje embrionario, en este caso la radicula. Como ya se dijo
(seccion 2.1), cuando emerge una parte del eje embrionario la
germinacion en si ya termind, pero se adoptd este criterio (que es el
utilizado normalmente en todas las pruebas de germinacion) porque no se
contaba en este casc con medios adecuados para medir el comienzo
(cuando las semillas comienzan a absorber agua) y el fin de la
germinacion (cuando comienza la elongacion del eje embrionario).

lLa tasa de germinacion se midi® como la inversa del tiempo
necesario para la germinacion del 50% de las semillas (1/T 50%).

Por otro lado, las semillas que fueron atacadas por hongos durante
las pruebas de germinacion fueron retiradas de las placas sélo cuando el
micelio se extendia de manera de poder afectar semillas sanas aun no
germinadas.

3.6 INSTRUMENTOS ESTADISTICOS

La comparacion de los porcentajes de germinacién se realizd
utilizando un modelo lineal generalizado con una funcién logit segin Mc
Cullagh ef al. (1993). En los analisis se utilizé el procedimiento GENMOD
de SAS (1993). :

Por otro lado, se calcularon los intervalos de confianza para los
porcentajes finales de germinacion segun [a tabla Z (ver Anexo 10.4)
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los tests de germinacion realizados con
diferentes tratamientos de temperatura se analizaron desde distintos
puntos de vista. Por un lado se evalud el comportamiento de cada especie
en diferentes condiciones de temperatura, tomando en cuenta los
porcentajes finales de germinacioén en cada caso. Por otro lado se analizd
como se dio la germinacién para cada especie a lo largo de (as pruebas,
tormando en cuenta la tasa de germinacion.

De acuerdo al criterio utilizado para terminar las pruebas de
germinacion (ver seccion 2.5) y debido a que ias semillas colocadas a
26°C no germinaron en ninguna de las especies estudiadas a los 58 dias
de iniciados los tests (23 de julio de 1999), estas fueron retiradas del
tratamiento en esa fecha.

4.1 GERMINACION POR ESPECIE

4.1.1 Nothoscordum sp. "Punta Colorada"”

Cuadro 2: Germinacion de semillas de Nothoscordum sp. "Punta Colorada”

Termp. 8°C 11°C 26°C @ 26°C-
Ambiente Ambiente @
Germinac 825 63,3° 433° 0° 35,0
ion (%)™

" La duracion de los tests de germinacién fue de 111 dias, desde el 26/5/99 al 14/9/99. Se
utilizaron 60 semillas en cada caso, a no ser en el primer tratamiento (temperatura ambiente), en
el que se utilizaron 40 semillas.

2 Germinacion registrada hasta el dia 58 de los tests.

™ Germinacion registrada desde el dia 58 hasta el fin de los tests.

La germinacion en Nothoscordum sp. "Punta Colorada" fue maxima
a temperatura ambiente, seguida por las colocadas a 4°C y las colocadas
a 11°C constantes (ver Cuadro 2)
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Es de hacer notar ademas que en el caso de las semillas colocadas
a temperatura ambiente la germinacién se dio mucho mas rapidamente,
con 75% de semillas germinadas ya en el dia 31 de los tests.

En el caso de las semillas de N. sp. "Punta Colorada" se incluyen
los resultados de germinacion de las semillas quitadas del tratamiento de
26°C y colocadas a temperatura ambiente a partir del dia 58 de las
pruebas. En el caso de las demas especies no se registré germinacion
luego de quitar las semillas de este tratamiento.

Desde el punto de vista estadistico se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos 1 (temperatura ambiente) y 2 (6°C
constantes) y entre el 2 y el 3 (11°C constantes), mientras que se dieron
diferencias muy significativas en los demas casos (1vs.3, 1vs.4, 2vs.4 y
3vs.4). (ver Anexo 10.3)

Figura 6: Curvas de germinacién de semillas de N. sp. “Punta Colorada”
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Respecto a las tasas de germinacion, la mayor (1/T=0,05) se obtuvo
a temperatura ambiente, mientras que en el tratamiento de 6°C
constantes la tasa fue de 0,0164. En este mismo tratamiento la
germinacion comenzo luego de 31 dias de iniciadas las pruebas, mientras
que a temperatura ambiente comenzo a los 12 dias (ver Figura 6).



4.1.2 Nothoscordum macrostemon

Cuadro 3: Germinacion de semillas de Nothoscordum macrostemon
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Temp. 6°C 11°C 26°C 26°C-
Ambiente ambiente
Germinacion (%) " 17,5° 91,7° 86,7° 0° 0°

™ La duracion de los tests de germinacion fue de 111 dias, desde el 26/5/99 al 14/9/99. Se
utilizaron 60 semillas en cada caso, a no ser en el primer tratamiento (temperatura ambiente), en
el que se utilizaron 40 semillas.

Estadisticamente se registraron diferencias significativas entre
todos los tratamientos excepto entre el 2 (6°C constantes) y el 3 (11°C
constantes). En este ultimo caso no se dieron diferencias significativas
(ver Anexo 10.3)

Los niveles méas altos de germinacion se dieron a 11°C constantes y
a 6°C constantes (ver Cuadro 3), sin que se registraran diferencias
significativas entre estos dos tratamientos (ver analisis estadistico en
anexo 10.3).

No obstante, el comportamiento fue muy diferente en estas dos
condiciones de temperatura, ya que en el dia 45 de los tests, a 11°C
constantes se habia llegado ya a un 48,3% de las semillas germinadas,
mientras que en esa misma fecha a 6°C habia germinado sélo 5% de las
semillas.

Figura 7;: Curvas de germinacion de semillas de N. macrostemon
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En este caso la tasa de germinacion para 50% de ias semillas fue de
0,021 para el tratamiento de 11°C constantes y de 0,017 para el
tratamiento de 6°C constantes (ver Figura 7). Al igual que en el caso de
las semillas de N. sp. “Punta Colorada”, la germinacién comenzd mucho
mas tardiamente (dia 38 desde el inicio de las pruebas) a 6°C, respecto al
inicio a temperatura ambiente {dia 14) y a 11°C (dia 16 desde el inicio de
los tests).

4.1.3 Nothoscordum nudicaule

Cuadro 4: Germinacion de semillas de Nothoscordum nudicaule

Temp. Ambiente 6°C 11°C 26°C

Germinacién (%) 67,5° 68,3° 58,3° 0’

| a duracién de los tests de germinacién fue de 111 dias, desde el 26/5/99 al 14/9/99. Se
utilizaron 60 semitlas en cada caso, a no ser en ¢l primer tratamiento (temperatura ambiente), en
el que se utilizaron 40 semillas.

Los niveles mas altos de germinacioén se lograron a temperatura
ambiente y a 6°C. A 11°C germiné 58,3% de las semillas y a 26°C
constantes no se registré germinacion (ver Cuadro 4). No obstante, desde
el punto de vista estadistico (ver Anexo 10.3) no se registrarcn diferencias
significativas en el nivel de germinacion en los primeros tres tratamientos
(temperatura ambiente, 6°C y 11°C).
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Figura 8: Curvas de germinacién de semillas de N. nudicaule
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En el caso de N. nudicaule, |as tasas de germinacién (para 50% de
semillas germinadas) fueron de 0,053 para el primer tratamiento
(temperatura ambiente), 0,017 para 6°C constantes y de 0,023 para 11°C
constantes. Al igual que en las demas especies, en el tratamiento mas frio
la germinacion comenzé mas tardiamente (dia 37 desde el inicio de las
pruebas, mientras que ese tiempo fue de 13 dias para el primer
tratamiento y de 18 dias para el tratamiento de 11°C constantes) (ver
Figura 8).

Al igual que en el caso de Nothoscordum sp. "Punta Colorada”, la
germinacion se dio mucho mas tempranamente a temperatura ambiente
respecto a las condiciones mas frias (6°C), a pesar de que el nivel de
germinacion final haya sido similar.
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4.2 COMPARACION ENTRE ESPECIES SEGUN
TRATAMIENTO

Figura 9: Porcentajes finales de germinacion segun tratamiento (tres especies)
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Se calcularon los intervalos de confianza para los porcentajes de
germinacion de las semillas de cada una de las especies utilizadas y para
cada uno de los cuatro tratamientos (ver Anexo 10.4).

Segun este analisis, no se registraron diferencias en los porcentajes
de germinacion de las semillas de N. sp. "Punta Colorada" y N. nudicaule
en ninguno de los cuatro tratamientos. Por otro lado, estas dos especies
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tuvieron niveles de germinacion claramente diferentes al de N
macrostemon en todos los tratamientos a no ser el de 26°C constantes,
en el gue no se registrd germinacidén en ninguna de las especies
consideradas hasta el dia 58 de las pruebas. Como ya se dijo
anteriormente, en el caso de N. sp. "Punta Colorada" se registré
germinacion cuando las semillas colocadas inicialmente a 26°C fueron
puestas a temperatura ambiente, hasta el fin de las pruebas.
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5. DISCUSION

El modelo de Karssen (Karssen, 1982) sobre germinacion vy
dormicién de semillas esta referido a especies anuales y no a perennes,
como las utilizadas en este trabajo (ver seccion 2.5.1.1). Segun Benech-
Arnold {com. pers.) es de esperar que el comportamiento de las semillas
en especies anuales y perennes respecto a la dormicion sea similar.

En estos estudios se dio germinaciéon en las semillas de todas las
‘especies, a niveles diferentes segun las condiciones térmicas. De acuerdo
a lo considerado en la seccion 2.2.5, cuando [as semillas se encuentran
en un estado de dormicion absoluta no germinan en ninguna condicion
ambiental (Vegis, 1964, Karssen, 1982; Vleeshouwers ef al., 1995;
Benech-Arnold et al., 2000). Por lo tanto se puede considerar que en
ninguna de las especies estudiadas las semillas estaban en condiciones
de dormicion absoluta.

No sabemos si las semillas estudiadas tenian ausencia de
dormicion (cuando el range térmico para la germinacion es maximo, ver
Seccién 2.2.5.1) o se encontraban en un estado de dormicién relativa
(cuando el rango de temperaturas para ia germinacion no €s el maximo
posible). Para distinguir entre ambas situaciones habria que realizar
estudios complementarios.

N. sp. "Punta Colorada” tuvo su nivel mas alto de germinacion a
temperatura ambiente (que fue el Unico tratamiento con temperatura no
constante), seguido por los tratamientos de 6°C constantes y 11°C
constantes. Esto coincide con observaciones empiricas anteriores
(O.Crosa, com.pers.) en cuanto a que este material tiene un alto
porcentaje de germinacibn a temperatura ambiente. La mayor
germinacion con temperaturas fluctuantes podria estar relacionada, en
esta especie, al papel de las temperaturas alternantes en la terminacion
de la dormicion (Seccién 2.2.5 4).

N. macrostemon tuvo su germinacion mas alta en fas condiciones
mas frias, a 6°C y 11°C constantes (de aproximadamente 90% en ambos
casos), sin que se registraran diferencias significativas entre los dos
tratamientos. En este caso no consideramos que el frio haya actuado
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como factor atenuador de la dormicién por consideraciones gque haremos
mas adelante en este capitulo.

N. nudicaule tuve un nivel similar de germinacién en todos ios
tratamientos excepto a 26°C constantes (en el que no se registrd
germinacion alguna). En ninguno de los demas tratamientos el porcentaje
final de germinacion supero el 70%. Estos resultados no permiten extraer
conclusiones acerca de las condiciones térmicas para una alia
germinacion en esta especie.

Estas especies son invermnales, y segun el modelo propuesio
originalmente por Karssen (1982), en las semillas de este tipo de especies
la dormicion se eliminaria o atenuaria durante el verano, a causa de las
altas temperaturas. Se ha comprobado en varias especies de ciclo
invernal (Lamium amplexicale, Aphanes arvensis, Arabidopsis thaliana,
Lamium purpureum) que el frio no atenda la dormicion, sing que induce
dormicion secundaria (ver seccién 2.2.5.1). Por ello, el hecho de que las
semillas de N. macrostemon tengan una buena germinacion a
temperaturas relativamente bajas no se deberia a que las bajas
temperaturas eliminan o atenuan |a dormicién en este caso, sino a que
esta especie tendria temperaturas éptimas de germinacién mas bhajas que
las otras dos especies estudiadas, N. sp. "Punta Colorada" y N. nudicaule.
(Benech-Arnold, com.pers.)

Ademas, este mismo factor (las bajas temperaturas) actua a
escalas diferentes y con diferentes tiempos en la germinacién y en la
dormicién. En el caso de la atenuacién de la dormicién, fas bajas
temperaturas ("chilling") son muy efectivas en muchas especies estivales
{y no en invernales, como es este caso), pero por 1o general es necesario
un periodo prolongado de tiempo para atenuar la dormicioén (por lo general
ocho semanas o mas), y luego las semillas deben ser puestas en
condiciones de temperatura mas altas para poder germinar (Benech-
Amold et al, 1995; Benech-Arnold ef al, 2000, Benech-Amoid, com.
pers.). En el caso de N. macrostemon, la germinacién en condiciones frias
comenzd antes de transcurrido un plazo tan largo y ademas se alcanzé un
alto nivel de germinacion a la misma baja temperatura. Por ello, no seria
este un caso de atenuacion de la dormicion, sino que esta especie tendria
un rango optimo de temperaturas de germinacibn mas bajas que
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Nothoscordum sp. "Punta Colorada”, que alcanzé su mayor nivel de
germinacion a temperatura ambiente.

Para obtener mayor informacion en semillas de estas especies se
podria realizar pruebas de germinacién a diferentes regimenes térmicos
durante un afo, con colocacién de semillas a germinar en intervalos
regulares. Si las semillas son mantenidas hasta la siembra en condiciones
ambientales naturales (desde el punto de vista térmico) se podria
determinar tanto la entrada como la salida de la dormicidén (momento del
afno, condiciones de temperatura) como las mejores condiciones térmicas
para la germinacién, en cada época.

La dormicién no es un fendmeno de "todo o nada" sino un proceso
cuya profundidad puede evaluarse a través de la amplitud de ias
condiciones térmicas de germinacién: a medida que se atenta la
dormicion, las semillas tienen un rango de temperaturas mas amplio de
germinacion y, por el contrario, a medida que se refuerza la dormicién el
rango de temperaturas para la germinacion se estrecha hasta que {as
semillas no germinan a ninguna temperatura, cuando la dormicién es
maxima (Vegis, 1964, Karssen, 1982; Baskin y Baskin, 1978, 1980, 1981,
1985; Benech-Amold ef al., 1995, 2000; Vieeshouwers et al., 1995).

El hecho de que se de germinacion a ciertas temperaturas pero no
a otras podria atribuirse a que las semillas de las tres especies estudiadas
tienen diferentes rangos térmicos de germinacion. Otra interpretacion
posible es que las diferencias podrian deherse a gue alguna o algunas de
las semillas de las especies estudiadas tenian aun un grado de dormicion,
por {0 que la germinacion se dio en ellas en un rango mas estrecho de
temperaturas.

Otros aspectos de la ecofisiologia de la germinacion y de la
dormicion de estas especies pueden ser estudiados en trabajos
posteriores. Es posible que se pueda atenuar o eliminar la dormicién en
las semillas recién cosechadas, utilizando calor (temperaturas mayores a
30°C) en condiciones secas (Probert, 1992; Benech-Arnold, com. pers.).
Este tipo de tratamiento ha sido exitoso en otras especies de ciclo invernal
(Baskin y Baskin, 1976). Por ofro lado se puede evaiuar el nivel de
dormicién en semillas recién cosechadas en primavera, realizando tests
de germinacidon en primavera/verano a temperaturas bajas. De esta
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manera se podria comprobar si ias semillas estan o no en un estado de
dormicion absoluta al memento de ser liberadas. Se puede ademas llegar
a conocer mas en profundidad el comportamiento de estas especies
utilizando temperaturas alternantes en lugar de temperaturas constantes,
ya qgue se ha comprobado en muchas especies que se obtienen mayores
niveles de germinacién con temperaturas alternantes respecto a las
temperaturas constantes (Steinbauer et al., 1957, Benech-Arnold et al.,
2000). Asimismo podria estudiarse la eventual entrada -en invierno- de las
semillas en dormicién secundaria, debido a las bajas temperaturas, como
ocurre con otras especies de ciclo invernal (Baskin y Baskin, 1983, 1984),
aunque observaciones empiricas anteriores (O. Crosa, com pers.) indican
que las semillas de estas especies germinan a lo largo de todo el invierno
para dejar de hacerlo recién a fines de primavera e inicio del verano.

En este estudio hemos visto que en la germinacion de semillas
existen diferencias entre las tres especies estudiadas. ¢En qué medida
estas diferencias se deben a adaptaciones ecolégicas de cada una de
ellas? Esta y otras preguntas requieren de estudios complementarios gue
arrojen mas luz sobre los ciclos de dormicién, las temperaturas éptimas de
germinacion en una época dada y también en diferentes momentos del
ano.
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6. CONCLUSIONES

Mediante los tests de germinacion realizados en diferentes
condiciones térmicas se comprobd que las semillas de las diferentes
especies tienen requerimientos de temperatura diferentes para la
germinacion, lo que podria estar asociado a adaptaciones ambientales
diferentes.

Las semillas de N. macrostemon tuvieron los mayores niveles de
germinacion a las temperaturas mas bajas entre las utilizadas
(aproximadamente 90% a 6°C constantes y 11°C constantes), pero muy
baja a temperatura ambiente y nula a 26°C. Las semillas no estaban en
dormicién absoluta porque en tal caso no habrian germinado en ningan
tratamiento.

En el caso de N. sp. "Punta Colorada” se registré un alto nivel de
germinacion a temperatura ambiente (superior al 80%) y menor a 6°C y
11°C constantes. Por lo tanto se puede concluir que las semillas no se
encontraban en dormicion, a pesar del bajo nivel de germinacién en
ciertas condiciones térmicas.

En el caso de N. nudicaule, en cambio, s6lo puede concluirse que
las semillas no estaban en dormicion absoluta, porgue si se dio
germinacién en todos los tratamientos a no ser a 26°C, pero el hecho de
no haber alcanzado el 70% de germinaciéon en ningun tratamiento podria
deberse tanto a la existencia de dormicion como a que las condiciones
térmicas mas adecuadas para la germinacidon en este caso no se
encontraban entre los tratamientos utilizados.

En el presente estudio no se registrd en el tratamiento de 26°C
constantes germinacion alguna de las semillas de ninguna de las especies
utilizadas, pero las semillas de los mismos lotes si tuvieron germinacién a
otras temperaturas.
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7. RESUMEN

La germinacion y ta dormicién de semillas son fenémenos
biolégicos cuya comprension es de gran importancia para conocer el
comportamiento y la adaptacion evolutiva de las especies vegetales
silvestres, para el manejo de las malezas de muchos cultivos y para la
resolucion de algunos problemas que se presentan en cultivos de
importancia para el hombre, como la pregerminacion en trigo, o la falta de
sincronizacion en fa emergencia.

En este trabajo se estudid la germinacién de tres especies
distintas del género Nothoscordum, (N. sp. “Punta Coiorada’,
Nothoscordum macrostemon y Nothoscordum nudicaule) a raiz de la
deteccion de bajos niveles de germinacién en una de ellas, N.
macrostemon, en trabajos sobre Biosistematica realizados en la Catedra
de Genética de la Facultad de Agronomia.

Se realizaron pruebas de germinacién a diferentes temperaturas
constantes y a temperatura ambiente en mesa de laboratorio, con el fin de
detectar diferencias en |os niveles de germinacién y tratamientos térmicos
optimos (entre los utilizados) para las semilias de las diferentes especies.

Los tratamientos térmicos para las pruebas de germinacion
fueron definidos a partir de algoritmos —pruebas de germinacion a
temperaturas constrastantes, en pasos sucesivos- creados por el Real
Jardin Botanico de Wakehurst Place (Londres) para determinar las
mejores condiciones térmicas de germinacion de semillas de especies
silvestres.

Las pruebas de germinacién se realizaron entre mayo y
setiembre de 1999 con semillas de las tres especies, utilizando semiflas
cosechadas en 1998, y se midié en todos los casos la germinacion a lo
largo de las pruebas y el porcentaje final de germinacion.

Se registraron diferencias significativas en la germinacion dentro
de cada especie segun los tratamientos, y también entre especies en
cada tratamiento.
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En el caso de N. sp “Punta Colorada” los mas altos niveles de
germinacion se alcanzaron a temperatura ambiente. Las semillas de N.
macrostemon tuvieron la germinacién mas aita en los tratamientos mas
frios (6°C y 11°C constantes) y N. nudicaule tuvo un nivel de germinacién
similar en todos los tratamientos. A 26°C no se registrd germinacioén en las
semilias de ninguna de las especies estudiadas.

A través de los resultados se pudo comprobar que ias semilias
de cada especie tienen diferentes requerimientos de temperatura para la
germinacion, y que el hecho de que no registre germinacion a un régimen
determinado de temperatura no quiere decir que las semillas se
encuentren en dormicién absoluta. Estos resultados coinciden con el
concepto mas reciente de la dermicion, que sostiene justamente esto: el
hecho de que no registre germinacién no implica necesariamente que
exista dormicién ahsoluta, sino quiza que las semillas no cuentan con las
condiciones mas adecuadas para la germinacion.

Estudios posteriores sobre la germinaciéon y la dormicion de
semillas de estas especies, en diferentes épocas del afio y considerando
otras condiciones de temperatura podran arrojar mas iuz sobre su
comportamiento en la naturaleza y su adaptacion a los ambientes en que
viven.
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8. SUMMARY

The comprehension of seed germination an dormancy is of great
importance in the understanding of the behavior and evolutionary
adaptation of wiid plant species, weed management, and the solution of
many problems which appear in important crops, such as pregermination
in wheat, or asynchrony in plant emergence.

Seed germination of three species of Nothoscordum (N. sp. "Punta
Colorada”, N. macrostemon, and N. nudicaule) was studied in the present
work. This study was motivated by the low levels of germination detected
in N. macrostemon, during biosystematic studies carried out by the
Department of Genetics of the Faculty of Agronomy.

Germination trials at different constant temperatures and room
temperature were carried out in order to detect differences in the levels of
germination , and identify optimal thermal conditions (among those
assayed) for seed of the different species analyzed.

Temperature treatments for germination tests were set based on the
algorithms - germination trials at contrasting temperatures in successive
steps- created by the Royal Botanic Gardens at Wakehurst (London) to
determine the best temperature conditions for the germination of wild
species.

Germination tests were performed between May and September
1999 using seeds harvested in 1998. Germination during the test and final
germination percentages were recorded in all cases.

Significant differences in germination were detected within all
species according to treatments and between species in each treatment.

For N. spp. "Punta Colorada" highest germination levels were
reached at room temperature. Germination of N. macrostremon seeds was
highest in the coldest treatments (6°C and 11°C), while N. nudicaule
showed similar germination levels at all treatments. At 26°C no
germination was recorded for any of the species analyzed.

Results showed that temperature requirements for germination were
different for the different species, and that the fact that no germination at
all is detected at a given temperature regime does not imply that that
seeds are in absolute dormancy. These results agree with the present
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concept of seed dormancy: the fact that no germination is ocbserved does
not mean that there is absolute dormancy, but that seeds are not in the
most adequate conditions for their germination.

Further studies on seed dormancy and germination of these
species, in different times of the year, and considering other temperature
conditions may shed more light on their behavior in Nature and their
adaptation to their specific environments
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10. Anexos

10.1 Diagrama de flujo sobre cambios en los niveles de dormicion y

terminacién de ia dormicién en semillas y de los factores que

afectarian dichos procesos.
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Fuente: Benech-Arnold et al. (2000)
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10.2 Temperatura media diaria durante realizacién de pruebas de

{Datos de Estacién Meterolégica de la Facultad de Agronomia, Sayago)

germinacion
D7-Ene-89 19,9
08-Ene-99 221
0%-Ene-99 153
10-Ene99 175
11-Ene-95 180
i2-Ene-99 18,4
13-Ene-99 19,5
14-Ene989 182
15-Ene-89 19,6
16-Ene-85 15,9
17-Ene-98 232
18-Ene-95 240
19-Ene-99 223
20-Ene-99 1886
21-Ene-99 232
22-Ene-99 195
23Ened9s 248
24-Ene-99 240
25-Ene-98 222
25-Ene-95 214
27-Ena-98 222
28-Ens-989 223
29-Ene-99 21,5
30-Ene-59 231
31-Ene-899 18,2
01-Feb-58 16,2
02-Fab-99
03-Feb-99
04-Feb-9% 15,1
05-Feb99 225
08-Feb99 211
a7-Feb-99 18,5
08-Feb-99 164
08-Feb-99 185
10-Feb-95 2186
11-Feb99 173
12-Feb-89 165
13-Fab-9% 222
14-Feb-95 213
15-Feb-99
16-Feb-95
17-Fab-99 24,5
18-Fohb99 250
19-Feb-899 26.B
20-Feb-9% 2740
21-Feb990 253
22-Felrg2 239
23-Fab-59
24-Feb-9%
25Fob99 225
26-Feb-29 227
27-Fab-899 230
28-Febr95 235
d1-Mar-99 243
02-Mar-9% 240
03-Mar-89 240
Od-Mar-99 250
05-Mar-99 268
06-Mar-99 26,0
a7-Mar-99 268
08-Mar-99 27.0
(05-Mar-99 223
10-Mar-95 19.5
11-Mar-95 20,4

12-Mar-9¢
13-Mar-99
14-Mar-89
15-Mar-99
16-Mar-29
17-Mar-99
18-Mar-99
19-Mar-99
20-Mar-99
21-Mar-99
22-Mar-99
23-Mar-g9
24-Mar-98
25-Mar-99
26-Mar-59
27-Mar-99
28-Mar-89
29-Mar-99
30-Mar-99
31-Mar-29
01-Abr-g9
02-Abr-99
03-Abr-99
04-Abr-09
Q5-Abr-g9
0B-Abr-99
Q7-Abr-89
08-Abr-99
Q05-Abr-99
10-Abr-99
11-Abr-99
12-Abr-99
13-Abr-89
14-Abr-959
15-Abr-99
18-Abr-99
17-Abr-8g
18-Abr-99
19-Abr-99
20-Abr-99
21-Abr-99
22-Abr-99
2¥Abr-99
24-Abr-99
25-Abr-99
28-Abr-99
27-Abr-99
2B-Abr-99
25-Abr-99
30-Abr-99
01-May-99
02-May-99
03-May-99
04-May-99
0S-May-99
06-May-99
07-May-99
08-May-959
09-May-59
10-May-59
11-May-99
12-May-59
13-May-99
14-May-99

17,6
208
22,9
241
234
227
21,9
220
218
19,7
21,2
23,7
19,8
19,2
15,9
173
156
17,6
17,8
17,6
17,3
17,0
191
17,1
19.8
19,3
1386
14,1
138
13,1
18,5
17,9
16,0
176
125
10,3
12,3
148
14,0
13,8
16,5
17.8
19,2
123
10,0
17.4
16,4
15.0
140
16,2
175
21,1
20,7

10,9

15-May-99
16-May-99
17-May-99
18-May-99
19-May-99
20-May-99
21-May-99
22-May-99
23-May-99
24-May-99
25-May-98
28-May-99
27-May-99
28-May-99
29-May-99
30-May-99
31-May-99
01-Jun-99
02-Jun-99
03-Jun-99
04-Jun-98
05-Jun-99
08-Jun-99
07-Jurn-99
08-Jun-99
05-Jun-99
10-Jun-99
11-Jun-99
12-Jun-99
13-Jun-89
14-Jun-99
15-Jun-99
16-Jun-99
17-Jun-99
18-Jun-99
$5-Jun-99
20-Jun-9¢
21-Jun-99
22-Jun-59
23-Jun-99
24-Jun-99
25-Jun-9¢
26-Jun-99
27-Jun-99
28-Jun-99
29-Jun-99
30-Jun-99
01-Julg89
02-Jui-99
03-Jul-99
04-Jul-88
05-Jul-g9
05-Jul-59
Qa7-Jul-99
08-Jul-58
08-Jul-99
10-Jul-98
11-Jui-8%
12-Jul-99
13-Jut-89
14-Jul-99
15-Jul-89
16-Jul-99
17-Jul-99

14,2
14,1
132
12,1
10
127
11,1
1,2
1.8
121
1.0
"7
118
118
12,9
112
9,0
a3
8.9
7.3
9.0
6.6
7.4
10,2
8.7
100
a2
1.2
100
5.4
103
12,3
12,4
88
105
105
11,9
12.4
149
14,2
12,1
12.9
12,0
122

18-Jul-99

19-Jul-9%

20-Jul-99

21-Jus-95

22-Jul-99

23-Jul-98

24-Jul-99

25-Jul-95

26-Jul-58

27-Jul-93

28+Jul-99

26-Jul-99

30-Jul-99

31-Jul-99

01-Ago-99
02-Ago-90
03-Age-99
04-Ago-99
05-Agoe-99
06-Ago-99
07-Ago-99
08-Ago-98
09-Ago-95
10-Ago-59
11-Ago-99
12-Ago-59
13-Ago-99
14-Ago-59
15-Age-99
16-Ago-89
17-Ago-95
18-Ago-99
18-Ago-89
20-Ago-89
21-Ago-89
22-Ago-99
23-Age-95
24-Ago-99
25-Ago-99
26-Ago-99
27-Ago-99
28-Ago-99
29-Ago-89
30-Ago-99
31-Ago-99
01-Sap-99
02-Sep-99
03-Sep-29
04-Sep-99
05-Sep-99
06-Sap-99
07-Sap-99
08-Sep-99
09-Sep-99
1)-Bep-99
11-Sep-99
12-Sep-98

8.3

11,2
105

89
121
14,3
155
107
10,4
13,1
9.9
98
117
12,3
155
143
17.7
11,4
9.4
8.9
131
17,2
139
10,6
8,6
6,7
8,7

1.3
14,2
17.7
21,4
19,1
108
10,9
12,2
10.4
12.1
14,4
148
14,1
16.9
14,6
14,0
14,65
14.15
1425
14,05
15,95
146
13,3
11.65

114
140




10.3 Analisis estadistico

temperatura ambiente en laboratorio

Tratamienta
Tratamiento
Tratamienta
Tratamiento

Isp 1: M. Sp.
Psp Z: N. Macrostemon
Esp 3. N. nudicaule

EoN SR S g

TR

B0 aonstantes

119 constantes
26°2 oonstantes

YFunta Colorads®™

Analisis por afic, afie=1998

Clzss Level Tnformation

Class Levels Values

ESP 31 2 3

TEA 4 1z 34
LR 5tatistics For Type 2 Bnavrysis
Sourge OF ChiSquare  Pr>Chi
ESP P 18.5360 0.00Q01 *+
CRA 3 Z17.6244  0.0001 **
REE*TRA 3 13Z.4845 DH.0001 **

CONTEARST 3tatement Results

Especie: N. Sp.

Jontrast

tL
tl
tl
t2
T2

=3

el
el
[

WE
Va
s
Vs
W

TWS

v
vE
Ve

“Punta Colerada”

£tz
t3
t4
t3
t4
t4

ijentre todes los trats y entre todas las esp)

DFE Crisquare Pr»Chi Type

1 10.591a  G.0009 LR **
1 1.9788 0.15%3% LR s
1 TA4.8779  0.0001 LR **
1 §.9660 0.025% LR *

T 1348782 00,0001 LR **
1 40,7407 0,2201 LR **
1 T.I23% 00,0085 LR ¢
1 14,4072 0.0001 LR **
1 LSO 1.0000 0 LR e

{semillas cosachadas en 15998)

LR

Class Lewel Tnfeormatzion
Class Levels Valuog
TREA 3 1 2 3

Statisticu For Type 3 Analysis

Source nE ChifSguare Pr>»Chi

TRA

2 la.4823  0.0003
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Zontrast

t1
t1
Ltz

WS
Vs
WE

t2
£3
£3

CONTRAST 3tatement

oF

e

Chisguare

4.4722
16.1658
4.85489

Espeacie: N. macrostemon (semillas cosechadas en 15%%8)

LR Statistics For Type 3 Analysis

Results

Pr=Thi

0.0344

0.

L0001
0278

Class Level Infcrmation

Class

TRA

Source

TR

Contrasct

£l
tl
tl
T2
vz
]

Especie: N. Nuodicaule

vI
Va
Va
']
V3

t2
t3
td
t3
t4
T4

LR Statistics VFor Type 3 Nnalysis

oF

[ R

Levela

4

Walues

12 3 4

Type

LR
LR
LR

Ll

M

+*

DF OhiZguare  Pr>Chi
3 186.0%44 0.003
CONTRAET Statement Results

ChiB3cuare Pr>Chi Type
£1.2%44 0.0001 LR **
51,1527 0.00%1 LR **
12.6297 0.0002 LR **
D.7827 0 Q,.3743 LR ns
131.1807  0.0001 LR *+
117.0847 0.0007 LR **

o

Claas

Class

TRA

Source

TRA

Contrast

tl
t
T
2
T2
-

T2

Lz
t3
t4
t3
t4
td

CONTRAST Statement

oE

[l Tl S SRR

Level Information

Levels

4

Values

1 23 &

nF Chigquare

3 97,2230

ChiBquare

L0077
8632
L2053
L7949
L1328
3.2697

[ ] [u)]
Wl m o O

Pr>Chi

0,000z
Results
Pr»Chi Type
0,9303 LR ns
0.3529 LR ns
0,0001 LR **
0.2551 LR ns
0.0001 LR +*
0.000DL LR *¥
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10.4 Intervalos de confianza para porcentajes de germinacion

Se calcularon los intervalos de confianza (1.C.) para para la proporcion "p"
de una variable aleatoria binomial (n,p) con distribucion binomial utilizando
la aproximacion normal (tabla de Z). Los |.C. fueron calculados para los
porcentajes finales de germinacion de cada una de las tres especies, y
para cada uno de los cuatro tratamientos diferentes, segun la siguiente
férmula:

1.C.(.95)p=p+1 .96.,,|,|"'ﬁ(1n£)

en la que es la proporcion de semillas germinadas sobre el total y n el
numero total de semillas de cada especie en cada uno de los
tratamientos. De esta manera se calcula un I.C. para cada especie y
tratamiento. Cuando los |.C. de especies diferentes en un mismo
tratamientg se solapan, no existen diferencias entre las especies en este
tratamiento.

Gréaficamente se expresa asi:

100% |
90% -
80%
70%
60%
50% +—
40% +——
30%
20% J
10%

0% —

Porcentaje de germinacion

Tratamientos

~—0— N. sp. "Punta Colorada" == N. macrostemon = N. nudicaule !

Tratamientos:

Temperatura ambiente (mesa de laboratorio)
6°C constante

11°C constante

26°C constante

L~



