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Germinacion de semillas de especies nativas colonizadoras de
taludes viales del noroeste patagonico
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ResuMEN. El conocimiento de la ecofisiologia de la germinacién de semillas de especies colonizadoras es
ttil para su propagacion y uso en revegetacion. El objetivo fue evaluar los requerimientos de germinacion
y el tipo de dormicién de semillas de especies nativas de estepa y de bosque colonizadoras de taludes en el
noroeste patagonico. La hipdtesis postulada fue que las semillas presentan dormicion asociada a su ambiente
de origen: dormicidn fisioldgica o morfoldgica en ambientes himedos y dormicidn fisica en ambientes secos.
Se aplicaron dos tratamientos pre-germinativos luego de un almacenamiento por seis meses en frio seco:
estratificaciéon hameda-fria (5 °C, 45 dias) o escarificacién mecéanica con bisturi, mas un grupo control. Las
semillas se colocaron a germinar en condiciones de temperatura y fotoperiodo controlados (10/20 °C, 12/12 h).
Se calculd el porcentaje, el inicio y el tiempo medio de germinacién. Se compararon los dos tratamientos y el
control de cada especie y se realizé un analisis de componentes principales. Post-ensayo, se calculd el porcentaje
de semillas viables no germinadas, vanas y con presencia de hongos o dafios por insectos. La dormicién de las
semillas no estuvo asociada a su ambiente de origen; otros factores (e.g., estacionalidad climatica, similitud
filogenética), sin embargo, podrian relacionarse con mecanismos que regulan la dormicién. Las semillas
de Acaena ovalifolia y Baccharis linearis no presentaron dormicién, obteniendo porcentajes de germinacion >80%
en el control. Las semillas de Anemone multifida presentaron dormicién fisica, incrementando significativamente
la germinacién con el tratamiento de escarificacion mecanica. Ambos pre-tratamientos adelantaron y aceleraron
la germinacién en Acaena magellanica y A. splendens. No se pudo determinar el tipo de dormicién de las otras
especies. Este estudio aporta informacion valiosa sobre las condiciones ecofisiologicas de germinacion de especies
nativas para incorporar en protocolos de propagacion ex situ e in situ para restaurar areas degradadas.
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ABsTRACT. Seed germination of native species that colonize roadside slopes in northwestern Patagonia.
The knowledge of the ecophysiology of seed germination in colonizing species is useful for their propagation
and use in revegetation. The aim was to assess the germination requirements and dormancy type of native
species from steppe and forest ecosystems colonizing slopes in the Northwest Patagonia. The postulated
hypothesis was that seeds exhibit dormancy associated with their native environment: physiological or
morphological dormancy in humid environments and physical dormancy in dry environments. Two pre-
germination treatments were applied after six months of dry cold storage: moist-cold stratification (5 °C, 45
days) or mechanical scarification with a scalpel, along with a control group. The seeds were germinated under
controlled temperature and photoperiod conditions (10/20 °C, 12/12 h). Percentage, time, and mean germination
were calculated. Both treatments and the control for each species were compared, and a principal component
analysis was conducted. Post-assessment, the percentage of viable seeds not germinated, empty seeds, and
those with fungal presence or insect damage were calculated. Seed dormancy was not associated with their
native environment; however, other factors (e.g., climatic seasonality, phylogenetic similarity) might be related
to dormancy regulation mechanisms. Seeds of Acaena ovalifolia and Baccharis linearis showed no dormancy,
achieving germination rates >80% in the control. Anemone multifida seeds exhibited physical dormancy, with a
significant increase in germination with mechanical scarification treatment. Both pre-treatments advanced and
accelerated germination in Acaena magellanica and A. splendens. The dormancy type of other species could not
be determined. This study provides valuable information on the ecophysiological germination conditions of
native species to be incorporated into ex situ and in situ propagation protocols for restoring degraded areas.

[Keywords: degraded areas, dormancy, pre-germinative treatments, propagation, restoration]
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INTRODUCCION

La construcciéon de rutas y caminos genera
impactos de magnitud considerable en las
comunidades naturales debido sobre todo a
la remocion del suelo y a la eliminacion de
la cobertura vegetal, exponiendo las areas
afectadas a mayor degradacion por erosion
edblica e hidrica (Coffin 2007; Mola et al.
2011; Chichizola et al. 2019a). El movimiento
de suelo produce taludes viales, que son
areas degradadas con mayor pendiente y
caracteristicas edaficas diferentes a las de
areas aledanas no disturbadas (Chichizola
2022). La recuperacion de la vegetacion de
los taludes solo es posible bajo una serie de
condiciones y pasos: el retiro del agente de
disturbio, la recuperacion de las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas del suelo, la
presencia de una fuente de propagulos cercana
con la posibilidad de dispersién y un banco de
semillas y de plantulas con la capacidad de
establecerse y sobrevivir (Harper 1977; Lamb
and Gilmour 2003).

La revegetacion de areas degradadas se
puede realizar trasladando plantas desde
el ecosistema de referencia, aunque es una
practica que puede disturbar el ambiente
natural y presentar un bajo porcentaje de éxito
(Nittmann2010). Otrastécnicas derevegetacion
incluyen la siembra directa, el traslado de
banco de semillas o el trasplante de plantas
cultivadas en vivero, técnicas para las que es
importante conocer la biologia reproductiva
y los requerimientos eco-fisioldgicos de
la germinacion de semillas de las especies
involucradas, incluyendo las condiciones
oOptimas y tiempo de almacenamiento
de las semillas, el tipo de dormicién que
tienen, los métodos de ruptura de la misma
y la conveniencia o necesidad de aplicar
tratamientos pre-germinativos (Hartmann
and Kester 1980; Rovere 2006; Bainbridge 2007;
Cross et al. 2020). Un 50-90% de las especies de
plantas silvestres en todo el mundo producen
semillas que estan inactivas al madurar
(Kildisheva et al. 2020), lo que resulta una
adaptacion beneficiosa para las plantas en
sistemas naturales en buen estado, ya que evita
su germinacion en condiciones desfavorables
para el establecimiento y supervivencia de
las plantulas (Baskin and Baskin 2014). En
escenarios de restauracion, en cambio, estos
mecanismos pueden resultar no convenientes
para producir plantas ex situ o bien pueden
limitar el reclutamiento de plantas al sembrar,
por lo que conocer el tipo de dormicién y los

requerimientos germinativos de las semillas de
especies nativas resulta relevante (Beider 2012;
Kildisheva et al. 2020). Lamentablemente, la
informacién de estos requerimientos suele ser
nula o insuficiente para las especies nativas
de muchas regiones del mundo, como ocurre
con muchas plantas nativas de la Patagonia
argentina (Masini et al. 2012, 2014).

Segtin Baskin y Baskin (2014), se considera
que las semillas no presentan mecanismos
de dormicién cuando su porcentaje de
germinacion (sin tratar) es mayor al 80% y
este valor no aumenta con la aplicacion de
tratamientos pre-germinativos, y que las
semillas estdn dormidas cuando la germinacion
es baja o nula dentro de un periodo de 30
dias en condiciones adecuadas de humedad
y temperatura. El tipo de dormicién depende
de una combinacion de caracteristicas con una
marcada senal filogenética a nivel de familia,
género o especie, como el grado de adaptacion
a la estacionalidad y a las condiciones
ambientales del entorno (i.e., humedad, luz,
temperatura) (Masini et al. 2014; Kildisheva
et al. 2020). En los ecosistemas semiaridos y
aridos como desiertos y estepas prevalece
la dormicién fisica debida a la presencia
de cubiertas duras e impermeables en las
semillas que evitan la deshidratacion pero
también dificultan la posterior hidratacion
necesaria para la germinacion (Harper 1977;
Fenner and Thompson 2005). Este tipo de
dormicioén se puede romper por medio
de una escarificacion mecanica o quimica
que consiste en romper, rayar o desgastar
las cubiertas duras e impermeables de las
semillas para hacerlas permeables al agua
y a los gases, por ejemplo, exponiéndolas al
calor o a la abrasion con acido, con papel de
lija o con arena (Hartmann and Kester 1980;
Figueroa and Jaksic 2004). Por otro lado, las
semillas de especies de climas templados
estacionales a menudo presentan dormicion
fisioldgica para retrasar la germinacion hasta
la primavera, y es interrumpida por la accién
de bajas temperaturas y humedad durante
un periodo de tiempo que, dependiendo
de la especie, suele variar entre 30 y 180
dias (Probert 2000; Baskin and Baskin 2003;
Figueroa and Jaksic 2004). El objetivo de
la estratificacion htimeda-fria es imitar
las condiciones invernales exponiendo las
semillas a bajas temperaturas (heladera), en
arena humeda o entre capas de papel de filtro
humedecido, durante un periodo de tiempo
variable (Hartmann and Kester 1980). Varias
especies arboreas, arbustivas y herbaceas de
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bosques caducifolios templados, especies
lefiosas de matorral y especies del bosque
andino-patagonico presentan semillas con
dormicion fisioldgica (Rovere 2006; Arana et
al. 2016).

Nuestro objetivo fue caracterizar los
requerimientos de germinacion y el tipo de
dormicién de semillas de especies nativas que
colonizan frecuentemente los taludes viales en
el noroeste de la Patagonia (Argentina) y estan
presentes en sus alrededores, para las cuales
hay escasa o nula informacion disponible
que resulte apta para desarrollar planes
de revegetacién. Dado que en esta regiéon
ocurren fuertes gradientes ambientales, con
bosques templados muy himedos (al oeste)
y estepas semidesérticas (al este) separados
por unas pocas decenas de kilémetros (Ezcurra
and Brion 2005), en este trabajo haremos
esa caracterizacion aplicando diferentes
tratamientos pre-germinativos. Nuestra
hipétesis es que las semillas de las especies
nativas presentan mecanismos de dormicion
que evitan su germinacién inmediata (luego de
la dispersion primaria) mediante mecanismos
asociados a sus ambientes de origen: dormicion
fisiologica o morfoldgica en las plantas que
habitan ambientes himedos y dormicion fisica
en las que provienen de ambientes secos. Por lo
tanto, esperamos que las semillas de ambientes
htiimedos rompan la dormicién (i.e., aumenten
y aceleren su germinacion) con la aplicacion de
una estratificacion himeda-fria mientras que
las semillas de ambientes secos lo hagan con
la aplicacion de escarificacion mecanica.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El area de estudio se encuentra ubicada
al noroeste de la Patagonia (Rio Negro,
Argentina). Comprende los taludes de rutas
y caminos y areas aledafias a los mismos
(ecosistemas de referencia) ubicados en
cercanias de los ejidos municipales de las
ciudades de San Carlos de Bariloche y Dina
Huapi, como también dentro del Parque
Nacional Nahuel Huapi. El area de estudio
se encuentra en un fuerte gradiente de
precipitacion oeste-este (2000 mm/afio a 560
mm/afnio) debido al efecto de la cordillera
de los Andes como barrera para los vientos
himedos del Pacifico (Pereyra 2007). Aqui
confluyen las provincias fitogeograficas
subantértica (bosques humedos y frios) y
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patagdnica (estepa herbacea-arbustiva),
diferencidandose tres comunidades vegetales:
estepa, bosque himedo perennifoliodominado
por Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. y bosque
htimedo caducifolio de N. pumilio (Poepp. and
Endl.) (Cabrera 1971; Ezcurra and Brion 2005;
Amoroso et al. 2021).

Especies estudiadas

La seleccién de especies candidatas para
simultaneamente poner a prueba la hipdtesis
y generar informacion util para las técnicas
de revegetacion se basé en dos criterios: a)
que las especies estuvieran presentes tanto
en los taludes viales como en areas cercanas
consideradas ecosistemas de referencia, y b)
que contaran con escasa o nula informacién
sobre sus requerimientos de germinacion,
aspecto relevante para su propagacion ex
situ. Las especies debian pertenecer a la flora
local de cada ambiente y estar presentes
en los taludes, ya que al colonizarlos
espontaneamente muestran su capacidad
para establecerse superando las limitaciones
ambientales de estas areas disturbadas, comola
aridez, las heladas y los vientos fuertes (Bochet
et al. 2010). Ademas, debian estar presentes
en el ecosistema de referencia, dado que el
objetivo de restaurar o rehabilitar un sitio
degradado es que se integre a su ecosistema
natural y pueda, con el tiempo, recuperar al
menos parte de su composicion y estructura
(Clewell et al. 2004).

Se cosecharon propagulos maduros (de
aqui en adelante ‘semillas’) de cuatro
especies nativas de cada ambiente antes de su
dispersion primaria durante las temporadas
de febrero-marzo 2016 y enero-marzo 2017.
Se form¢ un tiico lote por especie con 10-20
semillas de cada uno de 30 individuos. En
algunos casos se cosecharon los frutos enteros,
separando luego las semillas propiamente
dichas en laboratorio. En areas de bosque de
N. dombeyiy N. pumilio se cosecharon semillas
de Haplopappus glutinosus Cass. (Asteraceae)
en marzo 2016 y de Anemone multifida Poir.
(Ranunculaceae), A. ovalifolia Ruiz and Pavy A.
pinnatifida Ruiz and Pav. (Rosaceae) en marzo
2017. En areas de estepa, en febrero 2016 se
cosecharon semillas de Baccharis linearis (Ruiz
and Pav.) Pers. ssp. linearis (Asteraceae) y de
Grindelia anethifolia (Phil.) A. Bartoli and
Tortosa var. anethifolia (Asteraceae), y en enero
2017 de Acaena magellanica (Lam.) Vahl, y A.
splendens Hook. and Arn. (Rosaceae).
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Ensayos de germinacidn

En el laboratorio se acondicionaron las
semillas quitandoles residuos vegetales y
polvo, y se descartaron aquellas vanas y
con presencia visible de ataque de insectos
u hongos. Luego, se secaron a temperatura
ambienteysealmacenaronenbolsasdepapelen
heladeraa5 °C, secasy en oscuridad, durante
6 meses. Las condiciones de almacenamiento
con bajas temperaturas y en seco tienden a
enlentecer los cambios fisioldgicos, evitando
la pérdida de viabilidad y que las semillas
entren en una dormicion secundaria (Baskin
and Baskin 2020). Dado que para las especies
nativas no se conocen las condiciones de
almacenamiento Optimas, es preferible
almacenar las semillas en condiciones de frio
seco (4-5 °C) que en condiciones de ambiente
(De Vitis et al. 2020).

Los ensayos de germinacion se realizaron
en el mismo afo de la cosecha. Previo a los
ensayos pre-germinativos, las semillas fueron
desinfectadas con una solucién de hipoclorito
de sodio (2%) durante 2 minutos, enjuagadas
con agua durante otros 2 minutos y asignadas
al azar a uno de los dos tratamientos pre-
germinativos: 1) de estratificacion humeda-
fria, y 2) de escarificaciéon mecanica, o al grupo
control (sin tratamiento pre-germinativo). Se
utilizaron 10 réplicas de 30 semillas cada una
por tratamiento y por especie. En el tratamiento
de estratificacion hiumeda-fria, las semillas se
ubicaron entre capas de algodon humedecidas
con una solucién fungicida de oxicloruro de
cobre, se introdujeron en bolsas de plastico
cerradas herméticamente y se colocaron en
heladera a 5 °C en oscuridad durante 45 dias.
Durante este tratamiento pre-germinativo se
observo la germinacién de semillas de las
especies Baccharis linearis (14.5%, estepa) y
Haplopappus glutinosus (42.1%, bosque). Estas
semillas fueron consideradas para el calculo
de porcentaje de germinacién, pero no para
los célculos de inicio de germinacion y tiempo
medio de germinacién bajo este tratamiento.
En el tratamiento de escarificacion mecanica se
realizd un corte con bisturi sobre el tegumento
de las semillas sin danar el endospermo,
inmediatamente antes del inicio del ensayo
de germinacion.

Para los ensayos simultaneos de germinacion
de los tres grupos, las semillas se colocaron
en cajas de Petri sobre papel de filtro y
algodon estéril, ambos humedecidos con
agua estéril, y estas en una camara de

germinacién bajo condiciones controladas
de luz y temperatura, con un fotoperiodo
de 12/12 h de luz/oscuridad a 20/10 °C.
Cada 4 dias se monitoreo la germinacién y
se realizé un riego con una solucion de agua
estéril y fungicida de oxicloruro de cobre. Las
semillas se consideraron germinadas cuando
la radicula emergia por lo menos 2 mm por
fuera del tegumento. Al finalizar los ensayos
de germinacion, se realizaron pruebas de
viabilidad de las semillas no germinadas
mediante la prueba de corte: se realizé un
corte transversal a cada semilla con un bisturi
y se observo bajo lupa estereoscopica el estado
de los tejidos internos para clasificarla como
viable (aspecto turgente) o no viable (vana o
dafiada por insectos) (Gosling 2003; Masini et
al. 2014).

Andlisis de datos

Se compararon los dias transcurridos desde
el inicio del ensayo hasta que germind la
primera semilla (inicio de germinacién), el
porcentaje de germinacién final y el tiempo
medio de germinacion entre los tres grupos de
semillas de cada especie (dos tratamientos y
el control). El porcentaje de germinacion final
para cada réplica se calculé como:

G=g/(g+vs+f)

donde g es elniimero de semillas germinadas,
vs es el nimero de semillas no germinadas,
pero viables segun la prueba de corte, y f
es el nimero de semillas no germinadas
que presentaron hongos (Gosling 2003). El
estimador considera a las semillas danadas
por hongos como viables dado que no se sabe
si se infectaron durante los tratamientos pre-
germinativos o en el ensayo de germinacion,
pero excluye a las semillas no germinadas que
se consideraron no viables (vanas o danadas
por insectos) segtin la prueba de corte.

Ecuacién 1

Se calculé el tiempo medio de germinacion
(TMG) para cada réplica utilizando la ecuacion
propuesta por Khajeh-Hosseini et al. (2003):

i=1fi %

n
=1

(2)TMG = Ecuacion 2

donde f, es el nimero de dias transcurridos
desde que se inicio el ensayo de germinacion
y x,es el nimero de semillas que germinaron
dentro de intervalos de tiempo consecutivos
(4 dias), i es el intervalo de tiempo y n es el
numero de dias que durd el ensayo.
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Debido a que la distribucion de las variables
inicio, porcentaje y tiempo medio de
germinacion no cumplieron con los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianzas
necesarios para realizar pruebas paramétricas,
se compararon las medianas de los grupos
con las pruebas no paramétricas de Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney. En los casos en que
se encontraron diferencias significativas se
aplicaron comparaciones multiples de a pares
de los rangos promedio (Siegel and Castellan
1995). Se utilizo el software SPSS version 23.0
para Windows (IBM 2015).

Se realiz6 un andlisis de componentes
principales (ACP) para agrupar las especies
segun el tipo de dormicién, teniendo en
cuenta el inicio, el porcentaje y el tiempo
medio de germinaciéon en los tratamientos
y el control. En este analisis se incorporaron
datos ya disponibles de otras tres especies
nativas, obtenidos bajo el mismo protocolo:
Eryngium paniculatum Cav. and Dombey ex
F. Delaroche (Apiaceae), Oenothera odorata
Jacq. (Onagraceae), ambas de estepa, y
Phacelia secunda J.F. Gmel. var. secunda
(Hydrophyllaceae) del bosque de N. pumilio
(Chichizola et al. 2018; 2019b). Se realizo
una matriz de correlacién utilizando la
funcién PCA del paquete FactorMineR (Lé
et al. 2018), y la representacion grafica con
la funcion fviz_pca del paquete factoextra
(Kassambara and Mundt 2022), dentro del
entorno R (version 4.0.4; R Core Team 2022).
Dado que las variables tienen unidades de
medida diferentes (proporcion y dias), el
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ACP se realiz6 sobre la matriz de correlacion
(i.e., convariables centradas y estandarizadas)
(Legendre and Legendre 2012). Dado que
para H. glutinosus y B. linearis no se pudieron
estimar las variables respuestas tiempo medio
de germinacion e inicio de germinacion para
el tratamiento de estratificaciéon himeda-fria,
se consideraron a estos datos como valores
faltantes o missing values (NA) en la matriz
de datos del ACP. El paquete utilizado realiza
el andlisis aun teniendo un minimo de datos
faltantes (Lé et al. 2018; Kassambara and
Mundt 2022). Para interpretar los resultados
se consideraron las componentes principales
con autovalores (A)>1 (Legendre and Legendre
2012), y para interpretar cada componente
principal se consideraron las variables que
presentaron una correlacion simple con el
componente =0.5.

ResuLtADOS

Los porcentajes de germinacion de las
semillas provenientes de areas de estepa
fueron 260% para todas las especies y
tratamientos, con excepcién de Grindelia
anethifolia, cuyos valores fueron <40%
(Tabla 1). La germinacion de semillas de
Baccharis linearis fue mayor en el control y
el tratamiento de escarificacion mecanica
que en el tratamiento de estratificaciéon
humeda-fria (H=19.0, P<0.001), mientras
que las semillas de G. anethifolia aumentaron
su germinacion al ser estratificadas en
htiimedo y frio con respecto a aquellas
escarificadas (H=7.1, P=0.028). El porcentaje

Tabla 1. Porcentaje de germinacion (media+ES) (G), inicio de germinacién (IG) y tiempo medio de germinacion (TMG)
de las especies nativas estudiadas en el control (C), escarificaciéon mecanica (EM) y estratificacion himeda-fria (EHF).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (pruebas de Kruskal-Wallis
o Mann-Whitney; P<0.05). En Haplopappus glutinosus y Baccharis linearis, el IG en EHF no se calculd debido a que la
mayoria de las semillas germinaron durante la estratificacion.

Table 1. Percentage of germination (median+ES) (G), initiation of germination (IG), and mean germination time
(TMG) of studied native species in the control (C), mechanical scarification (EM), and cold wet stratification (EHF).
Different letters indicate statistically significant differences among treatments (Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests;
P<0.05). In Haplopappus glutinosus and Baccharis linearis, IG in EHF was not calculated because the majority of seeds
were germinated during the stratification.

G (%) IG (dias) TMG (dias)
C EM EHF C EM EHF C EM EHF

Estepa

Acaena magellanica 72+4a 82+3a 74+4a 8a 4b 4b 19a 17a 7b

Acaena splendens 67+5a 73+4a 62+5a 26a 17a 5b 48a 46a 28b

Baccharis linearis 96+2a 88+3a 70+3b 4a 4a - 7a 5b -

Grindelia anethifolia 32+4ab  25+3b 40+4a 4a 4a 4a 8a 8a 4b
Bosque

Acaena ovalifolia 94+2a 92+2a 88+4a 12a 11a 16a 22a 24ab 32b

Acaena pinnatifida 7+2a 1942b  12+4ab 47a 3lab 27b 64a 63a 55a

Anemone multifida 59+5a 91+2b 58+9a 10ab 7b 20a 25a 23a 44b

Haplopappus glutinosus 37+4a 39+4a 45+2a 8a 7a - 22a 15a -
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de germinaciéon no fue significativamente
diferente entre los tratamientos en Acaena
magellanica y A. splendens (H=3.5, P=0.173
y H=0.9, P=0.649, respectivamente) (Tabla
1). Ambos tratamientos pre-germinativos
iniciaron la germinacién antes que su grupo
control en A. magelllanica (H=17.5, P<0.001),
mientras que solo la estratificacion humeda-
fria fue mas rapida en A. splendens (H=21.4,
P<0.001). En G. anethifolia, los valores de inicio
de germinacién en los tratamientos y control
fueron similares (Tabla 1). El tratamiento de
estratificacion disminuy0 el tiempo medio de
germinacion en todas las especies de estepa
ensayadas: A. magellanica (H=23.9, P<0.001),
A. splendens (H=12.3, P=0.02) y G. anethifolia
(H=9.7, P=0.008) (Tabla 1).

Para aquellas semillas provenientes de areas
de bosque, los porcentajes de germinacion en
todos los tratamientos fueron >88% en A.
ovalifolia y 258% en Anemone multifida, mientras
que fueron <45% tanto en A. pinnatifida como
en Haplopappus glutinosus (Tabla 1). Las
semillas escarificadas de A. pinnatifida y A.
multifida aumentaron significativamente su
germinacion con respecto a las semillas del
control (H=8.6, P=0.014 y H=14.7, P=0.001,
respectivamente). En el caso de A. ovalifolia y H.
glutinosus no se encontraron diferencias entre
ambos tratamientos y el control (H=0.9, P=0.65;
H=3.1, P=0.21, respectivamente). El grupo de
semillas de A. pinnatifida con estratificacion
inicié la germinacion antes que el control
(H=10.1, P=0.006), mientras que en A. multifida
la retrasé con respecto a la escarificacion
mecanica (H=15.5, P<0.001). En H. glutinosus
no encontramos diferencias significativas en
el tiempo de inicio de la germinacién entre
el control y el tratamiento de escarificacion
(U=41, P=0.52). La estratificacién aumento6 el
tiempo medio de germinacion en A. multifida
(H=15.7, P<0.001) (Tabla 1).

Un gran porcentaje de las semillas no
germinadas en A. pinnatifida, G. anethifolia
y H. glutinosus fueron viables en todos los
tratamientos (Figura 1). Las especies que
tuvieron un alto porcentaje de semillas vanas
detectadas post-ensayo de germinacion fueron
A. magellanica, A. splendens, A. multifida y A.
ovalifolia; las especies que presentaron semillas
con signos de predacion fueron A. multifida, A.
pinnatifida y G. anethifolia (Figura 1).

Las primeras dos dimensiones del andlisis de
componentes principales de las tres variables
estimadas para todos los tratamientos y
especies (con excepcion de B. linearis e H.

glutinosus en el tratamiento de estratificaciéon
htmeda-fria) presentaron autovalores
mayoresa 1 (CP1=5.9, CP2=2.2), representando
el 65.7% y el 24.2% de la variabilidad total,
respectivamente, y ambos acumularon el
89.9% de la variabilidad total. El tiempo medio
de germinacion y el inicio de la germinacion
del control y el tratamiento de escarificacion
mecdnica se asociaron positivamente con el
CP1, y el porcentaje de germinacion del control
y de ambos tratamientos pre-germinativos
se correlacionaron negativamente (Figura
2a). El CP2 se asocid positivamente con el
porcentaje de germinacion del control y
de ambos tratamientos pre-germinativos
(Figura 2a). En el plano definido por ambas
componentes identificamos cuatro grupos de
especies (Figura 2b).

Grupo 1. Constituido por A. magellanica,
B. linearis, Eringium paniculatum y Oenothera
odorata (todas provenientes de estepa), con
medios a altos porcentajes de germinacion
y bajos valores de tiempo medio de
germinacion e inicio de germinacion en todos
los tratamientos, con excepcion de B. linearis,
para la cual no se estimo el tiempo medio de
germinacion e inicio de germinacion en el
tratamiento de estratificacion himeda-fria.

Grupo 2. Conformado por G. anethifolia,
H. glutinosus y Phacelia secunda, con bajos
porcentajes de germinacidén, medios a altos
valores de tiempo medio de germinacién y
bajos valores de inicio de germinacion en
todos los tratamientos, con excepcién de H.
glutinosus, para la cual no se estimo el tiempo
medio de germinacion e inicio de germinacion
en el tratamiento de estratificacion humeda-
fria.

Grupo 3. Conformado por A. splendens, A.
ovalifolia y A. multifida, con medios a altos
porcentajes de germinacién y altos valores
de tiempo medio de germinacién e inicio
de germinacién en los tratamientos de
escarificacion y estratificacion.

Grupo 4. Conformado por A. pinnatifida, con
bajos porcentajes de germinacion en todos los
grupos y altos valores de tiempo medio de
germinacion e inicio de la germinacion en el
control y el tratamiento de escarificacion.

Discusion

Encontramos que el ambiente de origen de
las ocho especies de semillas seleccionadas
no se asocia con la prevalencia de diferentes
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mecanismos de dormicién del modo que
esperabamos (fisica en ambientes secos y
fisiologica en ambientes humedos). Las
semillas de las especies provenientes de areas
de estepa no aumentaron significativamente
su germinacién con el tratamiento de
escarificacion, ni las semillas de areas de
bosque lo hicieron con el tratamiento de
estratificacién htimeda-fria. En cambio,
encontramos que, en general, las semillas de
las especies de ambos ambientes (estepa y
bosque) no presentaron dormicién o esta fue
del tipo fisiologica. Estos resultados coinciden
con un estudio reciente en el que se analizo
la distribucion geografica de los tipos de
dormicion en diferentes ambientes (Rosbahk
et al. 2023). La asociacion entre un ambiente
seco y la dormicion fisica proviene de que este
tipo de dormicién es mas comuin en semillas
con cubiertas duras, que evitan la desecacion
como una respuesta adaptiva a condiciones
aridas (Baskin and Baskin 2014). Sin
embargo, las especies de ambiente semiarido
seleccionadas para nuestro trabajo (que
colonizan los taludes viales focales) en general
no poseen semillas con cubiertas duras, por
lo que la expectativa puede no estar del todo
justificada. Por otro lado, la estacionalidad
climatica, tanto en términos de temperatura
como de precipitacién, es una condicionante
mas fuerte sobre la distribucion de los patrones
globales de dormicién en comparacion con la
temperatura y precipitaciéon media anual
(Rosbahk et al. 2023). En nuestra hipotesis
consideramos la precipitacion media anual
de cada ambiente (i.e., 560 mm en estepa y
entre 1100 y 2000 mm en los bosques en el
gradiente de precipitacion), peronolamarcada
estacionalidad (i.e., inviernos humedos y
frios y veranos secos) que se presenta en
ambos tipos de ambientes. Las semillas de
las especies seleccionadas son dispersadas
desde mediados del verano hacia inicio del
otofno y la germinacion se produce en otofio
(semillas sin dormicién) o en primavera. En
el altimo caso, las semillas son estratificadas
con las bajas temperatura del invierno,
rompiendo su dormicion —que seria del tipo
fisiologica— y evitando la germinacion en un
periodo desfavorable (Venable 2007).

Otro factor que pudo afectar la respuesta
de las semillas a los tratamientos pre-
germinativos fueron las condiciones de
almacenamiento en frio seco previo los
ensayos, que por lo general evitan la pérdida
de viabilidad y la dormicién secundaria, pero
también pueden afectar la germinacion de las
semillas (Baskin and Baskin 2020). En practicas
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de restauracion con siembra, las semillas son
cosechadas y almacenadas hasta el momento
de la intervencidén, y en aquellas especies
cuyas condiciones de almacenamiento son
desconocidas (como en las especies nativas)
es una practica estandar almacenar las semillas
en condiciones de frio (De Vitis et al. 2020).
Ademas, es probable que algunas semillas
queden dormantes con estos tratamientos
pre-germinativos y precisen la aplicacion de
otros tratamientos diferentes para disparar
su germinacion (Gonzalez and Ghermandi
2012).

Por otro lado, las relaciones filogenéticas
pueden condicionar los mecanismos de
dormicion (Carta et al. 2016; Dayrell et al.
2017; Seglias et al. 2018); por ejemplo, todas
las especies mediterraneas del género Romulea
(Iridaceae) interrumpen su dormiciéon con
una estratificacién menor a 15 °C (Carta
et al. 2016).La ausencia de mecanismos de
dormicién y la dormicioén fisiolégica son
comunes en las familias Rosaceae y Asteraceae
(Baskin and Baskin 2014; Willis et al. 2014;
Dayrell et al. 2017; Kildisheva et al. 2020).
En nuestro trabajo, las especies del género
Acaena (Rosaceae) no mostraron mecanismos
de dormicidn (Acaena ovalifolia) o presentaron
dormicion que podria ser del tipo fisiologica
(A. splendens, A. pinnatifida y A. magellanica),
al igual que las asteraceas Haplopappus
Qlutinosus y Grindelia anethifolia. Las semillas
de Baccharis linearis (Asteraceae), al igual
que las de otras congéneres, no presentaron
dormicién (Gomes and Fernandes 2002; Garcia
et al. 2006; Dayrell et al. 2017). La ausencia de
mecanismos de dormicion también se registro
en especies de Oenothera (RBGK 2008; Baskin
and Baskin 2014), en coincidencia con lo
observado en O. odorata. Sin embargo, para
corroborar la hipoétesis alternativa de que las
relaciones filogenéticas estan condicionando
los mecanismos de dormicion es necesario
llevar a cabo estudios que incluyan un mayor
numero de especies y familias.

Es necesario conocer los tratamientos pre-
germinativos para romper la dormicion y los
requerimientos de germinacién para poder
propagar la mayor cantidad de plantas
en un tiempo reducido y asi optimizar el
periodo de crecimiento y la propagacion
ex situ (Rovere 2006). Es deseable obtener
valores altos de germinacion en un periodo
de tiempo corto, en especial en los taludes,
donde la disponibilidad de agua es baja y
la germinacion temprana es ventajosa para
colonizar rapidamente el espacio y aprovechar
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los recursos (Bochet et al. 2010). Nuestro
estudio aporta resultados valiosos sobre los
requerimientos eco-fisiologicos de especies
nativas de estepa y bosque que colonizan
los taludes viales de estas areas del noroeste
patagodnico. Sobre la base de las distintas
variables estimadas en grupos de semillas
sometidas a diferentes tratamientos pudimos
separar a las especies sin dormicién (con alta
tasa de germinacion sin tratamientos previos),
constituido en su mayoria por las especies
que en el analisis multivariado identificamos
como grupo 1 (Baccharis linearis, Eryngium
paniculatum y Oenothera odorata) (Chichizola
etal. 2018; Chichizola et al. 2019b) de aquellas
especies cuyas semillas presentaron algtin
tipo de dormicion: grupo 2 (G. anethifolia,
H. glutinosus y Phacelia secunda), grupo 3 (A.
splendens y Anemone multifida) y grupo 4 (A.
pinnatifida). Las diferencias entre estos tiltimos
grupos radicaron en los tiempos medios de
germinacion e inicio de la germinacion.

En cuanto a las especies que no presentaron
dormicidn, las condiciones de temperatura
seleccionadas en nuestro trabajo indujeron
valores similares de germinacion de A.
ovalifolia, pero en menor tiempo (22 dias) que
en estudios previos (91 dias con temperatura
alternada de 21/5 °C y constante de 21 °C)
(RBGK 2008). Baccharis linearis tuvo un
alto porcentaje de germinacién tanto sin
tratamientos pre-germinativos (96%) como
al ser las semillas tratadas con agua caliente
(91%) (Doll et al. 2013), valor que bajé cuando
las semillas fueron estratificadas en hiimedo
-fria (este estudio: 76%) (Doll et al. 2013: 46%
con 60 dias a 4-6 °C). Concluimos que estas
especies no precisan de tratamientos pre-

germinativos para germinar en condiciones
de temperatura y humedad adecuadas (Tabla
2).

El resto de las especies estudiadas (A.
pinnatifida, A. multifida, H. glutinosus, G.
anethifolia, P. secunda 'y A. splendens) mostraron
mecanismos de dormicién en sus semillas,
con algunos casos en que la aplicacién
de los tratamientos pre-germinativos
seleccionados pudo romperla y aumentar
o0 acelerar la germinacion. La escarificacion
mecanica rompio la dormicién y promovio la
germinacion de las semillas en A. pinnatifida 'y
A. multifida. En A. pinnatifida, la escarificacién
aumento la germinacion un 12% con respecto
al control, pero aun asi, el valor se mantuvo
demasiado bajo (19%) como para utilizar
este tratamiento en la propagacién eficiente
de esta especie. En otro estudio, las semillas
de esta especie estratificadas (3 meses a 4 °C)
germinaron solo en un 6% (sin germinaciéon
en el control) (Cavieres and Sierra-Almeida
2018). Sugerimos aplicar escarificacion
mecanica para romper la dormicién (Tabla
2), pero es necesario realizar mas estudios
dado sus bajos valores de germinacién. En
el caso de A. multifida, las investigaciones
sobre esta y otras especies del género
determinaron que la dormicién seria del tipo
morfofisiologica (Ernst 1983; Verheyen and
Hermy 2004; Luna et al. 2008; Ge et al. 2020).
En A. rivularis y A. nemerosa se reportd que la
germinacion no aumento significativamente
post-estratificacion (Ernst 1983; Verheyen and
Hermy 2004; Ge et al. 2020), mientras que en
A. multifida (EEUU), el 60% de las semillas
germind luego de 6 meses de almacenamiento
y 120 dias de estratificacion (Luna et al. 2008),

Tabla 2. Pre-tratamientos germinativos recomendados para la propagacion de las especies nativas estudiadas, en base
al porcentaje de germinacion, el inicio de germinacion y el tiempo medio de germinacion. EM: escarificacion mecanica;

EHF: estratificaciéon hiimeda-fria.

Table 2. Recommended germination pre-treatments for the propagation of the studied native species, based on
germination percentage, germination initiation and mean germination time. EM: mechanical scarification; EHF: cold

wet stratification.

Especie

Sin tratamiento

Acaena magellanica
Acaena ovalifolia X
Acaena pinnatifida
Acaena splendens
Anemome multifida
Baccharis linearis
Eringium paniculatum
Grindelia anethifolia
Haplopappus glutinosus
Oenothera odorata

X X X X X X

Phacelia secunda

Tratamiento
EM EHF
X
X
X
X
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un valor similar al obtenido en nuestro trabajo
sin estratificacion. En el presente trabajo, la
germinacién aumenté notoriamente con la
escarificacion mecanica (59 a 91%), por lo que
concluimos que las semillas de esta especie
tienen dormicion fisica y sugerimos aplicar
este tratamiento para romperla (Tabla 2).

Entre las especies cuyas semillas presentaron
dormicion, pero no pudimos identificar de qué
tipo, ya que los tratamientos aplicados no
fueron efectivos, encontramos a H. glutinosus,
G. anethifolia, P. secunda (Chichizola et al.
2019b) y Acaena splendens. Las semillas de otras
especies del género Haplopappus presentaron
dormicidn fisiolégica y requirieron una
estratificacion himeda-fria para romper la
dormicién e incrementar la germinacién;
por ejemplo, H. squarrocus, H. discoideum, H.
racemosa (Baskin and Baskin 2014), H. scaposus
y H. pulchellus (Doll et al. 2013). En el caso de
H. scaposus, la estratificacion se realizd a 4-6 °C
durante 60 dias. En nuestro estudio se observo
una tendencia a incrementarse la germinacion
en semillas estratificadas, ademas de adelantar
y acelerar la germinacién (Tabla 1). Es
probable que un periodo de estratificacion
mas prolongado favorezca la germinacion
de H. glutinosus. En G. anethifolia se observo
la misma tendencia que en H. glutinosus en
semillas estratificadas. Grindelia squarrosa
presentd dormicion del tipo fisiologica,
incrementandose la germinacion en semillas
estratificadas durante 90 dias (Tilley and
Pickett 2021). En G. comporum se reporté un
porcentaje de germinacion del 75% de semillas
estratificadas a 8 °C durante solo 4 dias, con
posterior incubacion a una temperatura 10/
20 °C (Zafar et al. 1994). Las semillas de P.
secunda precisaron un prolongado periodo de
estratificacion para aumentar la germinacién
al 80% (Arroyo et al. 1999). En nuestro
estudio, un alto porcentaje de las semillas
estratificadas, pero que no germinaron, eran
viables, mostrando que probablemente estas
semillas precisaban un periodo mas extenso
de estratificacion. En sintesis, H. glutinosus,
G. anethifolia y P. secunda podrian tener una
dormicién del tipo fisiologica que podria
romperse con las condiciones adecuadas de
estratificacién, no dadas en nuestro estudio.
Sugerimos no aplicar ningtin pre-tratamiento
germinativo y continuar investigando los
requerimientos de germinacion en estas tres
especies (Tabla 2).

Sibien los tratamientos pre-germinativos no
aumentaron la germinacion de A. splendens con
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respecto al control, la estratificacion humeda-
fria adelantd y acelerd la germinacion. En otro
estudio, semillas estratificadas a 4 °C durante
90 dias germinaron un 70% (Cavieres and
Sierra-Almeida 2018), valor cercano al
obtenido en nuestro trabajo (62%). Dado que
el tratamiento de estratificaciéon disminuyo
significativamente el inicio de germinacién y
aceler6 la germinacion en 20 dias con respecto
al control, podemos sugerir la aplicacion de
este pre-tratamiento (Tabla 2).

Por ultimo, la calidad de las semillas
afecta el potencial de germinacion y es
una restriccion importante al momento de
realizar practicas de siembra en planes de
rehabilitacion (Suarez-Esteban et al. 2018), por
lo que debe considerarse durante su cosecha
y acondicionamiento pre-siembra. Luego de
los ensayos de germinacion encontramos un
alto porcentaje de semillas vanas en todas las
asteraceas, en A. magellanica y en O. odorata, o
danadas por insectos en A. splendens. Antes de
las siembras recomendamos realizar pruebas
no destructivas de viabilidad de las semillas,
por ejemplo mediante el método de flotacion
(Varela and Arana 2011).

En sintesis, en este trabajo identificamos a
A. ovalifolia (bosque), B. linearis, E. paniculatum
y O. odorata (todas de estepa) como especies
promisorias para propagar, a fin de ser usadas
en la revegetacion de taludes. Estas especies
tienen semillas no dormantes y con altas
tasas de germinacion bajo las condiciones
de temperatura y fotoperiodo utilizadas en
este estudio. Ademas de ser colonizadoras de
ambientes disturbados, B. linearis y O. odorata
son fitorremediadoras, caracteristica destacada
para sanear suelos contaminados (Menares et
al. 2017; Gazituia et al. 2021; Ginocchio et al.
2021). Por otro lado, las semillas de A. multifida
presentan dormicion del tipo fisica, que se
puede romper con una simple escarificacion
mecanica). Los demas resultados de este
trabajo constituyen una base para futuras
investigaciones que intenten determinar el
tipo de dormicién y el mejor protocolo para
cada especie antes de su siembra ex situ o in
situ dentro de los planes de revegetacion de
areas degradadas en esta region.
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