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Se estudi6 la respuesta germinativa de semillas envejecidas de Crotalaria spectabilis, Macroptilium atropurpureum
y Mimosa invisa en condiciones de estrés caldrico (25-35°C 6 25-40°C) y sometidas a tratamientos pregerminativos
de escarificacion (4cida y térmica) y de hidratacién parcial en agua o en soluciones osméticas (polietilenglicol 6000).
La combinacion mas econdmica, escarificacién térmica (agua 80°C durante 2') mas hidratacion-deshidratacién en
agua (6 y 48 horas, respectivamente, a 30°C), fue un procedimiento adecuado para incrementar la germinacién y la
emergencia final de las plantulas en las tres especies, con relacion a las semillas sometidas solamente a los
tratamientos tradicionales de escarificacion acida o térmica. También la aplicacion combinada de los tratamientos
indujo la termotolerancia en los cultivares, lo que fue mayor en M. invisa a 25-40°C.
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The germinative response of aged Crotalaria spectabilis, Macroptilium atropurpureum and Mimosa invisa seeds
was tested under heat stress conditions (25-35°C or 25-40°C) and exposition to pregerminative acid and heat
scarification and partial hydration in water or osmotic solution (polyethylene glycol 6000). The most economic
combination, heat scarification (water at 80°C for 2') with hydration-dehydration in water (6 and 48 hours, respectively,
at 30°C), was an appropriate procedure to increase the final germination and seedling emergence in the three
species, as compared to the seeds subjected only to traditional treatments of acid and heat scarification. The
combined application of the treatments also induced thermotolerance in the cultivars which was higher in M. invisa at

25-40°C.
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La aplicacién de tratamientos pregerminativos,
como los de escarificacion térmica o acida, forma
parte de la metodologia tradicional agricola para
incrementar y acelerar la germinaciéon de las
semillas frescas de leguminosas que tienen
dormancia exdgena por impermeabilidad de las
cubiertas seminales al agua (Nikolaeva, 1982). Sin
embargo, cuando estos tratamientos se aplican a
las semillas envejecidas pueden afectar
considerablemente su viabilidad (Potsov, 1976;
Gonzalez y Mendoza, 1999), debido posiblemente
al dafio en las membranas celulares (McDonald,
1999).

Los tratamientos fisiologicos de hidratacion-
deshidratacion constituyen una ecotecnologia de
bajos insumos que ha probado ser adecuada para
incrementar, acelerar y sincronizar la germinacion
de las semillas frescas y envejecidas de muchos
cultivos (McDonald, 2000; Sanchez, Orta y Mufioz,
2001). Estos procedimientos consisten, funda-
mentalmente, en la inmersion de las semillas en
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agua o en soluciones osmoéticas durante cierto
tiempo, con deshidratacion previa a la siembra o sin
ella. Se basan en la correlacion que se establece
entre los contenidos de humedad que alcanzan las
semillas y la secuencia de eventos bioquimico-
fisiolégicos que se activan en estas durante su
patron trifasico de adsorcion de agua (Bewley,
1997).

Evidentemente la aplicacion efectiva de los
tratamientos de hidratacion parcial en las semillas
duras de leguminosas debe estar precedida de un
tratamiento de escarificacion que permita el
intercambio de agua entre las semillas y el medio
(Orta, Pozo, Pérez y Espinosa, 1983). En el
presente trabajo se examind la respuesta
germinativa de semillas envejecidas de Crotalaria
spectabilis, Macroptilium atropurpureum (Moc &
Sessé) Urb., y Mimosa invisa a la combinacién de
tratamientos de escarificacion (acida y térmica) con
los de hidratacion parcial en agua o en soluciones
osmdticas.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las semillas fueron
suministradas por la Estacion Experimental de
Pastos y Forrajes “Indio Hatuey”, Matanzas, Cuba.
La recoleccion de M. invisa y M. atropurpureum se
realizé en 1974 y 1975, respectivamente. Las
semillas de C. spectabilis se recolectaron en 1984,
Todas las semillas se almacenaron en cdmaras con
altas fluctuaciones de humedad y temperatura. Las
semillas intactas (control) de C. spectabilis y M.
atropurpureum presentaron una germinacion entre
1y 3 %,y M. invisa no germiné. El contenido de
humedad se determin6 mediante el secado durante
17 horas en una estufa mantenida a 103 + 2°C
(ISTA, 1999).

Disefio y tratamientos. Se aplicé un disefio de
clasificacién simple con arreglo factorial y cinco
réplicas (25 semillas cada una) para estudiar la
germinacion de las semillas sometidas a diferentes
tratamientos pregerminativos y condiciones de
estrés caldrico del sustrato. Se aplicaron dos
tratamientos de escarificacion: agua a 80°C durante
2'y H,SO,4 al 96 % durante 5', que se combinaron
con cinco tratamientos de hidratacion parcial: uno
en agua y cuatro en soluciones de polietilenglicol
6000 (PEG). El tratamiento no osmotico se realizd
mediante la hidratacion de las semillas en agua
destilada durante 6 horas a 30°C; esta temperatura
se corresponde con el rango superior del
termoperiodo 6ptimo (25-30°C) para la germinacién
de las especies estudiadas, segun Mufioz, Barbara
y Sanchez, J. A. (datos sin publicar). La
deshidratacion se llevo a cabo al aire durante 48
horas hasta alcanzar aproximadamente el
contenido de humedad inicial de las semillas (7-14
% sobre la base de la masa fresca).

El potencial hidrico de las soluciones de PEG (-
0,27; -0,41; -0,77 y -1,22 MPa) a 25°C se calcul6
por la ecuaciébn propuesta por Hardegree vy
Emmerich (1990) y la hidrataciébn osmotica se
efectué por el método tradicional sugerido por
Heydecker, Higgins y Gulliver (1973), que consistio
en la imbibicién de las semillas en las respectivas
soluciones durante 48 horas a 25°C. La
deshidratacion fue similar a la del tratamiento no
osmotico.

Las pruebas de germinacién de las semillas
tratadas o no tratadas se realizaron en dos
temperaturas alternas del sustrato (25-35°C y 25-
40°C) y bajo Iluz blanca fluorescente. El
termoperiodo empleado fue de 8 horas para la
temperatura mas elevada y de 12 horas para 25°C,
con una transicion entre ambas de 4 horas. Esto se
logré colocando las semillas en placas Petri (9 cm
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de diametro) sobre papel de filtro humedecido con
agua destilada estéril e incubandolas en camaras
de crecimiento (Gallenkamp, Londres) equipadas
con lamparas fluorescentes de 40 W situadas a 20
cm del nivel de las placas. El fotoperiodo fue de 8
horas-luz y coincidié con el termoperiodo de mayor
temperatura.

Variables estudiadas. El conteo de la
germinacion se realizé diariamente durante 7 dias.
Se determiné el porcentaje de germinacion final, la
velocidad de germinacion (expresada en el tiempo
para alcanzar el 10 % de germinaciéon en la
muestra, Tyi) Y el porcentaje de emergencia final
(primera sefal visible de los cotiledones).

Andlisis de los datos. Se hizo independiente-
mente para cada especie. Las variables expresadas
en porcentajes se transformaron en arc sen V% y
se procesaron por ANOVA factorial (tratamiento
pregerminativo x temperatura). En C. spectabilis los
datos de la velocidad de germinacion y el
porcentaje de emergencia final se analizaron por
medio de un ANOVA de clasificacion simple. Los
valores retransformados de los porcentajes
aparecen en las tablas y figuras.

RESULTADOS Y DISCUSION

La germinacion de C. spectabilis no se afectd
significativamente por la temperatura del sustrato,
ni por la interaccion de este factor con el
tratamiento pregerminativo (P>0,05). En cambio, el
factor principal tratamiento pregerminativo influy6
significativamente en su respuesta germinativa
(tabla 1). Los mayores porcentajes de germinacion
final, en ambas temperaturas de siembra, se
obtuvieron con el tratamiento pregerminativo T6
(escarificacion térmica mas un ciclo de hidratacién-
deshidratacion en agua). No obstante, los
resultados alcanzados con el procedimiento T6 no
mostraron diferencias significativas con los de los
tratamientos T3 y T4 (escarificacion acida mas un
ciclo de hidratacion-deshidratacion en agua y
escarificacion térmica, respectivamente) (fig. 1). Los
porcentajes de germinacion con los tratamientos
pregerminativos T1, T2 y T5 (escarificacion acida,
escarificacion acida mas hidratacion parcial en
PEG, y escarificacion térmica mas hidratacion
parcial en PEG, respectivamente) fueron significati-
vamente inferiores a los alcanzados con los
tratamientos anteriormente sefialados. Al parecer,
la escarificacion acida en combinacion o no con la
hidratacion parcial en PEG resulté menos adecuada
para incrementar la germinacion en las semillas
envejecidas.
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Tabla 1. ANOVA para los factores estudiados en C. spectabilis.

(A)

Fuente de variacion (F)

Tratamiento

Variable dependiente L Temperatura Interaccion
pregerminativo
Germinacion 4,0* 2,0 0,5
(B) Germinacion Velocidad Emergencia
Temperatura/Tratamiento® (%) (dias) (%)
25-35°C T1 9,3 6,3
T2 8,0 6,6
T3 10,6 3,8 10,0
T4 12,0 1,3° 10,6
T5 6,6
T6 13,3 1,5° 10,6
25-40°C T1 2,6
T2 53 53
T3 9,3 8,0
T4 6,6
T5 6,6
T6 14,6 1,5° 9,3
ES(%) 1,0 0,6 0,7

" T1: escarificacion acida; T2: T1 + hidratacién parcial en PEG (-0,77 MPa); T3: T1 + hidratacién parcial
en agua; T4: escarificacion térmica; T5: T4 + hidratacion parcial en PEG (-0,77 MPa); y T6: T4 +

hidratacion parcial en agua

a,b Medias con letras diferentes, en la misma columna, difieren a P<0,05 (Duncan, 1955)

* P<0,05

Sin embargo, al comparar los resultados con
relacién al control (semillas intactas, 1% de
germinacion) se evidencié que la escarificacion, en
combinacion o no con los tratamientos de
hidratacion parcial, fue apropiada para incrementar
la germinacién. Por otra parte, los resultados con
los tratamientos pregerminativos de escarificacion,
en combinacion con los de hidratacion parcial en
soluciones de polietilenglicol de -0,27; -0,48 y -1,22
MPa, fueron significativamente inferiores a los que
se obtuvieron con las soluciones de -0,77 MPa en
todas las especies y en cualquier variable
analizada, por lo que no se incluyeron en el
andlisis.

La velocidad de germinacion en las semillas de
C. spectabilis siguid un comportamiento similar al
porcentaje de germinacion (tabla 1); la germinacion
mas rapida se alcanzd con los tratamientos T4 y
T6, que lograron disminuir a menos de 2 dias el
tiempo necesario para alcanzar el 10% de
germinacion en la muestra. Sin embargo, el
porcentaje de emergencia final no difirid significati-
vamente entre los tratamientos, aunque existié una
tendencia a incrementarse con T3, T4 y T6 (tabla
1). Se conoce que la velocidad de germinacién esta
correlacionada positivamente con una emergencia
rapida en condiciones de campo y con un mayor
desarrollo de las plantulas en especies de interés

agricola (Czabator, 1962; Bonner; 1998; Sanchez,
Calvo, Mufioz y Orta, 1999). Por consiguiente, tales
evidencias demuestran la importancia practica que
tiene el incremento de la velocidad de germinacién
alcanzado con los tratamientos pregerminativos.

En las semillas de M. atropurpureum todas las
variables analizadas se afectaron significativamente
por la aplicacion de los tratamientos preger-
minativos (P<0,05) y la interaccion de este factor
con la temperatura no fue significativa (tabla 2). Los
mejores resultados en el incremento de la
germinacion y la emergencia (fig. 2) se obtuvieron
cuando los tratamientos de escarificacion &cida o
térmica se combinaron con los de hidratacién
parcial (T2, T3 y T6), aunque en la variable
germinacion final los resultados obtenidos con los
procedimientos antes sefialados no mostraron
diferencias significativas con los de escarificacion
acida y térmica (T1 y T4, respectivamente). En
general, los efectos logrados en la emergencia final
de las plantulas demuestran el sinergismo que
establece la combinacién de estos métodos para
mejorar el establecimiento de las plantas, cuando
se compara con los tratamientos tradicionales de
escarificacion. También los efectos en el porcentaje
de germinacién pueden considerarse satisfactorios,
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si se comparan con el 3% alcanzado en las semillas
intactas.

Resultados similares obtuvieron Orta et al.
(1983) en esta misma especie al utilizar la
combinacion de escarificacion &cida con hidratacion
parcial de las semillas en soluciones de PEG. La
efectividad de los tratamientos de hidratacion-
deshidratacién para revigorizar las semillas ha sido
comprobada en diversos cultivos. Al parecer los
referidos procedimientos no sélo promueven los
mecanismos reparadores de DNA, proteinas,
lipidos y membranas, sino también activan los
mecanismos  antioxidantes, eliminadores de
radicales libres (Kester, Geneve y Houtz, 1997
Bailly, Benamar, Corbineau y Céme, 1998; 2000).
El incremento de la actividad antioxidante en las
células evita fundamentalmente la peroxidacion
lipidica y con ello el envejecimiento de las semillas
(McDonald, 1999; 2000).

Germinacion (%)
16

12 -
ab

TL T2 T3 T4 T5 T6

a,b Medias con letras distintas difieren a P<0,05
(Duncan, 1955)

Fig. 1. Efectos combinados de los tratamientos de
escarificacion con los de hidratacion parcial en
la germinacion de C. spectabilis. T1:
escarificacion acida; T2: T1 + hidratacién parcial
en PEG (-0,77 MPa); T3: T1 + hidratacion
parcial en agua; T4: escarificacion térmica; T5:
T4 + hidratacion parcial en PEG (-0,77 MPa), y
T6: T4 + hidratacion parcial en agua.

Por ultimo, M. invisa fue la Unica especie que
mostré interaccién altamente significativa entre los
factores estudiados para el portentaje de
germinacion y de emergencia final (tabla 3). Todos
los tratamientos pregerminativos fueron adecuados
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para incrementar ambos procesos con relacién a
las semillas no tratadas o intactas (no germinaron).
Pero s6lo cuando el estrés cal6rico del sustrato se
hizo mas severo, se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos de esca-
rificacion (térmica y é&cida) y la combinacién de
procedimientos (tabla 3). Esto es un resultado
sumamente interesante, debido a que las
condiciones de estrés son las que encuentran las
semillas con mayor frecuencia cuando llegan al
suelo (Khan, 1992; Bradford, 1995; Bonner, 1998).
Igualmente, se demostré que los tratamientos
pregerminativos de hidratacién-deshidratacion en
esta especie no sOlo activaron el aparato
metabdlico relacionado con la germinacién, sino

también estimularon numerosos procesos
bioguimico-fisiolégicos de tolerancia al estrés
ambiental (Henckel, 1982), que permanecen

latentes en condiciones ambientales &ptimas
(Heydecker, 1977). Efectos similares se han
obtenido en diferentes hortalizas y arboles
forestales pioneros cuando las semillas se someten
a tratamientos de hidratacion parcial previamente a
su siembra en condiciones ecolégicas adversas
(McDonald, 2000; Sanchez, 2000; Sanchez, Mufioz
y Fresneda, 2001). Bradford (1986) también sugirié
que una medida de la efectividad de los
tratamientos de hidratacidon-deshidratacién podria
ser la capacidad de germinacion de las semillas
sometidas a un potencial de agua reducido y a
temperaturas adversas.

En general, los resultados en M. invisa con los
tratamientos de escarificacion demostraron que el
principal problema para su germinacién, en
condiciones de laboratorio, se debe a la fuerte
impermeabilidad de su cubierta seminal, que al
mismo tiempo le permite evitar el intercambio de
humedad con el ambiente de almacenamiento y
tener un alto porcentaje de germinacion final a
pesar de haber sido cosechada en 1974 vy
almacenada en condiciones desfavorables para la
viabilidad de sus semillas.

En conclusiébn, en las tres especies la
escarificacion térmica mas hidratacién parcial en
agua, la combinacién mas economica, resulté un
procedimiento adecuado para mejorar la Fermi-
nacion y la emergencia de las plantulas. Ademas, la
combinaciéon de tratamientos increment6 la
termotolerancia en los tres cultivares, lo que fue
mas evidente en M. invisa a 25-40°C.
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Tabla 2. ANOVA para los factores estudiados en M. atropurpureum.

(A) Fuente de variacion (F)
Variable dependiente Tratam_lent_o Temperatura Interaccion
pregerminativo
Germinacion 6,0* 0,9 0,3
Velocidad 5,8* 1,2 0,1
Emergencia 4,2* 0,3 0,4
(B) Germinacion Velocidad Emergencia
Temperatura/Tratamiento:L (%) (dias) (%)
25-35°C T1 22,6 14 14,6
T2 25,3 0,5 21,3
T3 25,3 0,6 25,3
T4 14,6 14 12,0
T5 13,3 0,8 10,6
T6 17,3 0,7 16,0
25-40°C T1 16,0 1,8 13,3
T2 26,6 0,5 25,3
T3 22,6 0,5 18,6
T4 17,3 11 12,3
T5 13,3 0,8 53
T6 18,3 0,7 16,0
ES(+) 1,4 0,1 1,7

* T1: escarificacion acida; T2: T1 + hidratacion parcial en PEG (-0,77 MPa); T3:T1 + hidratacién
parcial en agua; T4: escarificacion térmica; T5: T4 + hidratacién parcial en PEG (-0,77 MPa); y
T6: T4 + hidratacion parcial en agua

* P<0,05
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Fig. 2. Efectos combinados de los tratamientos de escarificacién con los de hidrataciéon parcial en la
germinaciéon y emergencia de M. atropurpureum.

a, b Medias con letras distintas difieren significativamente P<0,05 (Duncan, 1955)
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Tabla 3. ANOVA para los factores estudiados en M. invisa.

(A) Fuente de variacion (F)
Tratamiento

Variable dependiente S Temperatura Interaccion
pregerminativo
Germinacién 10,0 *** 3,0* 6,2%*
Velocidad 1,9 2,3 0,4
Emergencia 20,5 *** 23,1 *x* 15,6 ***
(B) Germinacién Velocidad Emergencia
Temperatura/Tratamiento1 (%) (dias) (%)
25-35°C T1 97,3° 0,3 97,3°
T2 98,67 0,3 97,3°
T3 80,3° 03 77,6
T4 98,6% 0,3 98,6°
T5 98,6° 0,3 96,0%
T6 98,6° 0,3 97,3°
25-40°C T1 90,5° 0,5 62,6°
T2 97,3% 0,3 97,3%
T3 93,3% 03 81,3"
T4 920,2%° 03 84,0°
T5 98,6° 0,3 98,6°
T6 98,6° 0,3 96,0°
ES(2) 1,5 0,0 3,3

" T1: escarificacién acida; T2: T1 + hidratacién parcial en PEG (-0,77 MPa); T3: T1 + hidratacion
parcial en agua; T4: escarificacion térmica; T5: T4 + hidratacion parcial en PEG (-0,77 MPa); y

T6: T4 + hidratacion parcial en agua

a,b,c Medias con letras diferentes, en la misma columna, difieren a P<0,05 (Duncan, 1955)
***P<0,001

* P<0,05 *pP<0,01
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