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RESUMEN.

Dipsacus fullonum (carda) es una maleza muy invasora. Se la suele encontrar en una
amplia variedad de suelos, prefiriendo aquellos con alta humedad y pobremente
drenados, tolerando muy bien las lluvias excesivas de primavera. Sus habitats
predominantes son campos, pasturas, costados de rutas y caminos, zanjas, terrenos
perturbados por el hombre, banquinas, vias y bordes de alambrados. El desarrollo de
practicas de manejo sustentables de malezas requiere de la comprension de los
procesos biologicos que regulan la salida del estado de dormicién y la germinacion de
las semillas. En la actualidad, no se conocen los requerimientos que esta especie tiene
para reducir el nivel de dormicioén primaria y asi terminar el estado de dormicion, ni
la naturaleza de este estado. Por esta razon, se busca comprender ambos procesos.
Dentro de este marco teérico se evalud: i) el rol de las cubiertas sobre la dormicion de
esta especie mediante la aplicacion de diversos tratamientos y ii) la influencia de
distintas temperaturas y tiempos de almacenamiento sobre la salida de la dormicion.
Fue posible concluir que D. fullonum presenta dormicion fisiologica, siendo la causa
la presencia de cubiertas seminales que ejercen un efecto inhibitorio sobre la
germinacion y no la existencia de un embrion subdesarrollado. Las cubiertas actian
principalmente sobre el Balance Hormonal en la relacion entre ABA/GA. Seria
posible estimar que tratamientos como escarificacion mecanica y quimica lesiones
sobre el embrion; mientras que estimulantes quimicos y hormonales promovieron la
germinacion. El embridon se encontraba completamente desarrollado; ya que tras la
escision embrionaria, se observdé un 100% de germinacion. Asimismo; las semillas

poseian requerimientos de tratamientos pre-germinativos; Chilling (estratificado en



frio) y After-ripening (post-madurado a 15 y 20°C). Los méaximos porcentajes de
germinacion se obtuvieron luego de 8 semanas de estratificado en frio (58%) y luego
de 12 semanas de post-madurado en seco a 15°C (55%). Periodos de tiempo mayores
0 menores; o temperaturas mas elevadas pudieron causar el ingreso en un estado de

dormicion secundaria.



INTRODUCCION.

Descripcion de Dipsacus fullonum.

Dipsacus fullonum L. (carda/carda silvestre) pertenece a la familia Dipsacaceae. El
género Dipsacus comprende unas 15 especies originarias de Europa, Asia y Noreste
de Africa; que se han naturalizado en varias provincias argentinas (Burkart, 1957) y
en América del Norte (Bentivegna, 2008). Es una maleza muy invasora (Dimitri,
1985); se la suele encontrar en una amplia variedad de suelos; prefiriendo aquellos
con alta humedad y pobremente drenados, tolerando muy bien las lluvias excesivas de
primavera (Cullen, 2003). Sus hébitats predominantes son campos, pasturas, costados
de rutas y caminos, zanjas, terrenos perturbados por el hombre (Di Tomaso, 2013),
banquinas, vias y bordes de alambrados (Ghersa y Leon, 1999). Una serie de trabajos
destacan su capacidad invasora y su gran plasticidad adaptativa a diversos tipos de
suelos y condiciones ambientales. (Snow, 1953, Hauser, 1963, Helliwell, 1996,
Ryder, 1996, Valle Gutiérrez, 1996, Cullen, 2003, Burguefio, 2005, Bentivegna,
2006, Rector et al., 2006, Grismado, 2007, Busso, 2013). Esto se debe principalmente
a la expansion horizontal de las hojas de la roseta produciendo sombreado del suelo,
las espinas en sus hojas y tallos y una raiz pivotante profunda (Werner, 1972,
Bentivegna, 2008). Adicionalmente; D. fullonum tolera elevados niveles de salinidad
en el suelo (Beaton y Dudley, 2004; 2013). Las rosetas ya establecidas exhiben hojas
de una gran extension, que cubren el suelo reduciendo el espacio y luz disponible

para el establecimiento de otras especies (Rector et al., 20006).
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En estudios taxonoémicos realizados, se encuentra el uso del binomio D. sylvestris
Hudson (en América del Norte), y D. fullonum L. (en Europa y Asia), para la “carda”
o “cardo silvestre”. Por otro lado, el binomio D fullonum y D. sativus se utiliza para
la “carda de cardar” o “carda cultivada” en América del Norte y Europa - Asia,
respectivamente (Werner, 1975¢). Ferguson y Brizicky (1965) discutieron dicho
problema y concluyeron que D.fullonum L. es el nombre adecuado para la “carda”.
Diversos autores como Werner (1975¢), Tophman (1968) y Dimitri (1985),
concuerdan que el origen del nombre Dipsacus proviene del griego; Dipsakos; y éste
de dipsa: “sed”. En efecto, esta planta recoge agua en las axilas de las hojas
inferiores; formando una pequefia “taza”. Ademas, se solia creer que esas gotas de
agua tenian propiedades cosméticas (Tophman, 1968). Diversos autores concuerdan
que su introduccion en el territorio Americano fue accidental, junto con la “carda de
cardar” (D. sativus); una especie cultivada para usar sus cabezuelas secas durante el
procesamiento de la lana (Hauser, 1963, Werner, 1975¢, Busso, 2013); cuyo uso
actualmente es obsoleto. También se las emplea para arreglos florales (DiTomaso,
2007), armado de juguetes, por insectos que recolectan polen y néctar y para prevenir
la erosidon en aquellos lugares donde no hay vegetacion de cobertura (Werner, 1972;
1975c). Sin embargo, son especies altamente competitivas, con la capacidad de
formar matas densas. Dichas plantas, por la presencia de espinas y su gusto amargo,

no sirven como alimento para los animales (DiTomaso, 2007).

El género Dipsacus comprende plantas herbaceas bienales, de 0,5 — 2 m de altura,
provistas de espinas sobre el tallo y hojas. Presenta hojas basales arrosetadas,

caulinares sésiles (Cabrera, 1978). Posee una gruesa raiz pivotante, que generalmente
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supera los 75 cm de longitud (Werner, 1975¢). Las plantas permanecen en estado de
roseta hasta el desarrollo del tallo floral, esto ocurre cuando el crecimiento de la
roseta supera los 30 cm de diametro (Werner, 1975a); generalmente en el segundo
afio de vida (Di Tomaso, 2007). Desarrollan numerosas ramas laterales (Tophman,
1968), formandose una cabezuela floral terminal en cada rama. Por lo tanto, el
niamero total de inflorescencias por planta dependera del tamafio de la planta,
generalmente entre 3 y 9; con extremos entre 1 y 35 siendo estos casos poco
frecuentes (Werner, 1975c). Las flores son pequenas, de color lila, dispuestas en
capitulos cilindricos de 5-15 cm de largo, protegidas por bracteas mas cortas o mas
largas que el capitulo; paleas del receptaculo rigidas, curvadas en la extremidad
(Parodi, 1972). Segun observaciones descriptas por Werner (1975c¢), la maduracion
de las flores dentro de una cabezuela comienza formando un anillo central; que se
desplaza hacia arriba y hacia abajo; en lo que se conoce como “anillos de
maduracion”. Asimismo, fue posible determinar que la alogamia es la forma mas
comun de fertilizacion (Werner, 1975¢). El fruto es un aquenio, rectangular, de 3 -6
mm de longitud y 1 mm de ancho de color gris a marrén, que produce una Unica
semilla (D1 Tomaso, 2007). Cada planta produce aproximadamente un total de 3000
semillas. Las semillas alcanzan la madurez sobre la planta madre, y poseen un nivel
de germinacion entre el 30-80% dependiendo de las condiciones ambientales
(Werner, 1975b). La emergencia de las plantulas ocurre tanto en el otofio como en la
primavera (Bentivegna, 2008). Las semillas maduras caen en un 99.97% de los casos
a una distancia no mayor a 1,5 m alrededor de la planta madre (Werner, 1975b). Leo

et al. (2013) realizaron ensayos de germinacioén para evaluar los requerimientos de
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estratificacion; llegando a la conclusion de que D. fullonum no posee dichos
requerimientos para incrementar su nivel de germinacion. Este resultado concuerda
con los obtenidos por Beaton (2007) y Taylor (2009). Por otro lado, (Bentivegna,
2008) no encontro6 respuesta a las temperaturas alternadas como factor terminador de
la dormicion. En un ensayo realizado por Werner (1975c); las semillas germinaron
luego de 22 dias de estar flotando en agua destilada, sin registrarse pérdidas en su
viabilidad. Esta caracteristica les brinda la posibilidad de dispersion a lo largo de
grandes distancias en el agua. Su dispersion también se ve facilitada por el hombre,
animales y vehiculos. Como consecuencia de esto, se pueden formar nuevas areas de
desarrollo de esta especie alejadas de donde se encontraban originalmente
(Bentivegna, 2008). Ademas, las semillas pueden sobrevivir durante 6 afios
enterradas y una vez que la poblacion se ha establecido, pueden persistir por mas de
25 afos. A diferencia de los antecedentes mencionados, La Greca (2010); informo la
existencia de ciertos requerimientos para romper con el estado de dormicidén en
semillas de Dipsacus fullonum recolectadas en la Provincia de Buenos Aires. En
efecto, en ese estudio fue establecido que para terminar con el estado de dormicion se
requiere de la exposicion a temperaturas alternadas o a la luz. Ademas, al combinar
ambos factores; el total de semillas germinadas fue mayor. Fue propuesto que el rol
estimulante de las temepraturas alternadas y la luz vinculados con el incremento en la
biosintesis de Giberelinas (GA) y una menor sensibilidad al 4cido absicico (ABA).
Bajo condiciones de oscuridad o temperatura constante; las semillas no germinan; por

lo que es posible concluir que poseen dormicion. Estos requerimientos concuerdan
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con muchas otras especies malezas (Benech-Arnold et al., 2000; Batlla y Benech-

Arnold, 2010).

La infestacion del cultivo con malezas proviene mayormente de la emergencia de
plantulas desde el banco de semillas del suelo; (Spitters, 1989; Murdoch, 1998).
Muchas de las poblaciones de semillas de especies consideradas como malezas
presentan dormicion. La dormicion es un rasgo adaptativo que optimiza la
distribucion de la germinacion en el tiempo y en el espacio (Bewley y Black, 1994).
Es por este motivo, que la comprension de los procesos biologicos que regulan la
salida del estado de dormicion y la germinacion de las semillas de malezas contribuye
con el desarrollo de préacticas de manejo sustentable de estas poblaciones, tanto en
cultivos como en pastizales naturales (Bhowmick, 1997; Chauhan y Jhonson, 2008).
Una semilla con dormicién es aquella que no posee la capacidad de germinar en un
periodo de tiempo determinado bajo condiciones ambientales donde los factores
fisicos (i.e. temperatura, luz/oscuridad, humedad, etc.) sean los adecuados para esta
especie (Baskin y Baskin, 2004, Rouhi ef al., 2012a). A este estado se lo conoce
también como letargo, latencia. El momento en que se desencadenan los mecanismos
que permiten que el proceso de germinacion tenga lugar (i.e. cese del estado de
dormicidn) se deben principalmente al efecto de factores ambientales; como por
ejemplo, la luz, temperatura, nitratos o endogenos como las hormonas. La
temperatura es el factor ambiental més importante para la salida del estado de
dormicioén en especies templadas; la mayoria de las mismas requieren un periodo
invernal que permita la aliviacion del estado de dormicion como paso previo a la

germinacion (Baskin y Baskin, 1988). Schmidt (2000) reconoce diferentes grados de
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dormicidn; considerando en los extremos un nivel leve y en el opuesto un nivel mas
profundo; pudiendo verse modificado a lo largo del tiempo de vida de la semilla.
Diversos autores han realizado diferentes clasificaciones de este estado, muchas de
las cuales a pesar de poseer una denominacién diferente hacen referencia al mismo
estado fisiologico de las semillas. Una manera de clasificarla es segin el momento de
ocurrencia. Asi aparecen los términos dormicién primaria; como aquella que se
desarrolla durante la maduracion de la semilla en la planta madre antes de su
dispersion (Bewley, 1997); y dormicion secundaria; que ocurre luego de la dispersion
de la semilla, inducida por condiciones del medio ambiente desfavorables para la
germinacion. Un ejemplo de esto ocurre en las leguminosas; que germinan en forma
rapida; pero a medida que pasa el tiempo sus cubiertas vegetales se van endureciendo
(equivalente a dormicion fisica o dormicidén impuesta por cubiertas). Asimismo, las
semillas se vuelven sensibles a la incidencia de la luz debido a un periodo de tiempo
prolongado de oscuridad (Schmidt 2000). Anteriormente, Harper, (1957, 1977)
clasificd la dormicion en funcién del momento de desarrollo; en innata, inducida y
forzada. La dormicion innata es la que presentan las semillas al momento de su
dispersion, término equivalente a dormicion primaria. La dormicion inducida,
equivalente a dormicion secundaria, es aquella que presentan las semillas una vez que
han perdido la dormicion innata; se desarrolla como respuesta a algin factor
ambiental. Finalmente, la dormicion forzada se debe a que las condiciones
ambientales no son las adecuadas para la germinacion; se la conoce también como
dormicion condicional, quiescencia o no-dormicion. Otra forma de clasificacion

emplea como criterio la ubicacion del componente de la semilla responsable del
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estado de dormicion. Segun Bewley (1997), el estado de dormiciéon se debe a dos
causas principales; dormicion impuesta por las cubiertas o dormicidon exdgena de las
semillas, que son impermeables al pasaje de agua y oxigeno. La testa, o cubiertas
seminales, son un tejido de proteccion conformado por células muertas cuya funcioén
es envolver y proteger al embridn y al endosperma. Dicha restriccion impuesta por las
cubiertas debe ser superada por el embridon en crecimiento para poder germinar
(Wanya, 2010). Las causas principales son resistencia mecanica, impermeabilidad
fisica, inhibidores quimicos, sensibilidad a la luz; asociadas con las cubiertas
(Schmidt, 2000). En cuyo caso, si el embridon es aislado de dichas cubiertas podra
germinar correctamente. Los tratamientos principales para romper con el estado de
dormicidn son; escarificacion, agua caliente, altas temperaturas en seco, fuego, acido,
estratificacion en frio o en caliente, luz, algin compuesto quimico (Emery, 1987). En
segundo lugar, cualquier causa relacionada al embrioén; desde aquellos con un
desarrollo incompleto o inmaduro, presencias de inhibidores quimicos localizados en
el embridon, se la conoce como dormiciéon embrionaria o dormicion enddgena
(Schmidt, 2000). La forma mas reciente de clasificacion de dormicion es la propuesta
descripta por Baskin y Baskin (2004), quienes utilizaron como referencia el trabajo de
Nikolaeva er al.(1985). Dicha clasificacion fue realizada en base a las caracteristicas
de las cubiertas, morfologia del embridn y la respuesta fisioldgica a las condiciones
ambientales y de temperatura. Comprende cinco clases de dormicidon; dormicion
fisioldgica, dormicion morfologica, dormicion morfo-fisioldgica, dormicion fisica y
dormicion combinada, las cuales pueden contener niveles y tipos. Las semillas que se

encuentran con dormicién fisioldgica, estan imposibilitadas de germinar debido a
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alglin mecanismo fisiologico que puede ser interno del embridn, en las cubiertas de la
semilla, o del endosperma (Amen, 1968; Baskin y Baskin, 2004). En el caso de la
dormicién morfolédgica, el embridn se encuentra subdesarrollado, y necesita alcanzar
un tamafio o nivel de desarrollo especifico para poder germinar. El embrion necesita
un periodo de tiempo determinado, posterior a la dispersion de la semilla, bajo
condiciones favorables para poder crecer y germinar. No necesita de un tratamiento
especifico de ruptura de dormicion. La dormicion morfo-fisioldgica consiste en una
combinaciéon de las mencionadas recientemente. La dormicion fisica, se debe a la
impermeabilidad de las cubiertas de la semilla al pasaje del agua; que en muchas
ocasiones requiere de algun tipo de tratamiento para romper con el estado de
dormicidn y asi serd posible que se desencadenen los mecanismos de la germinacion.
Finalmente; la dormicidon combinada se caracteriza por dormicion fisiologica y escaso
desarrollo del embrion. Las semillas deben ser sometidas tanto a un tratamiento de
estratificacion para la imbibicion del agua y luego, algin tratamiento de ruptura de

dormicion fisioldgica para poder germinar (Baskin y Baskin, 2004).

Baskin y Baskin (2004) establecen como uno de los problemas mas comunes al
momento de realizar algliin trabajo de investigacion consiste en proveer de una
definicion y descripcion del tipo de dormicién de la especie en estudio. Hasta el
presente, se desconoce el tipo de dormicidon que presenta Dipsacus fullonum, los
requerimientos ambientales especificos para germinar o el efecto de las cubiertas.
Empleando como referencia el trabajo realizado por Finch-Savage y Leubner-
Metzger (2006) podemos asumir que las semillas de D. fullonum carecen de

dormicién o presentan dormicion fisiologica. En ese trabajo se presenta un arbol
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filogenético de las semillas basado en la morfologia interna del embrion y del
endosperma en semillas maduras de angiospermas. El orden Rubiaceae, al cual
pertenece D. fullonum, presenta el tipo de dormicién anteriormente mencionados.
Adicionalmente, establece para la familia Dipsacaceae, dormicion fisiologica y
morfo-fisioldgica. La dormicion fisiologica es la forma de dormicion mas abundante
tanto en semillas de gimnospermas como de angiospermas; asi como también en
bancos de semillas de regiones con climas templados (Finch-Savage, 2006). Baskin y
Baskin, (2004) diferencian tres niveles de dormicion fisiologica; profunda, intermedia
y leve o no-profunda. La dormicidon embrionaria y la dormiciéon por efecto de las
cubiertas son ambos componentes de la dormicion fisioldgica; y es la suma e
interaccion entre uno y otro lo que determina el nivel de la dormicion fisioldgica de la
semilla en su conjunto (Finch-Savage, 2006). La dormiciéon embrionaria se
caracteriza por un bloqueo que inhibe el crecimiento en extension, por lo que aun en
embriones que fueron removidos de las semillas estos no podran germinar. Por otro
lado, la dormicion inducida por las cubiertas se caracteriza por un bloqueo producido
por dichos tejidos; consecuentemente aquellos embriones a los que se les remuevan
las cubiertas podran desarrollarse y germinar normalmente si las condiciones
ambientales son las adecuadas. Finch-Savage y Leubner-Metzger (2006), explican
como algunas especies responden a diversos factores que llevan a una pérdida del
estado de dormicidn; el proceso de “post-madurado en seco” 6 “after-ripening”,
“estratificado en hiimedo™ ¢ “chilling”, o inclusive, aquellas especies que responden a
ambos. El primer factor hace referencia al almacenamiento de las semillas secas en

condiciones de oscuridad, durante un periodo de tiempo y una temperatura
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determinada; factores cuyos parametros varian entre las distintas especies y su nivel
de dormicién (Finch-Savage, 2006). Se caracteriza por una disminuciéon en la
concentracion y sensibilidad a ABA; y un incremento en la sensibilidad a las
giberelinas y a la luz; asi como también una amplicacion en el rango de temperaturas
para la germinacion de las semillas (Finch-Savage, 2006; Iglesias-Ferndndez et al.
2011). El chilling o estratificado en frio corresponde a semillas hidratadas
almacenadas a bajas temperaturas (entre 1 a 10°C) también en oscuridad, durante un
cierto periodo de tiempo. En muchos ambos casos, al finalizar la duracion del
tratamiento, las semillas expuestas a condiciones favorables germinan normalmente.
Dichos procesos de post-madurado y estratificado incrementan la sensibilidad a los
factores que estimulan la germinacion; y una ampliacion de la rango de tempertura de

germinacion (Iglesias-Fernandez, 2011).

Diversos autores consideran la dormicién como una caracteristica adaptativa que
aporta a la especie con ciertas ventajas al momento de establecerce. Entre ellas,
podemos nombrar; la prevencion de la germinacion bajo condiciones ambientales
desfavorables; especialmente para el posterior establecimiento de la plantula
(Schmidt, 2000, D'hondt et al., 2010, Hilhorst, 1995); quedando la germinacion
distribuida en el tiempo (Bewley, 1997). Esto suele ocurrir en situaciones en que al
momento de la germinacion las condiciones son temporalmente adecuadas para la
germinacion; sin embargo, se convertiran en condiciones muy duras para la
sobrevivencia de la joven plantula (Bonner, 1985; Baskin y Baskin, 1998). En
segundo lugar; se estima que la dormicidén busca maximizar la produccion de semillas

de la planta adulta resultante (D'hondt et al., 2010). D hondt et al. (2010) propusieron
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la proteccion de las semillas tanto del ataque de patdgenos fingicos; asi como
también una proteccion aportada por las cubiertas, a aquellas semillas que fueron
ingeridas por algiin animal, al pasaje a través del tracto digestivo de los mismos. Es
importante resaltar también el beneficio de la dormicidon con respecto a la formacion
de bancos de semillas; ventaja acompanada de una menor competencia ente plantas
de la misma especie (D'hondt, 2010). Aspecto a resaltar especialmente debido a la
caracteristica de la dispersion de las semillas en D. fullonum a una distancia no mayor
de 1,5 m de la planta madre (Werner, 1975b). Sin embargo, segin Bewley (1997), la
dormicidn de las semillas suele ser un aspecto negativo en las especies cultivadas por
el hombre, que requieren de una rapida germinacioén y crecimiento de la plantula.
Esto se debe a que semillas que no logran sobreponerse al estado de dormicién, no
podran germinar en conjunto en un periodo de tiempo determinado. No obstante, un
cierto nivel de dormiciéon es necesario para prevenir la germinaciéon de los granos
antes de la cosecha (Bewley, 1997) o durante su almacenamiento y transporte

(Schmidt, 2000).

Tratamientos pre-germinativos:

Son todas aquellas condiciones especiales o procedimientos necesarios de aplicar para
romper la dormicion de las semillas; previo a su germinacion. Su objetivo es alcanzar

un rapida y uniforme germinacion (Schmidt, 2000).

a) Estratificacion: se emplea para romper la dormicion fisiolégica. Se coloca la

semilla entre estratos que conservan la humedad, puede ser arena, turba, vermiculita
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(Patifio et al., 1983; Hartmann y Kester, 1977; 1988; Donoso, 1993). En Ia
estratificacion fria , se mantienen las semillas a temperaturas entre 4 y 10°C durante
20 a 60 dias; mientras que la estratificacion célida la temperatura empleada se
encuentra entre 22 y 30°C, por un periodo de tiempo entre 30 y 60 dias. (Patifio et al.,
1983; Hartmann y Kester, 1988; Figueroa y Jaksic, 2004). El efecto esperado es una
mayor permeabilidad al agua en la testa de las semillas con dormicion fisiologica,
siendo posible que se lleve a cabo el proceso de imbibicion de las mismas. En el caso
de semillas con dormicion fisioldgica; se pueden emplear tanto altas como bajas
temperaturas; mientras que para superar el estado de dormicion morfofisioldgica, se
requieren bajas temperaturas (Baskin y Baskin, 1988). No obstante, algunas semillas
entran en dormicion secundaria debido a la exposicidon a altas o bajas temperaturas;

generalmente en especies anuales invernales (Baskin y Baskin, 1988).

b) Escarificacion: es cualquier proceso que rompa, raye o altere mecanicamente
o ablande las cubiertas de las semillas para hacerlas permeables al agua y a los gases.

Pone fin a la latencia fisica.

1) Mecénica: consiste en raspar las cubiertas de las semillas con papel de lija,

limas o quebrarlas con pinzas.

1) Quimica: consiste en remojar las semillas por un periodo entre 15 minutos a 2
horas en acidos, como por ejemplo en acido sulfurico concentrado. Luego, se escurre
el 4cido y las semillas se enjuagan con agua. Pueden ser sembradas en forma

inmediata o almacenadas por un periodo de tiempo.
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C) Lixiviacion: las semillas son remojadas en agua corriente, para poder asi
remover los inhibidores quimicos presentes en la cubierta o para ablandar la testa. El
tiempo de remojo varia entre 12, 24, 48 o 72 horas. Se puede realizar en agua a
temperatura ambiente, o en agua hirviendo; en cuyo caso se aconseja sembrar la

semilla luego de 12 - 24 horas de remojo en agua fria.

d) Dry after-ripening (post-madurado en seco): tiene diversos efectos en las
semillas; pudiendo actuar como escape para el estado de dormicidon. Sin embargo,
puede inducir a la dormicion fisica ya que el proceso de secado vuelve a las cubiertas
de la semilla mas duras e impermeables al agua (Baskin y Baskin, 1988; Taiz y

Zeiger, 2010).

e) Combinacién de tratamientos: en aquellas especies que presentan mas de un

tipo de dormicion.

f) Hormonas y otros estimulantes quimicos: nitrato de potasio, tiourea, etileno,

acido giberélico, citokininas, entre otros.

La dormicién es una caracteristica propia de muchas malezas, cuyo mecanismo
determina el patron de germinacion y emergencia estacional del banco de semillas
que poseen dichas especies. En la actualidad, no se cuenta con informaciéon completa
referente a las condiciones de salida desde la dormicidn y germinacion en semillas de
Dipsacus fullonum; y aun en menor medida se conocen las caracteristicas
poblacionales de esta especie en Argentina. Es por esta razon que se busca evaluar el
efecto de la dormicion en las semillas de dicha especie y sus requerimientos para

desencadenar los mecanismos de germinacion. Se hara especial énfasis en el efecto de
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las cubiertas vegetales mediante diversos tratamientos pre-germinativos que buscan
anular su efecto inhibitorio sobre la germinacion. Del mismo modo, se busca
determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento de las semillas
en la aliviacioén de la dormicion primaria de dicha especie. Por lo tanto, este trabajo se
llevard a cabo para poder dilucidar el mejor método para romper con la dormicion de
las semillas de Dipsacus fullonum. Esto asimismo busca contribuir a un mayor
entendimiento de la ecologia de la especie estudiada, asi como también asistir en la

evaluacion del significado del proceso de dormicion en si.
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HIPOTESIS.

Las semillas de Dipsacus fullonum presentan dormicion fisiologica, producida
principalmente por las cubiertas de la semilla. Tratamientos como escarificacion,
post-madurado en seco, estratificacion en frio, tratamiento con estimulantes quimicos

y la escision embrionaria, permiten una normal germinacion de dichas semillas.

OBJETIVOS.

I. Identificar le tipo de dormicidn presente en D. fullonum.

II. Establecer el efecto de las cubiertas en la dormicion de semillas de Dipsacus

fullonum.

III. Evaluar el efecto de la escarificacion quimica sobre la ruptura de la dormicién en

semillas de la misma especie.

IV. Determinar si la escarificacion mecénica causa la ruptura de la dormicion en

semillas de dicha especie.

V. Evaluar el efecto del nitrato de potasio como estimulante quimico en la

germinacion y su efecto en la ruptura de dormicion embrionaria.

VI. Comprobar si el mantenimiento de la dormicion primaria se encuentra vinculado

con la sintesis de ABA de novo por parte de la semilla.

VII. Evaluar y comparar el efecto que producen los tratamientos pre-germinativos
de estratificacion en frio (Chilling) y post-madurado (After-ripening) sobre la

germinacion y dormicion en semillas de Dipsacus fullonum.
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MATERIALES Y METODOS.

Material Vegetal.

Las semillas de Dipsacus fullonum fueron recolectadas en enero de 2011 dentro del
predio de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UCA (Lat. S. 34°34’, Long. O.
58°28"). Después de separar las semillas de la inflorescencia fueron conservadas a

una temperatura de 6°C hasta el comienzo de los ensayos.

Efecto de las cubiertas de la semilla como causantes de la dormicion fisiologica.

Con el fin de poder diferenciar si la causa de la dormicion fisioldgica de las
semillas se debi¢ al efecto inhibidor de las cubiertas o a la presencia de un
embrion inmaduro; se colocaron en cajas de Petri semillas bajo diferentes

condiciones.

Se colocaron las semillas sobre dos discos de papel de filtro en cajas de Petri de 9
cm de didmetro; embebidas con 8 ml de agua destilada. Durante 24 horas, fueron
incubadas en oscuridad a una temperatura constante de 15°C. Luego de este
periodo de tiempo, se removieron los embriones bajo el siguiente protocolo. Las
cubiertas humedecidas de las semillas se cortaron con un bisturi (Belmed) con una
hoja nueva, estéril n° 10 (Xinda) y la ayuda de una pinza y una lupa debido al
tamafo pequefio de las semillas. Aquellos embriones cuyas cubiertas fueron
removidas sin ocasionarles ningun dafio; fueron colocados sobre dos discos de

papel de filtro humedecidos con 6 ml de agua destilada dentro de cajas de Petri de
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9 cm. de didmetro. Se realizaron 4 repeticiones con 24 semillas cada una; las
cuales fueron incubadas durante 9 dias a una temperatura constante de 15°C en
condiciones de oscuridad (Envueltas en papel de aluminio). La germinacién se
expreso como el porcentaje acumulado del total de semillas. Simultdneamente, se
colocaron semillas sobre dos papeles de filtro con 6 ml de agua destilada bajo
condiciones de luz (régimen luminico de 12 horas por dia) (control positivo) y de
oscuridad (cubiertas con papel de aluminio) (control negativo), dentro de
gabinetes de germinacion ajustados a una temperatura constante de 15°C. La
germinacion fue observada diariamente durante 21 dias en el control positivo y al
finalizar el experimento para el control negativo. La germinacién fue expresada
como el porcentaje acumulado del total de semillas; presentando cada valor la

media = EEM de cuatro repeticiones de 30 semillas cada una.

Efecto de diversos tratamientos pre-germinativos sobre las cubiertas vegetales

como estimulantes de la germinacion.

Se incubaron semillas de Dipsacus fullonum (4 repeticiones con 30 semillas para cada

ensayo y tratamiento) en gabinetes de germinacion ajustados a una temperatura de

15°C. Asimismo, cada ensayo se llevd a cabo en 2 oportunidades. Para evaluar la

germinacion las semillas fueron colocadas sobre dos discos de papel de filtro en cajas

de Petri de 9 cm. de didmetro y se las hidratdo con 8 ml. de agua destilada. Dichas

cajas de Petri fueron colocadas dentro de 2 bolsas plasticas de color negro para

preservarlas de la luz y asi evitar su efecto estimulante en la germinacion (La Greca,
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2010). La germinacion fue observada luego de 21 dias de incubacién, considerandose
a toda semilla cuya radicula excedid los 2 mm de longitud como germinada. Se
evalu6 la germinacion sobre un control positivo (semillas embebidas en agua
destilada bajo régimen luminico de 12 horas por dia). Por otro lado se realizdé un
control negativo incubando las semillas en condiciones de oscuridad. Cuando se
considerd necesario, para el tratamiento control positivo, se rehidratd con la misma
cantidad de agua que la inicial. La germinacién fue observada diariamente durante 21
dias. Las semillas con radiculas de mas de 2 mm de longitud se consideraron como

germinadas y fueron removidas de las cajas de Petri.

I Escarificacion quimica.

Se llevaron a cabo diversos ensayos para investigar si la germinacion de las
semillas en esta especie se encuentra inhibida por la presencia de una cubierta

seminal impermeable.
L1 Acido sulfiirico concentrado (H>SO,)

Se colocaron semillas en 4cido sulfurico (H,SO4) concentrado durante diversos
intervalos de tiempo; 5, 15, 45, 90 minutos. Luego, las semillas fueron enjuagadas
en agua corriente y secadas sobre papel absorbente para su posterior incubacion y

determinar su germinacion.
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LII. Peroxido de hidrogeno (H,O,)

El tratamiento consistié en la inmersion de semillas en peréxido de hidrogeno
(H,0,) de 0,89, 44,5 y 89 M. Se enjuagaron las semillas para su incubacién en las

condiciones anteriormente mencionadas.

Il Lixiviacion.

11.1. Agua hirviendo

Para poder determinar el efecto y la presencia de ciertos inhibidores quimicos en
la cubierta seminal, se remojaron las semillas en agua hirviendo. Este tratamiento
también tiene como objetivo ablandar la testa. El tiempo de remojo de las semillas
fue de 5, 10, 15 y 20 segundos. Luego fueron secadas en papel absorbente y
colocadas en las condiciones establecidas de incubacion para su posterior control

de germinacion.

11I. Escarificacion mecanica.

El efecto de la escarificaciéon mecanica de las cubiertas fue estudiado mediante el

raspado con lija de papel en dos variantes.

IILI. Lijado en el extremo opuesto al embrion.

Se procedi6 a raspar las semillas en cinco oportunidades con un papel abrasivo

(papel de lija N°200) sobre el extremo posterior. Luego las semillas se colocaron
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en sus respectivas cajas de Petri para su incubacion bajo las condiciones ya

mencionadas.

IILII. Lijado de la superficie completa de las cubiertas.

El tratamiento consistio en el raspaje de las semillas en cinco oportunidades con
papel abrasivo (papel de lija N° 200) sobre ambas caras longitudinales
Posteriormente, las semillas fueron incubadas en las condiciones ya establecidas

para poder determinar el total de germinacion.

1V. Estimulantes quimicos.

1IV.I. Nitrato de Potasio (KNOj3).

Se incubaron semillas utilizando dosis de 0,2% de nitrato de potasio (KNO3)
(Mérola, 2012; Harty, 1972). Luego fueron colocadas en sus respectivas cajas de
Petri en los gabinetes de germinacion para poder posteriormente determinar el

total de germinacion.

IV.II - Fluridona.

Se busca determinar si el mantenimiento de la dormicién primaria se encuentra
vinculada con la sintesis de ABA de novo por las semillas. Las mismas fueron

embebidas en tres concentraciones diferentes de Fluridona; (1-meethyl-3-penthyl-
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5-[3-triuromethyl-(phenil)(-4-(1H)-pyridinone), Phytotechnology Laboratories,
Shawnee Mission, Kansas, USA); 10, 50 y 100 uM; debido a su acciéon como
inhibidor en la via metabolica de la biosintesis de ABA (Yoshioka, 1998).
Adicionalmente, se incubaron semillas embebidas con una dosis de 50 uM de
Fluridona y 50 uM de GA4 (Sigma Chemical Company, ST Louis, MO, USA)
para poder conocer el efecto combinado de dicho estimulante quimico con la
adicion de Giberelinas exdgenas. La concentracion empleada fue determinada
utilizando como referencia el trabajo publicado por La Greca (2010). El pH de la

solucion fue corregido a 6,5.

Efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la modulacion del

nivel de dormicion primaria.

El siguiente ensayo tuvo como objetivo evaluar los requerimientos de temperatura
y tiempo de almacenamiento que poseen las semillas para la salida del estado de
dormicion. A las semillas se les realizo el tratamiento de estratificado y post-
madurado en seco. Una vez finalizado cada tratamiento, las semillas fueron
colocadas en cajas de Petri de 9 cm de didmetro para su incubacion en oscuridad a
20°C e hidratadas con 8 ml de agua destilada. El dia 21 se efectuio el control de la
germinacion; siendo consideradas como semillas germinadas aquellas cuya
radicula excedid los 2 mm de longitud. La germinacién se expresd6 como el
porcentaje acumulado y cada valor represent6 el valor medio EEM del total de

tres repeticiones con 30 semillas cada una.
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Estratificacion en frio (Chilling)

Para comprobar si la exposicion a bajas temperaturas reduce el nivel de dormiciéon
(i.e. una reduccion del requerimiento de luz para germinar), se colocaron semillas
en medio de dos papeles de filtro hidratados con 10 ml de agua destilada en cajas
de Petri de 9 cm de diametro. Las mismas fueron incubadas a 5 °C, durante cuatro
periodos de tiempo; 0, 4, 8 y 12 semanas. Para preservar a las semillas de la luz,
las cajas fueron recubiertas con papel de aluminio. Una vez finalizado el tiempo
establecido, fueron colocadas en los gabinetes de germinacion segun las

especificaciones anteriormente mencionadas.

Post-Madurado en seco (After-ripening):

Para poder establecer el efecto de la temperatura de almacenamiento, se colocaron
las semillas bajo dos temperaturas de almacenamiento; 15 °C y 20 °C recubiertas
con papel de aluminio para preservarlas de la luz. Dichas semillas fueron
almacenadas durante cuatro periodos de tiempo diferentes; 0, 4, 8 y 12 semanas.
Una vez completado el tiempo establecido, fueron colocadas siguiendo los

procedimientos anteriormente descriptos.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Efecto de diversos tratamientos pre-germinativos sobre las cubiertas vegetales

como reguladores de la germinacion.

El disefio experimental fue completamente aleatorizado (DCA). El efecto de cada
tratamiento fue evaluado en cuatro repeticiones, con 30 semillas cada una. El ensayo
se llevd a cabo en dos oportunidades. Conjuntamente se realizé un control positivo y
un control negativo con igual nimero de repeticiones en ambas ocasiones que se llevo
adelante el ensayo. Se evalué en forma individual el nivel de significancia de la
interaccion entre ambos experimentos realizados para evaluar la posibilidad de
combinar o no los datos. De acuerdo al resultado obtenido en el Analisis de Varianza;
se procedio a la determinacion de las diferencias entre tratamientos para las diferentes

variables, utilizando el Test HSD de Tukey, con un nivel de significacion a = 0,05.

Modelo Estadistico:

Yi=p+ote;

Donde Yj; es el valor de la variable respuesta en cada unidad experimental (porcentaje
de germinacion); u es la media general (germinacion media), ¢; representa el efecto
de cada tratamiento, y €; representa el residuo o error aleatorio que existe dentro de

cada tratamiento, entre los individuos.
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Efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la modulacion del

nivel de dormicion primaria.

Se realiz6 un disefio factorial con dos factores principales: temperatura de
almacenamiento (3 niveles) y tiempo de almacenamiento (4 niveles). En este caso, se
busco evaluar el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la salida
desde la dormicion primaria. El fin fue poder determinar los requerimientos

necesarios para aliviar la dormicidn en semillas de Dipsacus fullonum.

Modelo estadistico:

Yk =+ oy + Bty + g

Donde Y es el total de semillas germinadas en cada caja de Petri; pu es la media
general, o; es el efecto del factor A (tiempo de almacenamiento); f3; es el efecto del
factor B (tratamiento pre-germinativo); y; es el efecto de la interaccion AxB y g

representa el residuo o el error aleatorio dentro de cada unidad experimental.

Analisis estadistico de los datos.

Se busca determinar el efecto del tiempo de almacenamiento y de la temperatura de
almacenamiento sobre la germinacion. Asimismo, es importante comprobar si existe
0 no interaccion entre ambos factores. Los datos de germinacion bajo cada condicion
experimental y todas las interacciones fueron sometidos al andlisis de varianza
(ANOVA). Las diferencias significativas entre tratamientos fueron detectadas

utilizando el test HSD Tukey con un nivel de significancia a de 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Efecto de las cubiertas de la semilla como causante de la dormicion fisioldgica.

El porcentaje de germinacion se vio afectado al remover las cubiertas de las
semillas e incubar los embriones (p < 0.0001). La germinacién observada en los
embriones incubados fue del 100%; igualando al control positivo (100%) y
superando notablemente al control negativo (2.5 = 3.19%) (Figura 8). Los
resultados obtenidos por Chen et al. (2008) sefialan que la remocion del
endosperma y las cubiertas seminales actlio como estimulo para promover la
germinacion. Es posible que las cubiertas de la semilla; que son tejidos de origen
materno, posean altos contenidos de ABA; y que al remover las mismas, su efecto
inhibidor de la germinacion desaparezca o que las cubiertas ejerzan una
restriccion mecanica sobre la emergencia de la radicula. Asimismo, los embriones
cuyas cubiertas fueron removidas, absorben una mayor cantidad de oxigeno que

aquellos embriones que poseen sus cubiertas intactas (Crocker, 1916).
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Figura 1: Germinacion acumulada media (%) de D. fullonum luego de 21 dias de incubacion a
15°C. Semillas con luz; en oscuridad y embriones extraidos en condiciones de oscuridad. Barras T
ubicadas por encima de cada barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun el test HSD de Tukey (a = 0.05).
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Fotos 1-5: 1. Procedimiento de escision de embriones. 2. Cajas de Petri con embriones
germinados. 3. Embrién germinado donde se observa la raiz, tallo y cotiledones emergidos. 4.
Observacion de cubierta de la semilla y el embrion con su radicula. 5. Embrién germinado, con

radicula de 2 mm de longitud.

Tratamientos pre-germinativos — Efecto de las cubiertas.

1. Escarificacion quimica.

L1 Acido sulfiirico concentrado (H>SOy)

Los datos de germinacion se analizaron en conjunto ya que el porcentaje medio de
germinacion no difirié entre las dos corridas del experimento (p > 0.99). La
exposicion al H,SO4 afecto el porcentaje de germinacién (p < 0.0001) (Figura 1).
El porcentaje de germinacion de las semillas sumergidas durante 5 minutos fue de
17.95 £ 3.54% (media £ EEM) superando al control negativo (0.4 + 1.18%) y al
resto de los tratamientos (15, 45 y 90 minutos); donde no se registré germinacion

alguna. No obstante, fue menor al observado en el control positivo (75 £+ 11.41%)
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(Figura 1). Si bien la exposicion durante 5 minutos increment6 la germinacion,
este aumento fue inferior al reportado en semillas de diversas familias (Aref et al.,
2011; Aliero, 2004; Barekat, 2013; Muhammad, 2003). Estos autores sefialaron
que el efecto fisioldgico promovido por la escarificacion con H;SO4 se basa en un
incremento de la imbibicion de agua por las semillas (Nikolaeva, 1977). En
Dipsacus sin embargo, la ausencia de germinacion observada por exposiciones
superiores a 5 minutos podria explicarse debido a lesiones en algunas partes
vitales del embrion (Aliero, 2004). Msaakpa (2013) destaca el efecto corrosivo
del acido sulfurico y que al penetrar las cubiertas de la semilla podria matar al
embrion. Por este motivo serd necesaria la aplicacion de este compuesto en

tiempos menores a los evaluados.
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Figura 2. Germinacion acumulada media (%) de semillas de D. fullonum remojadas con acido
sulfurico durante: 57, 157, 45", 90" a 15°C en oscuridad. Control positivo; semillas sin remojar en
acido, a 15°C con luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T ubicadas por
encima de cada barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun el test HSD de Tukey (o = 0.05).
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LII. Agua oxigenada (H>0,).

Los datos de germinacion se analizaron en conjunto al no encontrarse diferencias
significativas (p = 0.66) en el porcentaje medio de germinacioén entre las dos
corridas del experimento. Las distintas concentraciones de H,O, afectaron el
porcentaje de germinacion (p < 0.0001). En efecto, la presencia de H,O,
incremento la germinacidn en relacion al control negativo (0.42 + 1.18%) aunque
no alcanz6 los valores observados en el control positivo (75 + 11.41%). No se
registraron diferencias para el porcentaje de germinacion total entre semillas
tratadas con concentraciones de; 0.89 M de H,O, (34.59 £+ 29%); 44.5 M de H,0,
(38.33 + 28.45%), ni 89 M de H,0; (21.67 £ 17.37%) (Figura 2). En muchas
especies ha sido comprobado el efecto estimulante de la germinacion luego del
tratamiento de las semillas con perdxido de hidrogeno (Schmidt, 2000). Chien y
Lin (1994) en ensayos con semillas de Cinnamomum camphorum, observaron un
incremento en el porcentaje de germinacion mayor al 40%. Estos resultados son
similares a los observados en Dipsacus fullonum; donde el porcentaje de
germinacion en semillas tratadas con H,O, fue notablemente mayor al obtenido
para semillas bajo las mismas condiciones ambientales sin tratar. Asimismo,
Chien y Lin (1994) concluyeron que dichos resultados se debian al efecto del
peroxido en la liberacion del estado de dormicion fisica de las semillas. Es posible
que intervenga en la oxidacion de los factores inhibidores de la germinacion
presentes en las cubiertas; promoviendo la germinacion de las semillas (Ogawa,

2001)
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Figura 2. Germinacion acumulada media (%) de semillas de D. fullonum remojadas con peroxido
de hidrogeno 0,89, 44,5 y 89 Molar a 15°C en oscuridad. Control positivo; semillas sin remojar, a
15°C con luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T ubicadas por encima
de cada barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican diferencias significativas

segun el test HSD de Tukey (o = 0.05).

Lixiviacion.
I1.1. Agua hirviendo (H,O 100°C)

Al no diferir el porcentaje medio de germinacion entre las dos corridas del
experimento (p = 098), los datos de germinacion se analizaron en conjunto.
Remojar las semillas en agua hirviendo no incrementd el porcentaje de
germinacion con relacion al control negativo (0.42 + 1.18%) (p < 0.0001). No se
registré germinacion alguna para los distintos periodos de tiempo (5, 10, 15 y 20
segundos) de remojo (Figura 3). El porcentaje de germinacion fue maximo para el
control positivo (75 = 11.41%). Estos resultados concuerdan con aquellos
presentados por Waidyanatha (1976); donde el tratamiento con agua hirviendo
produjo una depresion en la germinacion y dicho efecto se incrementa al
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extenderse el tiempo del tratamiento. Sin embargo, en ensayos llevados a cabo por
Abubakar (2013a), Aliero (2004) y Aref et al. (2011); semillas tratadas con agua
hirviendo alcanzaron porcentajes de germinacion mas elevados con respecto a
semillas sin tratar (control). Esto se debe principalmente a una reduccién en la
dureza y/o a cambios fisioldgicos en las cubiertas seminales; incrementando el
porcentaje y la tasa de germinacion (Abubakar, 2013a; 2013b). Es posible que
estas diferencias observadas con respecto a las semillas de D. fullonum se deban a
una menor dureza de sus cubiertas. Segiin Abubakar (2013b); el porcentaje de
germinacion disminuye cuando las semillas son colocadas en agua hirviendo
durante un largo periodo de tiempo, posiblemente debido a que el contacto del

embrion con agua hirviendo pudiera danarlo o lesionarlo.
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Figura 4. Germinacion acumulada media (%) de semillas de D. fullonum remojadas en agua
hirviendo por 5, 10, 15 y 20 segundos, incubados a 15°C en oscuridad. Control positivo; semillas
sin remojar, a 15°C con luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T
ubicadas por encima de cada barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun el test HSD de Tukey (a = 0.05).
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1II. Escarificacion mecanica.

IIL.1. Lija extremo posterior.

Al no haber diferencias en el porcentaje medio de germinacion entre las dos
corridas del experimento (p = 0.92), se combinaron los datos de germinacion. El
porcentaje de germinacion se vio afectado al lijar el extremo posterior del
embrion (p < 0.0001); alcanzado un valor intermedio entre los dos controles
(13.81 £ 6.22%) La germinacion registrada en este tratamiento superd al
tratamiento control negativo (0.42 + 1.18%); sin embargo, fue inferior a la
observada en el tratamiento control positivo (75 = 11.41%) (Figura 4). No se ha
encontrado bibliografia donde se realice este tratamiento bajo las mismas

condiciones.
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Figura 5. Germinacion acumulada media (%) de semillas de D. fullonum lijadas 5 veces en su
extremo posterior, incubadas a 15 °C en oscuridad. Control positivo; semillas sin lijar, a 15°C con
luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T ubicadas por encima de cada
barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican diferencias significativas segtn el

test HSD de Tukey (a = 0.05).
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1111l Lija ambas caras.

Los datos de germinacion se analizaron en conjunto ya que el porcentaje medio de
germinacion no difiri6 entre las dos corridas experimentales (p = .92). Al lijar las
cubiertas seminales en ambas caras laterales, se afectd el porcentaje de
germinacion (p < 0.0001). El porcentaje de germinacion de las semillas lijadas,
fue de 9.05 £ 6% (media =+ EEM), sin diferenciarse significativamente del
tratamiento control negativo (0.42 + 1.18%) (Figura 5). Estos resultados fueron
menores al observado en el control positivo (75 £ 11.41%). Esta respuesta difiere
de la registrada por Ali, et al. (2011); donde el tratamiento con papel de lija fue

muy efectivo en producir la ruptura de la dormicion impuesta por las cubiertas.
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Figura 6. Germinacién acumulada media (%) de semillas de D. fullonum lijadas en ambas caras
laterales en 5 oportunidades, incubadas a 15°C en oscuridad. Control positivo; semillas sin lijar, a
15°C con luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T ubicadas por encima
de cada barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican diferencias significativas

segun el test HSD de Tukey (o = 0.05).
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1V. Estimulantes quimicos.

1V.1. Nitrato de Potasio (KNOj).

El porcentaje medio de germinacion no difirid entre las dos corridas del
experimento (p = 0.88); por lo tanto, los datos de germinacién se analizaron en
conjunto. El tratamiento con KNOj; afectd el porcentaje de germinacion (p <
0.0001). El KNOs estimul6 la germinacion hasta valores intermedios a los
hallados en ambos controles; registrindose una germinacion de 30 + 11,68%;
superior al control negativo (0.42 + 1.18%) (Figura 6). Sin embargo, fue menor a
la observada en el control positivo (75 £ 11.41%). Estos resultados concuerdan
con aquellos registrados por Shanmugavalli (2007) y Sierra Villagrana, (2005);
donde las semillas tratadas con KNO; mejoraron los niveles de germinacion pero
sin poder ser considerados verdaderos éxitos. En cambio difieren de los
registrados por Ali ef al. (2011), donde en semillas tratadas con KNOs, no se

observaron incrementos en el porcentaje de germinacion.
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Figura 7. Germinacion acumulada media (%) de semillas de D. fullonum remojadas con nitrato de

potasio 0,2% e incubadas a 15°C en oscuridad. Control positivo; semillas sin remojar, a 15°C con
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luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T ubicadas por encima de cada
barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican diferencias significativas segun el

test HSD de Tukey (a = 0.05).

IV.1I - Fluridona.

Los datos de germinacion se analizaron en conjunto ya que el porcentaje medio de
germinacion no difirié entre las dos corridas experimentales (p = 0.09). Al tratar
las semillas con Fluridona se increment6 la germinacion en relacion con el control
negativo (p < 0.0001). No se diferenciaron en el porcentaje de germinacion
semillas tratadas con concentraciones de; 10, 50 y 100 uM de Fluridona (38.57 +
22.02%; 35.42 + 24.23% y 25.83 £ 15.40%) (Figura 7). Por su parte; en el
tratamiento control positivo se observo el mayor porcentaje de germinacion (75 £
11.41%) (Figura 7). Estos resultados sefalarian que la sintesis de ABA de novo
podria estar involucrada en el mantenimiento de la dormicidon en esta especie.
Estos resultados concuerdan con numerosos autores (Goggin et al., 2009; Le
Page-Degivry, 1989; 1990, Schiff, 1979). El efecto estimulante en la germinacion
se debe a la inhibicion en la via metabolica de la sintesis de ABA. El uso de la
solucion combinada de Fluridona con GA no fue eficaz en incrementar la
germinacion (8.33 = 8.10%). En efecto, la aplicacion con GA buscd promover la
liberacion del estado de dormicion. Goggin et al. (2009), determinaron como la
aplicacion de Fluridona y GA en conjunto tuve efectos levemente estimulantes
sobre la germinacion. En primer lugar, esto es posible ya que la accion de GA se
vio enmascarada por el efecto de la Fluridona sobre la via metabdlica de los
carotenos (pasos en comun para la sintesis de ABA y de GA). Es importante
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destacar que estos resultados coinciden con los obtenidos por La Greca (2010),
donde el efecto de la adicion exodgena de Giberelinas solo era efectivo bajo un
régimen de temperaturas alternas. Por lo tanto, es posible estimar que el nivel de
germinacion obtenido para este ensayo se deba unicamente a la accion de la
Fluridona. Asimismo, es posible que la sintesis de Giberelinas no esté vinculada
con la terminacion de la dormicion en si; sino que su accidn se limite a estimular

la elongacion de la radicula durante el proceso de germinacion (Hilhorst, 1992).
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Figura 8: Germinacion acumulada media (%) de semillas de D. fullonum remojadas en Fluridona
10, 50 y 100 uM y 50 uM + GA; 50 uM a 15°C en oscuridad. Control positivo; semillas sin
remojar, a 15°C con luz y control negativo, mismas condiciones en oscuridad. Barras T ubicadas
por encima de cada barra vertical representan las EEM. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun el test HSD de Tukey (o = 0.05).
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Efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre la modulacion del

nivel de dormicion primaria.

La interaccion entre los efectos principales; temperatura y tiempo del tratamiento pre-

germinativo sobre la germinacion fue significativa (p < 0.0001) (Figura 9).

1. Estratificacion en frio (Chilling)

El porcentaje de germinacion en semillas incubadas luego de ser almacenadas a
una temperatura media de 5°C, fue aumentando al hacerlo el tiempo de
almacenamiento para 4 y 8 semanas (43.3 = 18.56% y 57.78 + 5.09%,
respectivamente) (Grafico 9.A). Al extender el tiempo de almacenamiento a 12
semanas, el porcentaje de germinacion sufrid una abrupta caida (2.22 + 3.85%)
(Gréafico 9.A). Esto se debe posiblemente a una induccion de las semillas al estado
de dormicion secundaria. Semillas no estratificadas no germinaron (Gréafico
10.A). Los resultados aqui presentados difieren de los publicados por diversos
autores como Werner (1977), Solecki (1989) y Bentivegna (2008) quienes no
hallaron en poblaciones norteamericanas de D. fullonum requerimientos de un
periodo de estratificacion. Sin embargo, Stolp (2006), en un ensayo en D.
lacinatus, luego de 9 semanas de estratificado obtuvo no s6lo mayores porcentajes
de germinacién en un menor periodo de tiempo; sino que también plantas de
mayor crecimiento en altura al compararlas con aquellas germinadas sin un
tiempo de almacenamiento. Estos resultados concuerdan con el ensayo realizado,

donde el mayor porcentaje de germinacion se obtuvo luego de 8 semanas. De
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acuerdo con cada especie, el tiempo de estratificacion necesario varia desde dias a
meses; registrandose diferencias entre especies, poblaciones dentro de la misma
especie e inclusive entre semillas de una misma poblacion (Baskin y Baskin,
2004; Batlla et al, 2004). Estos resultados sefialan que la germinaciéon puede
ocurrir tanto en la primera como en la segunda primavera posterior a la floracion
en coincidencia con lo expuesto por Werner (1977). Por el contrario, las semillas
serian incapaces de germinar en el otofio mismo en que fueron producidas.
Asimismo concuerdan con Hubbell (1979) quien sefialo la posibilidad de las
semillas de D. fullonum de permanecer durante un afio en estado de dormicion y

germinar la primavera siguiente.
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Figura 9: Germinacion acumulada media (%) de D. fullonum luego de 21 dias de incubacion a
20°C. Tratamientos pre-germinativos durante 0, 4, 8 y 12 semanas. Diferentes colores indican
cada tratamiento; azul: Chilling (5°C); verde: Post-madurado 15°C; rojo: Post-madurado 20°C.

Barras T ubicadas representan las EEM.
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1I. Post-Madurado en seco (Dry after-ripening):

Bajo condiciones de almacenamiento a 15°C; se observd un incremento en el
porcentaje de germinacion; a medida que el tiempo de almacenamiento fue mayor
(Figura 10 B). Los valores observados (media = EEM) fueron; 1.11 + 1.92% para
0 semanas; 22.22 + 13.44% para 4 semanas; 27.77 £ 13.88% para 8 semanas y
55% =+ 7.07 para 12 semanas (Figura 9.B). Este incremento en el porcentaje de
germinacion podria estar originado en que durante el almacenamiento en seco; las
semillas atraviesan ciertos cambios fisiologicos, que generalmente se reflejan en
una reduccion en el estado de dormiciéon (Wanya, 2010). En muchas especies,
dichos cambios consisten en una disminucidon en el contenido de ABA, y la
intensificacion en la sensibilidad de las semillas a factores promotores de la
germinacion, como la luz, y Giberelinas (Iglesias-Fernandez et al., 2011).
También es posible observar interaccion positiva entre el tiempo de
almacenamiento y el porcentaje de germinacion obtenido para una temperatura de
15°C.). Para una temperatura de almacenamiento de 20°C en seco, si bien se
observo un incremento en el porcentaje de germinacion luego de 4 y 12 semanas
con un 36.67 + 14.53% y 26.67 + 13.34% de germinacion; respectivamente
(media £ EEM) (Grafico 10.C). Sorpresivamente, luego de 8 semanas de
almacenamiento se registré una caida en el porcentaje de germinacioén (6.66 +
3.34) (Grafico 9.C) sin encontrar un argumento que explique esta caida en la
fraccion germinada. Cuando las semillas fueron incubadas sin un tiempo de post-
madurado, no se registré germinaciéon (0% para 0 semanas). Es posible que las

semillas que perdieron el estado de dormicion primaria se les induzca el estado de
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dormicidon secundaria debido a ciertas condiciones desfavorables como luz
inadecuada, anoxia, presencia de nitratos o temperaturas. Asimismo, se plantea la
posibilidad de una induccion al estado de dormicion secundaria por efecto de un
incremento en la concentracion de ABA (Wanyan, 2010); como también una
reduccién en la concentracion y una disminuciéon en la sensibilidad a GA
(Leymarie et al., 2008). En el banco de semillas del suelo, el estado de dormicion
secundaria posibilita el ciclo de las diferentes intensidades de dormicion; que
progresivamente pueden ser adquiridas o perdidas; hasta que finalmente se
desencadene el proceso de germinacion y establecimiento de la plantula, bajo
condiciones ambientales favorables (Baskin y Baskin, 1998; Hilhorst, 2007).
Bentivegna (2008); obtuvo en 2004 un 24.3 y en 2005 un 20% de germinacion en
D. fullonum, luego de 8 y 12 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente

(18-22°C).
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Figura 10: Germinacion acumulada media (%) de D. fullonum luego de 21 dias de incubacion a

20°C. Tratamientos pre-germinativos durante 0, 4, 8 y 12 semanas. A. Chilling (5°C). B. Post-

madurado 15°C. C. Post-madurado 20°C. Barras T ubicadas representan las EEM.
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CONCLUSIONES.

Como resultado de los ensayos realizados, ha sido posible observar que las
poblaciones experimentadas exhiben un nivel de dormicion fisiologica en las semillas
de Dipsacus fullonum. Como se estimaba inicialmente, la causa de la imposibilidad o
el retardo en la imbibiciéon de agua eran las cubiertas seminales y no un embrion
subdesarrollado. Fue posible considerar la validez de dicha conclusion al germinar la

totalidad de los embriones cuyas cubiertas fueron removidas.

Las cubiertas seminales ejercen un efecto inhibitorio sobre la germinacion, siendo
dicho efecto de origen hormonal y no una restriccion mecénica. Esto ha sido posible
observarlo ya que, aquellos tratamientos como la escarificacion mecanica y quimica
(tratamientos con acido, peréxido de hidrogeno, agua hirviendo y lijado) no s6lo no
lograron incrementar el porcentaje de germinacion, sino que ademas se cree que

produjeron lesiones sobre el embrion.

Por otro lado, estimulantes quimicos y hormonales como nitrato de potasio y
Fluridona fueron mas efectivos promoviendo la germinacion en dicha especie. Sin
embargo, cierto efecto inhibitorio de las cubiertas permanece al observarse un menor
porcentaje de germinacion con respecto a aquellas semillas incubadas sin que se les
realice tratamiento alguno y estuvieron bajo el efecto estimulante de la luz. El
tratamiento con Fluridona promovié la germinacion de las semillas al inhibir la via
metabolica de ABA e impedir la sintesis de novo de dicha hormona por parte de la

semilla.
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Las cubiertas seminales actian sobre el balance hormonal. Una baja relacion de
ABA/GA estimula la germinacion. Como se pudo observar en las semillas remojadas

con Fluridona.

Las semillas de Dipsacus fullonum poseen requerimientos de post-madurado. Los
tratamientos pre-germinativos de Chilling durante 8 semanas y After-ripening a 15°C
durante 12 semanas fueron los mas eficaces para promover el cese del estado de
dormicidn y estimular la germinacion. Luego de 12 semanas de estratificado en ftrio;
las semillas reingresaron en un estado de dormicion secundaria. Seria necesario
evaluar el nivel de germinacion luego de tratamientos pre-germinativos durante
periodos de tiempo mayores (i.e. durante un afio), para poder concluir en forma mas
acertada el reingreso en el estado de dormicion secundaria o no bajo diferentes

condiciones.

En el banco de semillas del suelo, el estado de dormicion secundaria posibilita el
ciclo de diferentes intensidades de dormicion, hasta que se desencadene el proceso de

germinacion. Siendo por lo tanto, un factor esencial a tener en cuenta para su control.

La luz es el mejor estimulante de la germinacion. Su rol fisioldgico es el incremento
en el potencial de crecimiento del embrion (EGP), un debilitamiento del endosperma
micropilar o ambos. Esto lleva a un incremento en el contenido enddégeno de GAs y

una mayor sensibilidad a las GAs aplicadas exdgenamente.
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