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RESUMEN

La incubacién de semillas en diferentes soluciones dentro de un rango de potenciales agua
especificos permite determinar el comportamiento germinativo de cada especie revelando la
tolerancia de las distintas especies cultivadas al estrés hidrico. Las soluciones mas
utilizadas para arribar a potenciales osmdticos determinados son las de cloruro de sodio
(NaCl) y polietilenglicol (PEG). El problema en la utilizaciéon de dichas sustancias es que
pueden tener efectos toxicos en las células, y pueden afectar el porcentaje de semillas
germinadas. En el trabajo experimental se priorizo la idea de encontrar una sustancia con
las ventajas experimentales de NaCl o PEG, pero sin sus perjuicios. Es por ello que se
utilizaron soluciones de Trehalosa. El objetivo del trabajo experimental fue evaluar la
germinacion de Cynara cardunculus (L.) y Panicum virgatum (L.) en soluciones de
potencial osmotico reducido obtenidas a partir de Trehalosa. Se calculd el porcentaje de
semillas germinadas y el tiempo medio de germinacién (T50) en cada potencial osmotico
para cada especie. En la medida que las soluciones fueron mas concentradas, disminuyo el
porcentaje de semillas germinadas y aumento el T50. Cumpliendo asi con la premisa de ser
un compuesto para simular condiciones de sequia en condiciones de laboratorio. Al
comparar los resultados obtenidos con NaCl y Trehalosa, se concluyd que al utilizar
Trehalosa el porcentaje de semillas germinadas puede ser superior. Al comparar los

resultados obtenidos con Trehalosa y PEG, los resultados fueron similares.



INTRODUCCION

El potencial agua se definid como la capacidad para realizar un trabajo por unidad de masa
y mover esa masa de agua sin solutos desde su estado hasta el de agua libre (Carpena et al.,
2005). Al valor del potencial de agua en estado de referencia se le asignd un valor de cero.
Para determinar el estado de referencia del agua, ésta se debe encontrar pura, libre y
expuesta a presion atmosférica (Terroén, 1995). Los factores que afectan el potencial del
agua son: los solutos disueltos (potencial osmotico), la adsorcion del agua por parte de las
particulas del suelo (potencial matricial), la elevacion del agua del suelo en el campo
gravitatorio (potencial de gravedad) y la presion aplicada (potencial de presion). A cada
uno de los potenciales se le asigna un valor, siendo la suma de los cuatro, el valor del
potencial agua (Taiz, 2006). Es de gran importancia conocer el valor de potencial agua.
Esto permite saber si el agua se encuentra en equilibrio o en movimiento. En el caso de las
semillas, estas solo podran absorber agua cuando el potencial interno de la misma sea mas
negativo que el del medio (Valverde, 1998). El potencial osmoético se ve afectado por la
concentracion de solutos disueltos en la célula. El agregado de solutos disminuye el
potencial libre, ya que las moléculas de agua interaccionan con las moléculas de solutos, y
estas interacciones no se rompen facilmente (Mauseth, 2009). Cuando la diferencia entre el
potencial osmético del medio y el potencial osmotico interno de la semilla sea mayor, el
tiempo de germinacion de las semillas serd menor, y el porcentaje de semillas germinadas
sera superior (Bradford et al., 2005). Existen sustancias con alta presion osmotica capaces
de inhibir la imbibicion de la semilla. En efecto, sustancias como azucares o sales, en
determinadas concentraciones pueden competir por el agua, de modo que la semilla no
logre embeberse suficientemente y de esta manera permanezcan sin germinar (Copeland y
McDonald, 2001). Esto se debe a que la inhibicién de la imbibicién desactiva procesos
como la sintesis de enzimas necesarias para la finalizacion de la germinacion (Po Abit,

2008).

Para evaluar la tolerancia de cada especie al estrés osmotico, la incubacion de semillas en

diferentes soluciones dentro de un rango de potenciales agua especificos demuestra el



comportamiento germinativo de cada especie revelando la tolerancia de las distintas
especies cultivadas al estrés hidrico (Santa Olalla et al., 2005). En los primeros ensayos de
germinacion bajo condiciones de estrés osmotico se utilizaban sales. Entre ellas, el cloruro
de sodio (NaCl) era la sal mas utilizada. Esta sal al entrar en contacto con agua se disocia
en iones sodio y cloro, que se dispersan y quedan rodeados por moléculas de agua (Kotz et
al., 2006). Posteriormente al uso de sales, se empezd a utilizar manitol. Sin embargo, existe
evidencia de que estas sustancias de bajo peso molecular, sales y manitol, ingresan a la
semilla en germinacion pudiendo interferir con su metabolismo y en determinadas
concentraciones presentan efectos toxicos (Copeland y McDonald, 2001). Esta condicién
determin6 que el uso de compuestos de alto peso molecular tengan un uso creciente en
ensayos de germinacion ya que simulan adecuadamente a las condiciones de sequia sin
provocar toxicidad a la semilla (Po Abit, 2008). Entre estas sustancias se encuentra el
polietilenglicol (PEG). El PEG es un polimero obtenido por métodos industriales, de alta
viscosidad y alto peso molecular. Este compuesto es muy empleado en ensayos de
germinacion ya que por ser una molécula de alto peso molecular no pasa por la membrana
plasmatica de las células (Emmerich et al., 1990). En contrapartida de sus beneficios
experimentales, numerosas investigaciones han demostrado que el PEG tiene un efecto
toxico sobre semillas y plantas ya que disminuye la disponibilidad de oxigeno (Steuter,
1980). Los efectos toxicos del PEG se deben a la asociacion del compuesto con metales
pesados como el Aluminio y Magnesio que se encuentran en altas concentraciones para su
sintesis (Mexal et al., 1975). Los dafios causados a la planta por falta de oxigeno por el
PEG, son similares a los contemplados por estrés hidrico por exceso de agua (Mexal et al.,
1975). En repetidas ocasiones el PEG bloquea las vias por las que circula el agua causando
la desecacion de la planta (Steuter, 1980). En el mismo trabajo, se indica que aun con altos
valores de potencial agua el transporte de oxigeno por la solucion pude ser insuficiente para

cumplir con los requerimientos de respiracion de la planta.

En funcién de los antecedentes sefalados, el trabajo experimental priorizd la idea de
encontrar una sustancia con las ventajas experimentales del PEG, pero sin sus perjuicios y
se considerd que la Trehalosa seria un compuesto que reune esas condiciones. La Trehalosa

es un disacarido no reductor, formado por dos moléculas de glucosa. Se encuentra presente

5



en una amplia gama de organismos, llevando a cabo funciones como azlicar de reserva y
como protector ante el estrés abidtico. A su vez cumple el rol de osmoprotector, y juega un
papel esencial en diversas etapas de desarrollo de la planta (Mascorro-Gallardo et al.,
2005). La Trehalosa, por su alto peso molecular, 378 g/mol, no pasaria por la membrana
plasmatica de la célula (Barros, 2009), evitando por lo tanto que interfiera en el
metabolismo de la célula. Ademas, en comparacion con otros azdcares, tiene un alto grado
de interaccion con el agua, lo que facilita su hidratacion a un rango variado de temperaturas
y concentraciones (Mascorro-Gallardo et al., 2005). El objetivo del trabajo experimental
fue evaluar la germinacion de dos especies vegetales, Cynara cardunculus (L.) y Panicum

virgatum (L.), en soluciones de igual potencial osmoético obtenidas a partir de Trehalosa.



MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron semillas de Panicum virgatum y Cynara cardunculus. Las semillas de P.
virgatum se obtuvieron de una parcela experimental ubicada en el campus de la Facultad de
Ciencias Agrarias (UCA) cosechadas durante marzo de 2011. Las semillas de C.
cardunculus se recolectaron en un establecimiento agropecuario ubicado en el partido de

Azul, Provincia de Buenos Aires, en el afio 2011.
Sitio del experimento

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio de Produccién Vegetal en la Facultad de

Ciencias Agrarias (UCA).
Evaluacién de germinacion

La germinacion se evalu6 durante 31 dias en el caso de C. cardunculus, y durante 25 dias
en el caso de P. virgatum. Las semillas de C. cardunculus (seis repeticiones de 20 semillas
cada una) fueron expuestas a una temperatura constante de 20°C, con un fotoperiodo de 12
horas. Las semillas de P. virgatum (seis repeticiones de 25 semillas cada una) fueron
expuestas a un régimen de temperaturas alternadas de 30/15°C (12 horas de termoperiodo),

con un fotoperiodo de 12 horas.
Descripcion del experimento

Las 20 semillas se colocaron en cajas de Petri de 9 cm de didmetro sobre dos discos de
papel de filtro. Las cajas, se cubrieron con film plastico con el objeto de evitar la
evaporacion. Se evaluo la cantidad de semillas germinadas al someterlas a potenciales de 0,
-0.46, -0.48, -0.69 y -0.88 MPa para P. virgatum y de 0, -0.46, -0.48, -0.69, -0.88, -1.04 y -
1.34 MPa para C. cardunculus. El calculo para obtener los distintos potenciales osmoticos
de las soluciones de Trehalosa fue a partir una forma tabulada de la relacion entre potencial
agua (MPa) y la actividad del agua (aw). Se graficaron ambas variables obteniéndose una

regresion lineal (R?=1). En base al valor de aw equivalente para cada potencial osmético, se



obtuvo la correspondiente concentraciéon de Trehalosa. Las soluciones correspondientes
para cada potencial, fueron analizadas con un osmémetro de vapor de presion (VPO, Model
5100 C, Wescor Inc., Logan, Utah, USA) a fin de obtener el potencial osmotico real de

cada solucion.

En el caso de C. cardunculus se agregaron 8 ml de la solucion correspondiente por caja de
Petri, mientras que para P. virgatum se utilizaron 6 ml. Al transcurrir un dia de iniciado el
experimento se reemplazaron las soluciones en las que se encontraban embebidas las
semillas, y posteriormente se reemplazaron las soluciones cada seis dias. Se verifico
diariamente el nimero de semillas germinadas de cada especie y en cada tratamiento

osmotico. Las semillas se removieron de la caja de Petri, una vez germinadas.
Analisis de datos

El disefo estadistico empleado fue un disefio completamente al azar (DCA), con seis

replicas. Los factores a analizados fueron:
— Potenciales osmoticos en semillas de Cynara cardunculus con seis niveles y testigo.

— Potenciales osmoéticos en semillas de Panicum virgatum con cuatro niveles y

testigo.

Modelos:

— Porcentaje de semillas germinadas de Cynara cardunculus = Media poblacional de
porcentaje de semillas germinadas de Cynara cardunculus + Efecto del potencial

osmotico sobre el porcentaje de semillas germinadas + Error o residuo aleatorio.

— Porcentaje de semillas germinadas de Panicum virgatum = Media poblacional de
porcentaje de semillas germinadas de Panicum virgatum + Efecto del potencial

osmotico sobre el porcentaje de semillas germinadas + Error o residuo aleatorio.

Se verificé mediante el test de Anova si existen diferencias significativas entre los distintos

potenciales osméticos. En el caso de existir dichas diferencias, se procedid a implementar



el test de Tukey, para cotejar cual de los potenciales resulta el mas apto para lograr una

mayor proporcion de semillas germinadas.

En todos los casos se verificaron los tres supuestos de un DCA, donde las observaciones
son aleatorias e independientes entre si, las observaciones proceden de poblaciones
normales y los tratamientos tienen la misma variabilidad. Para comprobar que los supuestos
de normalidad y homocedasticidad se cumplan, se realizd la prueba de Shapiro-Wilks
(modificado) y la prueba de Levene respectivamente. En los anexos se encuentran los

resultados de dichas pruebas para cada especie.



RESULTADOS

Efecto del potencial osmotico sobre el porcentaje de semillas germinadas en Cynara

cardunculus

La reduccion del potencial osmdtico redujo la germinaciéon acumulada de semillas en
Cynara cardunculus a partir de un potencial osmético de -0.69 MPa (p<0.05) (Figura 1). La
germinacion registrada en los potenciales osmoticos de 0 (90+10.49%) (media+ DE), -0.46
(93.33+6.06%) y -0.48 (81.67+6.83%) MPa super6 a la obtenida en resto de los
tratamientos (p<0.05). En efecto la germinacién obtenida en el potencial de -0.69 MPa fue
de 63.33£16.63%, a -0.88 MPa (27.50+£11.29%), a -1.04 MPa (9.17+£9.17%) y a -1.34 MPa
(2.50+4.18%).
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Figura 1. Efecto del potencial osmotico sobre el porcentaje de semillas germinadas en
Cynara cardunculus. Potenciales osmoéticos con una letra distinta son significativamente

diferentes (p<0.05).
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Efecto del potencial osmético sobre el tiempo de germinacion en semillas de Cynara

cardunculus

La reduccion del potencial osmotico incrementd progresivamente el tiempo medio de
germinacion (T50) de C. cardunculus (Figura 2). Se calculd el T50 para cada potencial, y
para ello se establecid una regresion lineal mediante la funcidon Gompertz. Al utilizar agua
destilada (0 MPa) el T50 resulté de 5.57 dias, mientras que a -0.46 MPa resulto de 4.6 dias
y -0.48 MPa 6.35 dias. La diferencia a un potencial de -0.69 fue mayor, donde el T50 fue
de 13.51 dias. En potenciales de -0.88, 1.04 y 1.34 MPa no fue posible el célculo de este

parametro debido a que no se alcanzé el 50% de semillas germinadas.

100-
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Figura 2. Tiempo de germinacion de semillas de Cynara cardunculus en potenciales
osmoticos de 0, -0.46, -0.48, -0.69, -0.88, -1.04 y -1.34 MPa.

En los primeros 7 dias se observo que en los tratamientos de 0, -0.46 y -0.48 MPa el
porcentaje de semillas germinadas se incrementd notablemente. A partir del dia 25 se
verificé que las curvas llegaron a un punto, donde el porcentaje de semillas germinadas se
mantuvo invariable, incluso a potenciales osmoticos muy negativos. En la curva

correspondiente al potencial -0.88 MPa el crecimiento no fue tan marcado como para los
11



potenciales anteriores. A partir del dia 25, el porcentaje acumulado de semillas germinadas
se mantuvo constante. El desarrollo de las curvas de -1.04 MPa y -1.34 MPa fue similar, se
observé que el inicié de la germinacion se dio pasados los 10 dias y el incremento no fue

tan marcado como en los casos anteriores.

Efecto del potencial osmético sobre el porcentaje de semillas germinadas en Panicum

virgatum

La reduccion del potencial osmético redujo la germinacion acumulada de semillas en
Panicum virgatum a partir de un potencial de osmotico de -0.88 MPa (p<0.05) (Figura 3).
Potenciales osméticos de 0 (91.33%+5.89), -0.46 (91.33+6.89%), -0.48 (81.33+4.84%) y -
0.69 (79.33+8.55%) MPa demostraron un mayor porcentaje de semillas germinadas, que a

un potencial de -0.88 MPa (62.67+11.50%).
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Figura 3. Efecto del potencial osmoético sobre el porcentaje de semillas germinadas en
Panicum virgatum. Potenciales osmoticos con una letra distinta son significativamente

diferentes (p<0.05).
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Efecto del potencial osmético sobre el tiempo de germinacion en semillas de Panicum

virgatum

Al aplicar potenciales osmoticos mas negativos se observé un retraso en la germinacion de
las semillas. La reduccion del potencial osmotico incrementd progresivamente el tiempo
medio de germinacion (T50) (Figura 4). En potenciales de 0 y -0.46 MPa el T50 resultd
similar, siendo de 6.71 dias (0 MPa) y 7.28 dias (-0.46 MPa). Los dias para llegar a T50 de
germinacion se incrementaron en los potenciales de -0.48 MPa (9.11 dias) y -0.69 MPa
(11.49 dias). Se obtuvo un T50 superior a todos los tratamientos en el caso de -0.88 MPa,

resultando de 17.74 dias.

El comportamiento de las curvas en los tratamientos 0 y -0.46 MPa fue similar, al igual que
los tratamientos -0.48 y -0.69 MPa. Distinto es el caso del tratamiento -0.88 MPa que no
mostro una curva similar a ninguno de los tratamientos. Al observar la figura 4 se observo
que en los tratamientos de 0, -0.46, -0.48 y -0.69 MPa, el porcentaje de semillas germinadas
tuvo un crecimiento marcado entre los dias 5 y 15. En el tratamiento de -0.88 MPa el
porcentaje de semillas germinadas comenz6 a aumentar en el dia 5, sin embargo dicho

crecimiento es gradual, manteniéndose asi hasta el dia 23.

En los tratamientos de 0, -0.46, -0.48 y -0.69 MPa a partir del dia 15 se advirtid6 que el
porcentaje de semillas germinadas se mantuvo constante hasta el dia de finalizacion del
experimento, pudiendo concluir que en los primeros 15 dias germinaron la mayor

proporcion de semillas a esos potenciales.
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Figura 4. Tiempo de germinacion de semillas de Panicum virgatum en potenciales

osmoticos de 0,- 0.46, -0.48, -0.69 y -0.88 MPa.
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DISCUSION

En la medida que la concentracion de Trehalosa se incrementd, el porcentaje de semillas
germinadas fue inferior. Este efecto fue mas notorio cuando se utilizaron potenciales mas
negativos, -1.04 MPa y -1.34 MPa en Cynara cardunculus, y -0.88 MPa en Panicum
virgatum. Huarte y Benech Arnold (2005) en un trabajo realizado con Cynara cardunculus
informaron una reduccion en el porcentaje de semillas germinadas semejante al obtenido en
el presente trabajo experimental. En ese experimento el compuesto utilizado fue PEG 8000.
En ese articulo se describi6 una germinacion menor al 30% a potenciales de -0.8 MPa,
mientras que en el presente trabajo experimental el porcentaje de semillas germinadas fue
de 27.50+11.29% a un potencial de -0.88 MPa. En cambio, el mismo articulo describe una
germinacion menor al 75% a -0.5 MPa, mientras que en este trabajo experimental se
alcanzo 81.67+6.83% de semillas germinadas bajo un potencial de -0.48 MPa. Sobre la
misma poblacion de semillas Gatti y Oliverio (datos no publicados) las incubaron en
soluciones de PEG y NaCl. Al comparar potenciales de -0.46 MPa se encontr6 que no
existen diferencias significativas (p>0.05) en el porcentaje de semillas germinadas, al
utilizar soluciones de Trehalosa (93.33+6.06%) o PEG (92,504+5%). En el mismo sentido, a
un potencial de -0.48 MPa tampoco se observaron diferencias significativas (p<0.05) al
utilizar soluciones de Trehalosa (81.67+6.83%), PEG (97.50+2.50%) o NaCl
(91.25+£8.75%). Las comparaciones se realizaron utilizando Anova, y se detallan en los
anexos. Se puede observar que los resultados obtenidos en Cynara cardunculus en el

presente trabajo experimental y las otras investigaciones son similares.

En Panicum virgatum se observé una reduccion de las semillas germinadas en el
tratamiento a -0.88 MPa, con respecto a los demas potenciales. Guiling et al. (2012)
encontraron diferencias entre tratamientos con soluciones de NaCl a distintos potenciales (-
0.04 a — 0.42 MPa). Guiling obtuvo a -0.10 MPa un 68% de semillas germinadas y a un
potencial de -0.21 MPa 62% de semillas germinadas, mientras que en el presente trabajo
experimental se logré un mayor porcentaje de semillas germinadas (91+6.88%) a un
potencial de -0.46 MPa. Guiling también trabajo a un potencial de -0.42 MPa, logrando un

porcentaje de semillas germinadas de 36+8.2%, valor que es inferior al obtenido en el
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presente trabajo experimental a -0.46 MPa (91+£6.88%). Se observa que el porcentaje de
semillas germinadas al utilizar Trehalosa es notablemente superior que al usar NaCl,
inclusive en los potenciales mas negativos. Dicho efecto puede estar explicado por el efecto
toxico que generan los iones Na y Cl al ingresar a la célula, una vez disociados en solucién
(Copeland y McDonald, 2001). En otro experimento realizado con Panicum virgatum,
Zegada-Lizarazu et al. (2012) sefialan que al utilizar soluciones de PEG y NaCl con
potenciales mas negativos a -0.25 MPa existen efectos perjudiciales sobre el porcentaje de
germinacion. Dicho efecto no se encontrd en el presente trabajo experimental. Inclusive a
un potencial de -0.46 MPa (91+6.88%) el porcentaje de semillas germinadas no fue
significativamente inferior (p>0.05) al obtenido a 0 MPa (91+5.88%). Al observar dichos
datos se puede comprobar que al utilizar Trehalosa se mejora sensiblemente el porcentaje
de semillas germinadas cuando es utilizada en potenciales hasta -0.46 MPa. En otro
experimento, Cipriotta (datos no publicados) trabajo con PEG y NaCl a un potencial de -
0.44 MPa, y sus resultados no difieren significativamente (p>0.05) a los obtenidos en este
trabajo experimental a -0.46 MPa. Al comparar otro potencial con el que trabajé Cipriotta
con PEG (-0.56 MPa) y un potencial similar en el presente trabajo experimental (-0.69
MPa) si existieron diferencias significativas (p<0.05) en lo logrado con PEG, con respecto
a lo obtenido con Trehalosa. El porcentaje de semillas germinadas fue superior al utilizar
Trehalosa, Cipriotta a un potencial de -0.56 MPa obtuvo 57+2% de semillas germinadas
con PEG, mientras que en el presente trabajo experimental se logro 79.33+8.55% a un
potencial de -0.69 MPa. En potenciales osmoticos mas negativos, al comparar los valores
de Cipriotta al utilizar PEG (-0.79 MPa) y NaCl (-0.81 MPa) y los obtenidos con Trehalosa
(-0.88 MPa) se logr6 mejor porcentaje de semillas germinadas (p<0.05) al utilizar
Trehalosa y NaCl, que al utilizar PEG. A -0.79 MPa Cipriotta obtuvo 0% de semillas
germinadas con PEG y 71.75+£5.44% con NaCl (-0.81 MPa), mientras que en el presente
trabajo experimental se obtuvo 62.67+11.50% a un potencial de -0.88 MPa. Al comparar
los resultados obtenidos por Cipriotta en PEG y NaCl y los logrados en el presente trabajo
experimental con Trehalosa se observa que a potenciales osmoticos moderadamente
negativos (-0.46 MPa), no existe diferencia en el porcentaje de semillas germinadas al

utilizar NaCl, PEG o Trehalosa. Sin embargo, al comparar los valores obtenidos a
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potenciales mas negativos (-0.69 MPa y -0.88 MPa) se observa que el porcentaje de
semillas es inferior al utilizar PEG, que al utilizar Trehalosa o NaCl. A diferencia de PEG o
NaCl que a determinadas concentraciones tienen efectos toxicos, la Trehalosa es un
compuesto natural que juega un papel esencial en diversas etapas de desarrollo de los
organismos vivos (Mascorro-Gallardo et al., 2005). A su vez, la Trehalosa por su alto peso
molecular 378 g/mol, no pasaria por la membrana plasmatica de la célula (Barros, 2009). A
potenciales mas negativos, los efectos negativos provocados por la utilizaciéon de PEG,
como la disminucion de la disponibilidad de oxigeno y efectos tdxicos (Steuter, 1980),
podrian generar un menor porcentaje de semillas germinadas. Al utilizar potenciales
osmoticos mas negativos queda en evidencia que PEG tienen efectos negativos sobre el
porcentaje de semillas germinadas logrado. A su vez, con Trehalosa se demostrd puede
arribar a potenciales osmoticos negativos, sin afectar el porcentaje de semillas germinadas
por efectos toxicos. Al utilizar NaCl se logrd un porcentaje de semillas germinadas similar,
que al utilizar Trehalosa, sin embargo en un trabajo donde se necesite realizar mediciones
posteriores a la germinacion (biomasa, por ejemplo) la utilizacion de NaCl genera el riesgo
de que los resultados se vean distorsionados, ya que los iones disociados entran a las
células, causando alteraciones en las funciones metabdlicas de la planta (Copeland y
McDonald, 2001). Por otro lado, Trehalosa es un compuesto natural, de alto peso
molecular, por lo que no ingresa en la célula, y presente gran cantidad de organismos en la

naturaleza.
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CONCLUSIONES

— La Trehalosa demostrd ser un soluto que interactia muy bien con el agua. Incluso

en altas concentraciones se logrd una solucion homogénea.

— En la medida que la concentracion de Trehalosa se incrementd, el porcentaje de

semillas germinadas fue inferior.

— Utilizando potenciales osmoéticos mas negativos se produjo un retraso en el inicio de

la germinacion de las semillas en ambas especies.

— Al contrastar los resultados obtenidos en el trabajo experimental con los publicados
al utilizar NaCl, se llegd a la conclusién que el porcentaje de semillas germinadas

fue superior al utilizar Trehalosa.

— Se verifico que la Trehalosa obtuvo porcentajes de semillas germinadas similares a
los obtenidos con PEG 8000. Sin embargo, las ventajas de la Trehalosa se
manifiestan al realizar estudios no solo de germinacion, sino también mediciones de
biomasa posteriores. PEG puede tener efectos negativos sobre el crecimiento de la
planta (Steuter, 1980). Trehalosa logra simular condiciones de sequia al igual que

PEG, y por otro lado permite un 6ptimo desarrollo de la planta.

— En los ensayos con Panicum virgatum se encontré una marcada diferencia al utilizar
Trehalosa y NaCl, que al utilizar a PEG. Dicha diferencia se acentu6 a potenciales

mas negativos (-0.69 MPa y -0.88 MPa).
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ANEXOS

Supuestos de Anova de un factor

Cynara cardunculus

Normalidad

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUC Semillas 42 0,00 9,23 0,98 0,9393

Homocedasticidad

Anadlisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
R2BS Semillas 42 0,28 0,16 73,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 382,14 6 63,69 2,30 0,0566
Potencial Osmotico 382,14 6 63,69 2,30 0,0566
Error 970,83 35 27,74
Total 1352,98 41

Panicum virgatum
Normalidad

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

RDUC Semillas 30 0,00 7,32 0,93 0,1682
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Homocedasticidad

Analisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
RABS Semillas 30 0,13 0,00 77,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 76,68 4 19,17 0,97 0,4391
Potencial 76,68 4 19,17 0,97 00,4391
Exrror 491,85 25 19,67
Total 568,53 29

Cynara cardunculus — Comparacion Peg y Trehalosa -0.46 MPa

Analisis de la varianza

Variable N R* R* A3 CV
% Semillas 8 0,47 0,39 4,74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CcM F p-valor

Modelo. 112,50 1 112,50 5,40 10,0591
Solucién 112,50 1 112,50 5,40 00,0591

Error 125,00 6 20,8

Total 237,50 7

Se verificd que se cumplan los tres supuestos.

Cynara cardunculus — Comparacion Peg y Trehalosa -0.48 MPa

Analisis de la varianza

Variable N R*¥ R* BAj CV
% Semillas 8 0,39 0,29 6,09

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl cM F p-valor
Modelo. 112,50 1 112,50 3,86 0,0972
Solucién 112,50 1 112,50 3,86 00,0972
6
¥ d

Erroxr 175,00 29,17
Total 287,50

Se verifico que se cumplan los tres supuestos.
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Cynara cardunculus — Comparacion NaCl y Trehalosa -0.48 MPa

Analisis de la varianza

Variable N R%: ‘R*"Aj CV
% Semillas 8 0,01 0,00 10,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 3,13 1 3,13 0,03 0,8588

Solucién 3,13 1 3,13 0,03 0,8588

Error 543,75 6 90,63

Total 546,88 7

Se verificd que se cumplan los tres supuestos.

Panicum virgatum — Comparacion NaCl, PEG y Trehalosa -0.46 MPa

Anadlisis de la varianza

Variable N R* R* Aj CV
$ Semillas 12 0,07 0,00 11,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM E p-valor
Modelo. 69,50 2 34,75 0,36 10,7094
Compuesto 69,50 2 34,75 0,36 0,709%94
Error 876,75 9 97,42
Total 946,25 11

Se verificd que se cumplan los tres supuestos.
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Panicum virgatum — Comparacion NaCl, PEG y Trehalosa -0.69 MPa

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1674,67 2 837,33 16,67 0,0009
Compuesto 1674,67 2 837,33 16,67 0,0009
Error 452,00 9 50,22
Total 2126,67 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,99102
Error: 50,2222 gl: 9

Compuesto Medias n E.E.

PEG 57,00 4 3,54 4

NaCl 81,00 4 3,54 B
Trehalosa 83,00 4 3,54 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Se verifico que se cumplan los tres supuestos.

Panicum virgatum — Comparacion NaCl, PEG y Trehalosa -0.88 MPa

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo. 11979,50 2 5989,75 76,06 <0,0001
Compuesto 11979,50 2 5989,75 76,06 <0,0001
Error 708,75 9 78,75
Total 12688,25 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=17,51970
Error: 78,7500 gl: 9
Compuesto Medias n E.E.

PEG 0,00 4 4,44 A
Trehalosa 61,00 4 4,44 B
NaCl 71,75 4 4,44 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Se verificd que se cumplan los tres supuestos.



